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Souhrn: Asistovana reprodukce u ovci — embryotransfer
Kli¢ova slova: ovce, reprodukce, reprodukéni biotechnologie, embryotrasfer

Prace popisuje metody asistované reprodukce v chovu ovci. Mezi zakladni technologie
patii detekce fije, synchronizace fije a ovulace, pfekonani sezonniho anestru, inseminace ovci

a superovulace s embryotransferem.

Zakladem kazdé z metod je spravna detekce fije. Vzhledem K tiché fiji se u ovci
vyuziva berana-prubite. Jako prubife je vhodné pouzivat mladé, temperamentni, licentované
berany. Zvladnutim synchronizace fije byl polozen zékladni kdmen k rozsifovani a SirSimu
uplatnéni dalSich reprodukénich biotechnologii, pfedev§im inseminace a embryotransferu.
RozliSujeme dva zdkladni pfistupy. Budto zkracujeme lutedlni fazi cyklu pomoci
prostaglandinid nebo naopak prodluzujeme tuto fazi pomoci gestagenll. Synchronizaci fije
dopliiuje naCasovani a zpiesnéni doby ovulace. Ktomu se pouzivaji konsky choriovy
gonadotropin nebo huménni choriovy gonadotropin ¢i jejich kombinace. Zakladem
k pfekonani sezonniho anestru je tzv. berani efekt a dale se pouzivaji hormonalni preparaty,
predevSim gestageny, konsky choriovy gonadotropin ¢i melatonin. Zavedeni inseminace
vedlo k intenzifikaci ve Slechténi. V soucasné dob& neni na uzemi CR Zadna schvélena
inseminaéni stanice. Objem insemina¢ni davky zavisi na zplsobu pouziti, t.j. na misté
deponovani spermii a zplisobu konzervace semene. Mezi metody inseminace patfi vaginalni,
cervikalni, transcervikalni intrauterini a laparoskopicka intrauterinni. Koncepce je zavisla na
metod¢ inseminace a pohybuje se od 20 do 80 %. Pfed samotnym transferem embryi je tieba
vhodny vybér darct a ptijemct. K superovulaci je mozno vyuzit konsky sérovy gonadotropin
nebo dnes nejcastéji pouZivany folikuly stimulujici hormon. Odbér embryi je moZzno provést
mezi 5 - 9 dnem po inseminaci. Vyuziva se bud’ laparotomicky nebo laparoskopicky piistup
do délohy. Celkovy pocet ziskanych embryi na jeden vyplach je praimémé 6 - 10. Embrya se
podle kvality déli do 4 skupin. Je mozné embrya prendset jak Cerstva, tak mrazit a uchovavat
v tekutém dusiku. Pfenos embryi je opét laparotomicky nebo laparoskopicky. Usp&snost

transferu se pohybuje mezi 20 — 80 %.



Summary: Biotechnology in reproduction of sheep — embryotransfer
Keyword: sheep, reproduction, assisted reproduction methods, embryotransfer

The aim of this study is to describe the assisted reproduction methods in sheep
breeding. These methods comprise a heat detection, heat and ovulation synchronization,
resolution of a seasonal anoestrus, sheep insemination and superovulation with

embryotransfer.

All these methods are based on a right heat detection. Because of silent heat in a sheep
it is necessary to use an assayer ram. Young, vivid and licensed rams should be used. Heat
synchronization in a herd is essential for an application of other biotechnologies like an
artificial insemination and embryotransfer. There are two principal methods of
synchronisation. Either the luteal phase of the cycle is shortened by force of prostaglandin or
prolonged by the gestagens. It is also necessary to induce an ovulation to get a right
synchronisation. The horse choriotropic gonadotropin, human choriotropic gonadotropin or a

combination of both are used for this purpose.

To resolve the seasonal anoestrus the “ram effect” can be used in addition to hormone

treatment by using gestagens, horse choriotropic gonadotropin or melatonin.

Implementation of an artificial insemination led to an intensification in breeding.
Currently there is no approved insemination station in the Czech Republic. Insemination dose
volume depends especially on the method of application chosen. Vaginal, cervical,
transcervical and laparoscopic intrauterinal method can be used. The conception result relies

on the insemination method and it lies between 20 % and 80 %.

Embryotransfer is preceded by a right choice of donors and acceptors and by a
superovulation to get enough of embryos. Serum gonadotropin or the folliculus stimulating
hormone can be used to induce a superovulation. 5 - 9 days after the insemination the
embryos can be removed. Laparotomy or laparoscopy approach to the uterus can be used. The
total number of embryos gained in one douche reaches 6 - 10. Fresh embryos as well as
embryos frozen in liquid nitrogen can be used for tranfer. Laparotomy or laparoscopy
approach can be also used for embryos insertion. The transfer success ranges from 20 % to 80
%.
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2. Uvod:

Asistovana reprodukce v chovu ovci, kterd se jiz dlouhou dobu ve svété¢ hojné
vyuziva, si pomalu ziskdva svoje misto na slunci také u nés. Synchronizace fije, piekonani
sezonniho anestru se jiz zacinaji uplatiovat v praxi, umeéla inseminace a embryotransfér na

svoje rozsifeni a komer¢ni vyuziti zatim ceka.

Prostiednictvi inseminace vnasime do stdd nové geny, které piisobi zmény Grovné fady
vlastnosti. Pouzitim hluboce zmrazenych inseminac¢nich davek, které mohou byt nakoupeny a
dovezeny z chovatelsky vyspélych zemi, zvySujeme a zrychlujeme geneticky zisk s cilem
urychleného zvyseni uZitkovosti. Vyuziti embryotransféru je v oblasti chovu genovych rezerv
¢i v moznosti dovozu jedinc nového plemene, bez nutnosti slozitého transportu chovnych

zvitat pies pul svéta.

I proto je dulezité, aby byli chovatelé ¢i veterinarné — zeméd¢lsti odbornici vzdélani na

vysoké urovni ohledn¢ asistované reprodukce u ovei.

2.1. Historie

Ovce patii k nejdéle domestikovanym hospodarskym zvitatim. Byly domestikovany
v Predni Asii v 10. az 9. tisicileti pied n.l., v Evropé asi o 2 tisicileti pozdéji (Horak, 2007).
Z pocatku se vyuZzivaly na maso a na koZichy. AZ pozdé&ji se chovaly také na mléko a zacali se

vyrabet syry.

Snahy o intenzifikaci zemé&d¢€lstvi na konci 19. stoleti se tykaly také chovu
hospodatskych zvitat, ovce nevyjimaje. Z pohledu ovliviiovani reprodukce znamenala velky
pokrok prace profesora Ivanova, ktery se zabyval umélou inseminaci. Zpocatku piedev§im
koni, ale vramci experimentl také inseminaci ovci. Celkem inseminoval 35 ovci. V roce
1912 vydal profesor Ivanov svoji monografii ,,Umélé oplodnovani hospodaiskych zvirat®.
Tato prace byla pielozena do mnoha jazykl a z Ivanovy Skoly se inseminace zacala Sifit do
celého svéta. Z pocatku se vyrazné zapojila Cina a Japonsko. Komeréné se poprvé v Evropé

uplatnila ve Francii. (FOOTE, 2002)

V Ceskoslovensku se zaCala inseminace ovci pokusné vyuzivat vroce 1947 na
Slovensku a od roku 1950 i v Cechach. Po tomto obdobi se inseminace ovci zagala intenzivné
rozvijet v celém Ceskoslovensku. V disledku celkového nezajmu o chov ovci se v roce 1961

pfestala inseminace vyuzivat. Zacala se opét pouzivat po roce 1974 v souvislosti s budovanim



specializovanych podniki na chov ovci pfi organizovani turnusového a mimosezénniho
ptipousténi. Na Slovensku takto v 70. letech bylo inseminovano cca 8 % ovci (Gamcik 1992).
Po zméné rezimu byla za zménéné ekonomické situace v roce 1990 uzaviena jedind Ceska

inseminacni stanice beran.

Prvni pfenos embryi u ovci byl uskutetnén v roce 1932 a pirekvapivé byla prvnim
darcem embryi koza. Warwick a spol. provadeli pokusy s mezidruhovym pienosem embryi.
Za 147 dni po ptenosu ovce v pofaddku porodila. Pfenos ov¢ich embryi se uskutecnil v roce
1933 (Betteridge, 2003). Mezidruhové pienosy, kdy pfijemcem je ovce, se uskuteciiuji

z riiznych diivodu i dnes (Santiago-Moreno, 2001)

2.2.  Soucasnost

Mezi soudasné vyuzivané reprodukéni biotechnologie v CR patii piedeviim metody
synchronizace fije ¢i piekonani sezonniho anestru. Ohledné inseminace ¢i embryotransféru
nejsou presnad cCisla dispozici, pfesto je kvalifikovany odhad maximalné stovky téchto
zakrokd. Z toho vyplivd nepomérné nizs§i vyuzivani nez u ostatnich hospodarskych zvitat.

