Utvardering av forbattrad metod for objektiv
kvalitetsbedomning av spermiemotilitet hos
hingst

Jessica Petterson

Handledare: Heriberto Rodriguez- Martinez
Inst. for Kliniska Vetenskaper; SLU
Bitradande handledare: Jane Morrell
Inst. for Kliniska Vetenskaper; SLU

Sveriges lantbruksuniversitet Examensarbete 2007:17
Fakulteten for veterindrmedicin och ISSN 1652-8697

husdjursvetenskap Uppsala 2007 01 18
Veterinarprogrammet



Inledning

Material och metoder
Djurmaterial

Hantering av sperma
Bedobmning av motilitet
Experimentell design
Statistik analys

Resultat
Spermiekoncentration; tabell 1
Spermiemoaotilitet; tabell 2
Diskussion
Sammanfattning
Referenser
Acknowledgments

PP ONOOOUOITRARWWNDNN B

O



Utvirdering av forbéttrad metod for objektiv kvalitetsbedomning av spermiemotilitet
hos hingst

Introduktion

Utvalda avelshingstar blir framforallt selekterade pa prestations- och exteriora meriter. Detta
har lett till att héstaveln ligger efter 6vriga djurslag, som nét, vad giller kraven pa att uppna
goda draktighetsresultat. Att en individ inte har fullgod formaga att fa ston driktiga anses idag
inte som en komplett anledning att utesluta denne ur aveln. Istéllet leder detta ofta till fler
betidckningar/insemineringar 4n nodvindigt och- eventuellt- en forsdmrad driktighetsprocent.
Avkommor till hingstar med sédmre fertilitet kan @ven fora dessa gener vidare, ett icke onskat
resultat. Om man kunde fa fram en billig och fungerande metod for kvalitetsbedomning av
sperma hos hingst som litt kan anvindas pa stationer runt om i landet skulle detta 16na sig
bade ekonomiskt och kvalitetsmassigt.

I dagens histavelsarbete anvinder man sig framst av framforallt subjektiva beddmningar nir
det giller hingstpermier och dess kvalitet. De flesta undersokningar av ejakulat baseras pa
manuella metoder, som granskning av spermier i mikroskop utrustat med speciella visuella
hjidlpmedel. De parametrar som undersoks édr framforallt motiliteten, men dven koncentration
och morfologi har en stor betydelse. Ett problem som uppstar ér skillnaden mellan olika
bedomare- upp till 60 % i variation i resultat har noterats vid undersékning av samma ejakulat

(1).

For att mer exakt kunna faststilla kvaliteten hos hingstarnas spermier behovs det fler palitliga
objektiva metoder. Det som i flera ar har funnits och som till stor del har anvinds inom bland
annat humanmedicinen dr CASA, Computer- Assisted Semen Analyzers. Denna metod
utarbetades forst av Dott och Foster- detta for ett tjugotal ar sedan (2). Utvecklingen har gatt
framat och anvinds framst pa humana fertilitetskliniker, men dven en viss del inom veterinér
andrologi. Man har anvént det pa tjur, hund, hingst och laboratoriedjur, da mest i
forskningssyfte. Utvecklingen inom det kliniska veterindra omradet har fatt fart forst de
senare aren. Dessvirre finns det fa undersokningar gjorda gillande hingstsperma och CASA.

CASA- instrumenten &r fran borjan utvecklade for att ge en objektiv bedomning av kvaliteten
pa sperma. De kan mita en storre andel spermier dn det antal som man kan bedoma okulért.
Detta innebér att man nu kan kontrollera cirka 100- 150 spermier per prov, vilket naturligtvis
innebir en begrinsning med tanke pa det antal spermier som férekommer i ett ejakulat, det
vill siga flera miljarder. CASA- instrumenten fotograferar spermier i rorelse- men som
nimnts ovan har de tidigare haft en begrinsning i antalet analyserade celler samt att de
fotograferar dven ororliga sadana.

