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Souhrn

Inseminace ve svété lidi i zvitfat je stale vice pouzivanou metodou. Na inseminaci fen se
nazory ruzni, a to jak z fad veterindrnich 1¢katti, genetikii tak v neposledni fadé¢ samotnych
chovatelt. Pfesto, Ze by inseminace neméla v zadném piipadé¢ nahradit ve vé&tsi mife
ptirozené kryti mezi psem a fenou, byla by Skoda nevyuzit fady moznosti, kterd tato metoda
nabizi. Inseminace umoznuje zajisténi kvalitniho genetického materialu ze vzdalenych zemi,
takze miize ozivit jak chovatelskou zakladnu v plivodni zemi, tak znacné zpfistupni tuto
moznost i po finan¢ni strdnce. Vzhledem k tomu, Ze napiiklad u mrazeného spermatu je doba
skladovani mnoho let, mizeme vyuzit genetického materialu psa, ktery jiz nezije, a piesto
chceme jeho geny do populace vratit. Za zvazeni stoji 1 podstatné snizeni pfenosu pohlavnich
¢1 jinych infek¢nich chorob.

Samotné inseminaci pfedchdzi vySetfeni feny i psa. U feny jde pfedev§im o urceni
nejvhodnéjsiho terminu pro provedeni zakroku. Nejlepsi diagnostickou metodou pfi
monitoringu pohlavniho cyklu je progesteronovy test. Dal$i metodou vySetfeni je poSevni
cytologie, ¢i vaginoskopie. U psa se kontroluje celkovy zdravotni stav. Oba musi byt
nezaménitelné oznaceni — Cip, tetovani.

K ziskani ejakulatu se pouzivaji tfi zpusoby, mastrubace pyje, pomoci umélé pochvy a
pomoci elektroejakulace.

V soucasnosti jsou popsany 3 zakladni metody umélého oplodnéni, Cerstvym spermatem,
chlazenym spermatem a zmraZenym spermatem, které mize byt uchovano az desitky let. Pti
reprodukci pst je nékolik variant inseminac¢nich technik. O pouziti té které metody rozhoduje
na zakladé posouzeni vhodnosti 1ékat, ktery inseminaci provadi.

V Ceské republice se umélym oplodnénim zabyva hned nékolik veterinarnich 1ékait a klinik a
1 u nés jsou spermobanky pro dlouhodobé uchovani spermatu, jejich vyuziti zatim neni tak
hojné, ale jisté i tato doba brzy piijde. Jisté omezeni zapti¢inuje CMKU, které povoluje prvni
kryti pomoci inseminace podmninkou: ,,Vyjimku mtze udélit narodni kynologicka
organizace, aby se zlepSilo zdravi plemene, rozsifil se geneticky material plemene nebo fena
neutrpéla 4ymu pii kryti.*

Je predpoklad, Ze s vyuzitim umélého oplodnéni u fen se budeme v budoucnu v CR setkavat
¢im dal vice a tim se obohati a zkvalitni chov pst u nas, coz by mél byt spole¢ny cil jak

1ékart, chovatell tak organizaci zabyvajicich se kynologii.

Klic¢ova slova: inseminace — sperma — pes — fena - oplodnéni



Summary

Insemination is a method ever more frequently used in the world of humans and animals.
Opinions concerning dog insemination vary among veterinarians, geneticists and not least
among breeders themselves. Despite the fact that artificial insemination should not replace
natural mating between a dog and a bitch to a greater degree, it would be a pity not to take
advantage of a range of options offered by this method. Artificial insemination enables to get
a genetic material of high quality from a distant country so that the breeding base can be
revived as well as it makes this option financially accessible. Owing to the fact that for
example frozen semen can be stored for many years, the genetic material of a dog that is no
longer alive can be used in order to return his genes into the dog population. We should also
consider a substantial reduction of transmission of sexual or other infectious diseases.
Prior to the actual insemination both the dog and the bitch have to be examined. Concerning
the bitch, it is necessary to determine the most suitable time for insemination. The best
method for monitoring the sexual cycle is a progesterone test. Vaginal cytology or
vaginoscopy are other useful methods. Concerning the dog, his overall health status is
examined. Both the bitch and the dog have to have an unmistakable identification - a chip or a
tattoo. There are three methods how to collect ejaculate: manual stimulation of the penis,

using an artificial vagina or by electroejaculation.

At present, there are three basic methods of artificial insemination: using fresh semen, chilled
semen or frozen semen that can be stored for many years. For dog reproduction, there are
several options of insemination techniques. The suitability of a particular method is evaluated

and decided on by a veterinarian who is going to do the insemination.

In the Czech Republic, several veterinarians and veterinary clinics do artificial insemination.
There are also sperm banks for a long-term storage of the semen the use of which is not as
frequent but certainly their time will come soon. There are some restrictions made by CMKU,
that allow first mating by artificial insemination only on condition: “An exception may be
granted by a national canine organization in order to improve the health of the breed, to
spread the genetic material of the breed or when a bitch has suffered an injury during mating.”
It is assumed that using artificial insemination in bitches in the future will be much more
frequent in the Czech Republic and thereby the quality of a dog breed will be improved. This

should be a common objective of all, veterinarians, breeders and cynology associations.

Keywords : insemination - semen - dog - bitch - fertilization
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1. Uvod

Inseminace, ¢ili um¢lé oplodnéni je pfenos pohlavnich bun€k samce do pohlavniho ustroji

samice jinou cestou nez prirozenou, tedy namisto ptirozené kopulace.

Diky stéle rozvijejicim se metoddm je dnes mozné vyuzit geneticky materidl vynikajicich pst
jednak ze zahranici, ¢imz odpada nutnost dalekého cestovani, nebo dokonce vyuziti psa, ktery
JiZ nezije a tim se otviraji dal$i moznosti pro chovatelské zdméry. Za zvéazeni stoji 1 zdravotni
stranka — snizeni rizika pfenosu pohlavnich a dalSich infek¢nich chorob.

Inseminace ma své vyhody i nevyhody a je na ni pohlizeno z mnoha 0hli i1 pohledu.
V soucasnosti jsou popsany 3 zakladni metody umélého oplodnéni, Cerstvym spermatem,

chlazenym spermatem a zmrazenym spermatem, které¢ mtize byt uchovano az desitky let.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Kopulace

2. Cil bakalarské prace
Cilem mé bakalaiské prace je zaméteni se na vyhody a nevyhody umélého oplodnéni u pst,
poukazat na nejcastéjsi postupy, které se v této oblasti pouzivaji a ziskat pohled na umélé

oplodnéni jak z pohledu veterinarniho, tak z pohledu legislativy a chovatelt.



3. Anatomie pohlavnich organi

Pohlavni organy jsou jediné organy jedince, které neslouzi zachovani jedince, nybrz slouzi
zachovani druhu. Rozeznavame samci a samic¢i pohlavni Ustroji, jejichz hlavnimi funkcemi
jsou: produkce pohlavnich bunék a hormont, zprostfedkovani spojeni téchto bunck
(oplodnéni), k némuz dochazi pohlavnim stykem (pafenim), a umoznéni vyvoje nového

jedince v t&le matky. (Cerveny a kol., 1999)

Hlavni funkci pohlavniho ustroji je plozeni potomstva, a tim i reprodukce druhu. Rozdilné
pohlavni organy jsou zékladem tzv. pohlavniho dimorfizmu psa a feny, ktery umoziuje

rozlisit podle vné&jsich znaki. (Prochazka, 2005)

Pro tyto funkce jsou organy upraveny a v prubé¢hu pohlavniho cyklu, u samic také v obdobi
vyvoje nového jedince (bfezosti), prochdzeji urcitymi zménami. Pohlavni ustroji se vyvyji
z indiferentnich zakladu, které se od konce embryonélniho obdobi rozlisuji na organy samci a

samiéi, Cetné utvary jsou homologické. (Cerveny a kol., 1999)

3.1 Anatomie pohlavnich organi psa

K saméimu pohlavnimu ustroji patii pohlavni Zlizy zvané testes — varlata. (Cerveny a
kol.,1999) Varle (testis) — parova varlata slouzi k tvorbé spermii. (Cerveny a kol., 1999)
Velikost varlat je rozli¢na v zavislosti na velikosti plemene, primérné jsou velka 3x2x1,5 cm.
(Kvapil, 2007) Epidydimides — nadvarlata, funiculum spermaticus — semenny provazec,
glandulae genitales accessoriae — piidatné pohlavni Zlazy — a partes genitales masculine
externae — zevni pohlavni Ustroji, tj penis et urethra — pyj s mocovou trubici, ulozeny v kozni

duplikatufe, nazyvané preputium — predkozka.