Komer¢né nejsou ani inseminacni davky beranli nabizeny.

Embyotransferu (ET) u ovei v Ceské Republice pravidelnd a systematicky nevénuje
zadny tym. Poptavka ze strany chovateli je prakticky nulova. V roce 2010 bylo provedeno
pravdépodobné celkem 16 ET (Cunat, 2011). Piekonani sezénniho anestru zatim nepatii v CR
mezi poZzadované biotechnologie, ale stejné jako u ET, da se ptedpokladat v dohledné¢ dobé&

wewvr

metody.

S ménicimi se postoji obyvatel k vyrobkim z ov¢iho mléka a s oblibou nakupu piimo
od Ceskych farmaiti vyvstane i v fadach chovatelid touha po rychlejSsim genetickém zisku,
zkvalitnénim domaciho genofondu a tim padem 1 poptavka po reprodukénich

biotechnologiich analogicky jako u chovu skotu.



3. Cil prace

Cile této prace je vytvoftit literarni reSersi, ktera se bude tématicky vénovat asistované
reprodukci u ovci. Budou zde zhodnoceny posledni poznatky a postupy, které se v soucasné

dobé¢ prosazuji v oblasti umélé inseminace a embryotransferu.



4, Literarni prehled

4.1. Asistovana reprodukce

4.1.1. Detekce Fije

Spravnd detekce fije je =zdkladem pro vSechny reprodukéni biotechnologie.
V soudasnosti se v CR detekce provadi predevsim pii piipousténi z ruky. Pro inseminaci ¢i
ET se vzhledem k velikosti stad pouziva spiSe synchronizace fije, diky ¢emuz je docileno
vetstho mnozstvi zvifat se stejnou fazi reprodukéniho cyklu v jeden cCas, coz zefektiviiuje a

zleviuje tyto metody.

Projevy fije jsou u ovci nevyrazné. Proestrus trvd u ovce cca 2 dny, zaina
prokrvovanim vulvy a tvorbou posSevniho sekretu. Ovce jesté nevyhledavaji berana. V dalsi
fazi — estru — je ovce erotizovand pfitomnosti berana, ktery je aktivné vyhledava ¢i mnoho
ovci berana vyhleddva samo. Vulva je prokrvend, mirné zvétSend a je patrné zvlhnuti fidkym,
sklovité prihlednym hlenem, ktery od poloviny do konce estru houstne a stdva se b&lavym.

K ovulaci dochazi 6-12 hodin po skonéeni estru. Rijovy cyklus trva u ovei praiméré 17 dni.

Vzhledem Kk tomu, ze u ovci probiha tzv. ticha fije, je vhodné k vyhledavani fiji
pouzivat berana-prubife (DOLEZEL, 2000, GAMCIK, 1992). Je nékolik zpisobt jak
Z berana udélat prubife. Asi nejrozsifenéjsi zpusob je ptiloZeni nejlépe PVC zasteérky na biisni
krajinu, ¢imZ docilime zakryti pfedkozkového vaku. A tim je znemoZnéno prubifovi po fazi
vzeskoku na plemenici provést fdzi zasunu a naslednou ejakulaci. Takovyto beran prubif
vyzaduje zvySenou pé€i o zastérku, ktera by se méla denné menit, prat a desinfikovat.
Vyhodou této metody je zabranéni pfimému pohlavnimu kontaktu samce se samici a tim
zmenSeni rizika zavle€eni choroboplodnych zirodkti do pohlavniho traktu plemenice.
Obdobnou vyhodu ziskdme pouZivanim prubife s dislokovanym pijem. Penis se chirurgicky
dislokuje nejméné o 45 ° na levou stranu (PUGH, 2002). GAMCIK doporuéuje odchyleni
penisu o 90 °. Po mési¢ni rekonvalescenci od provedeni tohoto chirurgického zékroku je
prubit pouzitelny ve stdd¢ k detekci fijnych plemenic. Nevyhodou této metody je to, ze se
ncktefi prubifi nauci piipoustét 1 stimto hendikepem. DalSi pouzZivanou metodou je
vasektomie, kdy dochéazi k chirurgickému pferuSeni vyvodnych cest pohlavnim. Pti
vasektomii se oboustrann¢ odstrani 40 — 50 mm ductus deferens. Pohlavni reflexy se upravi
do 3 dnid a na detekci fije je prubif pouzitelny za 6 tydnd. Dalsi chirurgickd metoda je

¢asteCné odstranéni nadvarlat. Kdyz by byla operace provedena nediikladné, mtze nadvarle
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béhem 1-2 let regenerovat. Odstranéné nadvarlete je spolehlivéjsi metoda nez vasektomie
(GAMCIK, 1992). Nevyhodu obou t&chto metod je nezabranéni zasouvéani penisu do vaginy
plemenice pii detekci fije. Proto se n¢kdy kombinuje dislokace pije a vasektomie (PUGH,
2002). V literatute je také popisovana metoda androgenizace skopce. Jednou za 4 tydny se
injekéné aplikovalo 150 mg propionatu testosteronu (GAMCIK, 1992). Ogetfeni nema
negativni vliv na zdravotni stav. V souCasné¢ dob€ neni injekéni testosteron komercné

k dispozici.

Optimalni pomér plemenic a prubite PUGH doporuduje 30 — 40 ku 1. GAMCIK udava
pomér na 50 — 60 ovci jednoho prubife. Jako prubife je vhodné pouzivat mladé,
temperamentni, licentované berany. Prubif se pousti do stdda 2x denné, testace ovci by
neméla byt delsi jak 1 — 1,5 hodiny (GAMCIK, 1992). Po tuto dobu je tieba ovce pozorovat a
fijné plemenice oznacit. Kvili asové naro¢nosti ze strany oSetfujiciho persondlu se nékdy
prubif nechava ve stdd¢ celodenné. K rozpoznani detekovanych zvifat se pouZzivaji barevné
znaCkovace umisténé bud'to na zad’ plemenice ¢i na hrud’ prubife. Odpada ¢asové narocné
sledovani a oznacené zvifata jsou 2x denné ze stdda vybirana a je s nimi dale pracovano dle

uvazeni chovatele.

4.1.2. Synchronizace fije a ovulace

Zvladnutim synchronizace fije byl poloZzen zakladni kdmen k rozSifovani a SirSimu
uplatnéni dalSich reprodukénich biotechnologii, predevSim inseminace a ET. Predpokladem
uspéchu synchronizace fije je normalni pritbéh pohlavniho cyklu u synchronizovanych zvitat.
Zvitata musi byt voptimalnim vyZivném stavu, pied zaCitkem synchronizace je
doporuc¢ovano provést antiparazitdrni 1é¢bu, uprava pazneht ¢i dal$i nutna chovatelsko —

veterinarni opatfeni.

Prakticky mUZeme synchronizaci provadét pomoci hormonalniho ovlivnéni zvifat.
RozliSujeme dva zékladni piistupy. Budto zkracujeme lutedlni fazi cyklu pomoci

prostaglandinti nebo naopak prodluzujeme tuto fazi pomoci gestagenti (Wildeus, 2000).
Prostaglandiny

Aplikaci prostaglandini lyzujeme Zluté télisko pfitomné na vajecnicich a tim
piivedeme zvite z diestru do fije. U ovci je mozno uspésné aplikovat prostaglandiny od 5. az
6. dne fijového cyklu. Doporucované davkovani PGF,, je 10 — 20 mg pro dosis a
cloprostenolu (synteticky derivat PGF,, ) 75 pg na 45 kg ovci (PUSGH, 2002). The Merck

10



Veterinary Manual (9th edition) uvadi davkovani PGF,, vice jak 15 mg pro dosis, davkovani
cloprostenolu 125 pg. Rije se dostavi za 30 — 60 hodin. Aplikujeme-li prostaglandiny plo$n&
na celé stado, po prvni aplikaci bude mit synchronizovanou fiji 60 az 70 % zvitat ve stad¢.
Proto se n¢kdy pouziva dvojita aplikace s rozestupem 9 az 11 dni, kdy se timto zplisobem
synchronizuje vétSina stada. Pfi pouziti prostaglandinu je tfeba dbat zvySené opatrnosti,

protoze jeho aplikace bfezim ovcim (do 50 dne po koncepci) vyvolava abortus.
Gestageny

Principieln¢ funguji gestageny opa¢né nez prostaglandiny — prodluzuji lutealni fazi.
V pouziti s gonadotropiny se znacné zpiesnuje nejen doba nastupu fije po konci jejich
podavani, ale také doba ovulace. Proto je také tato metoda vice vyuZivana nez pouzivani

prostaglandint.

