Bedomning av spermiemotilitet i farsk, kyld samt
selekterad hingstsperma med Qualisperm™

Hanna Strutz

Handledare: Anne-Marie Dalin
Inst. fér kliniska vetenskaper, avd for reproduktion
Bitradande handledare: Jane Morrell
Inst. fér kliniska vetenskaper, avd for reproduktion
Bitradande handledare: Anders Johannisson
Inst. fér anatomi, fysiologi och biokemi
Bitradande handledare: Heriberto Rodriguez-Martinez
Inst. fér kliniska vetenskaper, avd for reproduktion

Sveriges lantbruksuniversitet Examensarbete 2007:79
Fakulteten fér veterindrmedicin och ISSN 1652-8697
husdjursvetenskap Uppsala 2007

Veterinarprogrammet



INNEHALLSFORTECKNING

SaMMANTALNING ...eeeieiiiie et te e et e et e e eeeeaes 2
SUIMIMIATY ...ttt ettt e e e ettt e e e e e e ettt et e e e e e eaabbeaeeeeeeeas 3
TNIEANING ..ttt ettt e e 4
Material OCh MELOAET .......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 6
Hingstmaterial .........coooriiiiiiiiiiiiiiie e 6
FIOAeSSChema .........eeiiiiiiiiiiiiie e 6
KONCENITAtION ...ttt e 7
SEIEKLION ...ttt et ettt e et e e et e e et ee e 7
MotilitetShEdOMNING. ... ..eeeiiiietiiiiiie ettt ettt 8
STALISTIK ¢ttt et et 9
RESUITAL ..o ettt e 9
Analysresultat per hingst samt koppling till fertiliteten. ...........cccoccueeeenieeenen 9
Spermahanteringens paverkan pa motiliteten ...........ccccveereeeeireereeeeiie e 12
Jamforelse mellan subjektiv och objektiv motilitet..........ccceeeveeereniiierieinene. 14
Spermiekoncentrationens paverkan pa resultatet fran Qualisperm™™ ............... 15
DISKUSSION <.ttt et sttt e e 15
KONKIUSION. ..ttt e 18
LitteraturfOrteCKNMING ........ooeiiuiiieiiiie ettt et 19
ACKNOWIEAZEIMENLS .....eeiiiiiieee ettt ettt e e et e e e 21



SAMMANFATTNING

Detta EEF-projekt dr en del av ett storre projekt pa SLU som genomfors vid
avdelningen for reproduktion, institutionen for kliniska vetenskaper, vars syfte &r
att utvdrdera och ta fram nya metoder for kvalitetssidkring av hingstsperma.
Behovet av detta har uppstatt da det under de senaste 10 aren skett en 6kning av
anvindandet av artificiell insemination med kyld transportsperma samtidigt som
folningsprocenten sjunkit. Detta delprojekts syfte var att utvdrdera en objektiv
metod for bedomning av motilitet med hjélp av Qualisperm, pa firsk och kyld
hingstsperma fore och efter selektion genom centrifugering i kolloider.

Motiliteten bedoms idag subjektivt med hjidlp av ljusmikroskop med faskontrast
ute pa hingststationerna, och flera tidigare studier har visat varierande samband
vad giller korrelationen mellan motilitet och fertilitet. Darfor har metoder for mer
objektiv mitning av motilitet tagits fram, ex CASA (Computer Assisted Semen
Analysis) varav en ny variant dr QualispermTM (Biophos AG, Switzerland) som
bygger pa en annan princip 4n tidigare CASA-maskiner. D& Qualisperm™ #r bade
billigare och enklare att anvinda #n tidigare CASA-maskiner ldmpar den sig
bittre for anvindning ute pa hingststationerna. Qualisperm™ fotograferar
spermierna och bestimmer sedan antal partiklar (spermier) som korsar olika félt
och ger en regression algoritm av spermiehastighet, spermieantal och olika klasser
av spermier (subpopulationer) efter typ av motilitet. Till skillnad fran andra
CASA-system som ofta analyserar ett par hundra spermier per prov analyseras hér
flera tusen spermier.

Detta delprojekt utfordes under tre veckor pa Flyinge sommaren 2007. I studien
ingick 10 hingstar. Fran vardera hingsten undersoktes 3-4 ejakulat. Sperman
analyserades for motilitet bade pa farska och kylda prover under tre dagar, samt
bade fore och efter selektion genom centrifugering. Motiliteten bedomdes bade
subjektivt med ljusmikroskop och objektivt med Qualisperm™™, och dessa virden
jamfordes sedan. Dessutom undersoktes hur motiliteten paverkades av
rumstemperatur och selektion under 3 dagar.