K zevnimu ustroji také patii vychlipenina bfiSni dutiny — scrotum - Sourek, v nemZ jsou
uloZena varlata. (Cerveny a kol., 1999) Sourek je kozni vak, ve kterém je uloZeno varle,
nadvarle a semenny provazec. (Marvan, 2007). Béhem vyvoje plodii vznika zéklad varlat
v dutin¢ bfisni a s timto stavem se Sténata i rodi. Po krat$i nebo del$i dob¢ teprve varlata
sestupuji tiiselnymi kanaly do Sourku. Tak se varlata dostavaji do prostfedi, ve kterém je
teplota 0 4 az 5 °C nizsi, nez byla v dutiné bfi$ni, ta je nezbytna ke spravnému vyvoji spermii.

Nedojde-li k tomuto sestoupeni varlat do Sourku §ténat - psiki, jedno nebo obé zlstavaji vézet
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bud’ v dutin€ bfisni, nebo v tiiselném kandlu, vzniké stav zvany kryptorchizmus (jednostranny

nebo oboustranny). (Prochazka, 2005)
3.2 Anatomie pohlavnich organi feny

Reprodukéni funkce u samic zajist'uji produkci vajicek a poskytuji prosttedi pro rlst a vyvoj
plodu, ktery se vyviji po oplozeni zralého vajicka spermii. Samice tak plni svoji zakladni roli

— porodit ve spravném Case zivé mladé a laktaci zajisStovat jeho vyzivu. (Reece, 1998)

Samici pohlavni Ustroji tvoii pohlavni Zldzy zvané ovaria — vaje¢niky, (Cerveny a kol., 1999)
ve kterych se vytvareji vajicka a pohlavni hormony. Vajecniky se nachdzeji v dutiné bfisni
v blizkosti patete, tésn€ za ledvinami, asi v oblasti 3 - 4 bederniho obratle. Vaje¢niky maji
vejCity tvar (délka 1 az 2 cm, primér 1,5 cm) a jsou zcela ukryty ve vaje¢nikovém vaku.
Zvlastnosti je, ze u vétSiny fen levy vajeCnik je tez§i nez pravy a obsahuje také vice
preovulacnich folikuli.  Vaje¢niky novorozenych fen obsahuji asi 700 000 vajicek,
v dospélosti tento pocet klesa na 350 000. Ve veéku 5 let jich je jen 33 000 a v 10 letech jen
500. (Kvapil, 2007), déle tuba uterina — vejcovod, uterus — déloha, vagina — pochva — a partes
genitales externae — zevni sami¢i pohlavni Ustroji, kam patii vestibulum vaginae — poSevni

predsii, urethra — mo&ova trubice a vulva — (ochod, vateii) (Cerveny a kol., 1999)
4. Pohlavni cyklus feny, Fijovy cyklus

Harani: pod pojmem hdrani jsou zahrnuty dvé fdze pohlavniho cyklu - proestrus a estrus.
Celkova délka zevniho projevu harani se u vétSiny fen pohybuje mezi 14 az 21 dny, pfi

maximalnim fyziologickém rozpéti 7 - 30 dni. (Laznicka, 2012)

Pohlavni dospélost feny, provdzena anatomickym a sekretorickym rozvojem pohlavnich
organti feny, se projevuje vnéjSimi a vnitinimi zménami, které se ve svém souboru nazyvaji
fije nebo téz harani feny (fena hard, méné vhodné je oznaceni, ze se b¢hd). Tyto zmény jsou
podminény slozitym mechanizmem plsobeni hormonti podvésku mozkového (hypofyzy),
brzliku a vaje¢nikli. Gonadotropni hormony hypofyzy vyvoldvaji u fen rozvoj ovaridlniho

cyklu zpravidla dvakrat do roka, fena se tak fadi mezi diestricka zvitrata. (Prochazka, 2005)

Definice fijového cyklu je pomérné slozitd. Pohlavni cyklus miiZzeme definovat jako
koordinovany sled zmén na vajecnicich, pohlavnich organech (dé€loha, pochva) a v chovani

zmen, které se objevuji u vSech savct, tedy 1 u psi. (Kvapil, 2007)
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Asi 30 az 40 dni pred fiji se zaCinaji zvétSovat vajecniky feny a nastupuje pfipravné stadium
fije bez vyraznych vngjsich piiznaki. Rije sama se pak podle morfologickych i sekretorickych

zmén déli na Ctyfi od sebe malo ohranicené faze. (Prochazka, 2005)

Termin ,,estralni cyklus* oznacuje rytmické zmény pozorované v chovani u vSech savcu, které

zahrnuji pravidelné, ale omezené periody svolnosti k pafeni (estrus=tije). (Reece, 1998)

Jeden interval cyklu je definovén jako Cas od zacatku jednoho cyklu fije (svolnosti k pafeni)

k dal$imu (ovulac¢ni interval). (Reece, 1998)

Délka ftije 8-14 dnq, fije se opakuje 1x za pul roku, doba ovulace 10.-13. den fije, doba

vhodna pro zapusténi nebo inseminaci — 9.-11. den (Marvan, 2007)

Fena ma neobvykle dlouhou periodu ovarialni inaktivity, kterd nema vztah k fotoperiodé nebo
k vyzive. Estralni cyklus se miize vyskytnout v pribéhu celého roku. Stadia estralniho cyklu

se lisi od ostatnich druhti v délce trvani. (Reece, 1998)

4.1 Proestrus

Cely tijovy cyklus zacina stddiem proestru. Toto stddium nasleduje po obdobi sexudlniho
klidu. (Kvapil, 2007) Pocinaje od prvnich ptiznakii vulvy otokil a krevnich zabarveny vytoku

a konc¢i, kdyz je ptipustén pes. (Christiansen,1984)

V prvni fazi harani, proestru, dochéazi k pfesmyku sekrece GnRH v hypotalamu na tzv.
cyklicky rytmus, ktery je impulzem pro spusténi sekrece FSH v hypotalamu. FSH se vaze na

receptory folikularnich buné¢k a aktivuje zde sekreci estrogenil.

Pod vlivem estrogent dochézi k aktivaci mitotického dé€leni folikuldrnich bun¢k, zacinaji rlst
folikuly. Souc€asné s tim se zacina zvySovat pocet bunécnych vrstev v pochvé, vytvaii se nové
subserozni kapilary, cévy dilatuji, zvySuje se proces transudace, pohlavni organy se ptekrvi a
edematozné zdufi. Zvysi se citlivost délohy k oxytocinu a ve sméru od apikalniho konce
déloznich rohti k déloznimu krcku probihaji peristaltické stahy. Naopak délozni kréek se

vlivem estrogenil relaxuje. V perianalni a vulvarni oblasti se za¢inaji vylu€ovat feromony.

Estrogeny zvySuji pocCet vazebnych mist v pohlavnim aparatu pro progesteron. Tento
fyziologicky déj se odrazi na zevnich pfiznacich v podobé castéjSiho a slabého moceni
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(znackovani), ¢astého olizovani piezky (Cisténi se), zdufeni prezky a predevSim v krvavém
vytoku. Vytok z pohlavnich cest byva nejintenzivng€jsi asi kolem 3. az 5. dne harani. Do konce
prvniho tydne harani se stava vytok fidkym, lakové Cervenym. Intenzita vytoku ustadva mezi 9.
az 14. dnem harani. V této dob¢ se fena stava velmi atraktivni pro psy, sama zacina byt

neposlusna, utikd, vyhledava a laka psy na kryti. (Laznicka, 2012)

U fen béhem proestru, kdy se zvySuje hladina estrogenu, chybi svolnost k pafeni, i kdyz jsou
pro samce sexualné atraktivni. Pouze, kdyz se blizko ovulace dostavi vina LH, dostavi se i

svolnost k pareni. (Reece, 1998)

Zacatek proestru roestrus konec proestru

Obr. 1.-3. Proestrus (Canine Reproduction, 2010)

4.2 Estrus

V druhé fazi harani, estru, po vysyceni vazebnych mist v hypotalamu estrogeny, dochazi
k ptesmyku v uvoliiovani GnRH z cyklického na tonicky rytmus. V hypofyze se z disledku
toho zacne vylucovat LH, ktery se vaze na folikularni bunky, kde zpiisobuje enzymaticky
presmyk ve steroidogenezi a nastupuje proces tzv. luteinizace. Folikuly zacinaji tvofit
progesteron. Zména v hormonalni sekreci vyvolava vyraznou zménu v sexudlnim chovani
feny, ta se stava svolnou k pareni. V tomto obdobi se méni i charakter vytoku. Slabne, je
hlenovity a $pinavé rizovy. Zménu vytoku zpravidla do 2-3 dni néasleduje uvoliiovani vajicek

— ovulace. (Laznicka, 2012)



Prezka je nejvice otekla a zvétSend. Je to obdobi, kdy je fena nejvice atraktivni pro psy,

podbizi se jim, pii vzeskoku psa stoji s ocasem zvednutym na stranu. (Kvapil, 2007)

Obr.4 Estrus (Canine Reproduction, 2010)

4.3 Metestrus

Toto stddium vznikd u nenakrytych fen. (Kvapil, 2007) Otok piezky pomérné rychle
zmenSuje a mizi, zmenSuje se vaginalni vytok. Fena se stava klidn4 a uvolnéna a pfitaZlivost
pst brzy se snizuje" (Christiansen,1984). Ustupuje piekrveni pohlavnich organi, ustava vytok

hlenu, uzavira se kanal délozniho krcku a zvite se uklidiuje. (Kvapil, 2007)

Obr.5. Metestrus (Canine Reproduction, 2010)



4.4 Konec Fije ma dvé mozné varianty dalSiho vyvoje

a) po oplodnéni vajicek vznikd biezost (gravidita), pifi které zluté télisko pretrvava a

oplodnéna vajicka se uchycuji na sliznici délohy

b) pfi neoplodnéni nastava diestrus, béhem kterého dochazi ke vstiebani zlutého téliska,
délozni sliznice se uklidiiuje a fije pfechazi do celkového klidu, zvaného anestrus. (Prochazka,

2005)
4.5 Anestrus

Pted proestrem se vyskytuje dlouhd perioda sexudlni inaktivity (anestrus), béhem které je

hladina progestronu nizka nebo nulova. (Cerveny a kol., 1999)

Toto obdobi je v priméru 125 dni ovarialni necinnosti, béhem kterého neni vytok z pochvy.