Alternativa metoder har tagits fram, som Qualisperm™ (Biophos AG, Switzerland) dir
mjukvara rdknar algoritmer av partikel koncentrationen och den relativa motiliteten, for att
direfter klassa resultaten i olika subpopulationer av spermier. Dessa subpopulationer har
karaktiristiskt skilda motilitetsmonster, vilket borde kunna avsloja intressanta data om deras
befruktningsduglighet (3).



Ytterligare skillnad mellan tidigare CASA- system och Qualisperm'™ ir att CASA
fotograferar och analyserar egenskaper hos den enskilda spermien medan Qualisperm™ tar
bilder pa olika filt. Darefter riknar den variationen i pixlar. Metoden fotograferar upp till 50
falt per gang under fyra sekunder, vilket ger ett hogre antal analyserade spermier. Detta torde
leda till en hogre precision i métningarna.

Systemen innebér givetvis inte bara fordelar- mjukvaran maste programmeras noggrant sa att
den kan appliceras pa djurslaget i fraga- dessutom skall den vara utprovad och standardiserad
for flera olika djurslag for att man skall veta att resultaten 4r korrekta. Ovriga nackdelar med
utrustningen dr att den dr kostsam och kriver trining av anvéndaren. Dessutom behovs for
vissa parametrar en jamforelse med manuella metoder, exempelvis koncentrationsbestimning
i Biirkerkammare, for att fa palitliga resultat (1). Den storsta nackdelen ar att antalet spermier
som undersoks (riknas) dr ganska begrinsad. En tio- eller hundratal storre andel behovs for
att kunna ha en mer réttvis bild av hela spermiepopulationen.

Att kunna fa fram en metod som kan anvéndas pa hingst- och seminstationer runt om i landet
skulle innebidra ett stort framsteg for kvalitetssdkringen inom héstaveln. Syftet med detta
forsok var att se om Qualisperm kan fylla en funktion som skulle vara till stor hjilp for att
analysera hingstsperma pa ett ganska enkel och snabbt sitt, ungefir lika snabbt som subjektiv
bedomning av spermierdrlighet. Avsikten var att kunna kvalitetssidkra motilitetsbeddmningen.

Material och metoder

Djurmaterial

Hingstarna (n= 10) som anvindes i studien var alla av halvblodstyp och mellan 4 och 23 ar.
Sperman anvindes pa Flyinge hingststation under juni 2006. Sperma samlades via en
artificiell vagina. Hingstarna samlades i genomsnitt varannan dag. Totalt analyserades 30
ejakulat.

Hantering av sSperma

Den firska sperman spaddes med Kenney’s 16sning tillverkad pa Flyinge hingststation. Denna
bestar av 5,9 g glukos, 2, 4 g mjolkpulver, 0, 15g penicillin, 0, 15 g dihydrostreptomycin samt
100 ml vatten for 1 1 fardigt medium. Ett fatal av ejakulaten spdddes med &dggulebaserad
16sning, sa kallad Ngrlunds 16sning. Denna 16sning bestélldes enligt utsago frusen i burkar
direkt fran Ngrlunds Equine Hospital, Rue de Lund, 8653 Them, Danmark. Skillnaden skulle
enligt anvindarna endast ligga i att den var dggulebaserad istéllet for mjolkpulverbaserad.



Bedomning av motilitet

”QualispermTM”, (Biophos AG, Switzerland) som anvénts i detta forsok, anvinder en ny
mjukvara som inte baseras pa identifikation av spermiernas rorelsebanor. Programmet delar
upp det mikroskopoptiska filtet (frames) i rutor och identifierar alla spermier inom rutorna
medan den dven rdknar de spermier som ror sig till andra rutor i féltet. Den procentuella
motiliteten och dven hastigheten pa spermierna kalkyleras utifran denna nya metod. Ramarna
fotograferas/filmas av en avancerad digital hoghastighets- och hogupplosnings- videokamera
(Photonfocus). Denna arbetar med 50 ramar per sekund, vilket dr en storre kapacitet dn vad
tidigare CASA- system har haft. Detta verkar ske utan att kvaliteten undermineras (4).
Arealen pa det vata utstryk som skall fotograferas &dr stor, och tiden for
fotograferingen/inspelningen har utokats till fyra sekunder- vilket ger en ©kad mingd
spermier per undersokning samt torde leda till en 6kad precision pa métningarna (1).