Gestageny se vyrabgji v nékolika riiznych 1ékovych forméach. S dostupnosti v CR je to
horsi. Zadné gestageny nejsou v CR pro ovce registrované. Nékteré se po udéleni vyjimky
Ustavem pro kontrolu veterinarnich biopreparatt a 1é¢iv (USKVBL) dovazeji ze zahraniéi,

nékteré jsou vyslovené zakdzané pouZzivat.

Peroraln¢ aplikovany melengestrol acetat (MGA, davkovani 0,22mg/ per dosis po

dobu 14 dni) dnes neni v CR k dispozici.

Podkozni implantaty s MGA jsou dnes v CR pro potravinova zvifata zakazana a jinde
ve svéte¢ pouzivané implantaty (napt. Synchro-Mate B — G¢inna latka norgestomet) u nas

nejsou k dispozici.

Intravaginalni hubky s G¢innou latkou flugestone acetate (Chronogest CR a.u.v.) tak
zlstavaji jedinym dostupnym (i kdyZ s obtiZzemi) gestagenem. Zavedeni neini Zadné potiZe,
také komplikace béhem 14 denniho pouZiti jsou minimalni. Mezi obfasné komplikace patii
zanét vaginy (Dolezel, 1997), coz ale souvisi s neaseptickym zavedenim nez samotnou
hubkou. Implantat je zaveden po dobu 14 dni, poté je vyjmut. U ovci je mozno hubku vyndat
jiz po 9 dnech s o¢ekdvanym uspeéchem (PUGH 2002). Toho se vyuziva, kdyz je tfeba po
synchronizaci pfipoustét jednim beranem. Hubky jsou vyjimany postupné po dobu nekolika

dni a beran se tak postupné zvlada spafit s vétSinou ovci.

Na Novém Zélandu je registrovan CIDR — intravaginalni t&lisko pro ovce. U¢inna

latka je medroxyprogesteron acetat 0,3g pro dosis. U¢inna latka je napusténa v silikonovém
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t&lisku. Jeho uZiti je stejné jako intravaginalni hubky. V CR je registrovana obdoba pro skot,
kde je 4x vice ucinné latky. Vzhledem k povaze 1€kové formy a cen¢ zatim nebyla snaha

vyuzit CIDR pro skot také u ovei.

Synchronizaci fije dopliiuje nacasovani a zpiesnéni doby ovulace. K tomu se pouzivaji
konisky choriovy gonadotropin (eCG) nebo humanni choriovy gonadotropin (hCG) ¢i jejich
kombinace. PUGH doporuéuje aplikaci 200 IU hCG v kombinaci 400 IU ¢CG (v CR
dostupny preparat PG600 a.u.v.) intramuskularn€ pii vyndavani progesteronovych implantati.
Po takovémto oSetieni se dostavi fije za 24 — 48 hodin a je doporucovana frontalni inseminace
za 48 az 60 hodin. Dal8i mozné schéma je pouziti 500 IU eCG (Sergon a.u.v.) pii vyndavani
progesteronovych implantatd. Po takovéto aplikaci se fije také dostavi za 24 — 48 hodin. Je
mozné téz aplikovat prostaglandiny 24 hodin pied ukoncenim gestacni 1écby a tim podpofit

naslednou fiji. AvSak vétSina autoru popisuje spise pouziti eCG ¢i hCG.

4.1.3. Prekonani sezonniho anestru

Piekonani sezonniho anestru je Vv chovatelsky vyspélych zemich pomérné rozsitena
metoda, kterd v nasich podminkach zatim nenalezla odpovidajici uplatnéni. Diky této metodé
je chovatel schopen odchovavat jehnata 2x rocné€, nebo alespont 3x za 2 roky. Dalsi uplatnéni

4

této metody je bahnéni v nami zvoleném, vétSinou piiznivéjsSim, obdobi roku.

Ovce patii mezi sezonné polyestrické zvite. V naSich zemépisnych Sitkach nastupuje u
chovanych berani a ovci plodné obdobi ve druhé poloviné roku, kdy dochézi zkracovani
svételného dne. Druhou vlnu nastupu plodného obdobi 1ze pozorovat na jare. Projevy fiji 1

pocet opakovani jsou vSak vyrazné€ nizsi.

Pted zatazenim plemenic do programu pfipousténi mimo hlavni sezénu, by mély byt
vSechny plemenice ultrazvukové vySetfeny. Tim se vylou¢i abnormality na vajecnicich
(syndrom ovarialnich cyst, sriisty, novotvary) nebo na déloze (pyometra, biezost), které by
vedly k selhani této technologie. (PUGH, 2002). Samoziejmosti je odpovidajici vyzivny a

zdravotni stav.

Zékladem je stimulace plemenic beranem — tzv. berani efekt. Podminkou je zamezeni
kontaktu plemenic s beranem nejméné po dobu 3 az 4 tydnl. Nasledné je do stada pfidan
beran a u Casti plemenic se indukuje fije béhem 5 az 7 dni (UNGERFELD, 2004).

K prekonani anestru se déale pouzivaji hormonalni preparaty, predevSim gestageny,
eCG ¢1 melatonin.
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Pouziti gestagent a eCG je stejné jako u synchronizace fije (viz. 4.1.2.).

Exogenni melatonin je mozno pouzit u acyklickych, sezéné¢ acyklickych bahnic
k vyvolani fije a ovulace. Podava se nejméné po dobu 6 tydnt a béhem této doby jsou ovce
izolovany od berana. Pak je beran pfidan do stdda a ponechan u takto oSetfenych bahnic
nejmén¢ 35 dni, kdy by mély probéhnout 2 fijové cykly. Lécba melatoninem je mnohem
registrovan. K poddvani exogenniho melatoninu je dale vhodné upravit svételny rezim. Nebo

1ze svételny rezim pouzit samostatné.

Béhem obdobi kratké doby pfirozeného osvétleni (zima) je celému stadu vytvoren
svételny rezim o 16 - 20 hodinach svétla denné. Takto jsou zvifata drzena po dobu nejmén¢ 2
mesicl. Poté je ukoncen fizeny svételny rezim a zvifata jsou exponovana pouze pfirozenému
svételnému rezimu, ktery je kratSi nez ten fizeny a proto se béhem 10 az 20 dnl dostavi

plodna fije. Je vhodné drzet berany ve stejném svételném rezimu. (PUSG, 2002).

4.1.4. Inseminace ovci

Pii pouziti mrazen¢ho spermatu odebiraného v pribchu celého roku pii 9 odbérech

tydné ziskal chovatel od jednoho berana 12 000 narozenych jehnat (Louda, 2009).

Rozhodne-li se chovatel zacit pouzivat umélou inseminaci, je tieba vybirat zvifata
dokonale zdravé, bez onemocnéni koncetin. Také ptipousténi mladych, pohlavné nedospélych
zvitat je nevhodné. Hruboviné ¢i polohruboviné ovce je vhodné meésic pred inseminaci
ostiihat. Aby bylo dosazeno pozadovanych vysledki, musi byt kromé¢ dobrého stavu
pohlavniho aparatu také odpovidajici kondice. Proto je nutné 4 — 6 tydnt pred zacatkem
inseminaci zacit upravovat krmnou davku tak, aby v dobé inseminace byla zvifata v idealni
chovné kondici. PUGH doporucuje dale vybirat bahnice, které¢ porodily a odchovaly zdrava

jehnata.

V chovu ovci se vyuzivaji nasledujici metody inseminace — klasicka vaginalni
inseminace, intracervikdlni inseminace a intrauterinni inseminace (LYMBEROPOULOS,

2001, GAMCIK, 1992, MITCHELL, 2004).
Inseminac¢ni davka

Objem inseminacni davky zavisi na zpusobu pouziti, tj. na misté¢ deponovani spermii a

zpusobu konzervace semene. Pfi inseminaci do pochvy je objem inseminacni davky 0,3-0,5
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ml, pfi cervikalni metodé 0,05-0,20 ml (v zavislosti na hloubce zavedeni katétru do lumen
dé&lozniho kréku) a pii intrauterinni inseminaci 0,05-0,1 ml na kazdy délozni roh. (GAMCIK,
1992).