(Christiansen, 1984)

Obr.6. Anestrus (Canine Reproduction, 2010)

4.6 Ovulace

Ovulace u feny probihd spontanné, nezavisle na jeji vili a je fizena hypofyzarnimi a
ovarialnimi hormony. Rast folikuli je podminén také zmnozenim folikulidrni tekutiny, ¢imz
se uvnitf folikulti zvysi tlak, ktery je odpovédny za vaskularni reakci na polu folikulu. Kromé
toho dochazi k enzymatickému naruSeni stény folikull. Sténa folikulli praskd a vajicka 1
s folikularni tekutinou jsou zachycena a naséata do nalevky vejcovodu. U feny ovuluje obvykle
4-6 folikuld, pficemz v kazdém folikulu mohou byt az 3 vajicka. Proto pocet folikulti na

vajecnicich nemusi odpovidat poctu vajicek a nasledné poctu $ténat. Ovulace u feny je
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déletrvajici proces, mize trvat nékolik hodin pfi stresovych stavech i dny, nejéastéji se udava
interval 12-72 hodin. Co se tyCe zahdjeni ovulace ve vztahu k délce héarani, nejcastéji k ni
dochazi 2 dny pfed az 7 dni po zahdjeni estru. Obvykle k ovulaci dochazi 1-3 dny po
projeveni se prvniho zajmu feny o psa. Mezi chovateli tradovand zkuSenost o vhodnosti kryti
mezi 10.-14. dnem od zacatku krvavého vytoku plati jen asi pro 60% fen. Pocatek ovulace je
rovnéz ovlivnén vékem feny. Mladsi feny zpravidla ovuluji diive. (Lazni¢ka) ZRANI
VAIJICEK - Vaji¢ka jsou ovulovéana jesté nezrala, tzn. neoplozenischopna. K jejich dozrani,
druhému meiotickému déleni, dochdzi v ampule vejcovodu do 24-96 hodin po ovulaci. Poté
Jiz oplozenischopna vajicka setrvavaji ve vejcovodu kde v pribéhu dalsi 48 hodinach dojde k

oplozeni nebo nésledné degeneruji a jsou rozlozena a vstiebana. (Laznicka, 2012)

5. Nejvhodnéjsi doba kryti

STANOVENI PLODNEHO OBDOBI U FEN

Ke stanoveni plodného obdobi u fen lze vyuzit celou fadu riizné€ slozitych testi, které by vSak

mély byt vzdy zhodnoceny vzdy s ohledem na klinické projevy harani a chovani feny.

Vhodnost posouzeni jednotlivych chovatelskych parametru

pro stanoveni oplodného obdobi u fen

Parametr Plodné obdobi

Chovani feny:

prvni projevy zajmu o psa 0 3-5 dnt pozdé&ji
prvni projevy svolnosti ke kryti 0 2-3 dny pozdé¢ji
davani ocasu na stranu zadny vztah
stupen davani ocasu na stranu zadny vztah

Klinické nalezy:

objeveni se krvavého vytoku 0 10-14 dni pozdé¢;ji
objeveni se slamového vytoku 0 2-3 dny pozdé&ji
stupen zdufeni prezky zadny vztah

barva sliznice posevni zadny vztah

(Laznicka, 2012)

Nékteti majitelé urcuji ptipravenost feny ke kryti tak, ze ji podrbou pod zadi, na coz
k oplodnéni ptipravena fena zpravidla zareaguje zdviZzenim ocasu a jeho vytocenim do strany.
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Tato metoda vSak neni ptili§ spolehliva, nékteré feny totiz takto reaguji béhem celého obdobi

barveni. (Verhoef, 2005)

5.1 PoSevni cytologie

Nejbéznéjsi metodou vyuzivanou pii stanoveni plodného obdobi fen je poSevni cytologie. Jeji
spolehlivost miize u fen dosahnout i vice nez 70%. PoSevni cytologie zpfesiiuje posouzeni
urovné hormonalni aktivity vajec¢nikii a reakce pohlavnich orgéni na tyto hormony. (Kvapil,

2007)

Princip poSevni cytologie spoc¢iva v reakci poSevni sliznice na estrogeny, které jsou v
maximalnim mnozstvi vyluCovany béhem proestru. V této dobé dochdzi ke zmnoZzeni
bunécnych vrstev posevni sliznice a ke zméné charakteru poSevnich bun€k. Tyto burnky tim,
jak jsou odtlacovany od bazalni membrany a ztraceji zdroj vyzivy postupné odumiraji a méni
se jejich tvar i barvitelnost. DalSimi ukazateli, které v poSevnim stéru hodnotime, jsou

pfitomnost ¢i nepfitomnost bunéénych jader, Cervenych a bilych krvinek, bakterii a hlenu.

Posevni obraz v dobé optimalni plodnosti je tvoien jednotlivymi nebo v malych shlucich
uspofddanymi povrchovymi buitkami, vétSinou bezjadernymi, barvicimi se ve spektru

eosinofilnich barviv.

V pribéhu harani se tedy cytologicky obraz méni z piivodniho malobunééného - shluky
malych bunék nizSich vrstev s velkymi jadry doprovazenymi Cervenymi a bilymi krvinkami,
do obrazu velkych povrchovych bunék bez pfitomnosti krevnich elementi. Po odeznéni

harani se obraz opét méni zpét k malobunécnému. (Laznicka, 2012)

Odbér natérti k cytologickému vySetfeni, jeho fixace, barveni a pfiprava k mikroskopické
prohlidce jsou zdkladnim pfedpokladem pro kvalitni vysledky, a proto nesmirné dulezité.

(Nyklicek, 1970)

5.2 Vaginoskopie

Zakladni diagnostickou metodou v monitorovani faze pohlavniho cyklu u fen je vaginoskopie.
Samotné posouzeni vzhledu posevni sliznice zrakem ndm dava piedstavu o fazi pohlavniho
cyklu nebot’ s piibyvajici estrogenizaci organismu dochazi k charakteristické zméné
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slizni¢nich fas pochvy. Ty se méni z ptivodn¢ balonovitych, vlhkych a rizového zabarveni,
coz je ptiznacné pro proestrus, do fas zieteln¢ svrastélych, jakoby suchych a svétle rizovych
az bélavych v obdobi estru. Diagnosticka hodnota této zmény pro urceni faze plodnosti fen je
vSak velmi mala. Proto ndm vaginoskopie spiSe slouzi ke zrakové kontrole mista odbéru

cytologického vzorku. (Laznicka, 2012)

Vysetieni se provadi zavedenim spekula nebo endoskopu do pochvy feny a zrakem se posoudi

zmeény na sliznici pochvy. (Kvapil, 2007)

7,
s -

Obr.7.Endoskop (ordinace MVDr.A.Léaznicky, foto M.Soutkové, 2012)
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5.3 Progesteronovy test

Diagnostickou metodou s nejvyssi vypovidavosti pfi monitorovani pohlavniho cyklu u fen je

progesteronovy test.

Uspésnost kryti a inseminaci vedenych pomoci posevni cytologie a progesteronového testu
dosahuje az 95%. Navic se predpoklada, Ze pfesnost terminovani kryti je tak vysoka, Ze mize

zvySovat i pocet Sténat ve vrhu.

Progesteronovy test je zalozen na principu piredovulaéniho zvySeni hladin krevniho
progesteronu, jez se déje v dusledku presmyku steroidogeneze v buiikach obalu folikull -

membrana granulosa a theca interna pod vlivem zvySeni hladin hypofyzarniho LH.

