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UNIUNEA EUROPEANA MINISTERUL MUNCII, FAMILIE! POSORU 2007-2013 REGIONAL PENTRU POSDRU
§i PROTECTIE]I SOCIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV
AMPOSORU

insamantarile artificiale (IA) la animalele de companie =
biotehnologie de reproductie de generatia | ce permite
multiplicarea descendentei unui mascul valoros dincolo de
limitele biologice ale acestuia.
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§i PROTECTIE]I SOCIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV

AMPOSDRU

1780 - Prima 1A a fost realizatd de Lazzaro Spallanzani la specia canin3,
utilizand material seminal proaspat. In urma inseminarii au rezultat 3

pui.

1950 — Harrop, Bendorf si Chung expediaza sperma din Londra catre
New York si Noua Zeelanda canina diluata cu un mediu pe baza de lapte
pasteurizat; in urma inseminarilor se obtin mai multe gestatii.

1969 — Seager obtine primul cuib utilizand sperma canina congelata.
Din 1980, respectiv 1981 - Marea Britanie si S.U.A. Recunosc puii
proveniti din TA.

In Romania — 1A la animalele de companie nu este reglementats de lege.
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A la animalele de companie confera avantaje de ordin
economic, zootehnic si medical.
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Avantajele economice ale 1A la animalele de companie:
 Cresterea numarului de femele inseminate per mascul si per ejaculat.
* Elimina costurile, riscurile si timpul legate de transportul femelei.
* D.p.d.v. al proprietarului masculului, daca acesta are un an expozitional
foarte bun, inseminarea artificiala permite recoltarea spermei i

insamantarea femelelor fara intreruperea activitatilor curente.

* Materialul seminal congelat permite reproducerea unui mascul de
mare valoare o lunga perioada de timp dupa moartea sa.

* Reducerea numarului de masculi per canisa/felisa (reducerea
costurilor legate de intretinerea acestora).
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AMPOSORU

Indicatiile clinice/medicale ale 1A la animalele de companie:
* Deficienta anatomica la unul dintre parteneri ce nu permite monta naturala
(angustia vulvara, diferenta mare de greutate sau talie etc.).
e Masculul refuza monta deoarece actul montei ii provoaca durere (afectiuni
osteo-articulare etc.).
e Sunt cazuri in care masculul si femela nu se accepta reciproc din pura
antipatie, in timp ce cu alti parteneri ar fi dispusi sa se monteze.
e Caracterul dominant puternic al femelei ce atrage dupa sine inhibarea
masculului.
* Lipsa de experienta a unuia dintre parteneri poate face imposibila monta
naturala.
* Momentul nepotrivit — responsabil de 70% din cazurile de infertilitate la catea
(Grundy, 2002).
* Profilaxia bolilor transmisibile prin monta naturala (cum ar fi bruceloza,
herpesviroza), dar si a bacteriilor comensale sau a altor boli infectioase (de
exemplu, tusea de canisa).
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AMPOSDRU

Avantajele zootehnice ale 1A la animalele de companie:

* JA permit ameliorarea raselor prin valorificarea optiméa a potentialului
genetic.

* Canidele domestice reprezinta un model pentru speciile de canide
salbatice aflate in pericol de extinctie.
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§1 PROTECTIE] SOCIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA

AMPOSDRU

Ejacularea la caine se produce in trei timpi distincti :

a. faza uretrala prespermatica (0,5 -5 ml) —are aspect apos, limpede si
este acelulara. Are natura prostatica;

b. faza epididimara spermatica (1 — 4 ml) — este opalescenta; contine
intre 300x10° si 2x107 spermatozoizi;

c. faza prostatica postspermatica (1 — 80 ml) — nu contine
spermatozoizi; are origine prostatica (Senger, 2005).

11
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GUVERNUL ROMANIE! Fondul Social European Structurale COLEGIUL MEDICILOR
UNIUNEA EUROPEANA MINISTERUL MUNCH, FAMILIE! POSORU 2007-2013 REGIONAL PENTRU POSDRU VETERINARI
§i PROTECTIE]I SOCIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA

AMPOSDRU

Recoltarea materialului seminal la caine se poate face prin:

Metoda manuala (masturbarii) — cea mai frecvent utilizata;
Metoda vaginului artificial;
c. Electroejacularea.

o o

Indiferent de metoda de recoltare utilizata, aceasta trebuie sa fie
precedata de examenul general al masculului, inclusiv al aparatului
genital, cu efectuarea de teste specifice (ex.: examen serologic
pentru bruceloza).

12



£ ® =
* ISEEE A
.* *. R "'—w!l - e ~"'-'u
* * ’ >
* * I € / s =
*yx “Aks AR

GUVERNUL ROMANIE! Fondul Social European Structurale COLEGIUL MEDICILOR
UNIUNEA EUROPEANA MINISTERUL MUNCH, FAMILIE! POSORU 2007-2013 REGIONAL PENTRU POSDRU VETERINARI
§i PROTECTIE]I SOCIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA
AMPOSORU

Examenul clinic al cainelui de reproductie

a. Anamneza:

- Istoric complet al starii de sanatate a cainelui

- Regimul de viata (ex.: caine de expozitie, de vanatoare etc.)

- Experienta reproductiva si rezultate obtinute (a montat natural?, a
obtinut gestatii?, a mai fost recoltat?)