_ ) Zpusob konzervace semene
Metoda inseminace
cerstvé fedéné mrazené
Vaginalni 300 nepouziva se nepouziva se
Cervikalni 100 150 180
Transcervikalni intrauterinni 60 60 60
Laparoskopicky (do obou rohtt) 20 20 20

Tabulka 1: Minimalni pocet aktivnich spermii v insemina¢ni davce (x106) (GAMCIK, 1992)

V soudasné dobé neni na uzemi CR Z4dna schvélena inseminaéni stanice. Chceme-li
pouzivat inseminacni davky, musime se spoléhat bud’ na dovezené mrazené davky, nebo
davky vyrobit od berand plsobicich v daném stad€. Komeréné vyrobené inseminaéni davky
z odbéru od berana z jiného stada se dostavaji na hranu Zakona 154/2000 Sb. o $lechténi,
plemenitb¢ a evidenci zvifat, protoZze se nejednd o schvdlenou inseminacni stanici.
Samoziejmosti je provadéni inseminace osobou odborné zplsobilou podle vySe zminéného

zakona.

Pouziva-li se Cerstvé semeno nebo je Cerstvé semeno fedéno, je vhodné provést
orienta¢ni analyzu odbéru. Sledované parametry by mély byt alespon objem a barva ejakulatu,

koncentrace a motilita spermii, mnozstvi morfologicky abnormalnich spermii.

Dle diive pouzivané CSN 46 6219 pro &erstvé sperma berana by objem ejakulatu mél
byt vyssi jak 0,5 ml, barva smetanova se svétlym odstinem. Hustota ejakulatu minimalné 2,5
x 10° v 1 ml, aktivita spermii minimalné 60 % a maximalné 20 % malformovanych spermii.
(GAMCIK, 1992). LOUDA uvadi odlisnd koncentraci miniméalnd 2x10° v1 ml pro
kratkodob& uchovéavané sperma a 2,8x10° v 1 ml pro mrazené sperma, aktivitu minimaln¢ 70

% a patologickych spermii maximalné 15 %.

Dnes je v nabidce n&kolik komerénich fedidel pouzitelnych u ovei. HEGEDUSOVA
(2011) porovnavaly v naSich podminkach vyuziti Triadilu, Andromedu, Ovipro, Biladyl,
Optidyl, Andromed CSS 1. a II., Biociphos. Jako stabiliza¢ni se ukézalo fedidlo Triladyl,
vykazujici dlouhodobé¢ ustilené vysledky. Vysledky ukazuji hranici pouzitelnosti fedidel
Biociphos a Byladil po dobu 96 hodin. Jako nejlepsi pro kratkodobé uchovani se jevi fedidlo
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Ovipro, které ma vysoky efekt pfezitelnosti pouze prvnich 48 hodin. Avsak je doporucovano i
pti pouzivani komer¢niho fedidla (o samovyrobé nemluve) pred zacatkem piipoustéci sezony

ov¢ftit jejich kvalitu alespoii provedenim zkousky piezitelnosti. (LOUDA, 2009).

Redéni se provadi okamzitd po odbéru pfimo ve sbéradi. Teplota fedidla i semene
musi byt stejna 25-30 °C. Stanovené mnozstvi fedidla se pomoci vyhiaté pipety necha pritékat
po sténé sbérace do spermatu a soucasné se sbéracem pomalu ota¢i a tim se misi sperma a
fedidlo. K dokonalému promiseni se bud’ zamicha cely objem sterilni sklenénou tycinkou,
nebo se opakované pipetou nasava a vypousti fedény ejakulat. Berani sperma je podstatné
citlivéjsi na chladovy $ok nez sperma byéi, zvlasté kolem teploty 15 - 18 °C (GAMCIK, 1992,
YANIZ, 2005). Proto by chlazeni na teplotu 3-5 °C mélo probihat pozvolna, nejméné¢ 4
hodiny (GAMCIK, 1992) Pii této teploté se kratkodobé konzervované sperma uchovava po
dobu az 96hodin.

Inseminacni davky se dnes témét vyhradné zamrazuji do pejet bud’ o objemu 0,25 ml
nebo 0,5 ml. Pejeta se plni pii 30 °C fedéného semene a nasledné se ekvilibruji podle typu
fedidla do 5 °C za 1,5 - 2 hodiny. Pak je zahdjen proces mrazeni. Ke zmrazovani
inseminacnich davek je mozno pouzit mrazici pfistroj, pouzivany napi. pro zmrazovani
inseminacnich davek u skotu ¢i na zamrazovani embryi. Na tomto pfistroji je mozno zvolit
program podle pouZzit¢ho komerc¢niho fedidla. Vyrobce mrazicich feditel udava zplsob
mrazeni. K pokusnym ucelim je pouZitelné mraZeni podle jednoduchého postupu. Do
polystyrenové krabicky se nalije tekuty dusik. Ve vysi 30-40 mm nad tekuty dusik se
horizontaln¢ polozi ptipravené inseminacni davky v pejetach. VSe se ptikryje alobalem, aby
davky byly v te€kajicich parach dusiku. V téch se ponechaji 7-8 minut a poté se ponoii do
tekutého dusiku ve skladovacim kontejneru (LOUDA, 2009). Dtlezita je nalezita evidence a
popis vlastnich pejet. Je vhodné vkladat celou Sarzi do goblet, které jsou zvenci popsané, a
umoziuje to snadnou identifikaci inseminacnich davek, aniz by musely byt vyndavany mimo

tekuty dusik a tim hrozilo jejich znehodnoceni.

Pejety se rozmrazuji ve vodni lazni pii teploté 38 °C (LOUDA, 2009, GAMCIK,
1992). PUGH doporucuje rozmrazeni pii teploté 33 - 35 °C. K inseminaci se pouzivaji davky,
u kterych aktivita po rozmrazeni dosahuje 40 % a vice (LOUDA, 2009, GAMCIK, 1992). Po
rozmrazeni je tfeba pouzit davku do 10 - 15 minut (PUGH, 2002).

Vlastni inseminace
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Vagindlni inseminace zalind dislednou ocistou a dezinfekci wvulvy nejlépe
jednordzovymi papirovymi utérkami. Poté jsou rozevieny stydké pysky a pod thlem
45°zaveden inseminacni katetr az na dorzalni sténu pochvy. Timto se vyhneme nechténému
poskozeni orificium urethrae. Semeno se evakuuje do blizkosti vnéj$i branky délozniho
kréku. Pouziti spekula ¢ini cely proces obzvlasté pro zacatecnika jednodussi a pro ovci
pohybem. Objem davky je 0,5 — 1 ml. K vaginalni inseminaci se pouziva Cerstvé semeno a
podle zkuSenosti technika dosahuje uspéSnost 15 — 30 % (PUGH, 2002). Vyhodou této
metody je jeji nenarocnost, bezpecnost a rychlost. Jako instrumentarium postaéi sterilni
jednorazovy 450 mm dlouhy plastovy katetr, na jehoz konci je nasazena 2 ml stiikacka

pomoci niz evakuujeme nasaté semeno (Obréazek 1).

Intracervikdlni inseminace vyzaduje nepomérné véEtsi zkuSenosti, inseminacni
instrumentarium i ¢as straveny timto tkonem. Ovce je fixovana a ma zvednutou zad’. Nejprve
je zavedeno lubrikované spekulum. Piestoze by nemélo dochazet k pfimému kontaktu
lubrika¢niho gelu a spermii, pfesto je vhodné pouzit gel, ktery neni spermicidni. Postacuje 12
cm dlouhé spekulum. Nékdy se pouziva pridatny zdroj svétla pro lepsi viditelnost. Vhodnéjsi
nez klasické vaginalni spekulum je upravené, kdy je namisto ramen tubus, ktery se nasadi na
vngjsi branku déloZniho krcku. Pfes spekulum je atraumaticky zaveden katetr do vné&jsi
branky délozniho kréku co nejdale je to mozné. Kréek ovce je dlouhy 7-8 cm a je v ném 6 — 8
pricnych tas, které kompletné uzaviraji vstup do délohy (Obrazek 2). Proto je semeno
deponovéno do kaudalni ¢asti délozniho krcku. Minimalné€ by se mél katetr zavést do hloubky
nejméné 1-2 cm. Zavedeni inseminacni davky o kazdych 10mm do kr¢ku délohy zvySuje
plodnost 0 10 — 12 % (GAMCIK, 1992). U star$ich zvifat, multiparnich zvifat maze byt
zavedeni velice nesnadné. V tomto piipad€é se doporucuje inseminovat na vné&js$i branku
délozniho krcku. Jen u 5 — 8 % ovci nelze zavést inseminacni katetr do krcku délohy vlivem
nedostate¢ného vyvoje. K inseminaci je mozné pouzit katetr o tlouStce 12G. Inseminacni
davka by méla obsahovat 1x10° Zivych spermii s progresivnim pohybem (PUGH, 2002).
Koncepce je zavisla od zkusenosti technika a pohybuje se mezi 35 — 50 % (PUGH, 2002).