(Léaznicka, 2012)

V testu se vyuziva vysoce konstantni dynamiky rastu progesteronu. To umoznilo stanovit v

prubéhu harani nékolik diagnostickych urovni:

1. aroven do 1 ng/ml - proestrus
2. drovei okolo 2,5 ng/ml - Casny estrus

do 2 dni probéhne ovulace

3. droven okolo 5 ng/ml - vrchol estru
ovulace
4. Grovein 5-10 ng/ml - vrchol estru

zrani vajicek
5. Groven 10-25 ng/ml - vrchol estru
oplozenischopnosti vajicek

6. uroven nad 25 ng/ml - pozdni estrus

Progesteronovy test je jedinou metodou, kterd je schopna s velmi vysokou pravdépodobnosti
potvrdit ovulaci. Pfitom vySetfeni krevniho progesterionu je dnes pii dobrém piistrojovém
vybaveni humannich a veterinarnich laboratoii pomérné¢ jednoduché a cenové dostupné.

(Laznicka, 2012)
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5.4 Ultrasonograficka folikulometrie

Ultrazvukova folikulometrie je neinvazivni vySetfeni, pfi kterém je stanovovana velikost
folikulu. K vySetieni se pouziva specidlni vaginalni sonda o priméru 15 — 20 mm a k zaruéeni
naprosté sterility je na sondu pfed kazdym vySetfenim navleCen prezervativ. VySetieni je
nebolestivé v délce nckolika minut. Vaginalni sondou je moZno zobrazit folikuly jiz od
velikosti 2-3 mm. VétSinou je toto vySetfeni provedeno 2 - 3krat pred ovulaci a jesté po

ovulaci, pro kontrolu, zda folikul pukl a ovulace skute¢né probéhla. (Rezabek, 2004)

Diagnostika faze pohlavniho cyklu pomoci pohlavniho cyklu pomoci ultrazvuku je u fen
pomérné novou monitorovaci technikou. Piestoze se jedna o jedinou pfimou metodu, kterd je
schopna odhalit dynamické zmény v €innosti vajecnikli ptimou vizualizaci jejich struktur, jeji

vyuziti v klinické praxi nenasSlo doposud své misto. (Laznicka, 2011)

6. Inseminace

Inseminace predstavuje pfenos pohlavnich bun€k samcich do pohlavniho ustroji samiciho

jinou cestou, nez jejich pfirozenym pohlavnim stykem — parenim. (Laznicka, 2011)

Metody asistované reprodukce u psi — prvni asistovanou reprodukci nebo reprodukcni
biotechnologii provedl u savct Ital Abbé Lazarro Spallanzani vroce 1784, kdy popsal
inseminaci pravé u psi. I kdyz to tehdy byl velmi vyznamny zacatek nové technologie
v reprodukci zvitat, muselo se pockat zhruba 170 let, nez se uplatnila i v chovu psti. Dnes je
popsano mnoho metod inseminace Cerstvé odebranym semenem, chlazenym semenem pro
kratkodobou konzervaci ¢i zmrazenym semenem pro dlouhodobou konzervaci, u
nejriznéjsich druhl zvitat, véetné pstt a objem novych poznatkd v tomto oboru roste kazdym
dnem. Biotechnologie rozmnozovani u psti nezaostala experimentalné ani v oblasti in vitro
dozravani oocystl, in vitro fertilizace (oplozeni), pfenosu embrii a klonovani, 1 kdyz tyto

techniky jsou spiSe na pocatku vyzkumu u pst nez pro praktické vyuziti. (Dostal, 2007)

I ptesto, ze bylo praveé u psi, kdy byla pouzita inseminace nejdiive ze vSech druhii zvirat,

prvni §téiata po inseminaci mrazenym semenem popsal az Seager (1969). Pak jiz zacal rychly

rozvoj této metody u pst. Dnes jsou chovatelé psti na celém svéte schopni vyuzit tuto metodu

k pouziti vynikajicich pst pro své chovatelské zaméry. A to jak ziskanim semene ze
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vzdalenych zemi, tak konzervaci semene svého vlastniho vynikajiciho jedince pro pouziti za
mnoho, i desitek let. V mnoha zemich pravé chovatelské organizace maji pod kontrolou jak
odbér a pifesnou identifikaci ddvek semene, tak jejich vyuziti. Napiiklad francouzska
kynologicka organizace SSC (obdoba nasi CMKU) vlastni banku semene psi, do které jsou
ukladany inseminacni davky vynikajicich psti vSech plemen v dobé¢, kdy jsou jeste poméerné
mladi a davaji kvalitni semeno, vhodné pro uloZeni. Pokud se pozd¢ji prokaze, ze takovy pes
nedal v budoucnosti vynikajici potomstvo po pfirozeném kryti, nebo pokud jeho potomstvo
meélo vylucujici vady, trpélo dédi¢nymi chorobami ¢i defekty, je jeho semeno z banky
odstranéno a doslova vylito, aby nemohlo byt nikdy pouzito. Pokud vSak davé potomstvo
pozadované kvality, je takové semeno uchovano do té doby, nez chovatelsky klub nebo jeho

majitel rozhodne o jeho vyuziti. (Dostal, 2007)

Inseminace se voli pfedevsim jako metoda terapeuticka pii feSeni reprodukcnich obtizi, tj. pti
neplodnosti ze strany psa nebo feny. Druhd méné ¢asta indikace je preventivni, kdy se k uziti
metody pfistupuje z divodu snizeni rizika pienosu infekénich onemocnéni mezi psem a

fenou. Velmi Casto jako jakasi ochrana krycich psi. (Laznicka, 2011)

Vyhodou inseminace je moznost mikroskopického vySetfeni semene psa a zhodnoceni jeho
kvality. Inseminaci muze provadét pouze specializovany veterinarni lékaf, ktery je téz
opravnén o tomto tkonu provadét zaznam na krycim listé. Uméla inseminace je za téchto
podminek uznavana chovatelskymi pfedpisy za rovnocenou prirozenému kryti feny.

(Prochéazka, 2005)

Tteti nejméné vyuzivanou indikaci je zvySeni genetického potencidlu psi. To znamena, ze

z jednoho odbéru spermatu 1ze v priméru zhotovit insemina¢ni davky az pro 5 inseminaci.

Pted kazdou inseminaci je nezbytné zjisténi ditvodu jejiho vedeni, ptipadné spravnost pouziti.

(Laznicka, 2011)

Vyhody pouzivani inseminacnich davek v plemenitb¢:
e moznost uchovat fertiliza¢ni schopnost spermii po delsi dobu
e oproti kryti ziskate z jednoho odbéru semene vice inseminac¢nich dadvek
e snizeni rizika transferu pohlavné pienosnych nemoci

e moznost ziskat geneticky materidl samcii z celého svéta bez nutnosti prepravy zvirat
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zamrazené semeno lze skladovat neomezené dlouho a pouzit i po smrti darce

(http://www.frozendogs.com/, 2012 )

pouziti na konzervaci nohroZenych druhti a také feSeni problémi neplodnosti u samcti

(Barbas a Mascarenhas)

6.1 indikace pro inseminaci

Duvody, pro které je uméla inseminace vyzadovéna, je mozno rozdélit do dvou skupin. Do

prvni skupiny patti ptipady, kdy nelze uskutecnit piirozené kryti jak ze strany psa, tak i feny.

Do druhé skupiny se fadi piipady vyzkumné, ekonomické (prevoz na velké vzdalenosti) apod.

Po dokonalém vyfeSeni dlouhodobé konzervace lze ocekavat 1 §ir§i vyuZziti inseminace

z plemenarsko-chovatelskych divodi. (Gamcik, Kozumplik a kol. 1992)

Rozhodujicim momentem pro vedeni inseminace je zjisténi pfi¢iny pro¢ se dany par nemuze

nakryt. (Laznicka, 2012)

Fena:

Pes

rizné vrozené nebo ziskané abnormality.

uzké pochvy u mladych fen vedouci k bolesti a dokonce i odmitnuti paieni
zjizvena tkan z predchoziho porodu

nervozni fena, problémy v chovani, odmitani se parit

(Christiansen,1984)

snizen¢é libido psa

onemocnéni panevnich koncetin

agresivita feny

velikostni rozdil psa a feny

nezkusenost chovatele

sniZena kvalita spermatu

anomalie pohlavnich cest (Laznicka, 2012)

riziko infekéniho onemocnéni (Christiansen,1984)

chovny pes ma vysokou genetickou hodnotu a chceme i nadale pouzivat geny po jeho

smrti pro reprodukci, a ktery byl vybran z genetickych diivodi
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e v piipadé rizika pred€asné smrti (loveckych nebo zachranéiskych pst), nebo kdyz

existuje riziko sterility po 1ékarském zakroku ¢i urazu. (Pierson, P. a kol., 2010)

Nekteré z vyse uvedenych indikaci jsou pouze teoretické zajmu, a v takovych ptipadech by

oplodnéni nelze provést. (Christiansen,1984)

6.2 Gynekologické vySetieni feny

Toto vySetfeni krom¢ bézné kontroly zdravotniho stavu je také vysetteni velikosti, utvaieni a
prichodnosti pohlavnich cest. Pomoci posevni cytologie, ptipadné progesteronového testu se
bezprostiedné pred inseminaci ur¢i nebo vylouci ptislusny den jako termin vhodny k jejimu

vedeni. (Laznicka, 2011)

Fena se vySetfi, v jakém je stadiu fije a zda je bakterialné Cista. Kdyz je ve vrcholu, ud¢la se
krevni vySetteni. Dale se postupuje podle pouzité metody inseminace. KdyZz je to Cerstvym

spermatem, tak se inseminuje 5 nanogramt na mililitr, u mrazeného nad 10 nanogramu.