Experimentell desien

Ejakulaten forvarades i varmeskap som holl 37°C. Ett prov fran ejakulatet spaddes (1:2) med
Kenney’s eller Ngrlunds medium. En droppe a'5 pL lades i en Maklerkammare. Kammaren
var foruppviarmd till 37°C- denna temperatur holls under alla métningar. Spermierorelserna
observerades i ett fas- kontrast system i ett Nikon E200 mikroskop (Tokyo, Japan) i 100x
forstoring forsett med viarmeplatta och filmades/ fotograferades i en sektor vid ett viarde av 50
frames per sekund (totalt 200 frames) med hjdlp av en MV- D640- 48- U2- 10 Photon Focus
Camera (Photon Focus, AG, Lachen, Switzerland). Koncentrationen, den procentuella
spermiemotiliteten samt hastigheten pa spermierna analyserades. Analyserna utférdes tva
ganger fore centrifugering och en gang efter. Alla prover hanterades pa samma sétt och under
samma omstindigheter. Motilitetsresultaten var alla uttryckta i procent.



Statistisk analys

Den statistiska analysen utfordes med hjdlp av SAS (Statistical Analysis Systems package,
version 9.1, SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA, 1989). Medelvirde och variationskoefficient
riknades ut for CASA- parametrar, subjektiv beddomning av motilitet samt
koncentrationsberikning utférd i Biirkerkammare. Overensstimmelsen av  resultat
kontrollerades av Shapiro-Wilk test, och om inte resultaten distribuerades normalt utsattes de
for en Willcoxon-test for att uppskatta differensen av medelvirdena. Distribuerades virdena
pa ett normalt sitt utfordes ett Student T- test for att kontrollera differensen av dessa.
Korrelationer mellan olika metoder av motilitetsmitning och mellan tekniker kalkylerades
med hjélp av Spearman (CORR Procedure). For alla differenser sattes en signifikansniva pa
<0, 05.




Resultat

Spermiekoncentration

Medelvirdet pa koncentrationerna varierade mellan 60 och 178, 67 miljoner spermier/ml,
totalt medelvirde var 125, 93. Koncentrationen ridknades i Burker och med hjilp av
Spermacue. Standardavvikelsen lag mellan 20.30 och 72.35 %. Resultaten av korrelationen
mellan subjektiv- och CASA- bedomning (Spearman Rank Coefficient) fore behandling med
gradient och single layer var 0, 22; efter gradient 0, 43 samt efter single layer O, 15.

Tabell 1) Standardavvikelse (%) och medelviirde (%) av spermiekoncentration.

Prov | |a1 |a2 |a3 |b1 |b2 |c1 |c2
Hingstkod | A
Average 145.00 72.50 10.52 58.00 18.67  32.33 42.33
SD 55,64 27.83 9.92 31.05 4.16  19.01 26.72
K
Average 108.33  54.17 19.53 4767 2967 31.33 52.67
SD 50.58 25.30 11.24 12.06 13.65 5.03 38.74
F
Average 109.67  54.83 20.50 3267 20.83 41.00 18.27
SD 72.35 36.17 577 19.35 9.93 31.32 8.61
Y
Average 178.67  89.33 24.50 35.00 1567 34.67 26.33
SD 63.77 31.88 8.50 500 252 24.42 19.86
H
Average 139.33  69.67 11.95 16.33 18.33  17.67 13.67
SD 45.62 22.81 6.55 7.02 1184 4.04 4.62
T
Average 139.33  69.67 46.33 58.33 38.67  40.00 40.67
SD 41.67 20.84 11.09 39.46 16.04 12.49 17.10
Q
Average 13567 67.83 22.82 39.33 15.00 33.33 22.33
SD 38.53 19.26 13.50 35.23 3.61 26.16 4.51
ya
Average 151.33  75.67 32.17 51.00 20.27 37.33 30.00
SD 66.42 33.21 12.17 1452 16.19 12.86 15.88
R
Average 60.00 30.00 11.55 4233 2133 27.00 25.67
SD 20.30 10.15 0.53 2023 1531 12.49 19.40
w
Average 92.00 46.00 17.83 35.33 1267 26.67 8.47
SD 21.93 10.97 257 12.86 4.73 13.65 2.34
Average % 125.93  62.97° 21.77°  41.60° 21.11° 32.13% 28.04°
Average SD 54.62 18.40 7.19 20.71 9.96 16.29 10.53