Nejvyssi brezost, ale také nejvysSi naroCnost, je pfi intrauternni inseminaci.
Inseminace zmraZzenym semenem s uspokojivymi vysledky neni bez intrauterinni inseminace

mozna (MC KUSICK, 1998).
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Laparotomicky pfistup je jiz dnes piekondn a vétSina autort ho zmifluje spi§ pro
uplnost. Tento pfistup je sice UCinny, ale také pomérné drahy, instrumentdlné narocny,
vyzadujici celkovou anestezii a vV neposledni fad¢ také limitujici po¢tem vyuziti dané bahnice.
To je prekazka predevSim pro laparotomické embryotransféry, kde je ze strany chovatele
Casto pozadovano opakovani zékroku. (WULSTER-RADCLIFFE, 2004). Intrauterinni
inseminace se dnes bud’ provadi ptes délozni kréek nebo pomoci laparoskopické soupravy
(MC KUSICK, 1998).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, limitujici je u intrauterinni inseminace vytvareni délozniho
krc¢ku, pfedevsim jeho délka a zfaseni. Principidlné existuji 3 zpusoby jak rozsitit délozni
kréek a tim jednodussi provedeni inseminace (¢i pfenosu embrya) do délohy. Prvni a nejméné
vyuzivanou metodou je povytazeni délozniho kréku do vulvy a nasledné zavadéni
instrumentd pod castecnou kontrolou zraku. Druhou je pouziti instrumentdria respektujiciho
ptirozenost délozniho kréku a tim jeho snadngj$i piekondni. Tteti moznosti je pouziti
medikamentt, konkrétné PGF,, (WULSTER-RADCLIFFE, 2004) ¢i estradiol-17 a oxytocin
(WULSTER-RADCLIFFE, 1999).

D¢lozni krcek je pfirozené zavieny i vlivem progesteronu. PGF,, ma zndmy ucinek
kromé luteolytické funkce také cervikorelaxacni. Toho lze vyuZit pro rozsifeni délozniho
kréku kviili transcervikdlni inseminaci. Jeho nespornou nevyhodu pii embryotransféru prave
jeho luteotytické funkce, procez je nevhodné ho pouzivat pii dilataci dé€lozniho krcku u
prenosu embryi. Pro tyto ucely je vhodnéjsi pouzit zplisob rozsiteni popsany v WULSTER-
REDCLIFFEM v roce 1999. Aplikujeme nitrozilné 100ug estradiolu-17p a za 12 hodin také
nitroziln¢ 400 UI oxytocinu. Poté jsou ovce inseminovany. Bylo prokazéano, Ze takovéto
oSetfeni nema vliv na Zluté télisko (a tudiz hladinu progesteronu) a je to metoda pouZitelna

nejenom pii umelé inseminaci, ale také pii pfenosu embryi.

WULSTER-RADCLIFFE ve svém experimentu m.j. porovnavd pouziti jeho
inseminacniho katetru a laparotomie na schopnost pronikani spermii do d€lozniho rohu a
vejcovodu. Dospél k zavéru, Ze obé metody jsou v tomto parametru bez statistického rozdilu.
Dale ale konstatuje, ze je statisticky rozdil v procentu btezosti po 30 dnech od inseminace ve

prospéch laparotomické umélé inseminace.

Samotna transcervikalni inseminace zafind zavedenim lubrikovaného spekula do
pochvy. Zpravidla pii pouziti ptidatného zdroje svétla se nejprve zavede inseminacni katetr

pouzivany u skotu (Obrazek 3) do vnéjsi branky délozniho krc¢ku. Tento pomérné Siroky
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katetr dilatuje vnéjs$i branku délozniho krcku, pak je vyjmut a zaveden tenci inseminacni
katetr pro ovce. Ten ma na svém konci malou kulicku, diky ¢emuz je pronikani pfes délozni

kréek mén¢ traumatické. Po proniknuti do délohy se jiz aplikuje inseminacni davka.

Pro laparoskopickou inseminaci je tfeba provést u bahnic 24 hodin pfed zakrokem
restrikci krmeni. Oproti intravagindlni inseminaci je tfeba po synchronizaci bahnic
inseminovat pozdg&ji, zpravidla 54-60 hodin po vyjmuti progesteronovych preparati. Je to
zpusobeno krats$i vzdalenosti, kterou museji spermie béhem svoji cesty k vajicku absolvovat.
Pro samotnou laparoskopii se ukladaji bahnice do sklopné polohovaci lavice, kterd je pod
uhlem 30 °© - 45 © sklopend hlavou dolu. Oboustranné se pomoci lokalniho anestetika
znecitlivi oblasti 6 - 10 cm kranidln¢ od vemene a 2 cm paramedial¢ od linea alba. Skalpelem
se provedou 1 cm dlouhé kozni incize a poté je do levého fezu zaveden 7 mm velké trokar.
Timto trokarem je do bficha insuflovan CO; a poté je pouzivan jako opticky port. Pies pravy
fez je zaveden 5 mm trokar, ktery je vyuzit jako pracovni kandl. Je-li tfeba k lepsi orientaci
v bfiSe manipulovat s omentem ¢i dokonce se stievem, pies pracovni port se pouZiji
atraumatické klesté. Po lokalizaci déloznich rohti se pracovnim portem zavede inseminacni
instrument. To je jednoduché trubicka, na jejimz konci je tenkd, asi 1cm kratka jehla. Ta se
zavede do délozniho lumen pfiblizné 4 cm kranidlné od délozni bifurkace. Pomoci tlaku
vzduchu z nasazené stiikacky se aplikuje polovina inseminac¢ni davky nejprve do jednoho
délozniho rohu a pak i1 do druhého. Pfi laparoskopické inseminaci je vyssi procento brezich

zvitat (40 %) nez pfi transcervikalni inseminaci (20 %) (MC KUSICK, 1998).

Podle zkusenosti provadé¢jiciho lékafe laparoskopicka inseminace trva 3-8 minut
(PUGH, 2002).

Po provedeni inseminace je vzdy vhodné jesté¢ 2 hodiny ponechat zvifata v Kotci
v klidu.

4.1.5 Superovulace a transfer embryi

Kuspé€$nému a komeréné Zadanému zvladnuti embrytransferu ptedchazi zvladnuti
vyse popsanych biotechnologii, piredev§im synchronizace a umélé inseminace. V Ceské
Republice neexistuje komercni nabidka cerstvych nebo mrazenych embryi, proto je pienos

realizovan predevsim z védeckych a pokusnych diavodi.

Nez dojde k samotnému pienosu embryi, je tfeba uéinit fadu krokd. Dilezity je

vhodny vybér darcti a pfijemct, provedeni hormonalni stimulace za ti¢elem superovulace a
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tudiz pokud mozno co nejvyS$i vytéZznosti embryi a oplozeni ovulovanych vajicek
nejvhodnéjsi metodou. Po samotném pienosu je nutnd dilkkladnd evidence a nahlaSeni do

centralni evidence z divodu nezaménéni biologické a ndhradni matky.

Vybér darcii a prijemcti

Vybér a priprava zvifat ovliviiuji vysledek transferu embryi zdsadnim zpiisobem, Jen
od zdravych zvifat s pravidelnou pohlavni ¢innosti lze ocekéavat pozitivni odpovéd na
hormonalni stimulaci, oplozeni ovulovanych vaji¢ek, dobrou kvalitu ziskanych embryi. U
prijemcti pak vyhovujici zabfezavani, normalni priabéh gravidity a porod zdravych jehinat. Pro
uspéch ET je velmi vyznamna aktivni Uc€ast chovatele, spocCivajici v zajisténi optimdlnich

podminek chovu, ptesnou detekci a evidenci fiji a v€asnych piesunech zvitat.

Jako vhodné dérce a piijemce vybirame zvitata ptredev§im celkové zdravd, v dobrém

vyzivném stavu a v reprodukéni kondici (Sun, 2010).

Na rozdil od krav, nejsou mladé, jednoroéni bahni¢ky vhodné jako ptijemci. Je-li to
nezbytné nutné, je tteba alespont dodrzet kriterium vahy. Piijemce by mél mit alespoit 75 %
vahy dospé€lého zvifete. Po pfijemcich je pozadovan vyrazny matefsky instinkt, zdrava
mlécna zlaza, vynikajici stav reprodukénich organii. Nebyvaji to zvifata pfili§ geneticky

cenna.