U inseminace mrazenym spermatem se vysetiuje déloha ultrazvukem, méii se folikuly, zda je

fena v ovulaci. (Laznicka, 2012)

Zabtezavani fen a velikost vrhu je spi§ zavisld na odhadu nejvhodnéjsi doby pro inseminaci
nez na ukazatelich kvality semene. Samoziejmé, je-li kvalitasemene nizka, ani pak nemtizeme

ocekavat prilis velké uspéchy. (Dostal, 1995)

6.3 Vysetieni psa, analyza spermatu

Andrologické vysetfeni psa — stejn¢ jako fena musi projit zékladnimi vySetfenimi. Kontroly
zdravotniho stavu a vySetfeni velikosti a utvafeni pohlavnich organti. (Laznicka, 2011)

Pes musi byt klinicky zdravy.

Pes musi byt nezaméniteln¢ oznaceny a identifikovatelny — €ip, tetovani (idedlni je kombinace
obou téchto zpiisobil oznacent)

Pes musi mit vySetfeni na DNA, BRUCELOZU, LEPTOSPIROZU (pouze v nékterych
zemich). (Pasek, 2007)
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Parametry spermatu plodného psa:

50-750 miliént spermii v 1 ml ejakulatu

motilita spermii 75-90%

max. 20% morfologicky patologickych spermii

- mnozstvi: cely ejakulat .5-35ml
2 a 3 frakce ejakulatu .2-10 ml
spermaticka frakce .0,5-1,5ml

(Laznicka, 2012)
Pohyblivost spermii po rozmrazeni neni vhodnym ukazatelem relativni plodnosti. (Yoshinori

Suwa)

Nejkvalitnéjsi semeno davaji psi ve staii ptiblizné 3-6 let, ale jsou i jedinci, ktefi dali kvalitni

semeno vestaii 13 let. (Dostal, 2007)

Pouze geneticky variabilni Cistokrevny pes, pifi jehoz chovu je brana v uvahu dostatecna
geneticka pestrost a selekce s ohledem na zdravi a povahu, a ktery se diky tomu dokaze
prizptsobit civilizovanému lidskému prostiedi, mlize celit nebezpeci negativniho postoje
spolecnosti k chovu pst viibec a chovu Cistokrevnych psii predevsim se vSemi jeho dasledky!
To vyzaduje v mnoha smérech zménu mysleni u vSech, ktefi maji s kynologii a chovem pst

néco spole¢ného. (Wachtel, 1998)

Psi spermie z Cerstvého ejakulatu byly po zmrazeni a rozmrazeni a suSeni na vzduchu
podrobeny rentgenové mikroanalyze nebo byly zkoumdny skenovanim a transmisni
elektronovou mikroskopii. Spermie, které byly zmrazeny a rozmrazeny vykazovaly znacné
zmeény ve své morfologii. Tyto zmény zahrnovaly ztratu ¢asti akrozomu, otoky a zfedéni
akrozomu a ztratu elektronové hustoty akrozomalniho materidlu. V mnoha bunkéch vcetné
oblasti prechodu akrozomu bylo poskozeni akrozomu ziejmé (tvorba puchyikii na
akrozomalnich membranéch). Plasmalemma zlistala ve vétSin€ ptipadd zjevné beze zmény.
Rentgenovéa mikroanalyza Casti spermii odhalila po zmrazeni a rozmrazeni vyznamny pokles
mnozstvi vétSiny sledovanych veli¢in. Mira poklesu koncentrace fosforu a siry v oblasti
hlavicky spermie nasvédcuje tomu, Ze k nejvétsim zméndm chromatinu doslo béhem procesu

zmrazeni a rozmrazovani. (Farsad,W. a kol, 1993)
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6.4 Odbér spermatu

Vyvoléani reflexu erekce a ejakulace u psa je relativné snadné, kdyz v blizkosti psa jako
stimulator pasobi harajici fena. Ejakulat psa je mozno ziskat tfemi zplsoby: mastrubaci pyje,

pomoci umelé pochvy a pomoci elektroejakulace. (Gamcik, Kozumplik a kol. 1992)

Velmi vhodny odbér semene u psi je v pritomnosti haravé feny. To pak psi davaji semeno
velmi husé, které je mozné velmi dobie fedit a které je zarukou Gspé€sného zmrazeni. Obecné
plati, ze velci psi davaji vétsi objem semene, které je mozné nafedit na vétsi pocet
inseminacnich davek, kdezto psi malych plemen davaji semena méné, z n¢hoz je vyroben

mensi pocCet insemina¢nich davek. (Dostal, 2007)

Pokud neni shledana zavazna ptrekazka k uskutecnéni inseminace, provede se odbér ejakulatu.

(Laznicka, 2011)

Vyvolani reflexu erekce a ejakulace u psa je relativné snadné, kdyz v blizkosti psa jako

stimulator plisobi harajici fena. (Gamcik, Kozumplik a kol. 1992)

Odbér semene masazi pyje (mastrubace) je zpusob pomérné spolehlivy a nendrony na
vybaveni, protoze mimo sbérace semene nevyzaduje zadné dalSi pomicky. (Gamcik,

Kozumplik a kol. 1992)

Odbér semene pomoci umélé pochvy — uméla pochva je zalozena na stejném principu jako
upochva pro byka, pouze délka kolisa od 150 do 200 mm a n€kdy se doporucuje i pouziti
pulsatoru. Teplota umélé pochvy kolisa mezi 40-42 °C a tlak se pFizpisobuje velikosti pyje
psa. Sbéra¢ semene ma byt chranén pred chladem prostfedi. Semeno se odebira tak, ze po
vzeskoku psa na harajici fenu se pyj zavede do umélé pochvy, drzené po pravé stran¢ feny.

(Gaméik, Kozumplik a kol. 1992)

Odbér semene stimulaci elektrickym proudem (elektroejakulace) se doporucuje u psa

vyjimecné. (Gamcik, Kozumplik a kol. 1992)
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foto Michaela Soutkové 2012, ordinace MVDr. Aloise Laznicky

Obr.8. Ejakulator Obr.9.Sbérace semene
(ordinace MVDr.A.Laznicky, foto M.Souckové, 2012) (ordinace MVDr.A.Laznicky, foto M.Souckova, 2012)

fota Michaela Soufkova 2012, ordinace MVDr. Aloise Laznitky

Obr.10.Vyhtevny stolek na praci se spermatem — je tieba udrzovat stalou teplotu 37 °C
(ordinace MVDr.A.Laznicky, foto M.Souckova, 2012)

frakce spermatu

Semeno je ejakulovano ve tfech frakcich. Celkovy objem semene i1 jeho hodnoty se rtzni

podle metody odbéru, velikosti psa, v€ku apod.

Objem celého ejakulatu kolisa od 2 do 50 cm’. Nejdast&ji se odbér ejakulatu pierusi po

ziskani frakce bohaté na spermie (0,5 az 4 cm’). Barva semene je Sedobild az bild a to v
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zavislosti na koncentraci spermii, ktera urcuje i jeho konzistenci. Pach semene je typicky psi
nebo nevyrazny. Koncentrace spermii kolisa mezi 5 — 500 000 v Imm3 a je v pfimé zavislosti
na objemu ejakulatu. Pocet morfologicky zménénych spermii nema piesahnout hranici 20% a

progresivni pohyb vpted musi vykazovat nejméné 70%.

