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Asistirano reprodukcijo (ART) pri psih predstavljajo razliéni postopki, katerih osnovni namen
in kon¢ni cilj predstavlja oploditev jajéne celice z ve¢jo ali manj$o stopnjo medicinske pomoci.
Postopke ART lahko izvajamo v naravnem okolju (neposredno pri zivali) ali v laboratoriju.
Zelo pogosta je tudi njuna kombinacija, pri kateri dolo¢en del izvedemo na zivali, drugi del pa
v laboratoriju, npr. odvzem in konzerviranje semena.

Med najpomembnejse postopke ART vkljuéujemo odvzem in konzerviranje semena, jajénih
celic in zarodkov, umetno osemenjevanje, loevanje semencic po spolu, prenos zarodkov ter in
vitro postopke oploditve. Poleg tega pa k ART pristevamo tudi medikamentozno terapijo, s
katero lahko vplivamo na potek pojatvenega ciklusa (gonitve), ovulacije ter uspesnost oploditve
jajénih celic.

Nekatere izmed tehnik, med katerimi bi lahko poudarili zlasti odvzem in konzerviranje semena
ter umetno osemenjevanje, so zelo dobro razvite in omogocajo doseganje zadovoljivih ali celo
odli¢nih rezultatov. Poleg tega lahko z uporabo sodobnih pripravkov uspesno sprozimo gonitev,
v kateri pride do ovulacije. V tem primeru lahko, seveda ob izpolnjenju dolo¢enih pogojev,
pri¢akujemo povsem normalno stopnjo oploditve ter rojstvo vitalnih potomcev.

Druge tehnike ART pa se pri psih uporabljajo veliko redkeje. Mednje pristevamo tudi lo¢evanje
semencic po spolu. Tehnika je sicer zelo uspes$na in lahko pric¢akujemo tudi ve¢ kot 90 %
potomcev Zelenega spola. Predvsem zaradi visokih stroS$kov priprave semencic se postopek
klini¢éno zelo redko uporablja (1). Prenos zarodkov je sicer mogo¢, vendar se prav tako
uporablja zelo redko, saj v veéini primerov vkljuCuje invazivni kirurS$ki poseg tako za
pridobivanje zarodkov kot tudi za njihov prenos. In vitro postopki oploditve so trenutno mogoc¢i
zgolj ob uporabi zrelih jajénih celic. Uporaba nezrelih jajénih celic, ki jih pri Stevilnih Zivalskih
vrstah Ze ve¢ desetletij uspesno vkljucujemo v postopke in vitro oploditve, pri psicah zaenkrat
zal ni mogoca. Glavni razlog je v specificnem in nezadostno raziskanem mehanizmu zorenja
jajénih celic pri psici.

V nadaljevanju so prikazani razli¢ni postopki, ki jih lahko uporabljamo v okviru tehnik ART
pri psih. Posvetili se bomo najpomembnej$im postopkom, ki jih izvajamo tako pri samcih kot
pri samicah, in posameznim laboratorijskim tehnikam.



1 ODVZEM IN KONZERVIRANJE SEMENA

1.1 PREGLED PLEMENJAKA
Pregled, katerega osnovni namen je ugotavljanje reprodukcijskih sposobnosti plemenjaka,
vkljucuje predvsem splosni klini¢ni pregled zivali, pregled spolnih organov in odvzem ter
pregled semena. Na podlagi specificnih anamnesti¢nih podatkov, zahtev lastnika in glede na
rezultate osnovnega pregleda po potrebi vklju¢imo tudi mikrobiolosko preiskavo, hematoloske
in biokemijske preiskave krvi, v dolo¢enih primerih pa sta potrebna tudi ugotavljanje
hormonskega stanja ter mikroskopska preiskava z biopsijo pridobljenega tkiva mod (2, 3, 4).

Pri splosnem klini¢nem pregledu smo pozorni na razli¢na odstopanja, ki bi lahko vplivala na
reprodukcijsko sposobnost plemenjaka, kot so npr. obolenja sklepov in hrbtenice, prevelika
telesna teza ali splo$na oslabelost, razliéne nevroloske motnje in psihi¢na odstopanja (npr.
pretiran strah, agresija ...). Pri dolo¢enih odstopanjih, kot sta neprimerna telesna teZa ali pojav
specifi¢nih sprememb na dlaki in kozi, moramo posumiti na dolo¢ene hormonske motnje, Ki
lahko negativno vplivajo na oploditveno sposobnost (npr. hiperadrenokorticizem). Kljub temu
da se pri pomanjkanju $¢itnicnih hormonov (hipotireoidizem) pri psicah pogosto pojavijo
motnje v plodnosti, pri psih z umetno povzrocenim hipotireoidizmom niti po daljsem obdobju
ni bil ugotovljen negativen vpliv na plodnost (velikost mod, $tevilo, gibljivost in morfologija
semencic) (5).

Nato nadaljujemo s pregledom mod, nadmodkov ter mosnje. Pri pregledu mod smo zlasti
pozorni na njihov polozaj, velikost, konsistenco, temperaturo, pomi¢nost v mosnji pa tudi na
morebitne zatrdline (6). Posebno pozornost namenimo nadmodkom oz. predvsem repu
nadmodka, ki je skladis¢e oploditveno sposobnih semencic in je pritrjen kavdalno na robu mod.
Pregled s palpacijo po potrebi nadgradimo tudi z ultrazvo¢nim pregledom, saj lahko z njim
natan¢neje dolo¢imo strukturo mod in nadmodkov ter ugotovimo morebitne spremembe v
notranjosti organa (7, 8).

Velikost mod, dnevna koli¢ina proizvedenih semencic in Stevilo semencic v ejakulatu so najbolj
odvisni od velikosti psa (9, 10). Medtem ko lahko pri velikih pasmah psov s posameznim
ejakulatom pridobimo ve¢ milijard semencic, pri miniaturnith pasmah (npr. Civava) Vv
posameznem ejakulatu lahko pricakujemo zgolj nekaj 10 do 100 milijonov semencéic. Velikost
mod in njihov volumen lahko dolo¢imo na vec¢ nacinov. Izmerimo lahko viSino, Sirino in
dolzino mod ter nato izra¢unamo volumen ali pa velikost dolo¢imo s so¢asnim merjenjem $irine
obeh mod v skrotumu (11).
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Graf 1: Odvisnost med $irino mod in telesno tezo (velikostjo) psa (prirejeno po Woodall in
Johnstone, 1988)

Normalno razviti in funkcionalni modi sta trdoelasticne konsistence, brez zatrdlin in prosto
pomicni v mosnji. Pri pregledu lahko ugotovimo tudi razli¢ne nepravilnosti, ki bolj ali manj
motijo aktivnost mod. Spremembe so lahko bodisi prirojene ali pridobljene, npr. kriptorhizem,
rotacija mod, vnetja, novotvorbe ipd. (slike 1-3). Pri prirojenih nepravilnostih je terapija
prvenstveno usmerjena v preprecitev obolenja, ki lahko nastopi kot posledica nepravilnosti.
Poleg tega pa je zelo pomembno tudi, da prepre¢imo nadaljnje razmnozevanje prizadetih zivali.
Tako npr. pri enostranskem kriptorhidu poleg zaostalega moda, ki je bolj podvrZzeno moznosti
nastanka razli¢nih novotvorb, odstranimo tudi v skrotum spus¢eno modo. S tak§nim pristopom
prepre¢imo povecano tveganje za nastop obolenja, poleg tega pa onemogo¢imo nadaljnji prenos
nepravilnosti. Pri kriptorhizmu se zaostalo modo ali modi lahko nahajata v trebusni votlini,
ingvinalnem kanalu ali v podkoZju pred skrotumom (slika 2). Ceprav se v prikazanem primeru
(slika 2) modi nahajata v podkozju tik pred skrotumom, gre tudi pri tem za kriptorhizem,
prizadeta zival pa je zaradi motene termoregulacije mod najveckrat neplodna.

Slika 1: Rotacija mod in zakrneli repi nadmodkov
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Slika 3: Ultrazvo¢ni pregled mod: vidne novotvorbe v desnem in levem modu (A-A in B-B)

Pred ali med samim odvzemom semena opravimo tudi pregled prepucija in spolnega uda.
Pozorni smo na razli¢ne razvojne nepravilnosti, ki motijo ali celo onemogocajo koitus, poleg
tega pa so lahko primarni vzrok razlicnih dolgotrajnih sekundarnih infekcij. Med
nepravilnostmi najpogosteje ugotovimo fimozo, parafimozo, persistentni frenulum, priapizem
in kroni¢ni gnojni izcedek (12).

Fimoza je stanje, pri katerem je zozena odprtina prepucija. Nepravilnost ve¢inoma ne moti
uriniranja, tezava pa nastopi ob erekciji, saj penis v celoti ali le deloma zaostane v gubi
prepucija. Stanje je najveckrat prirojeno, lahko pa nastopi tudi kot posledica hujsega vnetja ali
poskodbe prepucija. Ker se nepravilnost lahko deduje, v prvem primeru priporo¢amo kastracijo
zivali, v drugem pa lahko opravimo kirurski poseg, s katerim se poveca odprtina prepucija. S
posegom pri psu ponovno omogo¢imo normalen izhod penisa in s tem paritev 0z. odvzem
semena s pomocjo digitalne manipulacije (slika 4-5).




Slika 4: Zozena odprtina prepucija (fimoza) pri 5 let starem psu, tezkem 50 kg; zozitev je
posledica poskodbe in infekcije prepucija.

Slika 5: Odprtino prepucija smo povecali na dorzalnem delu, rano pa zasili z intradermalnimi
Sivi in samorazgradljivim Sivalnim materialom velikosti USP 4/0.

Pri parafimozi penis zaostane zunaj prepucija. Stanje se najpogosteje pojavi po delni ali popolni
erekciji. Potrebno je hitro posredovanje, saj lahko zaradi motene prekrvavitve nastopi odmrtje
dela penisa, ki se nahaja zunaj prepucija. S posegom (najveckrat kirur$kim) omogo¢imo
povrnitev penisa v prepucij. Ponovitev parafimoze poskusamo prepreciti s povecanjem odprtine
ali s kirursko zdruzitvijo penisa in stene prepucija (phalopexia) (13).

V casu fetalnega razvoja sta penis in prepucij zdruZena s posebno gubo, ki se razgradi pod
vplivom testosterona. Ce je razgraditev gube med penisom in prepucijem nepopolna, ostane
persistentna povezava v obliki traku, ki jo imenujemo frenulum. Najpogostejsi klini¢ni znaki
obolenja so kroni¢ni gnojni izcedek iz prepucija, zavra¢anje 0z. nezmoznost kopulacije in
deviacija ali ukrivljanje penisa ob erekciji. Nepravilnost odpravimo s kirurS§kim posegom, pri
katerem odstranimo vez, ki moti normalno erekcijo penisa. Po kirurS§kem posegu prepucij nekaj
dni izpiramo s kamili¢nim ¢ajem (protivnetno delovanje bisabolola) ali blagim razkuzilom (14).

Priapizem je stanje, ko erekcija penisa traja vec kot 4 ure in nastane zaradi motenj pri odvodu
krvi iz penisa. Vzrok so lahko razli¢ne novotvorbe na bazi penisa, krvni strdki, nevrolosko
obolenje ipd. Lastniki najpogosteje opazijo spremembe v vedenju zivali. Pes se intenzivno lize
na podroc¢ju penisa, ima dolgotrajno erekcijo, opazimo pa lahko iztekanje krvi ali urina iz
seCnice. Nezdravljeno obolenje lahko privede do nekroze penisa in posledi¢no hujsih zapletov,
ki lahko povzrocijo celo pogin zivali. Uspesno zdravljenje je odvisno od vzroka in tudi
moznosti njegove sanacije. Priporoca se aplikacija simpatomimeti¢nega zdravila fenilefrina v
kavernozni del penisa ter vlazenje vidnega dela penisa z ustreznim gelom. V najhujsih primerih,
ki lahko privedejo celo do nekroze vecjega dela spolnega uda, moramo penis amputirati (15).

Pri psih se kroni¢ni gnojni izcedek iz prepucija pojavlja razmeroma pogosto in je posledica
vnetja tako stene prepucija kot tudi penisa (balanopostitis). Kljub temu da primarnega vzroka
vecinoma ne odkrijemo, s podrobnim pregledom izklju¢imo in po potrebi odpravimo razli¢ne
prirojene in pridobljene nepravilnosti (fimoza, frenulum, novotvorbe ipd.). Po odstranitvi
primarnega vzroka prepucij nekaj zaporednih dni 2-3-krat dnevno prepiramo z blagim
razkuzilom in po vsakem zdravljenju vanj apliciramo za sluznice primerno antisepti¢no ali
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antibiotiéno mazilo. V skrajnem primeru (npr. poskodbe, novotvorbe) lahko opravimo
amputacijo penisa in skrotalno uretrostomijo (16).

1.2 PRIDOBIVANJE SEMENA

Seme pri psu odvzamemo Vv okviru androloSkega pregleda, zaradi umetnega osemenjevanja,
konzerviranja semena ali v raziskovalne namene. V okviru androloskega pregleda moramo
seme pridobiti na ¢im bolj naraven nacin. Seme, Ki ga potrebujemo za umetno osemenjevanje
ali konzerviranje, pa lahko pridobimo tudi s pomocjo kirurske tehnike po kastraciji mod ali celo
dva dni po poginu Zivali.

Seme od psa vecinoma pridobimo z uporabo tehnike digitalne manipulacije.

Precej redkeje odvzem opravimo z uporabo elektroejakulatorja (EJ). Glavni razlogi, ki
omejujejo uporabo EJ, so obvezna vkljuéitev splosne anestezije, stevilo pridobljenih semencic
je relativno nizko, med odvzemom pa se seme pogosto kontaminira z urinom.

Relativno veliko $tevilo oploditveno sposobnih semencic lahko pridobimo tudi iz nadmodkov.
Postopek je zelo zanesljiv, lahko se uporablja tudi pri psih, pri katerih odvzem ejakulata zaradi
razlicnih razlogov ni mogo¢, ali celo po poginu zivali. Za kvalitetno izvedbo postopka
potrebujemo ustrezno opremljen laboratorij, postopek pa je mogoce izvesti zgolj enkrat oz.
najve¢ dvakrat v primeru posamezne odstranitve mod.

1.21 Odvzem semena s pomo¢jo digitalne manipulacije

Odvzem semena s tehniko digitalne manipulacije (DM) je dale¢ najpogostejsi nacin, S katerim
od psa lahko pridobimo seme. Predstavlja neinvazivno tehniko, ki jo lahko uspesno uporabimo
pri veliki vecini zivali. Podobna je tudi tehnika, pri kateri seme odvzamemo z umetno vagino
(UV), vendar se kljub dolo¢enim prednostim ta tehnika pri kliniénem delu uporablja izredno
redko. Glavni razlog lezi v tem, da je odvzem semena s pomoc¢jo DM veliko enostavnejsi in
cenej$i, koli¢ina in kvaliteta pridobljenega semena pa sta povsem primerljivi (17).

Predvsem je pomembno, da odvzem opravimo v mirnem in primerno temperiranem prostoru.
Izogibamo se prostorov, v katerih je bil pes izpostavljen stresnim ali bole¢im posegom. Zlasti
pri mlajsih in Zzivalih, pri katerih odvzem opravljamo prvi¢, je zaZelena prisotnost gonece Se
psice. Psa prisotnost psice dodatno stimulira, ejakulat pridobimo hitreje, v njem pa je pogosto
tudi vecje stevilo semencic. Pred odvzemom naj se pes vsaj nekaj minut privaja na okolje. V
tem Casu izvedemo njegovo identifikacijo in opravimo osnovni klini¢ni pregled in pregled
spolnih organov. Ustrezna stimulacija ob ejakulaciji privede do kréenja stene nadmodkovega
voda, semenovoda, secnice in prostate, kar sprozi izloCanje semencic in semenske plazme
(ejakulacija). Odvzem semena priénemo z intenzivno masazo penisa na kavdalnem delu
prepucija, to je na podrocju, Kjer se nahajata parni izboklini brecila — bulbus glandis (BG) (slika
6). Po nastopu delne erekcije skozi odprtino prepucija potisnemo penis vklju¢no z BG. Popolno
erekcijo dosezemo in jo vzdrzujemo s konstantnim pritiskom na penis kavdalno oz. nad BG
(slika 7). Po nastopu popolne erekcije spolni ud obrnemo v kavdalno smer in pricnemo z
zbiranjem semena. Seme zbiramo v ustrezni spermozbiralnik, najpogosteje za enkratno uporabo
(bodisi plasticen ali polivinilast — slika 8). Pri zbiranju semena smo $e posebej pozorni na
vzdrzevanje ustrezne temperature, saj tako prepre¢imo, da bi bile semencice izpostavljene
temperaturnemu Soku.