Darcem embryi jsou zvifata geneticky nejcennéjsi. Je mozné vyuZzivat mlada i starsi
zvitata. Nejvhodnéjsim vékem je 2-5 let (PUGH, 2002). Dtlezita je spravna ¢innost vajecnikt

1 hormonalni profil.
Synchronizace darci a piijemci.

K synchronizaci darcti a pfijemcti je mozné vyuzit jakkykoliv zptisob popsany 4.2.1.
Synchronozace fije a ovulace. Synchronizace mezi darci a piijemci by méla byt co
nejpiesnéjsi. Piestoze asynchronie v délce az dvou dnli vykazuje jesté uspokojivé vysledky za
Pii vyuZziti gestagenli ve formé intravaginalnich télisek je vhodné vyjmuti u piijemct o 12

hodin dfive. (PUGH, 2002)

Superovulace darci

Superovulace byla dlouhou dobu, stejné jako u skotu, limitujicim faktorem k vétSimu a

wvewr
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K superovulaci je vyuzitelnych n€kolik hormonii.

Konsky sérovy gonadotropin (eCGQG)

eCG se ziskava ze séra birezich klisen mezi 40. — 130. dnem biezosti. Biologicky
polocas rozpadu tohoto hormonu je 72 hodin. eCG stimuluje vajecniky a tim podporuje vétsi
mnozstvi ovulaci a uvolnéni vajic¢ek. Bioloigicky ucinek analogicky jako folikuly-stimulujici
hormon (FSH) a luteinizacni hormon (LH), s pfevahou FSH. Pouzitd davka je 1000-1500
mezinarodnich jednotek (UI) 48 hodin pied vyndanim progesteronovych implantata. (PUGH,
2002). Dneska se eCG k superovulaci prakticky nevyuziva.

Folikuly-stimulujici hormon (FSH)

FSH je glykoprotein vyluCovany piednim lalokem hypofyzy pod vlivem
gonadotropniho hormonu (GnRH) vylucovaného hypothalamem. FSH stimuluje normalni

funkci pohlavnich orgdnt a sekreci pohlavnich hormont u samcti a samic savcu.

U samic béhem normalniho pohlavniho cyklu FSH stimuluje vyvoj a dozravani
Graafovych folikulli a vaji¢ek. Folikuly reaguji zvySenym vylucovanim estrogent z bunék
theca interna stény folikulu, které uprostfed cyklu stimuluji prostfednictvim zpétné vazby
uvolnovani LH z hypofyzy. Zvysena exkrece estrogenti a LH z hypofyzy zplsobuje rupturu

folikulu a dochdzi k ovulaci.

Biologicky polocas rozpadu FSH je pouhych 6 hodin, proto musi byt aplikovan pfti
vyvolani superovulace 2x denné. Béhem 3-4 dnil se v sestupnych davkach aplikuje celkem
17-24 mg FSH (Dolezel, 1997, Louda, 2009, Weiwei, 2011). Zacatek podéavani je 2 dny pied
ukoncenim progesteronove taze. Opakované injekce jsou stres pro ovce a zvySuji pracnost a
nakladnost celého procesu superovulace. Pti redukci aplikace FSH do 3 davek nedoslo ke
snizeni poctu ziskanych embryi oproti 6 aplikacim (Weiwei, 2011). FSH se k superovulaci
jevi jako vhodnégjsi nez eCG, protoze je od zvifat jim oSetfenych vys$si vyteznost kvalitnéjSich
embryi. FSH je dnes celosvétové rozsifen v nékolika preparatech. U nés se GspéSné vyuZzivaji
pro superovulaci u skotu dva: Pluset a Follicotropin. Follicotropin 40 UI prasek pro piipravu
injek¢éniho roztoku s rozpoustédlem je domaci vyroby od firmy Bioveta. V soucasnosti neni
na trhu, uvazuje se o jeho opétovné vyrobé. Pluset sice neni u nas oficialné v distribuci, pfesto
se na vyjimku USKVBL po splnéni viech legislativnich podminek dovazi. Jednid se o
preparat, kde neni obsazen pouze FSH, ale také luteinizaéni hormon (LH) v poméru 1:1.

Aplikaci exogennich gonadotropinii pomoci preparatii obsahujicich FSH a LH a je mozné

20



zvysit pocet ovulaci. Pfedpoklada se, ze aplikace exogennich gonadotropinli zvySuje pocet
rostoucich folikulll a snizuje pocet atretickych folikulG. Pro ucely superovulace je nutny
spravny pomér FSH/LH a spravny lécebny rezim. I kdyz rast folikuld stimuluje FSH,
prokazalo se, Ze pro mnohocetnou ovulaci je nutné minimalni mnozstvi LH. Pfestoze pomér
bioaktivit FSH/LH v ptipravku PLUSET je 1:1, jeho ucinek spocdiva z divodu kratkého
poloc¢asu porcinniho LH primérné ve stimulaci folikulii. Ve svété je nejrozsifenéjsi pouzivany
preparat Folltropin — V. \Jedna se o preparat se snizenym obsahem LH, protoze vice nez 80 %

LH je nicena pfi purifikaci.

Mimo reprodukéni sezonu je vhodné kromé aplikace FSH také jednorazova davka

eCG (HUSEIN, 1998)

Zvyseni mnozstvi ovulovanych folikuli aZ o 60 % a zvySeni poctu jehnat az o 20 % je
mozno také dosahnout aktivni imunizaci proti 5 a-androstane-3a, 17p-diol. Jsou aplikovany
dvé nebo tfi vakcinaéni davky vrozmezi 3 tydnl. Jiz po druhé vakcinaci dochazi
K vyraznému poklesu androgent a zvySeni FSH a LH. To ve svém dusledku vede k vétSimu
mnozstvi ovulovanych folikuli. Ne&kteti jedinci vSak reaguji anovulatornim stavem na

vajecnicich. (TETSUKA, 2001).
Inseminace pro ucely ET

V piipadé, Ze je k oplodnéni ovulovanych vajicek pouZivan beran, je vhodné na

jednoho berana piipravit maximalné 2 superovulované bahnice (PUGH, 2002).

Pfi um¢lé inseminaci se zpravidla inseminuje 36 — 60 hodin po vyjmuti
progesteronovych implantati. Prvni inseminace se provede po 12-24 hodinach po
spozorovani fije (dels§i doba pfi laparoskopické inseminaci rozmrazenym semenem), po 12-24
hodinach za ptiznaku trvani fije je vhodné neinseminovat (PUGH, 2002). U 10-15 % ovci se
po vyjmuti tamponti nedostavi fije s pfiznaky. I toto ovce vSak lze inseminovat a ziskat od

nich pfenosu schopné embrya (Louda, 2009).
Odbér embryi

embryi je mozno provést mezi 5-9 dnem po inseminaci (Obrazek 5). VétSinou se odebiraji
embrya ve stafi 5-6 dni. Pfed odbérem je mozné bud sonograficky, laparoskopicky nebo

vizualn¢ (béhem laparotomie) vysetfit vajecniky a podle poctu Zlutych télisek ocekavat
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mnozstvi vyplachnutych embryi. Zvlasté pii nacviku odbéru je vhodné védeét uspésSnost

odbéru.

Vlastni odbér se provadi bud’ laparotomicky nebo laparoskopicky. Intracervikalni
odbér v podobé jak se znam napft. u skotu neni vhodny. Krom omezené moznosti zavedeni
dvojcestného katetru pifes délozni kréek je odrazujici nemoznost manipulovat s délohou.
Urc¢itd mira manipulace pfi napliiovani a piedevSim vyprazdiovani délohy pii vyplachu je

potieba.