Average; miljoner spermier/ml
SD; Standardavvikelse; %
c1= Burker efter singlelayer

al1= Burker fore behandling b1= Burker efter gradient ¢2= Qualisperm efter SL
b2=  Qualisperm efter
a2= Provets koncentration gradient

a3= Qualisperm fére behandling

Grafargning= Ingen

signifikant skillnad

mellan matresultaten.

Vita falt= Signifikant skillnad féreldag mellan matresultaten (P< 0, 05).




Spermiemotilitet

Spermiemotilitetens medelvidrde varierade mellan 56.73 och 69.77%. Standardavvikelsen
visade pa virden mellan 8. 46 och 22, 14 %. Signifikanta skillnader sags i jamforelsen
subjektiv- objektiv bedomning (P< 0, 05), vilket kan innebéra att den objektiva bedomningen
overensstimmer mer med dn den subjektiva gor, da bedomaren av den subjektiva delen litt
paverkas av olika faktorer.

Tabell 2) Standardavvikelse (%) och medelvdrde (%) av spermiemotilitet.

Hingstkod al a2 b1 b2 cl c2
A
Mean 83.33 51.83 78.33 67.67 75.00 73.33
SD 7.22 6.71 12.58 10.12 15.00 14.57
K
Mean 62.50 65.00 70.00 48.33 68.33 35.33
SD 2.50 16.89 5.01 15.69 7.64 28.57
F
Mean 70.00 58.83 81.67 65.67 88.33 70.67
SD 4.33 14.75 5.77 10.01 2.89 5.51
Y
Mean 65.00 53.50 65.00 52.33 81.67 67.67
SD 2.50 13.61 13.23 16.92 5.77 15.14
H
Mean 55.83 45.50 65.00 24.33 70.00 55.33
SD 3.82 6.08 15.00 17.67 2291 0.58
T
Mean 77.50 54.50 68.33 78.00 70.00 74.67
SD 6.61 22.09 7.64 12.49 5.00 7.24
Q
Mean 65.83 56.67 81.67 44.33 73.33 44.67
SD 15.07 12.79 2.88 23.46 7.63 32.56
Z
Mean 61.67 70.33 73.33 69.33 56.00 69.00
SD 18.93 7.00 16.07 4.04 42.76 5.57
R
Mean 63.33 62.00 80.00 71.33 81.67 77.33
SD 3.82 2.78 8.66 7.23 7.64 13.58
w
Mean 63.33 51.00 55.00 46.00 33.33 16.33
SD 10.41 11.26 13.23 7.55 30.55 7.37
Mean 66.832 56.92° |71.83° |56.73° |69.77° |58.43°
Average
SD 12.06 8.46 10.21 10.57 22.14 14.77

SD(standardavvikelse),
average= %

al= subjektiv bedémning fére behandling b1= Subjektiv gradient
a2= Qualisperm fére behandling b2= Qualisperm gradient
c1= Subjektiv single layer c2= Qualisperm single layer

Signifikanta skillnader aterfanns i alla méatresultat rérande subjektivt versus Qualisperm
(P< 0, 05).




Korrelationen mellan subjektiv beddmning och CASA- mitningar (Spearman Rank
Correlation Coefficient) fore behandling med gradient och single layer blev — 0, 154. Efter
behandling med gradient blev resultatet 0, 281 samt avslutningsvis efter single layer 0, 40.