- Statusul vaccinarilor, deparazitarilor

- Medicatia curenta (daca este cazul)

b. Aprecierea reflexelor sexuale: apropierea, erectia, saltul,
intromisiunea si ejacularea

13
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GUVERNUL ROMANIE! Fondul Social European nstruments Structurals ORGANISMUL INTERMIDIAR COLEGIUL MEDICILOR
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AMPOSORU

Examenul clinic al cainelui de reproductie

c. Examenul fizic general pe aparate si sisteme prin termometrie,
inspectie generala si locala, ascultatie si palpare

d. Examenul aparatului genital mascul:

- examinarea testiculelor si a invelitorilor testiculare prin palpatie

- examinarea penisului (pe toata lungimea portiunii sale libere) si a
furoului prin inspectie si palpatie

-examinarea prostatei prin tuseu rectal

e. Examen ecografic al testiculelor si prostatei

f. Examene serologice speciale pentru bolile cu transmitere sexuala
(bruceloza canina)
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GUVERNUL ROMANIE! Fondul Social European Structurale COLEGIUL MEDICILOR
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§1 PROTECTIE] SOCIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA

AMPOSDRU

a. Metoda masturbarii
Prezenta unei femele in calduri in sala de recoltare NU este obligatorie!

Avantajele folosirii catelei in timpul recoltarii sunt:
- raspunsul mai rapid al masculului la recoltare,
- volumul ejaculatului mai mare si

- 0 concentratie a spermei crescuta.

Recoltarea se face intr-o sala linistita, in prezenta unui numar minim
necesar de persoane pentru a evita stresarea masculului.

15
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§i PROTECTIE]I SOCIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA

AMPOSORU

a. Metoda masturbarii — tehnica de realizare

» Initial se maseaza viguros penisul prin traversul furoului pana la
obtinerea unei erectii partiale.

» Se retrage preputul in spatele bulbilor penieni si se prinde penisul intre
degetul mare si aratator, exercitand o presiune ferma si constanta.

» Se orienteaza penisul ventral la un unghi de 45° folosind celelalte trei
degete pentru a aplica presiune pulsatila asupra bulbilor. Acest
procedeu mimeaza presiunea exercitata de vagin in cazul montei
naturale si permite perceperea pulsatiilor uretrei si diferentierea
momentului eliminarii fractiunilor ejaculatului. Se pot observa si

contractii ritmice ale anusului (Kutzler, 2005; Linde-Forsberg, 2005;
Blendinger, 2007).

» Odata recoltarea manuala incheiata, penisul cainelui trebuie protejat
de vatamari pana la disparitia erectiei. Cainele nu trebuie niciodata
trimis acasa pana cand penisul nu este retras complet in preput.
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Il Paharele, tuburile de
recoltare, palniile etc. trebuie
a fie preincalzite la 37°C
arece spermatozoizii sunt
101l la socul termic.
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GUVERNUL ROMANIE! Fondul Social European Structurale COLEGIUL MEDICILOR
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§1 PROTECTIE] SOCIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA
AMPOSORU

c. Metoda masturbarii

Avantaje:

- Nu necesita echipament special este ieftina
- Usor de realizat si in conditii de teren

- Nu este traumatizanta pentru mascul

‘ \ /
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AMPOSORU

b. Electroejacularea (0Ohl si col., 1994,2001; Santos si col., 2012)

Principiu de functionare = Stimularea centrilor nervosi ai erectiei si
ejacularii din maduva lombo-sacrala, cu ajutorul unui curent electric

de joasa tensiune

Echipament necesar:
- Electroejaculator cu electrod endorectal bipolar

- Pahar colector

19
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GUVERNUL ROMANIE! Structurale COLEGIUL MEDICILOR
UNIUNEA EUROPEANA MINISTERUL MUNCII, FAMILIE! REGIONAL PENTRU POSDRU VETERINAR|
! PROTECTIEI SOGIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA
AMPOSDRU

b. Electroejacularea
Tehnica de lucru:

- Anestezie generala

- cateterizarea vezicii urinare si golirea ei, precum si golirea rectului
prin efectuarea unei clisme

- Se introduce electrodul in rect, in cavitatea pelvina

- Se utilizeaza curent electric de 60Hz, 30V si 140mA, stimularea
realizandu-se 1n cicluri de cate 10 secunde pana la obtinerea
SEVIEIRT

(Rouge M., 2002)
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COLEGIUL MEDICILOR
REGIONAL PENTRU POSDRU VETERINAR|
REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA

b. Electroejacularea
Avantaj: poate fi folosita la masculii cu impotenta de copulatie

Dezavantaje: - cainele trebuie anesteziat

- ejaculatul este inferior d.p.d.v. cantitativ si calitativ celui
obtinut prin metoda masturbarii;

- uneori se poate produce ejacularea in furou sau
retrograda (spermatozoizii ajung in vezica urinara)

21
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c. Metoda vaginului artificial

| Imita conditiile de temperatura, presiune si lubrifiere din vaginul
femelei in estru.