Pri odvzemu semena s pomo¢jo DM lahko pridobimo celoten ejakulat. Ta je sestavljen iz treh
frakcij. Prva (predsemenska) frakcija je namenjena predvsem ¢is¢enju uretre in jo (vsaj zacetni
del) ne zbiramo. Sledi druga frakcija (semenska), ki vsebuje veliko semencic in ima znacilno
sivobelo barvo. Tretja frakcija (posemenska) predstavlja izlo¢ek prostate, je prozorna in jo pri
naértovanem konzerviranju semena ne zbiramo (slika 9-11). Ce naértujemo osemenitev
neposredno po odvzemu, zberemo tudi doloc¢eno koli¢ino posemenske frakcije, in sicer toliko,
da je skupni volumen zbranega semena od 1 do 10 ml (odvisno od velikosti psa). Pri odvzemu
smo pazljivi, da s konico penisa ne kontaminiramo zbranega semena (18).

Pri nacrtovanem konzerviranju semena priporo¢amo najve¢ 2-3 odvzeme tedensko. Pri
posameznem postopku lahko konzerviramo veéje Stevilo semencic, ¢e vzamemo dva ejakulata
v razmaku 0,5 do 1 ure. Drugi ejakulat sicer pogosto vsebuje manj semencic kot prvi, vendar
lahko na ta nadin kon¢no $tevilo semencic, ki jih lahko uporabimo za npr. konzerviranje,
povecamo za vec kot 50 %. Zlasti pri psih, ki Ze dalj ¢asa niso ejakulirali, se priporo¢a odvzem
in pregled semena nekaj dni pred nacrtovanim osemenjevanjem ali konzerviranjem. Dodatni
odvzem ima pozitiven vpliv na kvaliteto semena, poleg tega pa to lahko predhodno dolo¢imo,
kar daje lastniku ve¢ moznosti, npr. izbira alternativnega plemenjaka, kadar seme ni zadovoljive
kakovosti (19).

Slika 6: Pricetek odvzema semena — masaza prepucija

10



Povecan Zmanjsan
dotok odtok
krvi krvi

Kréenje vezikularne misice zmanjsa
venski pretok

Penis objamemo nad parnim brecilom- N
dodatno zmanjsanje venskega pretoka

Prirejeno po: http:/itherio.vetmed Isu.edu/dog—white_2 htm

Slika 7: Zbiranje semena (izvajamo konstanten pritisk nad BG, penis je obrnjen v kavdalno
smer, konica penisa se ne dotika zbranega semena — tega zasc¢itimo pred naglimi spremembami
temperature)

.
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Slike 9: Ejakulat psa Slika 10: Izlocek prostate Slika 11: Hemospermia

1.2.2 Odvzem semena z elektroejakulatorjem
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Elektroejakulacija je postopek, pri katerem z elektricno stimulacijo in kréenjem akcesornih
spolnih zlez, semenovoda in se¢nice povzro¢imo ejakulacijo oz. izloCitev semena. Uporaba
tehnike je pri psih zelo omejena. Glavna razloga sta velika invazivnost postopka ter relativno
nizka uspesnost, saj pri Stevilnih plemenjakih ejakulata s tem postopkom ne moremo pridobiti.
Pri psih, pri katerih seme sicer pridobimo, ejakulat ve¢inoma vsebuje relativno majhno Stevilo
semencic, pogosta pa je tudi kontaminacija z urinom. Tehnika se pogosteje uporablja pri divjih
psih (afriski psi, volkovi ...), saj pri njih odvzem semena z DM ve¢inoma ni mogo¢ (20, 21).

Pred izvedbo tega sorazmerno invazivnega posega moramo zivali anestezirati. Za pomiritev psa
najpogosteje uporabljamo ksilazin (1 mg/kg TM i.m.) ali medetomidin (10-20 pg/kg TM i.m.),
globoko anestezijo pa dosezemo z aplikacijo ketamina (8 mg/kg TM i.m. 0z. 2 mg/kg TM i.v.).
Ejakulacijo lahko sprozimo z elektri¢nimi impulzi moc¢i 100 mA in frekvenco 50 Hz. Posamezni
impulz traja 3 sekunde, med njimi pa je 3-sekundni premor. V postopek vklju¢imo najve¢ do
10 faz, v vsaki fazi pa naredimo 10 ponovitev. Elektri¢ne napetosti dvigujemo postopoma, in
sicer od 1,5 do 10,9 V. Po pricetku ejakulacije elektriéne napetosti ne dvigujemo ve¢, zbiranje
semena pa zaklju¢imo z nekaj dodatnimi impulzi enake napetosti. Uspesnost postopka in
koli¢ino pridobljenega semena lahko povecamo z ustrezno stimulacijo psa s pomocjo gonece
se psice pred pricetkom anestezije ter aplikacijo prostaglandina F2a (22).

Slika 12: Elektroejakulator z rektalno sondo
1.2.3 Pridobivanje semena iz nadmodkov in semenovoda

V glavi in telesu nadmodka poteka dokon¢no zorenje semencic. Po zaklju¢enem zorenju
semencice postanejo gibljive, poleg tega pa pridobijo tudi sposobnost oploditi jajéno celico.
Oploditveno sposobne semencice se nato shranjujejo v repu nadmodka in semenovodu. Z
ustreznimi postopki lahko iz repov nadmodka pridobimo oploditveno sposobne semencice, ki
jih lahko uporabimo neposredno za umetno osemenitev ali pa jih konzerviramo (23). Kljub
temu da je uspesnost konzerviranja nadmodkovega semena nekoliko slabsa v primerjavi s
semenom, ki ga pridobimo ob ejakulaciji, se zaradi Stevilnih prednosti, kot so pridobitev
oploditveno sposobnih semencic pri azoospermiji ali po poginu Zivali, tudi to seme sorazmerno
pogosto uporablja za konzerviranje (24).

Za anestezijo zivali, pri katerih zelimo po kastraciji iz nadmodkov pridobiti semencice, Se
priporoca uporaba propofola ali kombinacije ketamina in deksmedetomidina. Uporaba
tiopentala ima lahko negativen vpliv na kvaliteto tako svezega kot ohlajenega semena iz
nadmodkov, zato se njegove uporabe v tem primeru izogibamo (25). V repu nadmodka
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semencice ohranijo oploditveno sposobnost tudi ve¢ dni. Pri hranjenju nadmodkov na 4 °C v
prvih 48 urah ni bila ugotovljena znizana vitalnost semencic. Posamezne gibljive semencice, ki
so ohranile oploditveno sposobnost, pa so bile ugotovljene celo 8 dni po kastraciji (26). Po
kastraciji ali poginu Zivali imamo, seveda pod dolo¢enimi pogoji (temperatura okoli 4 °C), vsaj
dva dni Casa, da iz nadmodkov pridobimo vitalne in oploditveno sposobne semencice.

Pri pridobivanju nadmodkovega semena se najveCkrat uporabljata dve tehniki. Nadmodek
bodisi nareZemo na tanke rezine ali ga izperemo retrogradno. V obeh primerih nadmodek
najprej lo€imo od mod, odstranimo povrSinsko fascijo in vecje krvne Zile. V prvem primeru rep
nadmodka nareZzemo na tanke rezine in jih prelijemo z ustreznim razredéevalcem, ki je ogret na
sobno temperaturo. Po priblizno 10 minutah iz raztopine s filtriranjem odstranimo tkivo
nadmodka, pridobljeno seme pa lahko uporabimo za konzerviranje ali umetno osemenjevanje.
Pri retrogradnem izpiranju v semenovod vstavimo kateter, nato ob pomoci brizge z
razred¢evalcem ustvarimo nadtlak, s katerim iz semenovoda in nadmodkovega voda izperemo
semencice. Z retrogradnim izpiranjem nadmodkov veéinoma pridobimo vecje Stevilo
kvalitetnej$ih semencic, z manj nezazelenimi primesmi, kot so kri, druge celice in vezivo.
Predvsem zaradi enostavnosti postopka pa nadmodkove semencice kljub temu najpogosteje
pridobivamo z izpiranjem tankih rezin (27).

Slika 13: Retrogradno izpiranje nadmodka

Slika 14: Priprava rezin nadmodka
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Slika 15: Filtracija razred¢evalca z rezinami nadmodka skozi stomikrometrski filter
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1.3 PREGLED EJAKULATA

Makroskopski pregled semena opravimo med odvzemom, mikroskopskega pa ¢im prej po
pridobitvi semena. Pred mikroskopskim pregledom se izogibamo prevelikim temperaturnim
spremembam oz. nihanjem, saj te lahko negativho vplivajo na posamezne preiskovane
parametre. Kvaliteta in koli¢ina pridobljenega semena sta odvisni predvsem od starosti in
velikosti psa, njegovega zdravstvenega stanja in tehnike odvzema.

1.3.1 Makroskopski pregled semena

Ob odvzemu ejakulata lahko na podlagi barve lo¢imo tri frakcije, in sicer predsemensko,
semensko in posemensko (izlo¢ek prostate). Pred- in posemenska frakcija sta prozorni, medtem
ko je semenska frakcija sivobele barve, intenziteta barve pa je odvisna predvsem od
koncentracije semencic. Ejakulatu je lahko primesana tudi kri zaradi bolezenskih sprememb
prostate (npr. benigna hiperplazija), pocenja Zilic v se¢nici ali poskodb penisa. Poleg tega se v
ejakulatu lahko pojavijo vnetni produkti (gnoj) in urin. Odsotnost semencic v ejakulatu
(azoospermija) je lahko posledica motenj v delovanju mod, transportnega sistema (nadmodkova
voda in semenovoda) ali retrogradne ejakulacije (ejakulacija semencic v se¢ni mehur).
Retrogradna ejakulacija je pri psih relativno redka. Nanjo posumimo pri azoospermiji ali
oligozoospermiji pri zivalih z normalno razvitimi spolnimi organi. Diagnozo postavimo z
odvzemom in preiskavo urina po zakljuceni ejakulaciji. Znano je, da tudi pri zdravih Zivalih
med ejakulacijo dolocen del semencic zaide v se¢ni mehur. Z aplikacijo fenilpropanolamina (4
mg/kg TM enkrat dnevno pet zaporednih dni) lahko pove¢amo tonus se¢nice in zmanj$amo
Stevilo semencic, ki so med ejakulacijo iztisnjene v se¢ni mehur. Posledi¢no se lahko poveca
Stevilo semencic v ejakulatu (28).

Prav tako je pomembno, da dolo¢imo volumen zbranega ejakulata. Ta pri psu znaSa okrog 10
ml (2-19 ml), odvisen pa je predvsem od pasme in koli¢ine zbranega izlo¢ka prostate (29).

1.3.2 Mikroskopski pregled semena

Mikroskopski pregled semena omogoc¢a sorazmerno natan¢no dolocCitev kvalitete semenéic v
preiskovanem vzorcu. Na podlagi ugotovljene kvalitete lahko do dolo¢ene stopnje predvidimo
tudi njihovo oploditveno sposobnost. Zavedati pa se moramo, da z mikroskopskim pregledom
semena lahko potrdimo neplodnost pri Zivalih. Ce s preiskavo ne ugotovimo veéjih negativnih
odstopanj, pa kljub temu ne moremo trditi, da ima dolo¢eni osebek normalno plodnost. Namre¢
preiskave plemenjaka in semena nam omogocajo potrditev Stevilnih, vendar ne vseh vzrokov
neplodnosti.

Poleg osnovnih analiz, ki vkljucujejo dolocCitev gibljivosti, koncentracije, morfologije in
vitalnosti semencic, moramo po opravljenih analizah pripraviti poro¢ilo. To poleg rezultatov
analiz vsebuje tudi izraCune, po katerih lahko natan¢neje opiSemo kvaliteto preiskovanega
vzorca. Na podlagi rezultatov preiskave in izracunov lahko sprejmemo odlo¢itev o plodnosti
plemenjaka, smiselnosti uporabe dolo¢enega semena ter dolo¢imo stopnjo razred¢itve in Stevilo
osemenjevalnih doz pri pripravi konzerviranega semena.

1.3.2.1 Gibljivost semen¢ic
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Dolocanje gibljivosti predstavlja enega izmed osnovnih in najpomembnejSih parametrov pri
doloc¢anju kvalitete in oploditvene sposobnosti semencic. Ustrezna gibljivost je predpogoj, da
semencice dosezejo mesto oploditve in vstopijo v jajéno celico. Kvaliteten ejakulat psa vsebuje
nad 85 % gibljivih semencic, od teh vsaj 80 % progresivno gibljivih. V konzerviranje vec¢inoma
vklju¢imo zgolj ejakulate, pri katerih ugotovimo nad 75 % gibljivih semencic.

Temperatura ima velik vpliv na gibljivost semencic. Zato je izredno pomembno, da pred in med
preiskavo zagotovimo ustrezno temperaturo vzorca, Ki naj se giblje med 35-37 °C. Pri preiskavi
uporabljamo ogreto predmetno in pokrivno steklo, mikroskop pa naj bo opremljen z grelno
mizico. Gibljivost lahko ocenimo subjektivno z uporabo faznokontrastnega mikroskopa (50—
200x povecava). Natan¢nejSa in objektivnejSa analiza je mogoca ob uporabi posebnega
raCunalnisSkega sistema (npr. Hamilton-Thorne).

Pri subjektivnem pregledu gibljivosti lahko sorazmerno preprosto in natan¢no dolo¢imo
odstotek gibljivih in negibljivih semencic. Za nadaljnjo razlikovanje med progresivno in
moteno gibljivimi semencicami pa je potrebna ve¢ja izkuSenost ocenjevalca. Progresivno
gibljive semencice so namre¢ tiste, ki se gibljejo dovolj hitro, njihova pot pa je sorazmerno
ravna, vse ostale gibljive semencice so moteno gibljive. Odlocitev, ali je doloena semencica
progresivno (pravilno) ali moteno gibljiva, je odvisna predvsem od izkuSenj ocenjevalca. Pri
pregledu nekaterih vzorcev semena ugotovimo, da se semencice zdruzujejo v skupke ali
aglutinate. Aglutinacija je najveckrat posledica poskodbe membran (temperaturni Sok,
spremenjena sestava semenske plazme ipd.) ali prekapacitacije semencic. V vzorcih, pri katerih
prihaja do aglutinacije semencic, lahko pri¢akujemo skrajSano prezivetje semencic, kar ima
negativen vpliv na njihovo oploditveno sposobnost in so manj primerne za konzerviranje.
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Slika 16: Aglutinacija semencic

Racunalniski sistem (CASA — computer assisted sperm analysis) omogoca, da poleg objektivne
dolocitve odstotka gibljivih in progresivno gibljivih semencic dolo¢imo tudi razlicne druge
parametre, ki so pomembni za oceno oploditvene sposobnosti semencic in njihove dolgozivosti.
Z racunalnisSkim sistemom lahko npr. zaznamo spremembo v gibanju semencic, ki je posledica
kapacitacije. Kapacitacija je stopnja v dozorevanju semencic, s katero te pridobijo dokon¢no
oploditveno sposobnost. Stopnjo predstavljajo razliéni biokemiéni procesi, S katerimi se
spremeni nacin gibanja semencic, poleg tega pa modifikacija povrSinskih glikoproteinov
omogoca zdruZitev semencice Z membrano jajéne celice. Novejsi sistemi omogocajo, da S
pomocjo posebnih fluorescen¢nih barvil isto¢asno z gibljivostjo dolo¢imo tudi vitalnost
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semencic. S posebnimi barvili lahko obarvamo tudi vse semencice v vzorcu ter tako dolo¢imo
gibljivost tudi v motnih razred¢evalcih, kjer tak$na dolocitev sicer ne bi bila mogoca (30).