Prezitelnost spermii v nefedéném spermatu se pohybuje kolem 8 hodin, je —li semeno
prechovavano pii pokojové teploté. Prechovava-li se jen druhd frakce spermatu (pouze
spermatickd frakce), prodlouzi se jeho pfezitelnost na 24hodin, stejné tak pii postupném

ochlazovani spermatu na 4 °C. (redakce MUJPES.CZ, 20.08.2008)

PIné sperma — 3 frak¢éni
Nekompletni sperma
1 frakéni (spermaticka frakce)

2 frak¢ni (spermatickd a postspermaticka frakce) (Laznicka, 2011)

6.5 Prehled jednotlivych skupin inseminacnich technik

V ramci reprodukce pst existuje Siroka Skala variant inseminacnich technik. Kazda z téchto
technik ma sva pozitiva a negativa. A prakticky individualné podle posouzeni vhodnosti té
které metody pro daného psa ¢i fenu by se méli sestavovat a ptislusné vyuzivat. (Laznicka,

2011)

6.5.1 Inseminace podle charakteru spermatu

Cerstvé do 30 minut
Kratkodobé konzervované do 2 hod a 2 dnu

Dlouhodobé konzervované — roky (Laznicka, 2012)
6.5.2 Inseminace podle mista aplikace spermatu

Intravaginalni (do pochvy)

Intrauterinni (do délohy)
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6.5.3 Inseminace podle zpiisobu pfenosu
Klasickou metodou
Operativne — laparoskopicky (otevienim dutiny bfisni)

laparoskopicky (bez otevieni dutiny bti$ni)

6.5.4 Insemince podle pouzitého instrumentaria
Rigidni katatry — plastové, sklenéné, kovové

Flexibilni plastové katetry — s balénkem, bez balonku

6.5.5 Inseminace podle frakce spermatu
e PIné sperma — 3 frakcni
e Nekompletni sperma
= | frakeni (spermaticka frakce)
= 2 frak¢ni (spermatickd a postspermaticka frakce)

(Léaznicka, 2011)

6.6 Cerstvé sperma

Cerstvé sperma Cerstvé sperma pro inseminaci muze byt pouzito bud’ nefedéné nebo
ziedéné. Netedéné Cerstvé sperma: poté co je ejakulat ochlazen ve vodni 1azni a uskladnén pfi
teploté 5-10 °C, spermie piezivaji v neziedéném ejakulatu pouze kratkou dobu, maximalné 21

hodin. (Christiansen,1984)

Inseminace Cerstvym spermatem uspéSnost zabiezavani — 60-75% Pfi€iny vedeni inseminace

—99% porucha plodnosti fen, 1% poruchy plodnosti psa (Laznicka, 2012)
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TERMIN INSEMINACE
CERSTVYM SPERMATEM

ovulace — P4

1025"91"1' _______ 1x inseminace
2X inseminace

4- i

----- apgm interval 24 - 48 hod.

» svolnost k pareni
oplozeni vajicek

2-3dny! 2dny | 2dny! 1-3dny

PROESTRUS METESTRUS
ESTRUS

(Lazni¢ka, 2012)

Charakter inseminac¢ni davky:
e Normo az oligospermie
e Motilita spermii min. 35-40%
e Min. 20% morfologicky normalnich spermii
e Mnozstvi cely ejakulat 5-35ml
e 2 a3 frakce ejakulatu 2-10ml
e Spermaticka frakce 0,5-1,5ml

e Pouzitelnost v pohlavnim aparatu fen 24-72 hod.

Ze viech moznych komplikaci vy$e uvedenych inseminaénich technik se v Ceské republice
pouziva v 99,9% pienosy cerstvého plného spermatu odebraného mastrubaci pti aplokaci
klasickou metodou, tj. do pochvy za pouziti plastovych rigidnich katetri. Usp&snost
zabfezdvani fen po inseminaci Cerstvym spermatem se pohybuje v zdvislosti na pouzité

technice a zkuSenosti oSetiujiciho 1ékare kolem 50-65%. (Laznicka, 2012)
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Pokud nemtize byt sperma pouzito hned po odbéru Zivotaschopnost spermii lze prodlouzit
ziedénim ejakulatu. Pomér zifedéni se pohybuje v rozmezi od 1:3 do 1:8 v zévislosti na
puvodni hustoté spermii v ejakulatu. Po zfedéni miize byt sperma uchovano po né€kolik hodin,
aniz by doslo k vyraznému poklesu oplozovaci schopnosti. Stejna mira Gspé$nosti zabieznuti
byla zaznamenana u fen inseminovanych zifedénym spermatem hned po odbéru jako u fen
oplodnénych zfedénym spermatem skladovanym 24 hodin pfi teploté 5 °C. Ziedéné sperma
dovezené z Anglie na Novy Zé¢land a pouzité pro inseminaci 2 dny po odbéru vedlo
k zabfeznuti feny. Maximalni doba pro skladovani ziedéného semene je 4-5 dni. Preziti
spermii je zavislé na pouzitém fedidle stejné jako na délce skladovani. Pro ziedéni spermatu
mohou byt pouzita rizna ftedidla, a pokud je potieba, lze pfidat 1 antibiotika.

(Christiansen, 1984)

Umélé oplodnéni s pouzitim Cerstvého spermatu muze mit vynikajici vysledky, alespon ve
vy$i rovnajici se pfirodnimi kryti, mnohdy jsou vysledky mnohem lepsi. (Pierson a kol.,

2010)

6.7 Chlazené sperma

Po odbéru a zpracovani se semeno prostfednictvim konvecnich metod a laboratornich postupt
ochladi na pozadovanou teplotu. Nedochazi k inaktivacii spermii — jen ke zpomaleni
fyziologickych aktivit, ulozeni je Casové omezené (48 hodin). Vhodné hlavné na rychly

transport a maslednou inseminaci. (Pasek, 2007)

Pouziti chlazeného semene
Vyhody oproti zmrazenému semeni psa
e mensi poSkozeni spermii nez pfi pouziti zmrazovani (fertilizaéni schopnost a délka
preziti se blizi hodnotdm Cerstvého semene)
¢ levnéjsi doprava
e levnéjsi vyroba davky
o davky lze isp&Sn¢ inseminovat vaginalné€, cozZ je metoda, kterd nevyzaduje zvlastni

postupy ani medikaci a lze ji snadno opakovat
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Nevyhody oproti mrazenému semeni psa
o semeno nelze skladovat dlouhodobég
e nutny rychly pfesun semene pii teploté cca 5 az 10°C a nasledna inseminace (idealné

do 5 dnti od vyhotoveni davky). (http://www.frozendogs.com/, 2012)

foto Michaela Sougkevé 2012, ordinace MVDr. Alpise Léznicky

o Ref 135740110

S At de Mk
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o

Obr.11.Redidlo na chlazené sperma Obr.12.Ptepravni box na chlazené sperma
(ordinace MVDr.A.Laznicky, foto M.Souckova, 2012)  (ordinace MVDr.A.Laznicky, foto M.Souckova, 2012)

Obr.13.Kontejner na chlazené sperma
(ordinace MVDr.A.Laznicky, foto M.Souckova, 2012)
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6.8 MraZené sperma
Uspé&snost zabezavani 80-90%.
Podminky vedeni inseminace:

e plodna fena a pes

e dobry zdravotni a vyzivny stav

e pribéh harani dle reprodukéniho modelu (Laznicka, 2012)

Hluboce zmrazZené sperma - pokud je sperma zmrazeno, muze byt skladovano po mnoho let,
aniZ by doslo ke ztrat¢ oplozovaci schopnosti; k zabfeznuti doslo po inseminaci spermatem,
které bylo hluboce zmrazené po dobu 35 mésicii. Stejné miry zabteznuti 1ze dosahnout jak pii
pouziti Cerstvého tak ptfi pouziti hluboce zmrazeného semene. Pouze nepatrné sniZeni
pohyblivosti spermii bylo zaznamenéno pfi skladovani semene pfi teploté -196 °C po dobu 8
let. Dtlezité je odebirat ejakulat ve frakcich, protoze v prvni frakci jsou spermie poSkozeny

pii zmrazovani a vymeésky prostaty jsou nezadouci. (Christiansen,1984)

Nejlepsich vysledka je dosahovéno s fedidly obsahujicimi TRIS. (Gamcik, Kozumplik a kol.
1992)

v

Semeno se ziedi bud’ fedidlem TRIS-egg (TRIS-vejce), které obsahuje 8 % glycerinu a 20 %
vajeného zloutku; TRIS-egg fedidlem obsahujicim 20 % vajecného Zloutku zkombinovaného
s TRIS-egg fedidlem obsahujicim 16 % glycerinu a 20 % vaje¢ného Zzloutku, fedidlem
z vajecného Zloutku-laktozy-glycerinu obsahujicim 11 % laktozy, 4 % glycerinu a 20 %
vajecného zloutku nebo koncentratem Triladyl s podobnymi konzerva¢nimi schopnostmi. Ob¢
latky glycerin a dimetylsulfoxid (DMSO) maji schopnost ochrany pfi nizkych teplotach, ale u
glycerinu je tato schopnost lepsi nez u DMSO. Glycerin by mél byt pfiddvan do spermatu
spiSe pii teploté 5 °C nez pfi teplote 25 °C. Antibiotika mohou byt k fedidlu ptidéna, napf. 0,1
2/100 ml dihydrostreptomycinu nebo penicilin a streptomycin. (Christiansen,1984)

Pomér fedéni (1:3 az 1:8) je zavisly na hustoté spermatu, ktera by meéla byt po natedéni 100-

150 milionti pohyblivych spermii na 1 ml. (Christiansen,1984)

Sperma miize byt zamrazeno v ampulich, pejetach (br¢ko) nebo peletach (tableta). Hluboce
zmrazené sperma se oznaci inicidly psa, od kterého bylo odebrano (Salamon a Maxwell,

2000)
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Sperma se zkladuje zmrzl¢, v 0,5 ml stébla ponofenych v kapalném dusiku (10 min pfi -

120 ° C) a naslednym ponotenim do tekutého dusiku. (Luvoni, G.a kol., 2002)

Chceme-li ziskat uspésné vysledky se zmrazenym spermatem je dilezité nacasovani ovulace

(Jeffcoate a Lindsay, 1989) to ma zdsadni vyznam vzhledem k omezenému ¢asu spermii po

rozmrazeni. (Salamon, L.,2007)

10-25 ng/ml

TERMIN INSEMINACE
MRAZENYM SPERMATEM

ovulace

'

P4

1X inseminace

2X inseminace
interval 12 hod.

zrani vajicek
svolnost k pareni
oplozeni vajicek

PROESTRUS

2-3dny! 2dny | 2dny! 1-3dny

ESTRUS

Charakter inseminacni davky

min. 10mil. spermii v inseminac¢ni davce
motilita spermii po rozmrazeni min. 40%

nad 20% morfologicky normalnich spermii
objem inseminacni davky 0,5-1,5 ml
prezitelnost v pohlavnim aparatu fen 12-24 hod.
(Laznicka, 2012)
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Obr. 14.Mrazic boxy s dusikem na mrazené sperma
(ordinace MVDr.A.Laznicky, foto M.Souckova, 2012)

!