Diskussion

I forsoket har vi sett att Qualisperm har vissa fordelar gentemot den subjektiva beddmningen.
Den blir inte paverkad av olika faktorer som dr fallet med den subjektive bedomaren- man
kénner till hingsten sedan tidigare, har sett tidigare ejakulat och sa vidare. (5). De virden som
den objektiva bedomningen presterat Overensstimmer bittre med verkligheten 4n den
subjektiva i forsoket vad giller motilitetsmitningarna. Ndmnas bor att alla prover hanterats
med extra omsorg under arbetet, det kan ju tidnkas att vardagshantering av ejakulaten inte
alltid kommer att vidhalla exakt samma rutiner och betingelser- detta kan ge ett mindre bra
resultat fran Qualisperm.

Hingstarna varierar enormt mycket i spermakvalitet, bade sinsemellan och individuellt.
Manga forsok har gjorts att hitta en standardiserad metod for att faststélla fruktsamheten men
ingen har riktigt lyckats pa grund av denna enorma variation (6). Det dr darfor mycket
intressant att ha tillgang till denna teknik- som ndmnts ovan paverkas man som subjektiv
bedomare mycket ldtt av det faktum att man kénner till hingsten och dess ejakulat, baserat pa
tidigare resultat &dr det ldtt att man undermedvetet modulerar motilitetsprocenten uppat eller
nedat beroende pa tidigare siffror fran ejakulat fran samma hingst.

Att CASA- metodiken utvecklats i positiv riktning dr det inte nagon tvekan om. Dock
foreligger fortfarande brister hos Qualisperm™ ™, till exempel oformégan att inte kunna kiinna
igen flera pa varandra foljande mitningar av samma prov, som de dldre CASA- systemen
(exempelvis SM- CASA) gor.

Ytterligare nackdelar som ndmnts tidigare i forsoket &r att det dr en forhallandevis dyr metod,
vilket betyder att det krédvs ett stort engagemang och intresse fran hingststationens sida for att
motivera sig att inforskaffa Qualisperm. Dessutom dr det ett maste med ordentlig utbildning
och trining av anvindaren- annars kommer systemet inte till sin rétt. Risken dr da att man latt
atergar till den gamla, subjektiva metoden.



Ar hiistaveln intresserad av utveckling? Svar ja- den seridse hingsthéllaren/seminstationen och
de flesta stodgare borde inse att detta dr en stor mojlighet till forbittring av genetiken pa
hastsidan. Forvisso foreligger det inga vetenskapliga bevis pa sambandet prestation-
spermakvalitet; da héstaveln idag &r till fullo inriktat pa prestation (med undantag for vissa
raser) sa kan det vara sia att en viss troghet kan finnas att vilja engagera sig i
spermiekvaliteten. Det kan ocksda ha betydelse att sambandet motilitet-fruktsamhet &r
signifikant men inte helt bevisat. Pa notsidan foreligger tveksamhet framforallt vid
motilitetstal runt 50 % eller mer. Inom vissa populationer av notkreatur har man heller inte
funnit nagot samband alls (7). Det finns dock andra undersokningar inom nétomradet som
tyder pa ett signifikant samband mellan motilitetsgrad och fruktsamhet, resultaten faststilldes
da genom jamforelser subjektivt-CASA (1, 8).

Hingstfertilitet dr svar att méta pa grund av att den paverkas kraftigt av mer n just egna
parametrar- en stor del av driktighetsantalen beror pa stomaterialet och dess kvaliteter (9).

Slutligen blir det s en avkomma fran den superba hingsten med enormt scoop men med usel
spermiemotilitet- da blir denna avkomma hett eftertraktad pa marknaden och far automatiskt
ett hogt avelsvirde. Stodgaren gar back ekonomiskt pa grund av upprepade inseminationer/
betdckningar och sa gor dven hingstidgaren- hingsten far daligt rykte och utsitts for ett hogre
slitage samt att kompensationer for uteblivna driktigheter inte leder till nagon 16nsambhet.
Stoet 16per hogre risk att fa infektioner och dirmed forsdmras driktighetsprocenten
ytterligare. Avkomman gar sedan (formodligen med en viss moda) vidare inom aveln om den
presterar bra inom sin gren och sprider pa sa sitt sina gener vidare i populationen, med risk
for spridning av dalig reproduktionskapacitet. I tjurvidrlden hade detta inte fatt forekomma,
dér selekterar man sina avelstjurar noggrant med avseende pa bade exterior, temperament,
funktionalitet och dessutom reproduktionsférmaga (10). Aven hir anvinder man CASA-
metoder, dock med vissa restriktioner- det har tidigare foreslagits att man endast skall
anvinda CASA for virdering av kinetiken hos spermierna- det vill sdga motilitetsgrad och
rorelsemonster- detta pa grund av att tidigare exemplar av systemen har gett vissa
felmédtningar gillande koncentration och antalet spermier med ett visst rorelsemonster, sa
kallade subpopulationer (1, 5, 11).