Slika 17: Racunalniski sistem za analizo semena (Hamilton-Thorne)

Sistem CASA (computer assisted sperm analysis — racunalniSko podprt sistem za analizo
semencic) vkljucuje faznokontrastni mikroskop s kamero in grelno mizico, zmogljiv
racunalnik, ki omogoca analizo in shranjevanje pridobljenih podatkov, ter monitor. Z manjSimi
spremembami nastavitev lahko program prilagodimo za analizo semena razli¢nih Zivalskih vrst.
Doloc¢imo predvsem velikost semencic oz. njihove glave, ki se zelo razlikuje med zivalskimi
vrstami, kontrast ter mejne vrednosti hitrosti gibanja semencic. Racunalniski sistem lahko na
podlagi teh podatkov razlikuje semencice od drugih delcev v vzorcu, doloci koncentracijo,
odstotek gibljivih in progresivno gibljivih semencic ter Stevilne druge parametre. VVzorec
semena analiziramo v posebnih stevnih komorah (Leja ali Makler), ki imajo natan¢no dolo¢eno
vis§ino 10 pum in so predhodno ogrete na ustrezno temperaturo. Nizka viSina kamric je
pomembna, saj racunalniska analiza lahko poteka le, ¢e se vse semencice nahajajo v enem
fokusu. Pomembno je tudi, da je v analiziranem vzorcu priblizno 50 x 10° semengic na 1 ml.
Pri preveliki koncentraciji rezultati analize niso natan¢ni zaradi prekrivanja poti posameznih
semencic, pri prenizki pa je v analizo vkljuéeno premalo semencic, zato niso primeren
pokazatelj stanja v celotnem vzorcu (31).

Parameter Mejne vrednosti
temperatura analize (°C) 37
minimalni kontrast 25
minimalna velikost celic (piksli) 4
nizki VAP — mejna vrednost (um/s) 30
nizki VSL — mejna vrednost (um/s) 15
srednji VAP — mejna vrednost (um/s) 50

Tabela 2: Primer nastavitev sistema CASA za analizo pasjega semena (32)
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POMEN POSAMEZNIH POTI SEMENCIC

o = celicana okvir

VSL

= 1
STR= ~pp X100
VSL

= x 100
LIN= 7=

Slika 18: Shematski prikaz in izra¢un posameznih parametrov

Med najpomembnejse parametre, ki na razliéne naine opisujejo gibanje semencdic,
vklju¢ujemo VCL (hitrost celotne poti, ang. curvilinear velocity), VAP (povprecna hitrost poti,
ang. velocity average pathway), VSL (hitrost ravne ¢rte, ang. velocity straight line), STR
(ravnost poti, ang. straightness), LIN (linearnost), ALH (amplituda stranskega odmika glave,
ang. amplitude of lateral head displacement) in BCF (frekvenca premikanja glave, ang. beat
cross frequency).

Visoki parametri VCL, ALH in BCF so indikatorji visoke mo¢i semencic, zanje pa je znacilno
hiperaktivno gibanje semencic. Vrednosti omenjenih parametrov se povecajo pri kapacitiranih
ali prekapacitiranih semencicah, drugi parametri, kot so VSL, STR in LIN, pa oznacujejo
progresivno gibanje semencic, njihove vrednosti pa se pri kapacitaciji ali prekapacitaciji
zmanjS$ajo. Ugotovljeno je bilo, da se lahko Ze samo z VCL in LIN natan¢no dolo¢i kapacitacijo
ali prekapacitacijo semencic (33). Z racunalnisko analizo vzorca semena oz. ejakulata lahko
torej preverimo, ali je gibljivost semencic primerna in ali je pri manipulaciji semena prislo do
prezgodnje kapacitacije semencic, ki lahko negativno vpliva na njihovo oploditveno sposobnost
in primernost za konzerviranje.
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1.3.2.2 Koncentracija semencic

Natancna dolocitev koncentracije semencic je izredno pomembna pri preverjanju oploditvene
sposobnosti plemenjaka ter pripravi osemenjevalnih doz semena. V kombinaciji z nekaterimi
drugimi preiskavami, kot so npr. volumen, gibljivost semencic, njihova morfologija in
vitalnost, lahko v preiskovanem vzorcu semena dolo¢imo skupno $tevilo semencic, Stevilo
progresivno gibljivih, morfolo§ko nespremenjenih in vitalnih semencic.

Koncentracijo semencic lahko dolo¢amo na razlicne nacine. Za ta namen lahko uporabimo
preto¢no citometrijo, spektrofotometer, raCunalniski sistem CASA ter Stevne komore.

S preto¢no citometrijo lahko zelo natan¢no in hitro dolo¢imo koncentracijo semencic. S so¢asno
uporabo ustreznih fluorescenénih barvil (npr. propidijev jodid) lahko dolo¢imo tudi vitalnost
semencic. Pri sodobnih aparaturah, npr. NucleoCounter SP-100 (Chemometec, Danska),
preiskovano seme damo v posebej pripravljene kasete, ki imajo vklju¢eno fluorescen¢no
barvilo. Po analizi, ki traja priblizno 30 sekund, pridobimo zelo natan¢ne podatke o
koncentraciji in vitalnosti semencic. Velika prednost analize je, da gel in razli¢ni delci v
semenski plazmi ne motijo njene izvedbe, poleg tega pa je analizo mogoce izvesti tudi pri
vzorcih semena, razredéenih z netransparentnimi razred¢evalci, ki vsebujejo npr. jajéni
rumenjak ali druge dodatke (34). Glavna dejavnika, ki omejujeta §irSo uporabo omenjene
tehnike, sta visoka cena aparature ter sorazmerno visok strosek analize posameznega vzorca.

S spektrofotometrom lahko zelo hitro dolo¢imo koncentracijo semencic. Metoda je zaradi
principa delovanja sorazmerno nenatan¢na in jo zato ve¢inoma uporabljamo pri rutinskih
pregledih, ko moramo v kratkem ¢asu opraviti pregled vecjega Stevila plemenjakov. V tem
primeru Koncentracijo semencic dolo¢imo posredno z merjenjem prehoda svetlobe preko
preiskovanega vzorca. Glede nato, da prehod svetlobe preko vzorca poleg semencic motijo tudi
druge primesi (npr. kri, razli¢ne nesnage, epitelne celice ipd.), lahko rezultati mo¢no odstopajo
od dejanskih vrednosti. Zaradi pogoste velike variabilnosti med rezultati ve¢ meritev istega
vzorca vedno opravimo vsaj dve meritvi in prikazemo njuno povprecje. Tretjo meritev
opravimo, ¢e je bilo med prvima dvema vec¢ kot desetodstotno odstopanje. Pri izracunu
povpre¢ja upostevamo le dve meritvi z manj$im odstopanjem. Metoda je uporabna le za
merjenje koncentracije semenéic v nativnem ejakulatu. Preiskovano seme damo v posebne
Kivete, jih vstavimo v aparaturo, rezultat pa pridobimo v nekaj sekundah (35).

Sistem CASA se uporablja predvsem za objektivno dolocitev gibljivosti semencic. Pri analizi
vzorca uporabljamo posebne komore (Makler, Leja ipd.), ki imajo natan¢no dolo¢eno visino,
kar omogoca tudi dolo€itev koncentracije. Predvsem zaradi prekrivanja poti gibanja semencic
S0 posamezne semencice pogosto upostevane kot dve ali celo tri razli¢ne, zato je koncentracija
semencic, Ki jo pridobimo po omenjeni metodi, pogosto vi§ja od dejanske in nenatan¢na.

S stevnimi komorami lahko ob pravilni pripravi vzorca in izvedbi analize zelo natan¢no
dolo¢imo koncentracijo semencic. Metoda sicer zahteva nekoliko ve¢ Casa in je zato bolj
primerna za uporabo pri manjSem Stevilu vzorcev in takrat, ko je natancna dolocitev
koncentracije semencic zelo pomembna, npr. priprava osemenjevalnih doz, raziskave ipd.

1.3.2.2.1 Dolocitev koncentracije semencic s Stevnimi komorami
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Dolocitev koncentracije semencic s Stevnimi komorami je mogoca pri ustrezno razred¢enih
vzorcih, ki morajo vsebovati le negibljive semencice. Kljub temu da za razred¢itev lahko
uporabimo razli¢ne raztopine, za ta namen najpogosteje uporabimo destilirano vodo, Ki
povzroci ireverzibilne poskodbe semencic in popolno izgubo njihove gibljivosti. Stopnja
razredCitve je odvisna predvsem od pricakovane koncentracije semencic. Razred¢itev mora biti
dovolj velika, da pri $tetju ne prihaja do prevelikega prekrivanja semencic. Ce je razredgitev
prevelika in je Stevilo prestetih semencic manjSe od 50, lahko pri¢akujemo napako, ki se z
nizanjem Stevila prestetih semencic Se povecuje. Zato poskusamo pripraviti takSno razredcitev,
da imamo v desetih poljih komore med 100 do 200 semencic. Pri pregledu ejakulata zrebca,
merjasca, psa in macka, kjer pri¢akujemo koncentracijo semenéic med 50 in 300 x 10%ml,
pripravimo razred¢itev 1 : 20 do 1 : 100 (500 do 100 pL semena na 10 ml vode), pri bikih,
ovnih in kozlih, kjer pricakujemo precej visje koncentracije semencic (600 x 10° do nekaj
milijard semencic na mililiter), pa pripravimo razred¢itev 1 : 200 do 1 : 800 (50 do 12,5 uL
semena na 10 ml vode). Vecinoma najprej pripravimo nizje razred¢itve, pripravljene raztopine
semena pa po potrebi dodatno razred¢imo.
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Slika 19: Vpliv $tevila prestetih semencic na zanesljivost dolo¢anja koncentracije semencic —
prirejeno po Brito LFC in sod., 2016 (36)

Za dolocitev koncentracije semencic najveckrat uporabimo Stevne komore (po Neubauerju,
Thomi ter Biirkerju in Tirku). Vse tri komore imajo enako visino (100 um) in enako velikost
mreze, ki oznacuje obmocje, v katerem ugotavljamo Stevilo semencic. Uporabljamo lahko tudi
Maklerjeve komore, vendar so manj zanesljive, saj imajo desetkrat nizjo vi$ino (10 um) in zato
na isti povrSini pregledamo desetkrat manjsi volumen, kar mo¢no zniZa zanesljivost rezultatov.
Zaradi nizje viSine se Maklerjeve komore pogosteje uporabljajo predvsem za racunalnisko
analizo gibanja semencic, saj omogocajo pregled celotnega vzorca v enem fokusu.

Prve tri najpogosteje uporabljene Stevne komore so sestavljene iz debelejSe predmetnice in
krovnega stekla. Predmetnica ima na vsaki strani srednjega dela izrisani dve mrezi. PovrSina
najmanjsih v mreZi izrisanih kvadratov znasa 0,0025 mm?2, 16 manjsih kvadratov pa sestavlja
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ve&ji kvadrat s povrsino 0,04 mm?. Najveckrat pregledamo in dolo¢imo $tevilo semenéic v
desetih vegjih kvadratih, kar predstavlja 1/25 mm?. Po postavitvi pokrivnega stekla se na mestu,
kjer sta izrisani mrezi, oblikuje natan¢no 0,1 mm visoka reza, v kateri se razporedi vzorec
semena. V desetih vegjih kvadratih preis¢emo 0,04 mm?3, kar upostevamo tudi pri kon¢nem
izratunu koncentracije semencic in zato Stevilo prestetih semencéic pomnozimo s 25 (1
mm?3/0,04 mm?3). Dobljeno vrednost dodatno pomnozimo $e s stopnjo razred¢itve (npr. 200 pri
razred€itvi 1 : 200). Izracunane vrednosti predstavljajo koncentracijo semencic, izrazeno s
Stevilom semencic na mikroliter (ul). Ce koncentracijo prikazemo s $tevilom semencic na
mililiter (ml), moramo rezultat pomnoziti s 1000.

Pred analizo krovno steklo polozimo na posebej oblikovane robove predmetnice, ki jih pred
tem navlazimo z destilirano vodo (zagotovi ustrezno pritrditev krovnega stekla). Med krovnim
steklom in povrs$ino, kjer se nahaja mreza za Stetje semencic, se tako oblikuje prostor z vi§ino
0,1 mm. V ta prostor na vsaki strani previdno apliciramo priblizno 10 pL pripravljene, dobro
premesane raztopine semena. Pomembno je, da raztopina napolni celotno komoro oz. del, na
katerem je izrisana mreZa za Stetje. ViSek raztopine pa se lahko prerazporedi v stranskih
vdolbinah.

Slika 20: Aplikacija raztopine semena v §tevno komoro

Po aplikaciji vzorca po¢akamo 5 do 10 minut, da se semencice usedejo na dno komore. Za stetje
semencic uporabljamo faznokontrastni mikroskop in 50-200x povecavo.

< o N—

D},_’{DDmm NEUBAUER
Déﬁiﬁ e B IMPROVED
Profondeur
0,0025mm?

globina 0,1mm

Slika 21: Prikaz $tevne komore in §tetja semencéic. V poljih, ozna¢enih z 1 do 10, ugotavljamo
prisotnost semendéic. Stejemo z zeleno barvo oznadene semenéice. Rdede oznaéenih semenéic,
katerih glave se nahajajo na rdece oznacenih mejnih Crtah, ne Stejemo.

Enacba za izrac¢un koncentracije semencic:

C =N x R x (1 mm3/VP mm?3) x 1000
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VP =0,0025 mm? x 0,1 mm x 16 x 10 = 0,04 mm?
Ce ugotavljamo semencice v 10 poljih, lahko formulo poenostavimo:

C=NXxRx25x1000

(C — koncentracija semencic x 10%/ml; N — §tevilo prestetih semencic; R — razredcitev;, VP —
volumen, v katerem so prestete semencice)

1.3.2.3 Morfologija semencic

Dolocanje morfologije predstavlja eno izmed osnovnih metod pri ugotavljanju oploditvene
sposobnosti semencic. Posamezne morfoloske napake lahko bolj ali manj vplivajo na
oploditveno sposobnost prizadetih semencic. Na oploditveno sposobnost preiskovanega vzorca
semena ima velik vpliv tudi skupni odstotek morfoloSko nenormalnih semencic in vrsta
nepravilnosti. Visji kot je odstotek semencic s poskodovanimi akrosomi, vecja je koli€ina
izlo¢enih akrosomalnih encimov, ki negativno vplivajo na vitalnost, dolgoZivost in oploditveno
sposobnost morfolosko normalnih in vitalnih semencic.

Morfologijo semencic dolocamo glede na mesto, kjer se nahaja poskodba (akrosom, glava, vrat,
srednji del in rep), vrednotimo pa tudi prisotnost protoplazmatske kapljice. Glede na kraj
nastanka poSkodbe lo¢imo primarne (modo), sekundarne (nadmodek) in terciarne (posledica
manipulacije semencic po ejakulaciji) semencice, glede na pomembnost pa pomembne in manj
pomembne ter glede na moznost kompenzacije na kompenzacijske in nekompenzacijske.