Vaginul artificial folosit |a recoltarea spermei la caine:

- 19-20cm lungime si 5cm in diametru,

- are o diafragma din cauciuc la extremitatea libera care exercita o
presiune similara celei vulvare

- este incalzit la temperatura de 40-42°C

Tehnica de lucru este asemanatoare cu cea de la metoda masturbarii,
doar ca penisul in erectie este orientat in vaginul artificial.
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Dezavantajele utilizarii vaginului artificial :
- marimea acestuia care nu este potrivita tuturor raselor canine
- spermotoxicitatea cauciucului din compozitie

Con colector (vagin artificial) utilizat la caine
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Evaluarea materialului seminal = componenta importanta in evaluarea
fertilitatii masculilor

Trebuie realizata :

- Caelement de rutina pentru evaluarea reproductiva a masculilor
- Tnainte de inseminarea artificial3

- Tnainte de conservarea materialului seminal

Il Sperma trebuie evaluata cat mai repede dupa recoltare si manipulata
corespunzator (atentie la temperatura recipientelor si solutiilor

utilizate in timpul evaluarii — trebuie mentinuta la 37°C) (Feldman si
Nelson, 1996).
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Evaluarea unui caine de reproductie NU trebuie sa se bazeze pe o
singura evaluare/spermograma deoarece:

- Montele/recoltarile frecvente pot reduce temporar calitatea
ejaculatului

- Dupa o perioada de repaus sexual indelungata cainele poate ejacula
numerosi spermatozoizi morti, imobili sau cu anomalii morfologice

- La masculii neexperimentati, proba recoltata poate contine doar cea
de-a doua fractiune a ejaculatului

26
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EX. macroscopic

-Volum
-Culoare
-Miros
_pH

Spermograma
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. microscopic

-Mobilitate
-Concentratie
-Morfologie
-Viabilitate
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Examenul macroscopic

a. Volumul — se apreciaza direct in tubul de recoltare sau se masoara
imediat dupa colectare pentru fiecare fractiune a ejaculatului

- variaza foarte mult (1-3 ml) 1in functie de rasa, individ, greutate
corporala, varsta, frecventa ejacularilor etc. (Linde-Forsberg, 2005)

Reducerea volumului ejaculatului se observa in:
- hiperplazia benigna prostatica
- chisti prostatici
- prostatite
- orhiepididimite
- uretrite

£O0
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Examenul macroscopic

b. Culoarea — se evalueaza subiectiv pentru fiecare fractiune a
ejaculatului

- Fractiunea prostatica — limpede, transparenta

- Fractiunea 2 (spermatica) - alb-sidefiu spre cenusiu-translucid, este
strans corelata cu concentratia in spermatozoizi

» Prezenta sangelui in ejaculat rosu = traumatism din timpul
recoltarii sau proces patologic existent la nivelul aparatului genital
(prostatita, balanopostita, neoplasme etc.)

» Puroiul sau urina galben — ambele sunt nocive pentru
spermatozoizi

» Absenta spermatozoizilor (azoospermie) confera un aspect apos, clar
fractiunii spermatice
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Examenul macroscopic

c. Mirosul normal al spermei este caracteristic proteinei proaspete.

In cazuri anormale poate c3pata miros de urind, caAnd aceasta a patruns
in sperma in momentul ejacularii sau poate avea un miros putrid in
cazul prezentei puroiului (Davol, 2001).

| Unele medicamente pot modifica mirosul ejaculatului

d. pH-ul
Imediat dupa recoltare, fractiunea spermatica are un pH mediu de
6,27+0,3
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Examenul microscopic

a. Mobilitatea

- se apreciaza subiectiv prin examenul microscopic (x20 sau x40) al
unei picaturi de sperma depusa intre lama si lamela (preincalzite Ia
37-38°C): mobilitate totala si progresiva

Sperma canina normala = minimum 70% mobilitate progresiva (Feldman si
Nelson, 1996)

Reducerea mobilitatii ejaculatului (astenozoospermie) se intalneste in:
- SOC termic
- contaminarea ejaculatului cu apa, urina, sange sau lubrifianti
- abstinenta sexuala
- boli sistemice sau infectioase (bruceloza)
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Examenul microscopic

b. Concentratia = parametru utilizat pentru calcularea dozelor corecte
necesare inseminarii artificiale sau pentru stabilirea gradului de
dilutie 1n cazul conservarii materialului seminal

La caine: 200-600 x 10° spermatozoizi/ml in fractiunea a 2-a a
ejaculatului

32
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b. Concentratia

Metoda hemocitometrica presupune utilizarea camerelor de numarat Thoma si Burker-
Turk. Tntr-o pipetd Potain se aspira spermd pana la diviziunea 0,5, peste care se
aspira o solutie de clorura de sodiu 3% pana la diviziunea 101. Se omogenizeaza
amestecul, dupa care primele picaturi se indeparteaza, apoi se elibereaza o mica
cantitate in santul lamelei, pentru a difuza prin capilaritate in spatiul grilat dintre
lama si lamela. Citirea se realizeaza la microscop, prin numararea spermatozoizilor
din 80 de patrate mici sau 5 patrate mari. Se numara patru patrate mari la
diagonala, iar al 5-lea la intamplare.
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b. Concentratia

Metoda fotocolorimetrica este 0 metoda rapida de numarare care se bazeaza pe

diferitele grade de opacitate pe care le are sperma pusa in fata unui fascicol
de lumina ce trece prin dreptul unei celule fotoelectrice.

34
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b. Concentratia

Metoda electronica Se bazeaza pe modificarea de catre spermatozoizi a
campului electric creat de doi electrozi din platina, plasati intr-un capilar de
pasaj al spermei. (Rijsselaere si col., 2002)
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n functie de concentratia sa in spermatozoizi, sperma de caine poate fi:

* Sperma deasa = peste un miliard de spermatozoizi/ml - se caracterizeaza prin
apropierea spermatozoizilor la o distanta mai mica decat lungimea capului
spermatozoidului.

* Sperma mijlocie = 0,5-1,0 miliarde spermatozoizi/ml - distanta intre
spermatozoizi este egala cu lungimea capului.

eSperma rara = sub 0,5 miliarde spermatozoizi/ml - distanta intre
spermatozoizi este mai mare decat lungimea capului, ajungand pana la

lungimea unui spermatozoid (Groza si col., 2002).