Obr.15.Mrazici boxy s dusikem na mrazené sperma
(ordinace MVDr.A.Laznicky, foto M.Souckova, 2012)

fato
) v e e e

Obr.16.Redidla na mrazené _sperma (ordinace‘MVDr.A.Lézniéky, foto M.Souckova, 2012)
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Vyuziti zmrazeného semene pro inseminaci fen se v nasi republice datuje od roku 1998
s dobrymi vysledky. Rovnéz semeno vynikajicich psii je takto zpracovano pro vyuziti
v zahrani¢i s vybornymi vysledky u riznych plemen pst. Snad nejuspé$néji je vyuzivano
hlubokozmrazené sperma u ¢eskych fouskit v USA, kde je pouzivaji k inseminaci fen zejména
proto, ze jde o metodu podstatné levnéjs$i nez nakup vhodnych a osvédcenych chovnych psi

ke kryti pfirozenym zpisobem. (Dostal, 2007)

__———‘___

N
e ————
———eee———

fabo Michela Soulkova, ordinace MYDr Aloise LAZnitky

Obr.17.Pejety na mrazené sperma (ordinace MVDr.A.Lazni¢ky, foto M.Souckova, 2012)

6.9 Aplikace spermatu

Odpovida-li sperma pozadované kvalité je sterilnim netoxickym katetrem pteneseno hluboko

do pochvy. (Laznicka, 2012)

Technika pienosu:
Intavaginalni
o flexibilni katetr
e flexibilni katetr s balonkem

e rigidni katetr

Intauterinni
e transcervikalni
e peroperativni
(Léaznicka, 2012)
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Obr.18.Inseminacni katetr (ordinace MVDr.A.Laznicky, foto M.Souckova, 2012)

6.9.1 Cerstvé sperma

Inseminacni nastroje se zkladaji z plastového katétru poloviéni délky nez je b&zné, ke kterému
se flexibilni gumovou spojkou ptipoji injekéni stiikacka na jedno pouziti, dale vaginoskop a

lubrikacni gel. (Christiansen,1984)

K umyti poSevni oblasti se pouzije solny roztok, poté se oblast vysusi. Dezinfekce by se

neméla pouzivat, jelikoz miize ovlivnit Zivotaschopnost spermii.

Fenu polozime na odpovidajici stil s protiskluzovym povrchem a pfidrzime ocas na stranu
tak, aby byl pfistupny vstup do pochvy. Velka fena mize zlstat stait na zemi se zvednutymi
zadnimi koncetinami pod Uhlem cca 60°. Hlava a krk je zafixovan koleny asistenta, ktery

zptistupni poSevni vstup tim, Ze roztdhne fené zadni koncetiny a pfidrzi ocas na jedné strané.

Nejprve je potieba do injekéni stiikacky natdhnout 1 ml vzduchu, poté pomalu nasajeme
sperma. Tim se zajisti, Ze celkovy objem nasatého semene bude deponovan do délohy. Malé
mnozstvi lubrikaéniho gelu se nanese na inseminacni katétr, ktery se bud’ pomoci
vaginoskopu zasune do pochvy nebo se zasune podél ukazovacku potieného lubrika¢nim
gelem. Ukazovacek je zasunut do pochvy dorzalné ptes okraj panve. Kdyz je katétr mimo

okraj panve, mirn¢ se zatlaci ke krc¢ku, kam se pomalu deponuje semeno. Pokud fena stoji,
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tento posledni pohyb je horizontalni, kdezto pokud ma fena zvednuty zadni koncetiny, tento
pohyb je témét vertikalni. Oblast kr¢ku se nachazi cca 12-14 cm od pochvy u stfedné
vysokych plemen, = 4 cm u vysokych ¢i nizkych plemen. Poté co vyjmeme katétr,
nadzvedneme zadni koncetiny na 4 az 6 minut abychom zabranili vyte¢eni spermatu; vyteceni
spermatu Ize rovnéz zabranit vsunutim prstu do pochvy. Po inseminaci je nutné nenechat fenu

po néjakou dobu mocit ani zvedat se na zadni nohy. (Christiansen,1984)

Podle Knause se upfednostiiuje deponace spermatu do délozniho krcku kvili pfitomnosti

mikroorganizmu v pochve. (Christiansen,1984)

K inseminaci se bézné¢ pouziva pouze druhd frakce ejakulatu, zredénd nebo neziedéna.
Velikost davky je zavisld na velikosti feny a pohybuje se od 1,5 do 10 ml. Treti frakce
ejakulatu byla uspésné pouzita jako fedidlo pro ziskdni optimdlni velikosti davky. Pocet
pohyblivych spermii v derstvém spermatu uréeném k inseminace si pohybuje od 60 x 10° do
optimalniho mnozstvi 200 x 10°. PH pouziti 50 x 10° pohyblivych spermii, byla mira
sp&$nosti zabfeznuti 20 %, zatimco pii pouziti 200 x 10° pohyblivych spermii byla mira

uspésnosti zabteznuti 80 %. (Christiansen, 1984)

6.9.2 Chlazené sperma

Semeno je odebirdno metodou manualni masturbace, bezbolestné a bez jakékoli
medikamento6zni intervence.

Ptitomnost harajicici feny u odbéru je vyhodou, neni vSak nutn¢ vyzadovana.

Béhem cca 1h je pripravena zchlazend davka, kterou lze dale transportovat. Pro transport
nabizime specialni boxy se zasobniky ledu, které udrzi vnitini konstantni teplotu (5 az 10°C)
po dobu az 45 hodin. Toto plati v ptipadé, ze okolni teplota neptevysuje 25°C. Pokud ano,
doba udrzeni konstantni teploty se zkracuje.

Z jednoho odbéru semene jsou pro jednu fenu piipraveny 2 davky pro opakovanou
inseminaci. Davku lze inseminovat intravaginalné. Fena musi byt k inseminaci spravné
nacasovana, doporucuje se terminovani kryti pomoci progesteronového testu.

(http://www.frozendogs.com/2012)
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6.9.3 Hluboce zmraZené sperma
Technika ptenosu:

e Intravaginalni — rigidni katetr

o Intrauterinni — transcervikalni, peroperativni (Laznicka, 2012)
Diilezité je, aby rozmazovani bylo rychlé. Nejlepsi obnovovaci schopnost ma sperma ulozené
v peletach rozmrazenych v 2,5 ml fyziologického solného roztoku o teploté 37 °C. Podobnych
vysledkl bylo dosaZeno pii rozmraZeni pejet ve vodé pii teploté 37 °C po dobu 30 sekund.
Avsak jini vyzkumnici preferuji rychlé rozmrazeni pti vysoké teplote. Dobrych vysledki bylo
dosazeno pii rozmrazovani sttedn¢ dlouhych pejet po dobu 6,5 sekundy a malych pejet po

dobu 5 sekund pfti teploté vody 75 °C.

Velikost davky semene by méla byt 1,5 ml a méla by obsahovat 150 miliont spermii, z nichz
alespont 50-70 % musi byt pohyblivych. Toto je v souladu s postupy Andersona a Seagera a
spol..

Inseminace by se méla provadét hned po rozmrazeni semene, protoZe doba pieZiti spermii ve
zkumavce po zmrazeni a rozmrazeni je krat$i. JelikoZ neni zndma doba pfeziti spermii

v Zivém organismu, je doporuceno provadét inseminaci denné€ po dobu 3-4 dnti.