Morfologijo semencic lahko dolo¢amo na fiksiranih preparatih, ki so neobarvani ali obarvani.
Na neobarvanih preparatih lahko morfologijo dolo¢amo po fiksaciji semencic z raztopino po
Hancocku (2784 g tri natrijev citrat dva hidrat, 4 mL 37 % raztopine formalina in destilirana
voda do 100 mL) (37). V tem primeru semencice razred¢imo z raztopino po Hancocku, vzorec
semena pa nato pregledamo po pokritju s krovnim steklom. Ker semencice niso obarvane, za
preiskavo potrebujemo faznokontrastni mikroskop. Preiskavo pa moramo opraviti v nekaj urah
po razred¢itvi z raztopino po Hancocku. Opisani nacin uporabljamo predvsem za hitro
dolo¢anje morfologije v laboratoriju, ki je opremljen s faznokontrastnim mikroskopom.
Najpogosteje pa morfologijo semencic doloéamo na obarvanih preparatih. V tem primeru
najprej pripravimo razmaz semencic, ga posusimo, nato fiksiramo in obarvamo z enim izmed
barvil. Za hitro barvanje lahko uporabimo npr. Spermac® barvilo (Minitube, Nem¢ija), S
pomocjo katerega lahko preparat preiS¢emo Ze nekaj minut po pripravi razmaza. KvalitetnejSe
obarvanje posameznih delov semencic pa dosezemo z uporabo barvila in postopka po Giemsi,
kjer pa postopek fiksacije in barvanja traja 16,5 ure.
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Slika 22: Dolo¢anje morfologije semencic glede na mesto na semencici; MNS — morfolosko
normalne semencice

Pri klini¢ni diagnostiki sta najpomembnejsi delitvi glede na pomembnost in glede na moznost
kompenzacije. Med pomembnejse napake priStevamo napake na akrosomu in napake na glavi
ter vse nekompenzacijske napake, to je napake, pri katerih oploditvene sposobnosti semena ne
moremo povecati s poveanjem $tevila semencic v osemenjevalni dozi. Med nekompenzacijske
napake pristevamo npr. t. i. gumbasti akrosom (ang. knobbed acrosome). Ce v vzorcu semena
ugotovimo manjS$i odstotek semencic z omenjeno napako, je oploditvena sposobnost
plemenjaka zmanjsana. Ce je v vzorcu visji odstotek semengic, ki imajo gumbasti akrosom (25—
100 %), pa je takSen plemenjak prakti¢no neploden in tudi z dvigom skupnega $tevila semencic
v osemenjevalni dozi ne moremo doseci sprejemljive stopnje oploditvene sposobnosti. Pri in
vitro oploditvi z intaktnimi semencicami plemenjaka, pri katerem so ugotovili visok odstotek
semencic z gumbastimi akrosomi, so ugotovili zmanjSan razvojni potencial zarodkov. Poleg
tega v vzorcu, v katerem ugotovimo semencice S takSnimi napakami, niti drasticen dvig
skupnega stevila semencic nima pozitivnega vpliva na njihovo oploditveno sposobnost. Napaka
je torej zelo pomembna in je ni mogo¢e kompenzirati (29).

Slika 22a: Gumbasti akrosom (vir: DE Noakes in sod., Veterinary reproduction and obstetrics,
9. izdaja, 2009, str. 753)

1.3.2.4 Vitalnost semencic

Poleg ugotavljanja gibljivosti in morfologije predstavlja vitalnost semenéic zelo pomemben
posredni podatek o njihovi oploditveni sposobnosti. Vitalnost semencic lahko ugotavljamo z
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razlicnimi rezistentnimi testi v kombinaciji z gibljivostjo in morfologijo. Med te teste
pristevamo 24-urni rezistentni test na 5 °C (Miillerjev test). Pri tej analizi pred inkubacijo
semencic na 5 °C in po njej ugotavljamo razli¢ne parametre, kot so gibljivost, morfologija,
supravitalna barvanja, hipoosmotski test in podobno. Na podlagi kvalitete semencic pred
rezistentnim testom in po njem lahko sklepamo o njihovi oploditveni sposobnosti. Podobno
lahko termorezistentni test opravljamo tudi na vi§jih temperaturah, npr. pri 37 °C. Pri tej analizi
je Cas inkubacije skraj$an na nekaj ur. Po tem ¢asu pa ponovno opravljamo analize, S katerimi
ugotavljamo razliko v kvaliteti med razli¢nimi vzorci semena.

S supravitalnimi barvanji ugotavljamo razliko med prehodnostjo celicnih membran ali
aktivnostjo posameznih organelov semencic, npr. aktivnost mitohondrijev. Prehodnost
membran lahko ugotavljamo z uporabo navadnih ali fluorescen¢nih barvil, analize pa opravimo
z navadnim ali fluorescenénim mikroskopom. Pri uporabi fluorescenénih barvil lahko za analize
poleg mikroskopa uporabimo tudi pretocni citometer. Prednost tega je v izredno velikem Stevilu
analiziranih semencic v kratkem ¢asu. Medtem ko lahko z mikroskopom analiziramo zgolj
nekaj sto semencic, lahko v enakem casovnem obdobju z uporabo preto¢ne citometrije
analiziramo ve¢ 10 tiso¢ semencic.
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Slika 23: Ugotavljanje razli¢nih populacij semencic po obarvanju s fluorescen¢nimi barvili z
uporabo pretocne citometrije
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Glede na to, da predstavlja preto¢na citometrija sorazmerno drag postopek za ugotavljanje
vitalnosti semencic, se pri rutinskih analizah v klini¢nih razmerah pogosto posluzujemo
enostavnejsih testov. Te teste lahko izvajamo ob pomoci navadnega ali faznokontrastnega, v
dolocenih primerih pa tudi fluorescencnega mikroskopa.

1.3.2.4.1 Eozin/nigrozin

Eozin je barvilo, ki prehaja le skozi poSkodovano celiéno membrano in semencice obarva rdece
oz. roznato. Semencice, ki nimajo poSkodovane celicne membrane, ostanejo neobarvane.
Barvilo nigrozin se uporablja le zaradi ustvarjanja ve¢jega kontrasta in lazjega ugotavljanja
obarvanja z eozinom. Obstaja vec razli¢nih postopkov barvanja, ki ga lahko izvajamo v epruveti
ali neposredno na predmetnici. Zaradi vecje natan¢nosti in boljSe ponovljivosti bomo
predstavili postopek barvanja v epruveti. Vzorcu semena (50 pL) dodamo pripravljeno 2 %
raztopino eozina (100 uL). Raztopini dobro premesamo in inkubiramo 30 sekund na 37 °C.
Nato dodamo 10 % raztopino nigrozina (150 pL), vzorec s pipeto dobro premesamo in takoj
naredimo razmaz na ogreti predmetnici. Seme, raztopine in predmetnica naj bodo ogreti na
37 °C. Vzorec nato preisS¢emo z mikroskopom pri 400- do 1000x povecavi. Pri kvalitetnem
vzorcu svezega semena pricakujemo minimalno 70 %, pri zamrznjenem pa nad 50 % semencic,

ki se niso obarvale z eozinom.

— /

kapljica pribl. 10pL (S+E+N) - predmetnico (bruSeni rob) pribliZzaj kapljici (nagib 30-45°)

- pocCakaj, da se vzorec prerazporedi

potisni naprej in pripravi enakomeren razmaz

Slika 24: Priprava razmaza na predmetnici (S — raztopina semena, E — raztopina eozina, N —
raztopina nigrozina)

RDECE: semencice s podkodovanimi membranami
NEOBARVANE: semencice z intaktnimi membranami

Slika 25: Analiza semencic po uporabi supravitalnega barvila eozin (eozin negativni — bele
barve, eozin pozitivni — rdece barve)
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1.3.2.4.2 Uporaba fluorescen¢nih barvil

Siroka paleta fluorescenénih barvil omogo¢a poleg ugotavljanja intaktnosti celitne membrane
tudi dolo¢anje Stevilnih drugih parametrov, s katerimi lahko natan¢neje prou¢imo aktivnost in
vitalnost semencic. Posamezna barvila lahko uporabljamo samostojno ali so¢asno Vv
kombinaciji razli¢nih barvil. Analize pa lahko opravimo s fluorescenénim mikroskopom ali
preto¢no citometrijo. Med fluorescen¢nimi barvili se pogosto uporabljajo propidijev jodid (PI),
karboksifluorescein diacetat (CFDA), fluorescein izotiocianat — vezan araSidov aglutinin
(FITC-PNA), karbocianin barvilo (JC-1) in Stevilna druga. S Pl podobno kot z eozinom
ugotavljamo integriteto celicne membrane, CFDA vstopi v vse semencice, pri vitalnih pa se
zaradi delovanja esteraz obarva zeleno. FITC-PNA se veze na notranjo akrosomalno
membrano, kar omogoci njeno obarvanje, ¢e je poskodovana zunanja akrosomalna membrana,
JC-1 pa se uporablja za ugotavljanje membranskega potenciala mitohondrijev in s tem njihove
aktivnosti.

Slika 26: Ugotavljanje vitalnosti semencic po barvanju s fluorescenénimi barvili in preiskavo
S fluorescen¢nim mikroskopom

Slika 27: Ugotavljanje vitalnosti semencic in integritete akrosomalne membrane po barvanju
s fluorescen¢nimi barvili (PI/FITC-PNA) in preiskavo s fluorescenénim mikroskopom

V tem primeru se rdece obarvajo semencice s poskodovano plazemsko membrano, zeleno pa
semencice s poSkodovano zunanjo in intaktno notranjo akrosomalno membrano, na katero se
veze FITC-PNA.

1.3.2.4.3 Hipoosmotski test (HOST)
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HOST je sorazmerno preprost test, s katerim ugotavljamo integriteto celicne membrane
semencic. Opravljamo ga s pomocjo hipoosmotske raztopine. Zaradi velikih razlik v
osmolarnosti tekoc¢ina vdre pod celicno membrano, kar povzro¢i tvorbo majhnih izboklin,
okrog katerih se zavije rep semencice. Semencice, pri katerih po dolo¢enem casu inkubacije v
hipoosmotski raztopini ugotovimo zavit rep, imajo neposkodovano membrano. Pri semencicah,
ki imajo poSkodovano celi¢no membrano, tekoc¢ina prosto prehaja, zato ne prihaja do tvorjenja
izboklin in rep ostane raven (38). Glede na to, da imamo v vzorcu semena ze pred HOST-om
razli¢en odstotek semencic z zavitimi repi, moramo to upostevati tudi pri konéni oceni. Od
skupnega odstotka zavitih repov, ki jih ugotovimo po HOST-u, moramo zato odsteti odstotek
zavitih repov, ki smo jih ugotovili z morfolosko analizo.

% HOST poz. semen. = % zavitih repov po HOST — % morfolosko zavitih repov

Glede na intenzivnost zavijanja repov semencice, ki so pozitivno odreagirale v hipoosmotski
raztopini, razdelimo v §tiri skupine (B, C, D, E). Skupina E vkljucuje semencice, pri katerih je
prislo do najbolj intenzivnega zavijanja repov.

Pri testu lahko uporabljamo enostavne raztopine sladkorjev in/ali tudi bolj kompleksno
sestavljene, ki imajo osmolarnost od 50 do 150 mOsm/l. Ena izmed najbolj enostavnih raztopin
je hipoosmotska raztopina saharoze. Pripravimo jo tako, da natehtamo 0,856 g saharoze in
dodamo do 50 ml destilirane vode. Pripravljena raztopina vsebuje 50 mOsm/l. Test izvedemo
tako, da 1 mililitru hipoosmotske raztopine dodamo 0,1 ml preiskovanega vzorca semena. Tako
raztopina kot seme morajo biti ogreti na 37 °C. Vzorec inkubiramo 30 minut na 37 °C, nato ga
pripravimo za analizo. Ce analizo opravimo takoj, potem vzorec semena razred¢imo z raztopino
po Hancocku (imobilizacija semencic), analizo pa nato opravimo na pokriti kapljici. 1z vzorca
semena lahko pripravimo tudi razmaz, ga fiksiramo, obarvamo in analiziramo kot pri klasi¢ni
morfoloski analizi.
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Slika 28: Skupine semencic glede na intenzivnost zavijanja njihovih repov po HOST-u

E: moéno zavit rep po celotni dolzini

Po zaklju¢enem makroskopskem in mikroskopskem pregledu semena lahko izra¢unamo skupno
Stevilo semencic in dolo¢imo $tevilo progresivno gibljivih in morfolosko nespremenjenih
semencic v ejakulatu. Te izredno pomembne podatke potrebujemo za natancnejSo postavitev
diagnoze pri androloSkem pregledu, pripravo osemenjevalnih doz in pri konzerviranju semena.

1.4 KONZERVIRANJE SEMENA

Ce semena ne uporabimo neposredno po odvzemu in Zelimo njegovo oploditveno sposobnost
ohraniti ve¢ dni ali celo let, ga moramo ustrezno obdelati 0z. konzervirati. 1zredno pomembni
dejavniki, ki vplivajo na uspesnost konzerviranja, SO izbira in vzdrzevanje primerne
temperature, uporaba ustreznih razredéevalcev ter postopek redcenja.

Lo¢imo dva nacdina konzerviranja, in sicer tekoCe konzerviranje in zamrzovanje. Tekoce
konzerviranje je za semencice manj stresno, vendar pa lahko njihovo oploditveno sposobnost
ohranimo le nekaj dni. Pri globokem zamrzovanju so semencice izpostavljene ve¢jemu stresu,
posledi¢no pa se nekoliko zmanj$a njihova oploditvena sposobnost. Najvecja prednost priprave
zamrznjenega semena je, da ga lahko uporabimo tudi ve¢ desetletij po pripravi, brez povecanja
negativnega vpliva konzerviranja.

14.2 Tekoce konzerviranje semena
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Priprava teko¢e konzerviranega semena je sorazmerno preprosta. Pazimo, da odvzamemo zgolj
ali vsaj pretezno le semensko frakcijo, saj tako ni potrebno dodatno koncentriranje semena s
centrifugiranjem. Znano je namre¢, da centrifugiranje vpliva negativno na vitalnost in
oploditveno sposobnost semencic. Dolocen del izlo¢ka prostate je celo zazelen, saj je bilo
ugotovljeno, da ima pozitiven vpliv na ohranitev vitalnosti tekoce konzerviranih semencic, e
posebej ¢e so pridobljene iz nadmodkov (24).

Pri pripravi tekoCe konzerviranega semena smo predvsem pozorni na izbiro ustreznega
razredCevalca, stopnjo razredcitve, temperature red¢enja in konzerviranja. Ne glede na izbiro
postopka bo vselej prislo do zmanjSanja kvalitete in oploditvene Sposobnosti semencic v
odvisnosti od Casa, ki je potekel od odvzema in redCenja. Z izbiro ustreznih postopkov in
razredcevalcev lahko zmanjSamo hitrost izgube kvalitete in oploditvene sposobnosti semencic,
ne moremo pa ju povsem zavreti.

Pri uporabi tris-fruktoznega razred¢evalca z 20 % dodanega jajénega rumenjaka hitrost
ohlajevanja razredCenega pasjega semena (2,25 °C/min ali 0,2 °C/min) ni vplivala na kvaliteto
konzerviranih semencic. Kvaliteta semena se je v obeh skupinah enakomerno znizevala in je
ostala zadovoljiva do 96 ur po zacetku redCenja (39). Pasje seme lahko torej, v nasprotju s
semenom nekaterih drugih zivalskih vrst, sorazmerno hitro ohladimo na temperaturo +5 °C brez
negativnega vpliva na kvaliteto semencic.

V Studiji, v kateri so ugotavljali vpliv temperature skladis¢enja na kvaliteto semena,
razredCenega z razredCevalcem, ki vsebuje jajéni rumenjak in fruktozo ali glukozo, so ugotovili,
da je najoptimalnejSa temperatura skladiS¢enja razred¢enega semena do 48 ur med 4 in 12 °C.
Pri nizjih ali vi§jih temperaturah (2 °C in 1624 °C) so po 48 urah ugotovili slabSo gibljivost in
vi$ji odstotek semencic z morfoloskimi spremembami (40).