 Oligospermia prezinta in campul microscopic 5-10 spermatozoizi.

* Azoospermia sau lipsa spermatozoizilor in campul microscopic.



&

COLEGIUL MEDICILOR

GUVERNUL ROMANIE!
UNIUNEA EUROPEANA MINISTERUL MUNCH, FAMILIE! REGIONAL PENTRU POSDRU VETERINAR|
3 REGIUNEA BUCUREST! ILFOV DIN ROMANIA

§l PROTECTIEI SOCIALE
RU

c. Viabilitatea spermatozoizilor = este echivalenta cu integritatea
membranei plasmatice

» Coloratii intravitale (eozina-negrozina):

- eozina penetreaza doar membrana plasmatica lezionata (spermatozoid mort)
colorand celula in roz, pe fundalul cenusiu furnizat de negrozina (Peila Martinez,
2004)

- spermatozoizii vii apar albi pe un fundal negru, cu un contur apical bine delimitat

- spermatozoizii care si-au pierdut acrozomul au un contur apical patat cu negru, fara

0 punte clar delimitata

A
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c. Viabilitatea spermatozoizilor

» Testul hipoosmotic : Proprietatea cozii spermatozoidului de a se balona Th mediu
hipoosmotic este un semn al desfasurarii normale a transportului
transmembranar al apei (England si Plummer, 1993; Kumi Diaka, 1993)

=> fenomenul de balonare poate fi considerat un semn al integritatii functionale a
membranei spermatice

Tehnica de lucru:
- 100 pul de solutie hipoosmotica de100mmol de sucroza +10 pl sperma se
incubeaza la 37°C timp de 1 minut

- se examineaza imediat la microscopul in contrast de faza cu obiectiv 400x un
numar de 200 de spermatozoizi si se clasifica in patru categorii:

. Spermatozoizi cu coada curbatad/rasucita si cu miscare flagelara de orice tip;

. Spermatozoizi cu coada curbata/rascusita , imobili;

. Spermatozoizi cu coada dreapta, imobili;

. Spermatozoizi cu coada dreapta, mobili.

B~ W N
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Reprezentarea morfologiei spermatozoizilor care au reactionat pozitiv la testul

hipoosmotic (b — g) si a celor cu raspuns negativ (a) (dupa England si
Plummer, 1993)
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d. Morfologia spermatozoizilor
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- se apreciaza imediat dupa recoltare prin examen microscopic, cu sau fara colorare
prealabila si ofera indicii importante referitoare la capacitatea fecundanta a

spermatozoizilor din ejaculat

- La ora actuala exista mai multe tehnici de colorare pentru evaluarea morfologiei
spermatice (metoda Diff Quick, Wright, albastru de metilen, violet de gentiana,
tus de China, eozina-negrozina etc.), dar se prefera coloratiile care permit si
evidentierea acrozomului: coloratia Spermac® (Jacquet, 2003), albastru tripan-

Giemsa etc.

A

v In functie de localizare:
-anomalii ale capului
-anomalii ale gatului

- anomalii ale cozii

4

V Tn functie de originea lor:
anomalii primare — au originea in
timpul spermatogenezei
anomalii secundare - apar in timpul
tranzitului epididimar ]
spermatozoizilor sau in  urma
prepararii materialului seminal
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Picatura
proximald

Condensare
acrozormuald

Coada
curbata

Cap pinform
Pies3d ntermediara
anormald

Piesa interm.

ingrogata
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Frotiu direct sperma (10x) — spermatozoizi morti, cu capete detasate si
coada in bici. Se observa multa celularitate in frotiu (original)
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Sistemele de analiza computerizata a spermei (CASA)

CASA sunt bazate pe captura succesiva de imagini care provin de la un
microscop, digitalizarea lor, identificarea celulelor spermatice pe care
le contin primele imagini, urmarirea acestor celule Tn imagini
succesive, stabilirea traiectoriilor si Tn final, expunerea rezultatelor.
Aceste rezultate reflecta 0 serie de masuratori derivate din analiza

deplasarii Tn doua planuri ale capului spermatozoidului (Rijsselaere i

col., 2005; Schafer-Somi S., Aurich C., 2007).
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CASA permit obtinerea de informatii cat mai precise si obiective cu
privire la proportia de celule spermatice motile si calitatea miscarilor
acestora.

Principalii parametrii care se evalueaza sunt:

e VSL (viteza rectilinie);

e VCL (viteza curbilinie);

VAP (viteza traiectoriei medii);

 AHL (amplitudinea deplasarii laterale a capului);
 STR (rectitudinea);

 LIN (linearitatea);

« WOB (oscilatia);

 BCF (frecventa batailor cozii).
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Avantajele CASA:

 Evaluare obiectiva si rapida a ejaculatului

 Precizie mare a determinarilor (rezultatele se bazeaza pe evaluarea unui
numar mare de celule spermatice)

* Permit detectarea unor schimbari subtile in miscarea spermatozoizilor care
nu ar putea fi identificate de analizele conventionale

Dezavantajele CASA:

* Costul ridicat al echipamentelor si consumabilelor
* Nevoia de standardizare si validare al sistemului inainte de folosire

46
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Coloratiile fluorescente si citometria in flux

Metodele de colorare clasice utilizate in microscopia optica nu sunt adecvate pentru
evaluarea spermei congelate-decongelate, deoarece glicerolul si galbenusul de ou,
componente esentiale ale mediilor de crioconservare utilizate pentru sperma de
caine, interfera cu majoritatea fixatorilor utilizati in cadrul coloratiilor diferentiale