Om histaveln accepterar och visar intresse for denna utveckling av motilitetsbedomning sa
har den kommit ett stort stycke pa vigen. Qualisperm skulle, om man ser pa resultat fran
denna understkning, visa sig kunna vara ett l1dmpligt instrument att anvénda i detta syfte.
Mojligen krivs det fler utvdrderingar av systemen i sammanhanget, men dessa resultat visar
pa en positiv utveckling inte bara i korrekthet i métningar utan dven i anviandarvinlighet.

Tidigare forsok med CASA i samband med hingstspermier har gett resultat som inte haft
nagon statistisk forankring- darfor har anviandningen av CASA inte blivit vanlig i det
praktiska arbetet. Eftersom man da inte kunde faststélla sub-populationer av spermier pa ett
bra sitt fick systemen ingen forankring i verkligheten. Med de nyare CASA- metoderna, som
exempelvis Qualisperm som anvints i detta forsok, dr det mojligt att faststilla
subpopulationerna- i en studie har man dragit slutsatsen att de flesta befruktningsdugliga
spermier i ett ejakulat tillhor sub-population 1. Kan man faststilla och spara dessa spermiers
karakteristiska rorelsemonster och dvriga egenskaper kan systemet fa en stor betydelse for
analysmojligheterna av hingstsperma (3). Detta kan pa sikt leda till ekonomiska framsteg samt
naturligtvis en bittre avelsbas inom histaveln.



Sammanfattning

I forsoket utvirderades en méjlighet att med hjdlp av Qualisperm™ fa en fungerande
objektiv metod for att bedoma motilitet hos hingstsperma. Ejakulatprover analyserades fore
och efter centrifugering av spermier. Motilitet och koncentration beriknades och analyserades
statistisk. Jamforelser gjordes hela tiden parallellt med subjektiv bedomning.

Qualisperms fordelar gentemot sina dldre foregangare inom CASA- familjen &r att den kan
bedoma ett hogre antal spermier samt klassa dessa i olika subpopulationer som i sig har olika
egenskaper som avgor deras befruktningskapacitet.

Resultaten visade att den objektiva metoden mycket vil skulle kunna anvidndas praktiskt med
tanke pa de resultat som uppvisades i forsoket. Dock foreligger fortfarande vissa nackdelar sa
som kostnad av apparaturen men dven ritt trining av anvindaren for att metoden skall komma
till sin rétt.

Kan man i ytterligare forsok och studier fa relevanta statistiska resultat som bevisar nyttan av
att anvinda Qualisperm istéllet for subjektiva bedomningar, sa har man skaffat sig ett palitligt
instrument som kan assistera i forsoken att fa en bittre grund for histaveln i Sverige, bade
kvalitets- och ekonomimaéssigt.

In this trial we used QualispermTM as an objective method of measuring stallion semen.
Samples of semen were analyzed before and after centrifugation. Motility and concentration
were statistically analyzed. During the trial all the objective mesaurments were compared to a
subjective method.

The advantages of QualispermTM compared to older CASA- systems is it’s ability of
measuring a greater amount of spermatozoa while it also grades them into different
subpopulations. These subpopulations have different qualities that decides their capacity of
fertilization.

The results showed that this objective method might be used practically. Although, there are
still some disadvantages, such as high costs and the necessarity of accurat training of the
handler.

If it’s possible to prove further relevant results that also are statistically correct, this could
prove the usefulness of QualispermTM as an objective measurment method in the daily work
at gestuts and stallion stations, thus giving the staff a reliable instrument in assisting the work
for an improved horse breeding in Sweden, improving both in quality and economically..
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