Postopek konzerviranja lahko izvajamo s komercialno pripravljenimi razredéevalci ali
kompletnimi kiti, kot je npr. UK Clone® (Surrey, VB). V nasem laboratoriju najboljse uspehe
dosegamo z modificiranim razred¢evalcem po Uppsali, ki ga po pripravi hranimo na —20 °C.
Sestava razredcevalca je prikazana v tabeli 1. Vsebuje kislino, pufer in hranilne snovi z
dodatkom jajénega rumenjaka. Ta je pomemben zaradi zas¢ite celi¢énih membran semencic med
postopkom ohlajevanja in hranjenja na 5 °C. Za teko¢e konzerviranje ali razred¢evanje semena
pred umetno osemenitvijo lahko uporabimo razredéevalec TM (thaw medium) (41).
Razredcevalec I in II (Raz. | in Il) pa uporabimo za globoko zamrzovanje semena. Jaj¢ni
rumenjak dodamo TM tik pred uporabo. S tem preprecimo, da bi priSlo do oksidacije lipidov,
kar bi se lahko zgodilo, ¢e bi hranili kompletno sestavljen razred€evalec z jajénim rumenjakom.
Kljub temu da se podobno kot pri semenu ostalih zivalskih vrst tudi za pasje seme lahko
sorazmerno uspesno uporablja razredcevalce, ki ne vsebujejo Zivalskih proizvodov (jajéni
rumenjak), temve¢ se namesto njih uporablja sojine lipoproteine, se zaradi dobrih rezultatov in
enostavne uporabe v praksi e vedno najve¢ uporabljajo prav razredcevalci, Ki temeljijo na
jajénem rumenjaku (42).

| ™| Raz. | | Raz.ll |
TRIS 2,49 244 249
citronska kislina monohidrat 1449 149 144
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glukoza 08¢ 0,89 08¢

Na-benzilpenicilin 0,06 g 0,06 g 0,06 g
streptomicin sulfat 01g 0,19 01g
jajéni rumenjak - 20 ml 20 ml
glicerol — 3ml 7ml
Equex STM pasta — - 0,8 ml
destilirana voda do 77 mi do 100 ml do 100 ml
pH 6,60 6,56 6,48
osmolarnost 320 740 mOsm 1370 mOsm
mOsm

Tabela 1: Sestava razredéevalca za konzerviranje pasjega semena (41)

Ejakulat po odvzemu pregledamo. Ce nam je uspelo odvzeti pretezno semensko frakcijo, seme
razred¢imo z razredCevalcem, Ki je ogret na 27 °C v razmerju 1 : 2 do 1 : 5 (seme :
razredcevalec). Razred¢eno seme ponovno pregledamo in dolocimo njegovo koncentracijo,
skupno Stevilo, gibljivost, po potrebi pa tudi vitalnost in morfologijo. Epruveto s semenom nato
zavijemo v papirnato brisaco in vstavimo v posebno $katlo iz stiropora ter dobro zapremo.
Najbolje je, da za ta namen uporabljamo posebej pripravljene Skatle z debelo steno, kar v vzorcu
semena zagotavlja ve¢dnevno ohranjanje hladilniske temperature (okoli +5 °C).

Slika 29: Posebna skatla za transport semena (Minitube, Nemcija)

Ce je mogoce, se priporo¢a, da vzorec semena ni vedji od treh mililitrov. Pri slabsi kvaliteti in
manjSem skupnem stevilu gibljivih semencic lahko z manj$im volumnom uspe$no opravimo
tudi transcervikalno endoskopsko intrauterino osemenitev.

1.4.3 Zamrzovanje in hranjenje semena v tekocem duSiku

Zamrzovanje semena v teko¢em dusiku je dokaj zahteven postopek, ki vkljucuje uporabo
posebne opreme in specificnih razredcevalcev (tabela 1). Medtem ko lahko tekoce konzervirano
seme pripravimo v splo$ni ambulanti, potrebujemo za zamrzovanje posebno dodatno opremo
in inStrumentarij. Med drugim potrebujemo hladilno komoro, sistem za polnjenje in varjenje
slamic ter sistem za zamrzovanje slamic. Nenazadnje pa potrebujemo tudi doloCene kapacitete
za shranjevanje zamrznjenega semena.
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Po odvzemu in pregledu ejakulata lahko pri¢nemo s postopkom zamrzovanja. Priporoceno je,
da se zamrzuje zgolj ejakulate, pri katerih ugotovimo minimalno 70 % gibljivih semencic. V
tem primeru lahko tudi po odmrzovanju pri¢akujemo zadovoljivo kvaliteto semena. V izjemnih
primerih, npr. pri elitnem plemenjaku, se odlo¢imo tudi za zamrzovanje semena, Ki ima slabso
kvaliteto. Vendar pa se lahko zgodi, da takSno seme ne bo primerno za uporabo po
odmrzovanju. V prihodnosti bomo verjetno taksno seme uporabljali v postopkih in vitro
fertilizacije, ki pa jih v tem trenutku pri psih $e ne moremo rutinsko izvajati.

Po odvzemu ejakulata moramo semencice najprej zgostiti. Za ta namen se posluzujemo
centrifugiranja. Po njem odstranimo semensko plazmo in jo nadomestimo z ustreznim
razredCevalcem. Razredéeno seme ohladimo na 5 °C in mu dodamo razredéevalec II, ki vsebuje
vi§jo koncentracijo glicerola. Nato s semenom napolnimo slamice, jih zavarimo in po
dolo¢enem casu ekvilibracije zamrznemo. Postopek je prikazan s slikami 30-34.

Slika 30: Faznokontrastni mikroskop, opremljen z grelno mizico, ki omogoca kvalitetno
analizo gibljivosti semena. Prikazana je tudi vodna kopel, v kateri ohranjamo razredcevalce in
odvzeto seme na ustrezni temperaturi.

Slika 31: Centrifuga za koncentriranje semencic

31



Slika 34: Kontejner za shranjevanje zamrznjenega pasjega semena

Slamice, ki jih uporabljamo za zamrznjeno seme, moramo primerno oznaciti. Ve¢inoma na
slamico zapiSemo pasmo in ime psa, njegovo rodovniSko Stevilko, datum ter mesto
zamrzovanja. V posameznih primerih, posebej pri izvozu semena v dolo¢ene drzave, slamice
ozna¢imo specificno glede na zahteve drzave uvoznice. lzredno pomembno je tudi vodenje
protokolov zamrzovanja, s katerimi zagotovimo ustrezno sledljivost individualnih vzorcev.

Ugotovljeno je bilo, da lahko seme kvalitetno zamrznemo po razred¢itvi S CaniPRO Freeze A®
(Minitube, Nemcija) tudi po 24-urni inkubaciji na 5 °C, brez negativnega vpliva na kvaliteto
semena (43). To je izredno pomemben podatek, saj pomeni, da seme lahko odvzamemo npr. v
splos$ni ambulanti, kjer ga razred¢imo z razred¢evalcem za tekoce konzerviranje, ohladimo in
posljemo v vedji center, kjer ga zamrznejo.
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Podobne rezultate so ugotovili tudi pri razred¢evanju semena s tris-glukoznim razred¢evalcem.
Ugotovili so, da drzanje razredcenega semena na 4 °C do 48 ur nima negativnega vpliva na
kvaliteto po zamrzovanju odtajanega pasjega semena oz. da niso ugotovili razlik v kvaliteti s
semenom, ki je bilo procesirano in zamrznjeno neposredno po odvzemu, in semenom, pri
katerem je bil dodan razredcevalec z glicerolom in seme zamrznjeno 6, 12, 24 in 48 ur po
odvzemu.

Na nasi kliniki smo ugotovili, da lahko nerazred¢en ejakulat drzimo na sobni temperaturi do 2
uri in ga Sele nato procesiramo za zamrzovanje. V primerjavi s semenom, ki smo ga procesirali
takoj po odvzemu, nismo ugotovili negativnega vpliva na kvaliteto semencic. Torej imamo
priblizno dve uri ¢asa, da pricnemo s postopki zamrzovanja, seme pa lahko tudi v tem primeru
odvzamemo V lo¢eni ustanovi in dostavimo v laboratorij, kjer opravljajo zamrzovanje semena.

2 POJATVENI CIKLUS PRI PSICI IN NJEGOVA SINHRONIZACIJA

V primerjavi z drugimi zivalskimi vrstami ima pojatveni ciklus pri psici dokaj specifi¢en potek.
Razlikuje se predvsem v dolZini in pogostnosti pojatev ter dolzini spolne neaktivnosti ali
anestrije. Zelo pomembno je, da poznamo normalni potek pojatvenega ciklusa, kdaj nastopi
ovulacija ter kdaj fertilno in kdaj fertilizacijsko obdobje. Fertilno obdobje predstavlja ¢as, ko
zaskok lahko vodi do oploditve jajénih celic in brejosti, fertilizacijsko obdobje pa predstavlja
Cas, v katerem se jaj¢na celica lahko oplodi. Fertilizacijsko obdobje se pri¢ne priblizno 2 dni
po ovulaciji, zakljuci pa 5 dni po ovulaciji, fertilno obdobje pa predstavlja celotno fertilizacijsko
obdobje ter cas, ki ga semencice lahko prezivijo v rodilih samice, kar pomeni nekaj dodatnih
dni oz. pri zelo kvalitetnem semenu in optimalnih pogojih v rodilih maksimalno tudi do 10 dni
(44).

2.1 POTEK POJATVENEGA CIKLUSA PRI PSICAH

Pri psicah poteka t. i. monoestri¢ni pojatveni ciklus. To pomeni, da sta dve gonitvi med seboj
lo¢eni z razli¢no dolgim obdobjem brez zaznavne spolne aktivnosti ali anestrusa. Med gonitvijo
in anestrijo poteka Se t. i. metestrus, ki predstavlja fazo aktivnih rumenih teles. Dolzina
metestrusa je pri psici neodvisna od brejosti in traja v povprec¢ju 63 dni. Dolzina anestrusa oz.
casa med dvema gonitvama (metestrus in anestrus) je dokaj znacilna za posamezno psico,
mocno pa se razlikuje med posameznimi zivalmi. Fiziolosko traja od 2 do 12 mesecev in vec,
v povprecju okrog 7 mesecev. Zelo pomembno je, da se zavedamo, da rodila potrebujejo
minimalno 4 mesece za popolno regeneracijo. To pomeni, da lahko normalno stopnjo
koncepcije pricakujemo le, ko je ¢as med dvema gonitvama enak ali dalj$i od 4 mesecev.
Predvsem smo pozorni, da v primeru sinhronizacije gonitve upostevamo, da je indukcija spolne
aktivnosti smiselna le, ko je od zadnje gonitve poteklo najmanj 4 mesece.

Pri psicah lo¢imo 4 faze pojatvenega ciklusa, in sicer proestrus, estrus, metestrus in anestrus.
Medtem ko je dolzina metestrusa dokaj specifi¢na in traja 63 dni ne glede na to, ali je psica
breja ali ne, se dolzine proestrusa in estrusa med posameznimi psicami moc¢no razlikujejo. V
povprecju pa traja vsaka izmed njiju med 8 in 10 dni. Ob zacetku proestrusa se pojavi krvavitev
1z noznice, vendar pa psica Se ne dovoli zaskoka. Proestrus se nadaljuje v estrus. Estrus je
obdobje, v katerem psica dovoli zaskok, pojavi se ovulacija, pride do zaskoka, koncepcije in
rasti rumenega telesa oz. teles. Estrus se nadaljuje v metestrus, to je obdobje, v katerem psica

33



ne dovoli zaskoka, nastopi pa tudi znatnej$i dvig progesterona. V ¢asu metestrusa poteka brejost
ali navidezna brejost. Anestrus oznacuje obdobje med metestrusom in proestrusom. Zanj je
znaCilna neaktivnost jajénikov, neopazni pa so tudi znaki spolne aktivnosti.

Kljub temu da je pri vecini psic fertilizacijsko obdobje med 14. in 16. dnem od zacetka
proestrusa, pa obstajajo velike razlike med posameznimi zivalmi. Pri nekaterih zivalih ovulacija
nastopi Ze 5. dan po za¢etku proestrusa, pri drugih pa $ele 30. dan. Ce bi se zanagali zgolj na
ustaljeno prakso in paritve opravljali med 12. in 14. dnem po zaéetku proestrusa, pri velikem
Stevilu sicer povsem zdravih psic ne bi moglo priti do oploditve.
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Stevilo brejih
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Dni od zacetka proestrusa

Graf 2: Interval med zac¢etkom proestrusa in ovulacijo

Na podlagi rezultatov, prikazanih v grafu 1, lahko zelo nazorno vidimo, da je fertilizacijsko
obdobje pri vecini psic dejansko med 12. in 15. dnem, Kljub temu pa je pri velikem §tevilu psic
zunaj teh okvirov.

2.2 UGOTAVLJANJE FAZE CIKLUSA

Fazo ciklusa dolo¢amo z namenom dolocanja fertilnega in fertilizacijskega obdobja ter
optimalnega €asa za hormonsko manipulacijo ciklusa in ovulacije. Diagnostiéni postopki, ki so
nam v pomo¢ pri natan¢ni dolocitvi, SO anamneza, inspekcija in palpacija zunanjih genitalij,
odvzem vaginalnega brisa in vaginoskopija ter dolo¢anje ravni spolnih hormonov, predvsem
progesterona.

Pomembno je, da poznamo specificni potek pojatvenega ciklusa pri psicah ter razliko med
fertilnim in fertilizacijskim obdobjem. Fertilno obdobje je obdobje, v katerem zaskok ali
umetna oploditev Se lahko vodi do uspesne oploditve. Pri naravnem zaskoku ali umetni
osemenitvi s svezim semenom se to obdobje pri¢ne tudi do 7 dni pred ovulacijo in traja do
petega ali celo Sestega dne po ovulaciji. Pri teko¢e konzerviranem semenu je dolzina fertilnega
obdobja odvisna od vrste razredCevalca, postopka konzerviranja in ¢asa, ki je potekel od zacetka
konzerviranja do osemenitve. V primerjavi s svezim semenom je fertilno obdobje tekoce
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konzerviranega semena ve¢inoma skrajsano za nekaj dni. Pri zamrznjenem semenu je to
obdobje moc¢no skraj$ano in se pri¢ne Sele priblizno 24 ur po ovulaciji. Fertilizacijsko obdobje
pa je obdobje, ko lahko pride do oploditve jajéne celice. Pri psicah je to obdobje sorazmerno
specificno. Medtem ko se pri drugih zivalskih vrstah priéne neposredno po ovulaciji in traja
nekaj ur, se pri psici pricne Sele 60 ur po ovulaciji, zrele jajéne celice pa nato obdrzijo
oploditveno sposobnost nadaljnjih 48 ur (45).

2.2.1 Adspekcija in vaginalna citologija

Edem sramni¢nih ustnic se pri¢ne povecevati ob zacetku proestrusa. V prikazanem primeru
lahko opazimo povecevanje otekline do 5. dne, kar je znacilno za proestrus. Mocna oteklina
nato ostane vse do 16. dne, ko nastopi vrhunec estrusa in ovulacija. Po ovulaciji se v prikazanem
primeru 17. dan oteklina pri¢ne zmanj$evati in takrat nastopi najoptimalne;jsi ¢as za osemenitev
oz. ¢as, ko predvidevamo, da bi lahko prislo do oploditve jajénih celic. Natan¢nej$a dolocitev
t. i. fertilizacijskega obdobja je mogoca na podlagi pregleda vaginalnega brisa in dolo¢anja
ravni progesterona in/ali luteinizirajocega hormona.
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Slika 35: Sramni¢ne ustnice in njihove spremembe med pojatvenim ciklusom (avtor slike: S.
Baranja)
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Pod vplivom estrogenov se spreminja zgradba vaginalne sluznice. PoveCane koncentracije
estrogenov v ¢asu gonitve povzroc¢ijo zadebelitev vaginalne sluznice in nastanek sekundarnih
gub ter vec plasti keratiniziranih celic. Nastanek dodatnih sekundarnih gub in plasti porozenelih
celic omogocajo povecanje lumna noznice ter njeno zascito. Oba dejavnika sta pomembna pri
zaSCiti sluznice ob koitusu. Poleg epitelnih celic v razmazu ugotavljamo Se prisotnost
polimorfonuklearnih levkocitov. Tudi pri povsem zdravih psicah jih v manjsi koli¢ini zaradi
porozenelosti in zadebelitve stene ugotovimo v proestrusu, v estrusu teh celic ne najdemo,
ponovno pa se pojavijo v velikih koli¢inah po koncu estrusa, ko se zmanjSa porozenelost
epitelnih celic in pride do odstopanja posameznih delov sluznice. Zaradi razlik v porozenelosti
sluznice med Zivalmi in tudi pri posamezni zivali lahko stopnjo porozenelosti in pojav
polimorfonuklearnih levkocitov sluzi zgolj za orientacijo. Bolj natan¢no lahko fazo pojatvenega
ciklusa ugotovimo z merjenjem ravni progesterona in luteinizirajocega hormona v Krvi.
Upostevati moramo, da je pri dolocenih zivalih maksimalna poroZenelost sluznice pri 80 %
porozenelih celic, pri drugih zivalih pa le 60 %. Lahko se pojavi tudi t. i. razdeljeni estrus, pri
katerem najprej ugotovimo Vvisok delez porozenelih celic, nato se ta mo¢no zmanjsa in tik pred
ovulacijo ponovno mo¢no naraste. Zaradi vseh teh dejavnikov imamo oceno vaginalnega brisa
bolj za orientacijsko informacijo, ki isto¢asno nakazuje tudi zdravstveno stanje preiskovane
zivali (prisotnost polimorfonuklearnih levkocitov in bakterij).