S-au dezvoltat numeroase coloratii fluorescente pentru a evalua diferite caracteristici
ale spermei de mamifere (diacetatul de carboxifluoresceina — CFDA, iodura de
propidiu — PIl, Hoechst 33256), putdndu-se analiza prin flow citometrie sau
microscopie fluorescenta:

- proportia de celule vii si moarte,

- functia mitocondriala,

- integritatea membranei spermatice si a acrozomului,

- statusul capacitarii,

- concentratia de calciu intraspermatozoidal,

- structura cromatinei spermatice sau continutul in AND (Pefia Martinez, 2004).
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Citometria in flux continuu a devenit metoda cea mai utilizata
deoarece permite examinarea simultana, obiectiva si precisa a mai multor
caracteristici dintr-o singura proba de sperma, mii de celule fiind analizate
intr-un interval scurt de timp.

Ecran de rezultate furnizat de citometrul de flux Guava EasyCyte® (original) —
coloratie PI-PNA (viabilitate si status acrozom)

R pata Acquisition and Analysis Software - Copyright ©2009 by Guava
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Coloratia cu antibioticul fluorescent clortetraciclina

(CTC) = probd utild pentru stabilirea statusului acrozomului +
observarea progresului capacitarii spermatozoizilor.

CTC se leaga de calciul ionic intracelular formand un complex
CTC-Ca cu o emisie crescuta a fluorescentei, astfel producand o secventa
caracteristica care permite identificarea a trei subpopulatii de
spermatozoizi:

- necapacitati si cu acrozom intact (modelul F),
- capacitati si cu acrozom intact (modelul B),
-capacitati si cu acrozom reactionat (modelul AR) (Jacquet, 2003).

* CTC + Hoechst 33258 = se testeaza simultan si viabilitatea spermei,
asigurandu-ne ca statusul capacitarii este determinat doar pentru
spermatozoizii viabili.
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Spermatozoizi de caine colorati cu clortetraciclina si Hoechst 33258

demonstrand (A) modelul F, (B) modelul B si (C) modelul AR
(dupa Hewitt si England, 2001)
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Principiul conservarii spermei = reducerea temperaturii determina o
scadere a activitatii metabolice a spermatozoizilor permitand
stocarea lor

La ora actuala, conservarea spermei se realizeaza prin:

v'congelare = asigura pdastrarea pe termen lung, practic infinit a
materialului seminal

v'refrigerare = modalitate de conservare pe termen scurt, mergand de la
cateva ore la 4 -7 zile

In cadrul protocoalelor de conservare a spermei se utilizeazd doar cea
de a doua fractiune a ejaculatului. Se conserva doar sperma de buna
calitate: mobilitate totala peste 70 — 80% si maximum 20 — 30%
anomalii.
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Refrigerarea spermei canine

Protocol de lucru:
 sperma se centrifugheaza (eliminarea completa a fluidului prostatic)
se dilueaza materialul seminal
Diluantul protejeaza membranele spermatozoizilor de socul provocat de
modificarea de temperatura si de transport, asigurand in acelasi timp rezerva
energetica si mentinerea constanta a pH-ului si presiunii osmotice.
Exista mai multi diluanti comerciali pentru refrigerarea spermei, majoritatea
necesitand adaugarea galbenusului de ou.
| I Tnainte de a dilua materialul seminal, trebuie s3 ne asigurdm ca sperma si diluantul
se gasesc la aceeasi temperatura (de regula, temperatura camerei).
 sperma diluata este racita si mentinuta la 4°C 30-60 de minute
 poate fi transportata intr-un termos sau intr-o lada frigorifica. Fiola in care se afla
materialul seminal diluat trebuie izolata de contactul direct cu gheata pentru a
preveni o racire accentuata a acesteia
« Tnainte de inseminare, sperma refrigeratd se incilzeste lent la temperatura

~fAamaorol
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Refrigerarea spermei canine

Avantaje:

v rata de fertilitate similara spermei

proaspete,

v tehnica de lucru este mai putin

v

complicata,
costurile totale sunt mai mici fata
de sperma congelata

Dezavantaje:

poate ajunge moarta sau
congelata la destinatie, fie
datorita ambalarii improprii, fie
din cauza lipsei de control asupra
temperaturii pe parcursul
drumului

necesita o buna coordonare si
planificare intre proprietari i
medicul veterinar determinata de
durata sa mai scurta de viata
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Congelarea spermei canine

Avantaje: Dezavantaje:

v’ stocare pe termen nelimitat, practic v° rezultate variabile obtinute dup3

infinit decongelare chiar si in cazul aceluiasi
v permite schimbul international, individ

conditiile de transport si de utilizarea v° cost ridicat al echipamentelor

sa fiind bine reglementate utilizate

v'  necesitatea realizarii congelarii doar
in centrele specializate (pentru ca
monta sa fie recunoscuta)

! \ y !

