Metody uzivané k vySetieni semene

Ne vsechny spermie produkované ve varlatech samct jsou normalné vyvinuté. Vliv na jejich tvorbu
azrani ma celda ftada faktor wvnitintho 1 wvné&jSiho prostiedi. Ejakulat je tfeba hodnotit
napf. pfi posuzovani fertility muzti v rdmci asistované reprodukce nebo ve sféfe veterinarni mediciny
pti hodnoceni ejakulati plemenikii pro pfipravu inseminacnich davek. Ejakuldt se hodnoti
v nasledujicich kritériich:

1. Objem:
Stanovi se v kalibrovaném odmérném valci, ev. vazenim.
2. Koncentrace spermii:

Posuzuje se fotometricky, pocitacem castic nebo cytometricky. Fotometrické stanoveni koncentrace
je orientacni a provadi se pfedevsim v rutinnich provoznich laboratofich. V kontrolnich laboratotich
je doporuceno automatické posouzeni pocCtu spermii elektronickym pocitacem castic nebo
cytometrickou metodou s pouzitim klasické metody pocitani spermii v Biirkerové komitrce po
nafedéni ejakulatu roztokem dle Hayema v melanzeru na cervené krvinky. Hodnoceni se provadi ve
svételném mikroskopu pfi zvétseni 200x.

3. Aktivita spermii:

Pohyblivost spermii (tzn. kolik procent spermii je pohyblivych) se posuzuje u kazdého ejakulatu,
hodnoceni se provadi ve svételném mikroskopu nebo pii fazovém kontrastu za zvétseni 200x.

4. Zivé a mrtvé spermie:

Stanovuji se vitalnimi barvicimi testy, obvykle se uziva primulin nebo 0,5% roztok eosinu s
kontrastnim barvivem 10% nigrosinu (pii tomto barveni se mrtvé spermie barvi rizove, zivé
zustavaji zcela bilé). Posuzuje se 100 spermii pti zvétSeni 1000x (imerze), hodnoti se jen celé
neposkozené spermie!!!

Obr. : Ziva a mrtva spermie
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: (Barveni: E/N — eosin-nigrosin)
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5. Rychlost pohybu spermii:

Stanovi se testem propulsivity (méfi se Cas, za ktery projde 25 spermii ¢tvereCkem v Biirkerove
komtirce). Popi. 1ze pohyb hodnotit automaticky pomoci specialnich pocitacovych programt
s analyzou obrazu (CASSA, LUCIA).

6. Mitochondrialni aktivity spermii:

Stanovi se pomoci méfeni redukce nitrotetrazoliové modii. Jako redukéniho ¢inidla se pouziva 0,1 %
nitrotetrazoliovd modf, hodnoceni se provadi po 30 minutové inkubaci pii zvétSeni 1000x fazovym
kontrastem nebo ve svételném mikroskopu po dobarveni 0,5 % eosinem. (Kromé nitrotetrazoliové
modii lze pouZit i jind barviva, jejichZ oxidace, ¢i redukce v mitochondriich je néasledné detekovana
spektrofotometricky nebo spektrofluorimetricky — rhodamin 123, fluorescein, atd.)

7. pH:

Stanovi se potenciometricky pomoci pH metru.

8. Morfologicky obraz — Striktni analyza morfologického obrazu (SASMO):

Zjistuje se mikroskopickym posouzenim 100 ¢i 200 spermii a stanovenim procenta morfologicky
zménénych (patologickych) spermii a normospermii bez morfologickych vad. Hodnoceni se provadi
na natéru obarveném podle Hancocka ¢i McFarelly pti zvétSeni 1000x.

Ziskana data z morfologické analyzy jsou vyjadiovéana:
- poctem normalnich spermii a patologicky zménénych spermii
- stanovenim Cetnosti naleztl v jednotlivych kriteriich
- prepoctem patologickych zmén na jednu patologickou spermii = index teratospermie (IT)
- frekvenci jednotlivych zmén na pocet vSech hodnocenych spermii
- frekvenci jednotlivych zmén na pocet patologickych spermii
- vy¢tem zmén podle jejich Cetnosti
- klasifikaci zmén podle geneze na vyvojové a ziskané
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Obr. : SASMO, Byk

(Barveni: Hancock)
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