Laparotomie je nejstar$i metoda, ktera se pouzivala k vyplachu embryi. Stejn¢ jako pfi
laparotomické inseminaci je jeji nevyhoda predevs§im v tvorbé jizvy v oblasti linea alba a vétsi
riziko infekce dutiny bfi$ni. To vSe snizuje pocet opakovani odbéru embryi. Naproti tomu je
to metoda instrumentalné méné narocna. Bahnice je v celkové narkdze zavéSena hlavou dolu
pod thlem az 45 °. Rez dlouhy asi 7 cm je veden medialné nebo paramedialng od linea alba,
nékolik centimetri pfed vemenem. Pfes ranu je na sterilné€ pripravené operacni pole vytazen
délozni roh. Dtive se kranidlni polovina délozniho rohu podvazala, dnes je mozno k utésnéni
lumen pouzit dvoucestny Foleylv katetr, pies ktery se poté déloha také vyplachuje (obrdzek
xyz). Po podvéazani délozniho rohu se zavede do lumen dé¢lohy jehla o odpovidajicim priméru
a ta je napojena na dvoucestnou soupravu. Hadi¢ka do sbérace je uzaviena a gravitacné se
z nadobky s vyplachovacim roztokem nechd vtékat medium do déloZniho roku. Po naplnéni
délohy cca 20 ml se zastavi pfivod a otevie se uzavér na hadicce vedouci do sbérné nadoby a
d€loha se mirn¢ promasiruje. Toto se nekolikrat opakuje. Poté se to samé provede s druhym
déloznim rohem. Vytékajici medium z délohy je jimdno do sterilni nadoby. Druhy mozny
pfistup k vyplachu je podvézat délohu pfiblizn€ 2 cm kranidln¢ od bifurkace. Do utero-
tubarniho spojeni, se zavede kovovy katetr a d¢€loha se podvaze, takze se kranidlni konec
utésni kolem katetru a vyplachové medium mtize protékat pouze pies tento katetr. U podvazu
blize bifurkaci se zavede jehla s ptfivodem vyplachovaciho media a na druhém konci je
medium odvadéno do sbérné nadobky. V této nadob¢ jsou vyplachnuta embrya nechana 2x20
minut sedimentovat. Kvlli zrychleni celého procesu a zjednoduSeni pii hledani embryi
Vv sedimentu, se dnes pouZivaji jednorazové mikrofiltry (obrazek 6). Vytékajici medium
prochazi ptes filtr, a tudiz skrz néj embrya neprojdou a zistanou v malém mnozstvi
vyplachovaciho média na jedné strané filtru. Po dokonceni vyplachu se filtr rozdél4 a embrya
zUstanou v mistice, ktera vznikne. V té se také prohlizeji pod stereomikroskopem a jsou

odsud pipetovany do média k uchovani.
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inseminace. Zvife se bud’ pouze v sedaci nebo v celkové narkdze zavési do lehatka. Hlava je
sklopena dolu. 6 — 10 cm kranialné paramedialné pfed vemenem se zavede za znamek asepse
do dutiny bfisni opticky port. Pfes tento trokar je nejprve do bticha insuflovano asi 2 litry CO3
(Schiewe, 1984). Insuflace stajového vzduchu sebou nese riziko infekce. Poté je na druhé
paramedialni stran¢ zavede pracovni trokar. Tim se do dutiny bfi$ni zavedou atraumatické
klesté. Ty slouzi k zaskrceni délohy po dobu napliiovani délozniho rohu vyplachovacim
roztokem. Zarovenn umoziuji v piipadé potieby manipulaci s délohou. Pfes druhy pracovni
port se zavede jehla, kterd je napojena na dvojcestnou soupravu, na jejimz jednom konci je
nadoba s vyplachovacim roztokem a na druhém konci sedimenta¢ni nddoba nebo mikrofiltr.

Tato jehla se zavede do lumen délozniho rohu a ptes ni dochézi k vyplachu embryi.

Diive si tymy pro odbér embryi pfipravovaly vyplachovaci média samy. Dnes jsou
k dispozici komeréné nejenom vyplachovaci media (flushing media), ale také ke
kratkodobému uchovéni (holding media) a ke zmrazovani (freezing media) (obrazek 7).
Teplota vSech medii pfichazejicich do styku s embryem by méla byt obdobna teploté embrya,
vétSinou

37 °C.

Celkovy pocet ziskanych embryi na jeden vyplach je primérné 6-10, podle zpisobu
superovulace (Pugh, 2002, Weiwei, 2011, Gonzales, 2000). Pfi laparotomickém ziskavani

embryi je vytéznost 80 %, pii laparoskopii je o néco nizsi — 75 % (Dolezel, 1997).
Hodnoceni embryi

Po samotném odbéru jsou embrya vyhleddna a posouzena. Pfi sedimenta¢ni metod¢ se
nejprve musi nechat nddoba s vyplaSkem 20 minut ustat, poté odstranit supernatant a nasledné
op¢ét 20 minut nechat stat. Poté se opét odstrani piebytecny supernatant a ve zbylém roztoku
se embrya vyhledaji a pfendaji do uchovévaciho roztoku (holding medium). Pfi sedimentaci i
pfi prohliZzeni se pod laboratorni sklo (plast) umistuje hiejici desticka, aby byla teplota

roztoku 37 °C. Pfi pouziti mikrofiltru odpadé zdlouhava sedimentace.

Hledani a posuzovani embryi se d¢je pod stereomikroskopem za zvétSeni od 10x do
40x. Praci uleh¢i podélné Srafovand petriho miska. Diky ni je pfehled a systemati¢nost
v prohlizeni  vyplasku. Identifikovand embrya jsou pomoci mikropipety nebo

mikromanipulatoru pfenaSeny do malé petriho misky do uchovéavaciho roztoku (holding
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medium). Na malou petriho misku si pfipravime nékolik kapek media a do kazdé kapky
pfenaSime embrya podle kvality a dalsiho vyuziti. Do jedné kapky davame embrya vhodna
k pfenosu (pfipadné samostatna kapka na embrya vhodna k zamrazeni) a do druhé kapky jsou
davany embrya k pfenosu nevhodnd. Po prohlédnuti celého vyplasku je roztok promichén a
po ustaleni opétovné prohlednut. Po skonceni vyhleddvani jsou opétovné prohlednuta

vyhledand embrya a provedeny pifipadné korekce ve vztahu ke kvalité.
Embrya se podle kvality rozd€luji do 4 skupin (Bari, 2003).

Stupen 1. (Excellent). Idedlni embryo. Kulaté, symetrické, s bunkami jednotné
velikosti, barvy a textury. Zadné viditelné defekty. Vyvoj embrya odpovida dnu vyplachu po
oplodnéni. Blastomery jsou jasné¢ viditelné a zoéna pellucida je intaktni. 55 % embryi

S ptezitelnosti 76 %.

Supent II. (Good). Dobré embryo. Obsahuje drobné abnormality. Embryo miiZze mit
nékolik oddélenych blastomer a/nebo malou dutinku v bunécné mase. Jeho tvar mize byt
mirné nepravidelny. Zoéna pellucida je neporusena. 36 % embryi s primérnou prezitelnosti 74

%.

Stupen III. (Fair). Embryo obsahuje tyto defekty: bunécny detritus, nepravidelny tvar,
velmi svétlou nebo velmi tmavou barvu a/nebo mirn€ poSkozenou zoénu pellucidu. Embryo
obsahuje degenerované buiky, samostatné stojici buiky a dutinku. 7,5 % embryi

s prezitelnsoti 61 %.

Stupen IV. (Poor). Spatné embryo. Stejné jako stupeii III. a k tomu zastaveny vyvoj a
kompletné praskla zona pellucida. Embryo ma velmi nepravidelny tvar, velké granulace nebo
dutiny v blastomerach. Do tohoto stupné€ patfi vSechna embrya s 8§ a mén¢ bunikami. Celkem

1,5 % embryi s piezitelnosti 37 %.

Poznamka autora: Pfi kontrole sedimentu po vyplachu se také nachazeji neoplodnéné
oocyty, proto je zastoupeni jednotlivych stupiii v Bariho studii trochu vyssi nez se ve

skutec¢nosti podle poctu ovulovanych folikuli nachazi.

K pfenosu jsou nejvhodnéj§i embrya stupné I. a II. K zamrazeni se vyuzivaji pouze

embrya stupné I.

Stejné jako u skotu, je mozné embrya pienaset nejenom Cerstva, ale je mozné je také

zamrazit. Embrya se po vyhledani piepipetuji do zmrazovaciho media (freezing medium). Po
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zmrazeni v pejete se uchovavaji v tekutém dusiku pfi teploté -196 °C. Do pejety se embryo
nasava do tzv. 5 sloupct. Nejdiive se nasaje medium, pak vzduch, déale prostfedni sloupec
media s embryem, nasleduje vzduch a nakonec zase medium. Pejeta se uzavie Spuntikem, na
n¢jz je vhodné napsat potiebné inicidly k identifikaci embrya bez nutnosti povytdhnuti
z tekutého dusiku. Pro proces mrazeni a hlavné nasledného rozmrazeni je dilezita volba
kryoprotektiva. Diive hojné vyuzivany glycerol, ktery se pted pfenesenim musel z embrya
odmivat, dnes nahrazuje etylenglykol. Etylenglykolu je lepsi kryoprotektivum a rozmrazena
embrya vykazuji mensi miru morfologického poskozeni (Cocero, 2002). Ke zmrazovani se
vyuziva zmrazovaciho pfistroje, kterym musi byt kazdy tym schvéleny pro produkci embryi

vybaven. Volitelna je rychlost i doba zmrazovani.