(Rijsselaere si Rodriguez, 2002; Rota si col., 1998; Stanescu si Birtoiu, 2010; Tulcan,
2005)
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Etapele congelarii spermei canine

1. Centrifugarea
- eliminarea fluidului prostatic

- standardizarea concentratiei finale
- 600-700 g 5-10 minute

VETERINARI

4. Echilibrarea

-permite spermatozoizilor sa dezvolte
o rezistentda mai mare fatda de socul
termic asociat congelarii

- 1-4 h la 4°C sau la t° camerei

2. Diluarea

Diluantul trebuie sa fie :

-izoton cu sperma,

-sd aibda un pH cuprins intre 6,9-7,1,
-sd asigure suportul nutritiv pentru
spermatozoizi (glucoza, fructoza),

-sd contind agenti crioprotectori
(glicerol),

-sa aiba o actiune stabilizatoare, sa
aibd  actiune  antioxidanta  si
antibacteriana (peniciling,
streptomicinad

5. Congelarea

-Protocol automat dinamic
- Protocol manual static

- Ultrafreezere

6. Decongelarea
-n baie de apa la temperatura si pentru
intervalul de timp recomandat 1in
protocolul de congelare utilizat, deoarece
s-a descoperit 0 corelatiec intre vitezele
de congelare si de decongelare

- paietele de 0,5 ml in baie de apd la |
70°C timp de 8 secunde

3. Ambalarea
- Paiete de 0,25 sau 0,5 ml
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La ora actuala exista mai multe metode de congelare, fiecare cu setul
sau de substante tampon, crioprotectoare si protocol de congelare.

» metode marcd inregistratd = necesita cumpararea unei francize
pentru a fi utilizate (Canine Cryobank, CLONE, International Canine
Semen Bank (ICSB), Synbiotics si altele)

» metode publicate in literatura de specialitate (diluantul norvegian,

diluantii Uppsala-Equex system 1 and 2, diluantul CERREC, diluantul
CERCA).
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Compozitia diluantului Diluare- Congelare Decongelare | Motilitate
echilibrare postdecon
gelare (%)
Tris, fructoza, acid citric, galbenus |Centrifugare 6 |4 cm deasupra 8 sec. la 69+3,2
de ou min la 700g azotului lichid 70°C
(NL)10 min,
imersare in NL
Tris, fructoza, acid citric, galbenus | Diluare 1:4, 4 cm deasupra NL|70°C, 6 sec
de ou, penicilina, streptomicina echilibrare 4h la|timp de 10 min
5°C
l: Tris, acid citric, glucoza, |[Dilutie 1:1fr. |20, 13, 7 cm 1 min. 38°C 53
g de ou, streptomicina, A: sperma, deasupra NL timp
e ilina 40min la 15°C; |de 2, 2, respectiv
p ris, fructoza, acid citric, |30 minla 4°C |1 min
e u, streptomicina, Adaugare fr. B |imersare in NL
ilp 3
d gelare: varianta |
i s de ou
ucto citric, galbenus de | Echilibrare 30 | 10 min. la -70°C | 45 sec. S
enicili drostreptomicina min 4°C imersare in NL
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Inocularea materialului seminal consta in depunerea
materialului seminal in caile genitale femele.

Principii care trebuie respectate la inocularea materialului seminal:

* inocularea sa se realizeze in momentul optim pentru specie
 depunerea materialului seminal sa se faca la locul de electie
caracteristic speciei si tipului de material seminal utilizat
 instrumentarul folosit la inseminare sa fie steril si incalzit la 38°C

*sa se evite traumatizarea mucoasei vestibulo-vaginale, cervicale sau
uterine in timpul inocularii.
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Indiferent de tipul de material seminal utilizat (sperma proaspata,
refrigerata sau congelata) si de metoda de inseminare, momentul
ales pentru realizarea IA este crucial pentru reusita demersului si a
obtinerii fertilitatii maxime.

111! Cea mai frecventa cauza a infertilitati la catea este
reprezentata de monta/inseminarea la momentul nepotrivit
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Date fiziologice — catea

 Pubertatea apare in medie la varsta de 6-12 luni
- Femelele din rasele de talie mica ajung la pubertate mai devreme

e La catea, dezvoltarea foliculara conduce la aparitia primei ovulatii la
pubertate. Se pare ca incepe in mod brusc, fara valurile anovulatorii ale
cresterii foliculare prezente la alte specii.

* Viata reproductiva dureaza pana la 7-9 ani

* Femela diestrica (prezinta 2 cicluri sexuale pe an), existand si rase
monoestrice (ex.: Basenji), dar si femele care prezinta 3 cicluri sexuale pe
an

* Ciclul sexual: proestru (3-20 zile), estru (3-21 zile), metestru/diestru (30-90
zile) si anestru (2-4 luni).
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Ciclul sexual la catea

> In timpul proestrului femela se afld sub influenta estrogenilor, dar nu si a
progesteronului.

» Prima crestere a concentratiei serice a progesteronului este corelata cu
peak-ul LH-ului. Valul de LH (hormon luteinizant) este fenomenul care va
declansa ovulatia in 30-48 ore.

> Tn mod particular, ovocitele la citea sunt eliberate intr-un stadiu prematur
(ovocite primare) si nu pot fi fertilizate imediat. Este nevoie de inca 48 de
ore pentru desfasurarea celei de a doua diviziuni meiotice si eliberarea
primului globul polar, fenomen in urma caruia rezulta ovocitele secundare
mature.

» Ovocitele raman viabile 4-5 zile in tractul genital femel, dupa care sufera
fenomene de degenerare si nu mai sunt fecundabile.

Perioada fertila la catea incepe la 2 zile dupa ovulatie si dureaza 3-4 zile



7 e

** ',.,.', _y.l ‘I'; 4
* * ¥ e Y
* * >

* * I / s =
* g x S\ AR

GUVERNUL ROMANIE! Fondul Social European Structurale ORGANISMUL INTERMEDIAR COLEGIUL MEDICILOR
UNIUNEA EUROPEANA MINISTERUL MUNCH, FAMILIE! POSORU 2007-2013 REGIONAL PENTRU POSDRU VETERINARI
§i PROTECTIE]I SOCIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA

AMPOSORU

Monitorizarea ciclului sexual la catea

» Citologie vaginala

» Dozarea progesteronemiei

» \Vaginoscopie

» Examen ecografic

» Masurarea rezistentei electrice a secretiei vaginale

Ideal = combinarea a cel putin 2 metode de monitorizare a ciclului
sexual la catea
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Citologia vaginala

Variatiile hormonale care se produc in cursul diferitelor stadii ale ciclului sexual
au repercusiuni asupra multiplicarii si diferentierii celulelor epiteliului
vaginal .