Vaginalni bris lahko odvzamemo z vlazno vatenko ali z aspiracijo. V obeh primerih po pripravi
razmaza ugotavljamo prisotnost prostih celic v noznici. Bris lahko ocenimo s faznokontrastnim
mikroskopom, pri ¢emer ugotavljamo predvsem razlike v obliki celic in velikosti jedra. Razmaz
pa lahko tudi obarvamo. Z uporabo barvila po Papanikolaouju lahko lo¢imo acidofilne
(poroZenele) in bazofilne celice nizjih plasti sluznice. Na podlagi razmerja med acidofilnimi in
bazofilnimi celicami lahko dolo¢imo fazo ciklusa. Domneva se, da je psica v estrusu, ko je
acidofilni indeks 0,9 ali vec.
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Slika 36: Vaginalni bris po barvanju po Papanikolaouju. Nizek acidofilni indeks nakazuje
proestrus.

Pripravljeni razmaz lahko obarvamo tudi enostavneje, npr. z uporabo Testsimplets predmetnic
(Minitube, Nemcija). S tem ugotavljamo zgolj razliko v morfologiji celic. Na osnovi teh
informacij ugotovimo prisotnost in delez porozZenelih celic.
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Slika 37: Vaginalni bris, obarvan na Testsimplets predmetnici. Preiskovana zival je
najverjetneje v zacetnem obdobju proestrusa. V brisu smo ugotovili predvsem bazalne celice z
okroglo citoplazmo in velikimi jedrom. V brisu ni polimorfonuklearnih levkocitov.

Slika 38: Vaginalni bris, obarvan na Testsimplets predmetnici. Preiskovana zival je
najverjetneje v proestrusu. V brisu smo ugotovili predvsem intermedialne ter manjsi odstotek
bazalnih in superficialnih celic.

Slika 39: Vaginalni bris, obarvan na Testsimplets predmetnici. Ocena porozenelosti sluznice
na podlagi oblike celic in jedra (nekatere porozenele celice so celo brez jedra). Zaradi
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sorazmerno visokega deleza celic nepravilnih oblik, ki so brez piknoti¢nega jedra ali imajo
samo tega, predvidevamo, da je preiskovana zival v estrusu.

Estrogeni, ki se v najvecjih koli¢inah izlo¢ajo na vrhuncu gonitve, povzrocajo porozenelost
vaginalne sluznice. Vec plasti porozenelih celic je neprehodnih za polimorfonuklearne
levkocite, zato na vrhuncu estrusa v vaginalnem brisu ne ugotovimo levkocitov. Ti se ponovno
pojavijo ob koncu estrusa, ko se pri¢ne tanjsati debelina vaginalne sluznice, ki ha posameznih
delih tudi odstopi.

Z mikroskopsko oceno brisa noznice ugotovimo v proestrusu predvsem bazalne celice, ki imajo
sorazmerno veliko jedro in zaokroZeno citoplazmo oz. celi¢no steno. Celice se obarvajo
bazofilno. Poleg bazalnih celic ugotovimo tudi parabazalne in intermedialne celice, ki so
predhodnice superficialnih celic s piknoti¢nimi jedri. V razmazu vidimo eritrocite in tudi
posamezne levkocite. Ozadje brisa je veinoma zamazano z gonitvenim sekretom, zaradi
citolize pa lahko ugotovimo tudi posamezna prosta jedra.

V estrusu ugotovimo pretezno acidofilne superficialne celice, ki jih je v ¢asu ovulacije nad
90 %. Eritrocitov in levkocitov v razmazu ni. Levkociti se lahko pojavijo pri patologiji. Ozadje
razmaza vec¢inoma nima nobenih znakov citolize.

V zacetku metestrusa so Se vedno prisotne acidofilne in bazofilne celice, kasneje v metestrusu
pa le bazofilne celice, ki lezijo ena ob drugi, podobno kot tkivne celice. Za zacetek metestrusa
je znacilno veliko Stevilo levkocitov. Eritrocitov je ve¢inoma manj, ozadje pa je zamazano S
sekretom.

V anestrusu na razmazu ugotovimo le posamezne celice iz nizjih plasti sluznice. Ve¢inoma ne
ugotovimo eritrocitov, pa¢ pa posamezne levkocite. Pri pregledu lahko ugotovimo tudi
posamezna prosta jedra, ki so posledica citolize v steni sluznice, ter razlicne produkte
razgradnje celic.

2.2.2 Vaginoskopski pregled

Vaginoskopski pregled lahko opravimo s posebnim rigidnim endoskopom ali cistoskopom.
Endoskop mora biti dovolj tanek, saj le tako lahko preidemo preko zoZenega kranialnega dela
noznice do materni¢nega vratu. Pregled omogoca sorazmerno natan¢no dolo¢itev faze ciklusa,
poleg tega pa tudi diagnostiko dolo¢enih obolen;j (infekcije, poskodbe, anatomske nepravilnosti
ipd.). Pregled vecinoma opravimo socasno ob endoskopski transcervikalni intrauterini
osemenitvi. VV posameznih primerih pa se zaradi pojava patoloskega izcedka ali ugotavljanja
razlogov neplodnosti odlo¢imo za samostojen pregled.
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PROESTRUS ESTRUS

METESTRUS ANESTRUS

Slika 40: Vaginoskopski prikaz noznice pri psici v razli¢nih obdobjih pojatvenega ciklusa

Ob vaginoskopskem pregledu dolo¢imo obarvanost sluznice ter razporeditev oz. Stevilo in
obliko gub v steni noznice. Poleg tega dolo¢imo tudi koli¢ino, strukturo in obarvanost sekreta.

Z endoskopskim pregledom noznice lo¢imo 5 faz, ki si sledijo cikli¢no glede na pojatveni ciklus
psice. Faze pojatvenega ciklusa sestavljajo: neaktivna faza, edem sluznice, kréenje sluznice,
nagubanost oz. skréenost sluznice, upadanje nagubanosti. Po prehodu preko vseh faz sluznica
ponovno preide v neaktivno fazo.

Za neaktivno fazo je znacilno, da je sluznica zmerno vlazna, bledo roznate barve, ugotovimo
lahko vzdolZzne gube, pred materni¢nim vratom pa se na mestu dorzalne sredis¢ne gube oblikuje
t. i. psevdocerviks. 1zcedka je zelo malo. Vecje koli¢ine lahko tudi obarvanega izcedka so znak
patoloskih sprememb v noznici ali tudi globlje v rodilih, npr. maternici. V zacetku proestrusa
nastopi edem sluznice. V tej fazi je sluznica edematozna oz. otekla, roznato obarvana, na dnu
pa se pojavi krvav izcedek. S prehodom iz proestrusa v estrus se ob zadetni povisani ravni
estrogenov, ki mu po ovulaciji sledi zniZanje estrogenov in poviSanje ravni progesterona,
sluznica pri¢ne krciti, edem sluznice se zmanjSuje, posledicno pa se oblikujejo sekundarne
gube. Po dodatnem dvigu progesterona sluznica postane mo¢no nagubana. Mo¢na oz.
najintenzivnejSa nagubanost sluznice in bledo roznat izcedek sta znacilna za fertilizacijsko
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obdobje, ki se pri¢ne priblizno dva dni po ovulaciji in traja do tri dni. Nato sledi upadanje
nagubanosti in prehod v neaktivno fazo, ki je znacilna za anestrus.

2.2.3 Hormonska diagnostika pojatvenega ciklusa pri psici

Fazo ciklusa in ¢as ovulacije lahko dolo¢amo predvsem z merjenjem ravni progesterona (P4)
in do dolo¢ene mere tudi luteinizirajoc¢ega hormona (LH). Z vidika ugotavljanja samega poteka
pojatvenega ciklusa je zanimivo tudi spremljanje ravni estrogenov. Za razliko od P4 in LH z
estrogeni ne moremo natan¢no dolociti ¢asa ovulacije.

Glede na to, da se LH izloc¢a pulzirajoce in kratkotrajno ter da povzroci luteinizacijo foliklov,
ki jo lahko sorazmerno hitro zaznamo z merjenjem ravni P4 v krvnem serumu, se v praksi zelo
redko odlocamo za opravljanje meritev LH. Zaradi pulzirajocega izlo¢anja LH lahko zelo hitro
spregledamo njegov vrh. Ce ne ugotovimo samega vrha in ¢e meritve opravljamo v razmaku
24 ur, ne moremo vedeti, ali smo kri odvzeli pred vrhom LH ali po njem, saj so lahko vrednosti
LH obakrat enake. Pri P4 pa po LH vrhu vrednosti le $e naras¢ajo, zato lahko, ¢eprav posredno,
z vecjo gotovostjo zaznamo sam LH vrh in predvidimo ¢as ovulacije.

Kliniki se moramo zavedati, da je bolj kot absolutna vrednost progesterona pomemben relativni
dvig njegove ravni. Rezultati so lahko podani v ng/ml (ug/l) ali nmol/l. Faktor pretvorbe znasa
3,18. To pomeni, da moramo rezultat, ki je podan v nmol/L, deliti s 3,18, ¢e ga Zelimo pretvoriti
v ng/ml. Poleg tega absolutne vrednosti variirajo tudi med razli¢nimi aparaturami, npr. rezultat,
ki ga dobimo z aparaturo Idexx (Maine, ZDA), je v povpre¢ju za 1,86-krat nizji v primerjavi z
rezultatom, ki ga pridobimo z aparaturo miniVIDAS (BioM¢érieux SA, Francija). Osnova
omenjenih analiz je encimski imunski test, vendar vsak proizvajalec aparatur uporablja svojo
umeritveno krivuljo. Zato je zelo pomembno, da imamo za vsako metodo opravljeno validacijo
in podane referenéne vrednosti, ki so znaéilne za ovulacijo in fertilizacijsko obdobje.

V tabeli 1 so prikazane vrednosti progesterona v posameznih fazah ciklusa za aparaturo
miniVIDAS.

Bazalne vrednosti: do 1,5 ng/ml
LH vrh: 1,9-4,1 ng/mi
Ovulacija: 8,2-10,4 ng/ml
Pripust: 15,3-20,8 ng/ml
Osemenitev z zamrznjenim semenom: 33,1-40,6 ng/ml

Tabela 1: Interpretacija rezultatov, pridobljenih z aparaturo miniVIDAS (povzeto po Blendivet
Hundesamenbank, Nemcija, in International Canine Semen Bank, Kolorado, ZDA)

Pred LH vrhom se vrednosti progesterona v krvnem serumu gibljejo pod 1 ng/ml. V ¢asu LH
vrha in luteinizacije foliklov vrednosti progesterona v krvi narastejo na 2—4 ng/ml. Priblizno
dva dni po LH vrhu folikli ovulirajo in takrat se vrednosti P4 v krvi gibljejo med 4 in 10 ng/ml.
Zelo znacilno je, da po ovulaciji vrednosti P4 v krvi sorazmerno hitro narasc¢ajo in se v 24 urah
dvignejo za 3 do 10 ng/ml.
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Pomembna prednost hormonske diagnostike fertilizacijskega obdobja pred ostalimi tehnikami
je, da omogoca natan¢no dolocitev fertilizacijskega obdobja Ze ve¢ dni pred njegovim
nastopom. Namre¢ jajéna celica ob ovulaciji e ni sposobna oploditve, oploditveno sposobnost
doseze Sele priblizno 48 ur po ovulaciji. Pri psici torej lahko le z dolo¢anjem ravni progesterona
v krvi dolo¢imo c¢as ovulacije ze priblizno 48 ur pred njenim nastopom (LH vrh) in
fertilizacijsko obdobje kar 96 ur pred njegovim nastopom (¢as od LH vrha do trenutka, ko jajéna
celica pridobi sposobnost oploditve). Po pridobitvi oploditvene sposobnosti pa so jajéne celice
sposobne oploditve Se nadaljnjih 48 do 72 ur.
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Slika 41: Prikaz odvisnosti LH vrha, ovulacije in fertilizacijskega obdobja od ravni
progesterona. Vrednosti so podane za aparaturo miniVIDAS.

2.3 MOZNOSTI SINHRONIZACIJE POJATVENEGA CIKLUSA PRI PSICAH

Poleg doloc¢anja fertilnega in fertilizacijskega obdobja zelimo prehod v pojatveni ciklus pogosto
bodisi zavreti bodisi pospesiti. Pojatveni ciklus zelimo sproziti pri primarni anestriji, ko imamo
omejen Cas paritve, ko zelimo ¢asovno nacrtovati samo kotitev ali ko moramo paritev
prilagoditi npr. nacrtovani razstavi. Pri sprozitvi gonitve moramo biti pozorni, da je ne sprozimo
prej kot 4 mesece po zadnji gonitvi. Pri prezgodnji sprozitvi gonitve rodila Se niso pripravljena
na ugnezdenje zarodkov, zato je plodnost mo¢no zmanj$ana. Anestrija je lahko tudi posledica
predhodne odstranitve jajénikov, njihove aplazije ali imunsko sprozenega vnetja jajénikov.
Relativno redko se lahko pojavi tudi zaradi kromosomskih nepravilnosti, kot so X0, XXX,
XXY. Pogosto pa je anestrija posledica sistemskega obolenja in hipotireoidizma. Pri
hipotireoidizmu se lahko pojavi anestrus, podaljsa se interval med pojatvami, lahko se podaljsa
proestrus in skrajSa estrus, poveca se Stevilo abortusov, mumifikacij, nevitalnih in prelahkih
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plodov. Nenazadnje pa lahko anestrijo sprozimo tudi z dolo¢enimi zdravili z androgenim ali
progestagenim delovanjem ter uporabo agonistov GnRH (46).

Za sprozitev pojatve so se v preteklosti uporabljala razlicna zdravila z razlicno stopnjo
uspesnosti. Med najpogosteje uporabljene in klini¢no preizkusene ucinkovine pristevamo eCG
(Equine Chorionic Gonadotropin), agoniste dopamina oz. antagoniste prolaktina ter analoge
GnRH (Gonadotropin Realising Hormone). V novejSem ¢asu pa se uporablja predvsem
deslorelin kot depo analog GnRH-ja.

V preteklosti se je za sprozitev gonitve pogosto uporabljalo eCG. Zdravilo se aplicira bodisi v
nizki koli¢ini ve¢ zaporednih dni ali pa v nekoliko visji dozi v enkratnem odmerku. Ugotovljeno
je bilo, da lahko z aplikacijo 50IE/kg TM eCG sprozimo pojatev. Po 7 dneh se priporoca Se
aplikacija 5001E hCG (Human Chorionic Gonadotropin), s katerim sprozimo ovulacijo. Ce je
omenjeni postopek izveden vsaj 4 mesece po gonitvi, lahko po umetni osemenitvi s svezim
semenom ali pripustu dosezemo tudi 80 % brejost brez zaznavnih negativnih stranskih u¢inkov
47).