Pfi inseminaci mrazenym semenem lze pouZit stejné nastroje jako pfi inseminaci cerstvym
semenem. Fen¢ se zvednou zadni koncetiny pod thlem 60° a sperma je deponovano do
délohy, koncetiny musi zlstat zvednuté jesté nasledujicich 5 minut po inseminaci. NejlepSich
vysledkt bylo dosazeno pii pouziti nitrodélozni inseminace. AvSak tento postup je technicky
obtizny kvuli Spatnému ptistupu do délohy ptes kréek (predni ¢ast pochvy je velmi zizena a
v této ¢asti je na stropu pochvy podélna fasa, ktera pochvu zcela ucpava, pricemz vlastni
kréek je aZ za touto fasou). Diky tomu je zavedeni katétru obtizné a miiZze byt pouzit specialni
kovovy inseminacni katétr s plastovym zrcatkem. Zrcatko se vsune podél zadni stény pochvy,
dokud nedosahne zadni ¢asti délozniho krcku, ktera je zafixovana tlakem prsti pies bfisni
sténu. Katétr se poté vsune zrcatkem a pies vstup do krcku a kratkym cervikdlnim kandlem do
d¢lohy, kde je deponovana cela davka spermatu. Zakrok se provadi s pomoci prstii pres bisni
st¢énu. U nékterych nervéznich ¢i podrazdénych fen je nutné pifi zavadéni katétru pouzit
sedativa. Inseminacni katétr byl navrzen tak, aby zafixoval délozni krcek, je-li spravné

umistén pii ruéni manipulaci ptes bfisni sténu. (Christiansen,1984)
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7. Inseminace a legislavita v CR:

UMELE OPLODNENI

Vyjadieni F.C.I. (Mezinarodni chovatelsky fad Fédération Cynologique Internationale (FCI)
je zavazny pro vSechny ¢lenské zemé& a smluvni partnery) V. MEZINARODNIM
CHOVATELSKEM RADU F.C.I. vbodé 13 je uvedeno: Psi by méli byt schopni se
rozmnozovat pfirozenou cestou. Umélé oplodnéni by nemélo byt pouzivano u zvitat, ktera se
dosud nerozmnoZovala pfirozenou cestou. Vyjimku muize udélit narodni kynologicka
organizace, aby se zlepSilo zdravi plemene, rozsitil se geneticky materiadl plemene nebo fena
neutrpéla ujmu pii kryti.

U umélého oplodnéni feny musi zvérolékar, ktery psovi odebral sperma, potvrdit spravci
plemenné knihy, ve které se budou Sténata zapisovat, ze Cerstvé nebo zmrazené sperma psa
pochéazi od dohodnutého psa. Dale musi majitel, eventuadlné drzitel, psa poskytnout majiteli
feny zdarma informace uvedené pod ¢lankem 8, pismena a) - g) Naklady spojené s odebranim
spermatu a provedenim inseminace jdou k tizi majitele feny. Zvérolékaft, ktery inseminaci
provadi, potvrzuje plemenné knize, ze fena byla oplodnéna semenem vybran¢ho psa. V tomto
osveédCeni musi byt uvedeno misto a doba umélého oplodnéni, jméno a Cislo zapisu plemenné
knihy feny a jméno a adresa majitele feny.

Majitel psa, jemuz bylo odebrano semeno, je povinen majiteli feny vystavit osvédceni o kryti,
dodatecné k veterinarnimu osvédceni.

Mezinarodni chovatelsky fad FCI Pieklad © CMKU 2011

Vyvoz semene:

Dokumentace spojena s vyvozem semene zalezi na zemi, do které se semeno vyvazi.
Podminky dovozu si vzdy stanovuje dand zem¢. Pokud jde o staty bez povoleni dovozu a
bez zvlastnich podminek, tak se vypliluje pouze protokol o kvalit¢ odebraného semene a
ptipravenych dévek a dale zdravotni certifikdt (o klinickém vySetfeni a vakcinaci proti
vztekling).

Vétsina zemi, kterd si urcuje podminky dovozu je podrobné popisuje, ale predepsané
formuldife cCasto na vSechno nemaji. Soucasti potiebne dokumentace byva doklad o
sérologickém vysetieni darce, doklad o jeho vakcinaci, o dezinfekei ¢i novosti transportniho
kontejneru (letecky lze pievazet semeno pouze v kontejnerech charakteru Dry Vapour

Shipper, tzn. nadobe s absorbéni sténou, ktera nasdkne tekuty dusik a udrzi pottebnou teplotu
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po n€kolik dni. Jen takovy kontejner spliuje pozdavky na bezpecnost IATA special Provision
A152.). Velka Britanie napf. pozaduje mimojine doklad podepsany od Krajské veterinarni
spravy o zdravotnim stavu v chovu slepic, ze ktereho pochazi vejce pouzite pri vyrobé
fedidel. Australie ma velmi pfisné podminky dovozu, nad v§im pak musi dohlizet statni
veterinaf a zdravotni certifikat stvrdit podpisem a kulatym razitkem a na kontejner poskytnout

plombu.

Dovoz semene:
Pro dovoz ze zemi EU SVS zadné zvlastni podminky nestanovuje. Min. 15 dni pfede dnem
piedpokladaného dovozu je nutné podat na SVS CR Zadost o sdéleni dovoznich podminek

(resp. o vydani dovozniho povoleni). Zadosti se piijimaji na adrese epodatelna@svscr.cz.

Z4dost musi obsahovat tyto informace:

1) Plemeno psa darce

2) Zda se jedna o chlazené nebo zmrazené sperma

3) Pocet davek spermatu

4) Misto odeslani pfip. i misto odbéru spermatu

5) Misto uréeni v Ceské republice

6) Jméno a adresa zadatele vCetn¢ piipadné korespondencni adresy

7) Ugel dovozu

S dovoznim povolenim od SVS obdrzite také veterinarni osvédéeni, které musi zasilku pfi
dovozu doprovézet, a které potvrzuje Gfedni veterinarni 1ékai vyvazejici zemé. CR pozaduje
serologické vySetfeni darce na Brucella canis adoklad o vakcinaci proti Leptospira spp. Ci
serologické vySetreni.

Psi sperma podléhd pii dovozu v misté vstupu do EU pohrani¢ni veterindrni kontrole na
pohraniéni veterinarni stanici (PVS). V CR se nachéazi pouze jedna PVS na leti§ti Praha-
Ruzyné. Pohrani¢ni veterinarni stanici musite informovat predem o ptichodu zasilky.

(Piinosilova, P. 2012)
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Orienta¢ni ceny uctované v CR.

odbér, vySetfeni semene a vystaveni certifikatu o kvalit¢ semene 500 K¢
odbér, vySetfeni semene a piiprava chlazené insemina¢ni davky 1100 K¢
cena transportniho boxu pro chlazené davky semene 500 K¢
odbér, vySetfeni semene a pfiprava zmrazenych inseminacnich davek 3000 K&
¢
(v ptipadé opakovanych odbért 10 az 20% sleva)
skladovani 1 zmrazené insemina¢ni davky v tekutém dusiku po dobu 1 roku 200 K¢
cena nevratného transportniho boxu s tekutym dusikem "CRYODRUM" pro 2500
500 K¢
zmrazené davky semene
prondjem vratného transportniho kryokontejneru Voyager 21 pro zmrazené
1000 K¢
davky semene
asistence pfi intrauterinni inseminaci zmrazenym semenem (rozmrazeni davky a
500 K¢

posouzeni jeji kvality)

pozn.: ceny jsou orienta¢ni (http://www.frozendogs.com/, 2012)
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8. Zavér

Na inseminaci u fen jsou ndzory rizné. At uz ztad veterinarnich l€kaiti, genetiki c¢i
chovateli. Inseminace by nemé¢la byt nahrazkou za pfirozené pareni, pifesto nesporné
poskytuje mnoho vyhod, které by bylo Skoda nevyuzit. Inseminace nabizi moznosti zajisténi
kvalitniho genetického materialu z navzajem sobé vzdalenych zemi (SirSi vyuziti zahrani¢niho
kryti — finan¢ni zptistupnéni zahrani¢niho kryti), st€jné tak zachovani genetického materidlu
po thynu kvalitniho kryciho psa, téz eliminuje moznost ptfenost pohlavnich ¢i jinych
infek¢nich chorob a je jen na nas lidech, jak s moZnostmi naloZime a zda budou maximalné

vyuzity v tom pozitivnim slova smyslu.

V soucasnosti jsou popsany 3 zakladni metody umélého oplodnéni, Cerstvym spermatem,
chlazenym spermatem a zmrazenym spermatem, které mize byt uchovano az desitky let.
Kazdd z metod ma své pro 1 proti a je tfeba zvazit vSechny aspekty, které od umélého
oplodnéni ocekavame. V Ceské republice se umélym oplodnénim zabyva hned nékolik
veterinarnich 1ékaiG a klinik a 1 u nas naleznem spermobanky pro dlouhodobé uchovani
spermatu, jejich vyuziti zatim neni tak hojné, ale jisté i tato doba brzy pfijde. Jisté omezeni
zapti¢iiuje CMKU, které povoluje prvni kryti pomoci inseminace podmninkou ,,Vyjimku
muze udélit ndrodni kynologickd organizace, aby se zlepSilo zdravi plemene, rozsifil se

geneticky material plemene nebo fena neutrpéla jmu pii kryti.*
Piesto se domivam, Ze s vyuzitim umélého oplodnéni u fen se budeme v budoucnu v CR

setkavat ¢im dal vice a tim se obohati a zkvalitni chov psti u nas, coz by mél byt spolec¢ny cil

jak lékart, chovatell tak organizaci zabyvajicich se kynologii.
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