- Examenul citovaginal trebuie urmarit in dinamica (examinari repetate la
interval de 2-3 zile)

- Nu ofera suficienta exactitate in stabilirea momentului optim pentru monta
sau insamantare artificiala se recomanda completarea examenului
citologic cu alte examene
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Citologia vaginala

Tehnica de realizare:

- se introduce un tampon de vata printre labiile vulvare in vagin. Tamponul se
orienteaza cranio-dorsal pentru a evita recoltarea celulelor din fosa clitoridiana.
Odata tamponul ajuns cranial de orificiul uretral, acesta este rotit lent pentru a
exfolia si recolta celulele.

- Dupa retragerea tamponului din vagin, celulele sunt transferate pe o lama de
microscop curata prin rularea tamponului pe suprafata acesteia.

- lamele se usuca la aer, se coloreaza (May-Grinwald Giemsa (MGG) sau Giemsa
rapida, Harris-Shorr, Papanicolau, hematoxilina-eozina, Romanowsky etc.) si se
examineaza la microscop.

- Interpretarea frotiului vaginal consta in clasificarea celulelor intalnite, evaluarea
aspectului si cantitatii de mucus, stabilirea indicilor citovaginali si corelarea
tuturor acestor date in vederea stabilirii fazei ciclului sexual
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Citologia vaginala - anestru

Sarac in celule

Celule parabazale mici, rotunde, cu
nucleu mare

Celule intermediare mici

Nuclei izolati

Leucocitele polimorfonucleare sunt in
numar redus

Eritrocitele lipsesc

Fond neclar

“\‘
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*  Crestere numarul de celule epiteliale
vaginale.

* Predomina celulele intermediare

 Eritrocitele sunt prezente in numar
mare

 Leucocitele lipsesc

e Coloratia este bazofila
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* Prezenta marcata a  celulelor
superficiale anucleate sau cu nucleu
picnotic = celule keratinizate
(Schollen)

e Coloratia predominanta este cea
acidofila

e Numarul eritrocitelor este in
descrestere evidenta
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 frotiul vaginal este bogat in celule
superficiale cheratinizate, anucleate,
grupate in ciorchine = peste 80%
celule keratinizate

* Coloratia acidofila este maxima in
aceasta faza (50 - 90 % din frotiu).

 Eritrocitele sunt rare sau chiar
absente si este posibil ca modificarile
mucusului vaginal dupa varful de LH
sa accelereze liza acestora.

* Fondul frotiului este curat lipsit de
mucus si detritusuri celulare
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Citologia vaginala — metestru

e Celularitate bogata

e Reaparitia celuleor parabazale

* Disparitia celulelor keratinizate

Aflux marcat de leucocite
polimorfonucleare

e Celule de metestru
Celule spumoase
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Determinarea progesteronemiei (P4)

Progesteronul poate fi masurat cu precizie prin radioimunoanaliza (RIA), test ELISA sau
prin imunochemoluminiscenta si este exprimat in ng/ml sau nmol/l (1 ng/m =

3,17 nmol/l).
Faza ciclului Eveniment Progesteron Semne clinice
sexual (ng/ml)
Proestru Peak LH 2(1-3) Edem vulvar, scurgeri
\ vaginale hemoragice; {

fluturarea cozii; femela nu
accepta masculul

Estru Ovulatie 6 (4-8) Scurgeri  vaginale clare,
transparente; femela |
Perioada fecundabila 10 - 25 accepta masculul
- Metestru Sfarsitul perioadei fertile 25 -50
Inchiderea colului uterin 30

Anestru <1
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Vaginoscopia = examinarea mucoasei vaginale cu ajutorul unui endoscop rigid
sau flexibil sau al unui proctoscop pediatric

Endoscopul trebuie sa aiba un diametru de maxim 8 — 15 mm, cel putin 10 — 20 cm
lungime si 0 sursa adecvata de lumina.

Procedura este bine tolerata de femela si nu necesita sedarea acesteia.
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Vaginoscopia

Tn timpul examindrii se urmaresc culoarea mucoasei, prezenta faldurilor si a secretiilor.

» Sub influenta estrogenilor, faldurile vaginale devin edematiate, umede si de
culoare roz.

» Pe masura ce femela avanseaza de la proestru spre estru aceste falduri incep sa fsi
piarda din aspectul edematiat, devenind cutate (pliuri primare si secundare).

» Cand cateaua este in deplin estru faldurile vaginale prezinta cute cu margini bine
definite.

» La trecerea din estru spre diestru faldurile vaginale se aplatizeaza, iar mucoasa
vaginala capata un aspect vargat rosu cu alb (aspect de rozeta).
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Metode de inseminare la catea

1. Inseminare intravaginala — pentru sperma proaspata
2. Inseminare intrauterina

a. Transcervicala

b. Chirurgicala

(Linde-Forsberg, 2005)
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1. Inseminarea intravaginala (vizanski, 2006)

Instrumentar necesar: cateter simplu de plastic (de genul celui folosit pentru bovine,

dar taiat la o lungime adecvata) sau cu dispozitive speciale (cateterul Osiris).