Pri psicah je bilo ugotovljeno, da prolaktin, ki se v ve¢jih koli¢inah izlo¢a predvsem v zacetku
anestrusa, zavira prehod v naslednjo pojatev. Po padcu koncentracije prolaktina ob koncu
anestrusa pa se ustvarijo pogoji, ki omogocajo sprozitev spolne aktivnosti. Padec prolaktina
lahko povzro¢imo tudi z aplikacijo agonistov dopamina, kot je npr. kabergolin (Galastop®,
Ceva, Francija). Po aplikaciji 5 pg/kg TM kabergolina se je pri 10 od 12 psicah pricela pojatev
v povprecju 24 dni po zacetku aplikacije. Pri dveh psicah so aplikacijo pripravka prekinili po
30 dneh, saj niti v tem Casu nista kazali znakov pricetka pojatve. Psice, ki so pozitivno
odreagirale na aplikacijo kabergolina, so parili in vse so tudi postale breje (48).

Nizja uspesnost je bila doseZena z aplikacijo buserelina kot analoga GnRH. Buserelin je psici
potrebno aplicirati v podkozje 1,5 pg/kg TM trikrat dnevno 11 dni in nato 0,75 pg/kg TM
nadaljnje tri dni. Po tej terapiji so le 3 od 10 psic prisle v pojatev. Dve psici so tudi uspesno
parili (48).

Precej bolj uspesna kot pri kratko delujo¢ih analogih GnRH pa se je izkazala uporaba dolgo
delujocih depo analogov GnRH. Klini¢no se deslorelin uporablja predvsem za povzroCitev
spolne neaktivnosti pri psih in psicah. Zaradi specifi¢nega delovanja pa se lahko uporablja tudi
za sprozitev fertilne pojatve pri psici v anestrusu. Ce preparat apliciramo v metestrusu, bo
povzrocil nastop anestrije. Dolzina anestrije je odvisna od velikosti odmerka depo pripravka in
zna$a od 6 do 12 mesecev. Ce pa deslorelin apliciramo v anestrusu, najprej povzro¢i aktivacijo
spolne aktivnosti in nastop pojatve, nato pa spolno aktivnost zavre. To zacetno aktivacijo spolne
aktivnosti lahko izkoristimo za sprozitev fertilne pojatve. Po aplikaciji 4,7 mg deslorelin acetata
(Suprelorin®, Virbac, Francija) psici v anestrusu povzro¢imo nastop pojatve in ovulacijo, ki se
pojavi priblizno 14 dni po aplikaciji pripravka. Ker deslorelin po zacéetni aktivaciji hormonske
aktivnosti le-to nato zavre, se priporoca, da se po ovulaciji implant z zdravilom odstrani, saj bi
lahko povzro¢il insuficienco rumenih teles, kar bi vodilo v resorpcijo plodov ali abortus (49).
Zato implant apliciramo v podkoZzje na mesto, kjer ga bomo po ovulaciji lahko nasli in
odstranili. Kot izredno primerno mesto se je izkazalo podkozje v blizini popka. Po tem postopku
lahko pricakujemo 70 % brejost kot tudi rojstvo vitalnih plodov (50).
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3 UKREPI OB NEZAZELENEM ZASKOKU

Pri nezazelenem zaskoku in brejosti pri plemenskih psicah lastniki vecinoma ne zelijo rojstva
nenacrtovanih potomcev. KirurSke odstranitve rodil ne moremo izvesti, saj lastniki pogosto
zelijo ohraniti nadaljnjo plodnost psice. V tak$nih primerih lahko uporabljamo razli¢ne
pripravke, s katerimi prepre¢imo bodisi nidacijo zarodkov ali pa povzro¢imo abortus. Ob sumu
nezazelenega zaskoka moramo ugotoviti, ali je do zaskoka sploh prislo. Pri tem je izredno
pomemben natan¢en odvzem anamneze in pregled psice. Pridobiti moramo podatke o ¢asu, ko
psica ni bila pod nadzorom in ali je lastnik opazil, da je do zaskoka dejansko prislo. V preiskavo
lahko vklju¢imo vaginoskopijo, vaginalno citologijo in dolo¢imo raven progesterona v krvnem
serumu. Z merjenjem ravni progesterona natanéneje dolo¢imo, v Kateri fazi ciklusa se nahaja
psica oz. ali je v fazi, ko bi zaskok lahko vodil v nezeleno brejost (fertilno obdobje).

Nato poskuSamo ugotoviti, ali se v noznici nahajajo semencice. Za ta namen uporabimo
tampon, ki ga namo¢imo v fizioloski raztopini ter ga za 1 minuto vstavimo v noznico. Nato ga
iz noZnice prestavimo v epruveto, napolnjeno s fizioloSko raztopino, in pustimo stati priblizno
10 minut. Tampon odstranimo, teko¢ino v epruveti pa centrifugiramo 10 minut pri 800 g. Po
centrifugiranju odstranimo supernatant in sediment preiS§¢emo na prisotnost semencic.
Zanesljivost omenjene metode je skoraj stoodstotna znotraj 24 ur po zaskoku, nato pa
zanesljivost pade na 75 % med 24 in 48 ur po zaskoku.

Po nezelenem =zaskoku ima lastnik psice ve¢ moznosti. Pri psici lahko opravimo
ovariohisterektomijo in tako prepre¢imo moznost, da bi prislo do brejosti in rojstva nezazelenih
mladicev. Naslednja moZnost je, da Ze v zelo zgodnjem obdobju poskuSamo prepreciti nidacijo,
lahko pa pocakamo in po ultrazvo¢ni potrditvi brejosti sprozimo abortus. Odlocitev za
preprecitev nidacije ali sprozitev abortusa je odvisna od dostopnosti ustreznih zdravil, njihove
varnosti in tudi cene.

Nidacijo lahko prepre¢imo z estrogeni, prostaglandini in antagonisti progesterona. lzbira
pripravka je odvisna predvsem od Casa, ki je potekel od paritve. Medtem ko lahko estrogene
uporabljamo zgolj za preprecitev nidacije, lahko prostaglandin F2 alfa in antagoniste
progesterona uporabljamo tudi za sprozitev abortusa.

V preteklosti so se za preprecitev nidacije najpogosteje uporabljali estrogeni. Zaradi nezelenih
stranskih uc¢inkov, med katerimi je tudi povzroditev piometre, se estrogeni uporabljajo zelo
omejeno oz. se vsaj v Sloveniji prakticno ne uporabljajo ve¢. Estrogeni vplivajo na transport
zigote v jajcevodu, spremenijo okolje v jajcevodih in maternici, preprecijo nidacijo, stimulirajo
kontrakcije maternice in odpiranje cerviksa. Za ta namen se je uporabljal estradiol benzoat, in
sicer v dozi 0,01 ug/kg TM 3., 5. in 7. dan po zaskoku. V tem primeru gre za relativno preprost
in zanesljiv postopek preprecevanja neZelene brejosti. Aplikacija estrogenov v tem izredno
obcutljivem obdobju pojatvenega ciklusa pa lahko sprozi razli¢ne patoloske spremembe,
predvsem v maternici. Povzrocitev patoloskih sprememb v maternici, ki lahko vodijo v
nastanek piometre, naras¢a z nastopom metestrusa, zaradi tega se estrogeni aplicirajo kmalu po
zaskoku. Poleg tega lahko visoke doze estrogenov povzrocijo depresijo kostnega mozga in
posledicno trombocitopenijo ter eritropenijo. Pojavi pa se lahko tudi podaljSano gonjenje in
nastop ponovne gonitve.
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Prostaglandin F2 alfa lahko uporabljamo za preprecitev nidacije in/ali sprozitev abortusa ter
tudi kot podporno terapijo pri konservativnem zdravljenju piometre. Za razliko od Stevilnih
drugih vrst domacih Zzivali pri psici z enkratno aplikacijo prostaglandinov ne moremo doseci
luteolize. Za popolno luteolizo je potrebna veckratna aplikacija sorazmerno nizkih koli¢in
zdravila. Luteolizo lahko sprozimo $ele 13 dni po LH vrhu, zato je preprecitev nidacije mogoca
le ob natan¢ni dolocitvi faze ciklusa. Uspesnost delovanja prostaglandinov lahko dolo¢imo z
merjenjem ravni progesterona v krvnem serumu. Vrednosti progesterona pod 2 ng/ml so
znalilne za razgrajeno rumeno telo. Vrsta in koli¢ina apliciranih prostaglandinov se moc¢no
razlikuje. Pri visokih koli¢inah moramo aplikacije ponoviti manjkrat v dalj$ih ¢asovnih
intervalih, vendar pa so bolj izrazeni negativni stranski ucinki. Za preprecitev nidacije se
uporablja sorazmerno visoke koli¢ine naravnih prostaglandinov. Te apliciramo v koli¢ini 250
ng/kg TM dvakrat dnevno v podkozje 4 zaporedne dni. Z aplikacijami lahko pricnemo $ele po
5. dnevu citolosko dolo¢enega diestrusa (51). Po 30. dnevu brejosti lahko za sprozitev abortusa
uporabljamo relativno nizke koli¢ine naravnih prostaglandinov. Brejim psicam apliciramo 20—
30 pg/kg TM dva- do trikrat dnevno i.m. do pri¢etka abortusov, ki jih lahko pri¢akujemo med
4. in 11. dnem po zacetku aplikacije (52). Poleg naravnih prostaglandinov lahko uporabljamo
tudi sinteti¢ne analoge prostaglandina F2 alfa, npr. Cloprostenol (Estrumate). Cloprostenol
lahko apliciramo v dozi 2,5 pg/kg TM vsakih 48 ur najvec trikrat. Pri tem so zelo izrazeni
stranski ucinki, zato je priporocljiva premedikacija. Prostaglandini sicer nimajo negativnega
vpliva na nadaljnjo plodnost psice, lahko pa se po terapiji skrajSa interval med gonitvami na 1
do 4 mesece. Po aplikaciji prostaglandinov se pogosto pojavijo bolj ali manj izrazeni prehodni
stranski ucinki, kot so povecano slinjenje, bruhanje, sopenje in diareja. Poleg tega se lahko
pojavi prehodna hipotermija, ki traja 2 do 3 ure. Stranske ucinke lahko zmanjSamo z ustrezno
premedikacijo, ki jo opravimo 15 minut pred nacrtovano aplikacijo prostaglandinov. Za
premedikacijo se najpogosteje uporablja atropin sulfat (0,025 mg/kg TM), nadalje spazmolitik,
npr. trospijev klorid (0,004 mg/kg TM) ter antiemetik metoklopramid (0,1 do 0,2 mg/kg TM).

Za sprozitev abortusa lahko uporabljamo tudi antagoniste prolaktina (agonisti dopamina).
Prolaktin ima v drugi polovici brejosti zelo pomembno luteotropno aktivnost. Za ta namen se
lahko uporabljata kabergolin in bromcryptin. Zaradi manj izrazenih stranskih ucinkov se
priporoca uporaba kabergolina. Tega lahko apliciramo peroralno v dozi 5 pg/kg TM 5 do 10
zaporednih dni. Pozitivne strani uporabe omenjenega preparata so, da je sprozitev abortusa zelo
zanesljiva, da povzroca manj stranskih uc¢inkov kot prostaglandini in da nima negativnega
vpliva na nadaljnjo plodnost. Slabosti pa so, da je sprozitev abortusa mogoca Sele 42 dni po LH
vrhu ter da se lahko pojavi bruhanje. Pri uporabi kabergolina je potrebna ultrazvoéna kontrola,
apliciramo pa ga $e dva dni potem, ko pri zarodkih ne ugotovimo srénega utripa. Ce kabergolin
kombiniramo z nizkimi dozami prostaglandinov, npr. 1 pg/kg TM Cloprostenola (Veyx,
Kanada), lahko sam postopek pricnemo Ze 25 dni po LH vrhu. V tem primeru so manj izrazeni
stranski ucinki prostaglandinov, ne vpliva na nadaljnjo plodnost, potrebna pa je veckratna
aplikacija in ultrazvo¢na kontrola uéinkovitosti (sr¢ni utrip zarodkov) (53).

Relativno zgodaj lahko odmrtje zarodkov povzro¢imo tudi z aplikacijo nehormonske
u¢inkovine lotrifen (Privaprol®, Fatro, Spanija). Pripravek apliciramo intramuskularno do 15.
dne po nezeleni paritvi. Znacilno je, da se doseze najvisje ravni ué¢inkovine v Krvni plazmi sele
po 3-6 dneh in da je bioloska razpolovna doba priblizno en mesec. Nacin delovanja pripravka
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Se ni povsem pojasnjen, domneva pa se, da v zarodku moti presnovo Kisika. Njegovo delovanje
je omejeno na zgodnje poimplantacijsko obdobje. Povzro¢a degeneracijo in resorpcijo zarodka
in redkeje abortus. Stranski ucinki so blagi in ve¢inoma omejeni na gastrointestinalni trakt.
Pojavi se lahko zmanjSana jeS¢nost, anoreksija, zmanjSanje telesne teze, bruhanje, zaprtje in
intestinalne krvavitve (54).

V zadnjem Casu se za prepreitev nezazelene brejosti najpogosteje uporablja kompetitivni
antagonist progesterona aglepriston (Alizine®, Virbac, Francija). Ucinkovina deluje
neposredno na maternico in povzro¢i blokado progesteronskih receptorjev, luteolizo
funkcionalnega rumenega telesa ter padec progesterona pod 2 ng/ml. S preparatom lahko
prepre¢imo nidacijo ali pa sprozimo abortus. Preparat apliciramo subkutano v koli¢ini 10 mg/kg
TM dvakrat v razmaku 24 ur. Po 7 dneh opravimo ultrazvocni pregled, terapijo pa ponovimo,
¢e Se ugotovimo vitalne plodove. Pozorni moramo biti tudi na morebitni delni zaostanek plodov
ali plodovih ovojnic, ki zahtevajo dodatno terapijo (55). Terapija velja za eno najvarnejsih in
ne vpliva na nadaljnjo plodnost. Povzro¢i lahko predvsem manjse reakcije na mestu aplikacije
(56).

4 UMETNO OSEMENJEVANJE PRI PSICAH

Umetno osemenjevanje predstavljajo razli¢ni postopki, s katerimi seme apliciramo v rodila
samice. Poleg samega nacina aplikacije je izredno pomembno, da ¢im bolj natan¢no dolo¢imo
kvaliteto in Stevilo semencic, ki jih lahko uporabimo, optimalni ¢as aplikacije in se odlo¢imo,
kako oz. kam bomo seme aplicirali. Mesto aplikacije semena je odvisno od kvalitete in Stevila
semencic. Ce bomo uporabili celotni ejakulat sveZzega semena, je ve¢inoma povsem ustrezno,
da seme apliciramo v noZnico oz. v blizino materni¢nega vratu. Ce imamo za osemenitev na
razpolago manjse Stevilo, lahko tudi semencic slabse kvalitete, kot je npr. ohlajeno ali
zamrznjeno seme, pa se priporoc¢a, da seme apliciramo globlje v rodila 0z. v samo maternico.
Pri semenu slabse kvalitete (npr. zamrznjeno seme) je poleg mesta aplikacije zelo pomembna
tudi dolocitev pravilnega ¢asa aplikacije. Tak§no seme moramo aplicirati v fertilizacijski fazi,
ki nastopi dva do tri dni po ovulaciji in traja priblizno dva dni. Uporaba specificnih postopkov
umetne osemenitve se razlikuje glede na opremo, ki jo imamo na voljo, ter usposobljenost
operaterja.

4.2 INTRAVAGINALNO OSEMENJEVANJE

Kljub temu da je intravaginalno osemenjevanje relativno enostavno, je tudi pri tem nacinu
izredno pomembno dobro poznavanje fiziologije ciklusa in anatomske zgradbe rodil. Z
nezadostnim znanjem lahko seme apliciramo na napacno mesto, povzroc¢imo poskodbo ali
infekcijo rodil.