Bari (2003) porovnaval pieziti embryi podle stupné vyvoje a jejich nasledny vyvoj do
50 dne, kdy se provedla sonografickd kontrola bfezosti a poc¢tu vyvijejicich se plodd. Dosel
K nasledujicim zavérim. Velmi ¢asnd morula — 55 %, ¢asna morula — 70 %, morula a
blastocysta 75 %. Dale porovnaval ptezitelnost morul a blastocyst v zavislosti jestli se jednalo
0 5 nebo 6 denni embrya. Nejlépe vychazela 5 denni blastocysta s prezitelnosti 91 % (ale
Vv celkovém vzorku vyplachlych embryi jich bylo jen 1,5 %), dale na stejno 75 % byla 5 denni
morula (50 %) a 6 denni blastocysta (23 %) a nejméné piezivala 6 denni morula 69 %

(celkem jich bylo 25,5 %).
Pi'enos embryi

Prenasi-li se Cerstvé embryo, je vhodné ho pfenést co nejdiive. Neni-li pfeneseno
embryo do 2 hodin, je dobré ho z vyplachovaciho (flushing) media pfenést a uchovavat v
uchovavacim roztoku (holding medium) po dobu az 24 hodin. Pfenos zmrazeného embrya
nevyzaduje jiny pfistup nez ptenos Cerstvého embrya. Rozmrazovani se provadi ve vodni
lazni pii teploté okolo 33 °C. Cas od rozmrazeni do penosu by nemél piekrogit 20-30 minut.
Po rozmrazeni pfed samotnym pienosem by méla probéhnout kontrola identifikace
pfenasenych embryi. Pejeta musi byt signovana alesponi Cislem dérce, registrem plemenika
(otce) a datem odbéru. DoporuCuje se zaznamenat i pouzité kryoprotektivum, protoze
Vv piipad¢€ pouziti glycerolu je pfed samotnym pfenosem nutné embryo oplachnout v mediu a
zbavit ho tak kryoprotektiva. Na petriho misce mame nékolik kapicek oplachovaciho media
(holding medium) a postupné¢ embryo piepipetovavame z kapky do ¢isté kapky a tim ho
zbavime kryoprotektiva. Embrya vzdy musi doprovazet protokol, na kterém je kromé vyse

zminénych udaji také ¢islo schvaleného tymu na odbér ¢i produkci embryi a zptisob mrazeni.
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Embryo se piendsi do kranidlni tfetiny délozniho rohu pfistupem pies dorzalni sténu délozni.
Do lumen d€lohy se zavede dostatec¢né silnd jehla, kterou se prostréi teflonova kapiléra nebo

pejeta s nasatym embryem a pomoci pipety je pak embryo vytlaceno.
Ptenos stejné jako odbér 1ze provadét bud’ laparotomicky nebo laparoskopicky.

Samotnému laparotomickému pfenosu mize predchazet sonografickd nebo jina
kontrola vaje¢nikt. Poté je ovce uvedena do celkové narkozy, ulozena do opera¢niho lehatka
a naklopena hlavou dolu. Incize je provedena nékolik centimetrii medialné nebo paramedialné
pfed vemenem. Embryo se pfenasi do ipsilaterdlniho délozniho rohu vzhledem k vyskytu
zlutého téliska na vajecnicich. U ovci se pfenasi pouze jedno embryo na piijemce (LI, 2008)
Jini autofi doporucuji 2 embrya na piijemce (maji-li 2 zlutd téliska) (PUGH, 2002,
DOLEZEL, 1997). Pii laparotomickém pienosu se povytdhne délozni rok do rany a pienese
embryo. V literatufe je popsana i modifikace laparotomie stojici na rozhrani mezi laparotomii
a laparoskopii. Jedna se o mini-laparotomii (LI, 2008). V celkové anestezii se provedou 2
incize, které odpovidaji tloustce operatérova ukazovacku. Vzdalené jsou od sebe asi 10 cm.
Do levé incize se zasune levy ukazovacek a do pravé incize pravy ukazovacek. Tim se palpuji
vajecniky. Dé&loZzni roh, kde se nachdzi solidni Zluté télisko, je vtlacen do protilehlé incize.

Zde se zavede embryo obdobné jako pii laparotomii (LI, 2008).

Laparoskopicky pfenos embryi mize probihat v celkové narkdze nebo jenom v sedaci
v kombinaci s lokalni anestezii. Stejné jako pii laparoskopické inseminace se paramedialng
kranialné pted vemenem zavede opticky port. Kontralateralné od linea alba se zavede
pracovni kandl. Po vizudlni kontrole vaje¢nikii a posouzeni zlutého téliska se do
ipsilateralniho délozniho rohu zavede embryo. Osvédcilo se pouziti tenké kapilary, do niz
bylo nasato pomoci mikropipety embryo. Na tuto kapilaru byla osazena tenka jehla. Ta se
zavede do lumen délohy a tlakem na pist stiikaCky nasazené na druhy konec kapilary se
embryo vytlaci z kapildry do délohy (Obrazek 8). Je mozné také prenést embryo pomoci
Cassa soupravy (inseminaéni katetr). Embryo je umisténo v 0,5 ml pejeté (Obrazek 9). Po
zavedeni do katetru se na konec umisti tenka jehla, kterou se pronikne do délohy. Tento
zpusob je vhodny u one-step metody pfenosu embrya, kdy je embryo zamrazeno v pejete a

jako kryokonzervant je pouzit etylenglykol, ktery se nemusi pied pfenosem odmivat.

LI (2008) porovnal procento biezich zvifat po pfenosu laparotomicky, mini-
laparotomicky a laparoskopicky. Pouzil embrya kultivovand in vitro, nasledn¢ zmrazena.

Nejvetsi uspésnost vykazovala laparoskopie (47 %), pak mini-laparotomie (45 %) a nejmensi
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laparotomie (39 %). Jini autofi popisuji uspésnost v podob¢ biezosti po pienosu zmrazenych
embryi 30-70 % (SCHEIWE, 1990, NELLENSCHULTE, 1992). U cerstvé pienasenych
embryi je procento biezosti vyssi — 60 az 80 % pii ptenosu 2 embryi (PUGH, 2002).

Pfenos embryi podle soucasné legislativy miize provadét pouze osoba odborné
zpusobila. Po absolvovani zakladniho insemina¢niho kurzu nutného k inseminaci, nasleduje

dvoudenni kurz pfenosu embryi.
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5. Zavér:

Reprodukéni technologie u ovei zatim v Ceskych podminkach svoje §ir$i uplatnéni
hledaji. Literarni reSerSe daného tématu ukazuje, ze je jiz shromazdén dostatek relevantnich

informaci, ze kterych mohou Cerpat i nasi chovatelé a jini odbornici.

Mozné uskali lze hledat v horSi dostupnosti hormonélnich preparati. U tohoto
problému se s ohledem na velikost trhu Ceské republiky v dohledné dobé neda odekavat
zlepSeni. Dalsi problém pro chovatele, ktefi by chtéli vyuZzivat tyto technologie, je v absenci
subjektu, ktery by tyto sluzby komeréné a uspéSné nabizel chovatelské vetfejnosti. Rozvoj
biotechnologii miize byt brzdén ale tieba 1 faktem, Ze Cast ovci je chovana v ekologickém

zemédélstvi, kde vySe popisované metody, krom inseminace, nelze pouzivat.
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7. Obrazova priloha:

Obrazek 1: Injekeni stiikacka, fyziologicky roztok a plastovy katetr — jednoduché inseminacni

instrumentarium (foto autor)

Obrézek 2: Délozni kréek a déloha ovce (Sakanya, 2010)
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Obrazek 3: Inseminacni katetry (foto autor)
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Obrazek 4: Dé¢loha a vaj eéhiky s mnohocetnou ovulaci (dostupné z

http://www.icarda.org/cac/fiber/files/pub_Eng_Embryo_Transfer_Guide.pdf )
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Obrazek 5: Vyvoj embrya prvnich 9 dni po oplodnéni (dostupné z
http://www.icarda.org/cac/fiber/files/pub_Eng_Embryo_Transfer_Guide.pdf )
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Obrazek 6: Mikrofiltr pouzivany pfi vyplachu embryi (foto autor)
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Obrazek 7: Media pouzivana pii embryotransferu (foto autor)
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Obrazek 8: Intrauterinni laparoskopickd inseminace (dostupné z

http://www.icarda.org/cac/fiber/files/pub_Eng_Embryo_Transfer_Guide.pdf )
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Obrazek 9: Pejeta s embryem (foto autor)

38