Tehnica de realizare:

cu femela in pozitie patrupodala, pipeta de inseminare este introdusa pe la
comisura superioara a vulvei si se avanseaza cat mai mult posibil

se aspira sperma in seringa

seringa se ataseaza direct sau prin intermediul unui tub scurt de cauciuc la pipeta
de inseminare. Prin refularea continutului pipetei in vagin se realizeaza practic
inseminarea

10 — 15 minute dupa inseminare cateaua se mentine cu trenul posterior ridicat
astfel incat coloana vertebrala este sub un unghi de 45 — 60° si se maseaza
clitorisul (stimuleaza contractiile vaginale antiperistaltice) pentru a facilita pasajul
spermatozoizilor spre uter

dupa ce membrele posterioare sunt eliberate, cateaua nu trebuie lasata sa se
aseze sau sa sara timp de inca 10 — 15 minute
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Cateterul Osiris
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seringa sperma sonda cu bila corpul pistoletului
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Depunere vaginala a spermei la catea cu ajutorul unui cateter pentru
bovine
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Avantajele inseminarii intravaginale:

necesita echipament si pregatire minime
este relativ non-invaziva, cu risc redus pentru catea

&

COLEGIUL MEDICILOR
VETERINARI
DIN ROMANIA
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2.a. Inseminarea intrauterina — transcervicala
(Root Kustritz, 2010)

Tehnici de realizare:
* cu ajutorul cateterului norvegian

 Endoscopic
Ambele tehnici se pot realiza chiar si fara sedarea femelei

| volum inseminat mic pentru a se evita refluxul spermei in vagin
- 1 ml la rasele de talie mica
- 2ml la rasele de talie medie
- 3-4ml pentru rasele de talie mare
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Tehnica norvegiana

Echipament:
cateter norvegian format din: sonda metalica, un tub de plastic folosit pentru
ghidaj si o seringa.

Tehnica de realizare:

- operatorul introduce ghidul tubular prin vagin pana la extremitatea posterioara a
pseudocervixului

- prin tubul de ghidaj se introduce sonda metalica sau un cateter rigid de plastic
care se dirijeaza prin palpatie transabdominala prin canalul cervical

- plasarea sondei in apropierea deschiderii cervixului este perceputa de operator ca
o senzatie de crepitatie asemanatoare palparii unui cartilaj

Dezavantaje:

- necesita mult exercitiu si o buna manualitate

- neaplicabilitatea metodei la catelele de talie mare, obeze sau cu temperament
nervos



GUVERNUL ROMANIE!
MINISTERUL MUNCII, FAMILIE!

&PROTEEICOC(ALE

Catetere norvegiene

&

ORGANISMUL INTCRMEDIAR COLEGIUL MEDICILOR
REGIONAL PENTRU POSDRU VETERINARI
REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA

- =

82



& ~
* S A
el R = %
* *
. Tfe : |
** " 3 N+

GUVERNUL ROMANIE! Fondul 8ocial European Structurals ORGANISMUL INTERMID{AR COLEGIUL MEDICILOR
UNIUNEA EUROPEANA MINISTERUL MUNCH, FAMILIE! POSORU 2007-2013 REGIONAL PENTRU POSDRU VETERINARI
§! PROTECTIEI SOCIALE REGIUNEA BUCURESTI ILFOV DIN ROMANIA
AMPOSORU

Tehnica endoscopica

Tehnica de realizare:
- un endoscop rigid se introduce in vagin pentru a vizualiza cervixul
- cateterizarea cervixului se realizeaza cu un cateter rigid din polipropilena

Avantaje:
- tehnica propriu-zisa este mai facila fata de cea norvegiana

Dezavantaje:
- echipament scump
- risc de traume sau infectie
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Inseminare intrauterina endoscopica - transcervicala (original)
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2.b. Inseminarea intrauterina chirurgicala

» utilizata Tn cazul obstructiilor vaginului sau cervixului care nu permit
cateterizarea acestuia prin metodele mai sus mentionate.

Tehnica de realizare: Inseminarea prin laparotomie

- pregatire de rutina a abdomenului posterior

- incizia pielii si a peretelui abdominal

- se exteriorizeaza uterul

- sperma este injectata folosind o seringa cu ac de 20 G sau un cateter

intravenos
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2.b. Inseminarea intrauterina chirurgicala
(Manafi, 2011)

Avantaje:
- procedura se realizeaza cu instrumentar steril, astfel ca riscul introducerii

bacteriilor din vaginul nesteril este eliminat

- tehnica este simpla si rapida
- tehnica chirurgicala permite accesul la uter, astfel ca depozitarea materialului

seminal se face corect

Dezavantaje:
- necesita anestezie generala, cu riscurile asociate acesteia si unei interventii

chirugicale
- numar limitat de inseminari care se pot realiza pe aceasta cale

- metoda este costisitoare si cronofaga
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Doza de inseminare

150 -200 milioane spermatozoizi normali cu motilitate progresiva

(Linde Forsberg, 2002; Thomassen si col., 2006)
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Metoda utilizata Rata de gestatie obtinuta

Monta naturala 80 —90%
Insdmantare intravaginala cu sperm3 62,3 —100%
proaspata
Tnsdmantare intravaginald cu sperma 59 - 80%
refrigerata
Tnsdmantare intravaginala cu sperma 52,6 —60%
congelata
Insdmantarea intrauterind cu sperm3 0-80%
| congelata |

(Linde Forsberg, 2002; Thomassen si col., 2006)
89
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