Kavdalni del noznice se pricne S preddvorom. Na ventralni strani se takoj za vstopom v
preddvor oblikuje vdolbina, v kateri lezi $¢egetavcek ali klitoris. Preddvor noznice se nadaljuje
v dorzalni smeri tik pod kozo in se zakljuci s t. i. vestibulo-vaginalnim stikom. Tik pred stikom
se izteka izvodilo secnice, ob njeni strani pa se oblikujeta dve gubi. Izvodilo se¢nice in gubi sta
pomembni, saj lahko ob nepravilnem polozaju osemenjevalni kateter vstavimo v secnico ali pa
se napredovanje zaustavi zaradi vstavitve v eno izmed gub. V kranialni smeri se genitalni trakt
nadaljuje v razsirjeni del noznice, nato pa se pred materni¢nim vratom oblikuje t. i. zgornja

45



medialna guba, kjer se lumen noZznice mo¢no zmanjsa. Posebej pri manjsih psicah je lahko
zozitev tako velika, da moti pasazo osemenjevalnega katetra in psicam povzroca nelagodje. Z
ustrezno manipulacijo pa lahko kateter uvedemo tudi preko tega dela noznice. Noznica se v
blizini materni¢nega vratu ponovno nekoliko razsiri. Najbolj kranialni del noznice, ki lezi
kranioventralno od materni¢nega vratu, se imenuje obok ali forniks. Materni¢ni vrat oblikuje
izrazito vaginalno izboklino. Kanal materni¢nega vratu poteka v kraniodorzalni smeri in se
zakljuci v sorazmerno kratkem telesu maternice. Dolzina preddvora noznice in noznice je v
najvecji meri odvisna od velikosti psice. Dolzina preddvora noznice znasa od 2 do 6
centimetrov, noznice pa od 10 do 30 centimetrov (57) .

Obok noznice

7]
O
'3\ —— ——
& ,'
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Slika 42: Shematski prikaz kavdalnega dela rodil pri psici; VVS — vestibulo-vaginalni stik,
DMG - dorzalna medialna (sredinska) guba

Za umetno osemenjevanje lahko uporabimo enostavni ali posebni kateter. Enostavni je
sestavljen iz cevke debeline priblizno 0,5 cm, ki je na konici zaobljena, kar zmanj$uje moznost
poSkodbe ali celo perforacijo stene noznice. Enostavni katetri so razlicnih dolzin. DolZino
uporabljenega katetra prilagodimo velikosti psice oz. pricakovani dolZini noznice. Za manjse
psice uporabljamo kateter dolzine 22 cm, pri vecjih pa 44 cm. Pri posebnem katetru se ob konici
nahaja zra¢ni balon. Ta ima podobno vlogo kot bulbusa glandisa, ki preprecujeta izgubo semena
med ejakulacijo. Po vstavitvi katetra balon najprej napolnimo z zrakom, nato pa apliciramo
seme. Kateter, ki z napolnjenim balonom preprecuje izgubo semena, pustimo v noznici Se 10—
15 minut po aplikaciji semena.

Pred izvedbo osemenitve okolico sramni¢nih ustnic najprej dobro ocCistimo. Za ciSCenje
uporabljamo vlaZzen papir ali tampon. Pri tem se izogibamo uporabe razkuzil, ki lahko
poskodujejo semencice in S tem zmanjSajo moznost uspesne oploditve. Prav tako pazimo, da
pred vstavitvijo katetra okolico sramni¢nih ustnic osusimo, saj s tem prepre¢imo spermicidno
delovanje vode. Ob vstavitvi katetra sramniéni ustnici razpremo, kateter pa potisnemo skozi
preddvor noznice povsem dorzalno v smeri proti rektumu. Ko kateter potisnemo do viSine
rektuma, ga pricnemo potiskati v kranialni smeri. Potiskamo ga, odvisno od velikosti psice, 10—
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30 centimetrov globoko oz. do globine, ko zacutimo vecji odpor. Pri vstavljanju smo pozorni
na odpor, ki lahko nastane tudi pred popolno vstavitvijo katetra. V tem primeru kateter rahlo
izvleCemo in ga ponovno poskusamo vstaviti do globine materni¢nega vratu.
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Slika 43: Postopek vstavitve katetra pri klasi¢ni intravaginalni osemenitvi

Po popolni vstavitvi katetra privzdignemo zadnji del psice, nato pa seme pocasi apliciramo. PO
aplikaciji semena, pri uporabi klasi¢nega katetra, drzimo zadnji del psice dvignjen $e priblizno
15 do 20 minut, s ¢imer prepre¢imo nenadzorovano izgubo semena.

4.3 INTRAUTERINO OSEMENJEVANJE

Na podlagi rezultatov Stevilnih raziskav se je podobno kot pri ostalih vrstah domacih zivali tudi
pri psicah izkazalo, da ima globina aplikacije semena nizje kvalitete (predvsem zamrznjeno,
tudi tekoce konzervirano seme) velik vpliv na uspesnost oploditve oz. stopnjo koncepcije (58).
Pri intrauterinem osemenjevanju seme apliciramo neposredno v telo ali rogova maternice.
Dostop do mesta aplikacije semena je lahko neinvaziven, po naravni poti, kjer cevko za
osemenjevanje potisnemo skozi kanal materni¢énega vratu. Pri invazivnem dostopu pa seme
apliciramo neposredno preko stene maternice s tanjSo iglo ali pa skozi rezno rano, ki jo
naredimo v steni maternice. V preteklosti se je vecino intrauterinih osemenitev psic opravilo z
invazivnim kirurSkim posegom. Z razvojem sodobne endoskopije, ki omogoca odli¢no
vizualizacijo materni¢nega vratu, pa se lahko velika ve€ina intrauterinih osemenitev opravi z
neinvazivno tehniko transcervikalne intrauterine vstavitve tankega osemenjevalnega katetra.

4.3.1 Invazivno intauterino osemenjevanje

Invazivno intrauterino osemenjevanje lahko opravimo s klasicnim kirur§kim postopkom ali
laparoskopsko (59). Pri klasi¢nem kirur§kem postopku opravimo celiotomijo in v rezno rano
izvleCemo maternicni rog. Vanj nato z iglo velikosti 18G apliciramo seme. To lahko apliciramo
tudi preko tanke cevke ali kanile, ki jo skozi rezno rano v steni maternice vstavimo v njen
lumen. Med aplikacijo stisnemo materni¢ni rog kavdalno od mesta aplikacije in s tem
prepre¢imo izgubo semena skozi materni¢ni vrat. Nato pa z masazo v smeri jajcevodov seme
$e dodatno potisnemo proti konici materni¢nih rogov. Ce smo seme aplicirali s kanilo, moramo
ustrezno zapreti tudi rano v steni maternice. Materni¢ni rog nato vrnemo v trebusno votlino in
zapremo odprtino v trebusni steni S klasi¢nim postopkom Sivanja v treh etazah. Poleg same
tehnike osemenitve, ki mora biti izvedena brezhibno, na uspesnost oploditve vplivajo tudi
Stevilni drugi dejavniki, kot je npr. Stevilo progresivno gibljivih semencic v osemenjevalni dozi.
Pri 238 osemenitvah so po kirurS§kem postopku dosegli v povpre¢ju 73,1 % brejost. Najbol;jsi
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rezultati so bili doseZeni, ko so aplicirali >200 x 10° progresivno gibljivih semencic, nekoliko
slabsi pa pri aplikaciji 100-200 x 108 progresivno gibljivih semenéic in najslabsi pri uporabi
75-125 x 10° progresivno gibljivih semencic (60).

Slika 44: Prikaz invazivnega intrauterinega osemenjevanja z uporabo injekcijske igle

4.3.2 Neinvazinvno intrauterino osemenjevanje

Neinvazivno intratauterino osemenjevanje predstavljajo razlicne tehnike, ki omogocajo, da po
prehodu katetra skozi noznico in kanal materni¢nega vratu Seme apliciramo neposredno v telo
ali celo rog maternice. Vstavitev katetra v maternico lahko dosezemo s palpacijo (skandinavski
kateter), vizualizacijo (endoskop) ali kombinacijo palpacije in vizualizacije (endoskop).
Izredno pomembno je, da vse te tehnike vecinoma ne zahtevajo splosne anestezije ali sedacije
zivali in jih opravljamo na stojeci psici. Vstavitev katetra v maternico lahko moti poln mehur
ali ¢revo. Zato se priporoCa, da se pred posegom pri pSiCi izprazni ¢revo in mehur. Izpraznitev
omenjenih organov poskusamo dose¢i po naravni poti (hoja ali tek lahko pospesi izloGanje
iztrebkov). Klistiranje, ki se lahko uporablja za odstranitev blata iz debelega ¢revesja, se v tem
primeru ne priporoca, saj se med postopkom onesnazi tudi okolica noznice, s ¢imer se poveca
moznost okuzbe maternice. Ce pa je zaradi strahu ali agresivnosti psice potrebna sedacija,
potem se priporoca uporaba agonistov alfa dva adrenergi¢nih receptorjev, kot sta ksilazin in
medetomidin. Omenjena pripravka poleg sedacije povzrocCita tudi relaksacijo trebusne
miSicnine in s tem laZjo manipulacijo rodil ob vstavitvi katetra.
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4.3.2.1 Norveska oz. skandinavska tehnika

Pri norveski ali skandinavski tehniki se uporablja poseben kateter, ki ima trSo zunanjo najlonsko
cevko in notranji rigidni kateter iz nerjavecega jekla. Obstajajo cevke razli¢nih dimenzij, ki SO
primerne za razli¢ne velikosti psic. Notranji rigidni kateter je debel priblizno 1 mm z odebeljeno
konico, ki zmanj$a moznost perforacije stene rodil. Kateter najprej vstavimo v noznico in ga
potisnemo do materni¢nega vratu. Nato preko trebusne stene poiS€emo materni¢ni vrat in ga
potisnemo v horizontalni polozaj vzporedno z osemenjevalnim katetrom. Zunanja cevka se
potisne do vhoda v materni¢ni vrat. Preko zunanje cevke nato v maternico potisnemo rigidni
kateter iz nerjavecCega jekla. Tehnika ne zahteva uporabe dragih pripomockov, vendar je za
njeno izvedbo potrebno relativno dolgotrajno uéenje. Z njeno uporabo lahko dosezemo tudi
preko 80 % uspesnost (61). Tehniko lahko uporabljamo pri vecini pasem psic. Vstavitev katetra
je tezavna oz. nemogoca pri psicah s prekomerno telesno teZo.

Slika 45: Norveski kateter za umetno osemenjevanje psic (62)

Slika 46: Prikaz vstavitve norveskega katetra: 1. kateter priblizamo materni¢nemu vatu, 2.
notranji kateter potisnemo skozi materni¢ni vrat, 3. seme potisnemo v maternico.
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4.3.2.2 Endoskopska tehnika

Za kateterizacijo materni¢nega vratu uporabljamo poseben rigidni endoskop (uteroskop), ki je
dovolj tanek in dolg, da omogoca izvedbo posega tako pri majhnih kot velikih pasmah psic.
Uteroskop je debeline CH 9.5 in dolg 43 cm. V njegovi notranjosti se nahaja delovni kanal, ki
omogoca vstavitev katetra velikosti CH 5. Kateter je dolg 70 cm, kar dovoljuje, da ga lahko
vstavimo dovolj globoko v maternico.

Slika 47: Endoskop z intravaginalnim vodilom za intrauterino osemenjevanje psic

Uteroskop vstavimo v noznico in ga potisnemo vse do materni¢nega vratu oz. forniksa noznice.
Materni¢ni vrat poteka v kraniodorzalni smeri in ga spoznamo po specifi¢ni obliki, njegova
povrsina je nagubana podobno kot povrsina maline. Skozi delovni kanal potisnemo Kateter. Z
njim poiS¢emo vhod v materni¢ni vrat in ga nato potiskamo v notranjost maternice. Pri
potiskanju katetra skozi kanal materni¢nega vratu in maternice si pomagamo s kroznimi gibi.
Zlasti pri zahtevnej$ih primerih, ko je materni¢ni vrat bolj mobilen in kanal potuje skoraj
povsem v dorzalni smeri, si lahko pomagamo tako, da konico katetra uvijemo rahlo v dorzalni
smeri. V tem primeru nato kateter lazje potiskamo skozi kanal materni¢nega vratu. V dolo¢enih
primerih si lahko pomagamo tudi s sterilnim zrakom. Filtrirani zrak dovajamo skozi delovni
kanal do podrocja, kjer se nahaja materni¢ni vrat. Z zrakom doseZzemo, da se notranji del
noznice in forniks razsirita, materni¢ni vrat oz. njegov nozni¢ni del pa se kot kupola izbo¢i iz
stene noznice. S tem je vefinoma mocno olajSana vstavitev katetra za osemenjevanje.
Pomagamo si lahko tudi s transkutano fiksacijo materni¢nega vratu. V tem primeru maternicni
vrat primemo in ga potisnemo tako, da njegov kanal poteka v horizontalni smeri. Na ta nac¢in
vstavimo kateter podobno kot pri uporabi skandinavskega katetra, dodatno pa si pomagamo z
endoskopom, s katerim lahko vizualno lociramo vhod v materni¢ni vrat.
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Slika 48: Endoskopski prikaz razli¢nih delov rodil pri psici in vstavitev 0semenjevalnega
katetra skozi materni¢ni vrat

Pred izvedbo globokega intrauterinega osemenjevanja moramo upostevati ve¢ dejavnikov, ki
imajo velik vpliv na uspeSnost osemenitve. Glede na to, da seme apliciramo globoko v
maternico, mora biti prosto patogenih mikroorganizmov, imeti mora majhen volumen in
vsebovati dolo¢eno minimalno S$tevilo gibljivih in morfolosko normalnih semencic (57). Za
tovrstne osemenitve se najpogosteje uporablja zamrznjeno seme. V dolo¢enih primerih se
postopek uporablja tudi za tekoce konzervirano ali celo nativno seme. Pri tekoce konzerviranem
ali nativnem ejakulatu predstavlja najvecji problem sorazmerno velik volumen, ki pa ga lahko
zmanjSamo s centrifugiranjem in odstranitvijo supernatanta. Majhen volumen maternice in
njene kontrakcije ne dovoljujejo aplikacije vec¢je kolicine semena. Odvisno od velikosti in
starosti psice se priporoca, da apliciramo od 1 do 3 mililitre semena. Pri vecjih koli¢inah bolj
razredCenega semena Se to ob aplikaciji izgublja v noznico, S tem pa se zmanjsa pozitivni vpliv,
ki ga ima globoka intrauterina aplikacija. Ce imamo ve&ji volumen semena, se priporo¢a, da se
seme centrifugira in odstrani dolo¢en del supernatanta oz. toliko, da kon¢ni volumen ne presega
treh mililitrov.

Naslednji pomemben dejavnik, ki vpliva na uspeSnost globoke intrauterine osemenitve, je
Stevilo oploditveno sposobnih semencic v osemenjevalni dozi. Za dosego optimalnih rezultatov
se priporo¢a, da je v osemenjevalni dozi minimalno 150 x 10° gibljivih semencic. Mason (2017)
je v retrospektivni Studiji ugotovil povpreéno brejost 68 % (238 brejosti od 352 osemenitev) po
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uporabi zamrznjenega semena. Pri podrobni analizi rezultatov je ugotovil, da ima Stevilo
progresivno gibljivih semenéic v osemenjevalni dozi velik vpliv na uspesnost oploditve. Ce je
bilo v osemenjevalni dozi pod 100 x 10° progresivno gibljivih semencic (PGS), so dosegli zgolj
52 % brejost, pri 100 do 150 x 10° PGS 68 % brejost in pri dozi nad 150 x 108 PGS 75 % brejost
(63). Pri psicah pasme labrador so po endoskopski globoki intrauterini osemenitvi s svezim
semenom dosegli celo 90 % brejost in 5 + 2,6 mladi¢ev na psico (64).
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