Den statistiska analysen visade att det fanns en statistiskt signifikant korrelation
mellan den subjektiva och den objektiva motiliteten. Det fanns ocksa statistiskt
signifikanta skillnader i motiliteten mellan de olika sétten att hantera sperman.
Resultaten visade att motiliteten gynnades av selektion och forvaring i kylskap.
Aven mellan de olika hingstarna fanns det skillnader i motilitet och hur linge
spermierna 6verlevde beroende pa forvaringstemperatur och selektion. Analys av
spermier med avvikande typ av motilitet fore och efter centrifugering visade att
selektionen signifikant minskade andelen “defekta” spermier.

Resultatet av studien visade att Qualisperm™ skulle kunna bli ett bra komplement
ute pa hingststationerna i framtiden. Dock finns fortfarande en viss subjektivitet
inbyggd i analysmetoden i det att anvindaren sjélv viljer var i preparatet analysen
skall ske, vilken bor arbetas bort. Qualisperm™™ fungerar ocksd bist nir
anviandaren fatt tillrackligt trining innan anviandning.



SUMMARY

This EEF-project is a part of a larger project at SLU, Division of Reproduction,
Dept of Clinical Science, with the intention of developing and evaluating new
methods for the assessment of stallion semen quality. Over the last 10 years there
has been an increase in the use of artificial insemination with cooled semen in
Swedish horse breeding. At the same time, foaling rates have decreased. This has
lead to a need for new and better methods of assessing the quality of stallion
semen. This EEF-project was based on an objective method to calculate motility,
with QualispermTM, in fresh and cooled stallion semen, and after selection.

Today sperm motility evaluation is mainly done subjectively by visual assessment
with a light microscope, and the correlation between these motility results and
fertility have varied. Therefore, there have been a number of objective methods
designed, for example CASA (Computer Assisted Semen Analysis) where
QualispermTM (Biophos AG, Switzerland) is a new system based on different
principles compared to earlier CASA-systems. While other CASA-machines
takes a series of photographs and the trajectories are used to separate the sperm
tracks into categories of different motility patterns, Qualisperm™  determines the
number of particles (spermatozoa) crossing fields of view, yielding a regression
fluctuation algorithm of sperm numbers and translation classes. Furthermore it
analyzes thousands of spermatozoa per sample compared to other CASA-
machines where often only a couple of hundred spermatozoa are measured.
QualispermTM is also easier to use than other CASA-machines, which makes it
more suitable for use out in the field.

This EEF-project was carried out on the national stud at Flyinge during three
weeks in the summer of 2007. Three or four ejaculates /stallion from 10 stallions
where analysed during 3 days for subjective and objective motility in fresh and
cooled semen and after selection by centrifugation. The semen was kept both in
room temperature and chilled at + 5 ° C, to study how the temperature would
affect the motility.

The statistical analysis showed that there was a significant correlation between the
subjective and objective motility. There was also a significant difference in
motility depending on how the semen was handled (temperature and selection
through colloid centrifugation). The results indicated that the motility was best
preserved by selection and storage at + 5 ° C. There were also individual
differences between stallions, concerning the time their spermatozoa kept their
motility. Analysing spermatozoa with an atypical motility before and after
centrifugation showed that this method effectively selected progressively moving
spermatozoa

This study showed that Qualisperm™ could be a good complement to traditional
methods in the field in the future, but some further development of the machine
must first be done. There is still some subjectivness built in the method, since the
user chooses the spot for the analyze, and there is also a need for training before
using Qualisperm™™.



INLEDNING

Inom dagens histavel finns stor efterfrigan pa atkomlighet och bredd i det
hingstmaterial som anviinds. Okad efterfrigan p& populira hingstar har lett till en
okning av anvéindandet av artificiell insemination (AI) och kyld transportsperma.
Detta framgar av betickningssiffror for Al-anvindande fran Avelsforbundet for
Svenska Varmblodiga Travhisten (ASVT) och Avelsforbundet for Svenska
Varmblodiga Histen (ASVH). Ar 1986 lag anvindningen av firsk sperma for
artificiell insemination pa 7 % hos halvblod och 54 % hos varmblodiga travhéstar,
av alla ston som beticktes det aret. Dessa siffror har sedan dess stigit fram till
2006, da motsvarande siffror for halvblod vad giller Al var 25 % for farsk
sperma, 63 % for kyld transportsperma och 4 % for fryst transportsperma. Detta
innebdr att endast 8 % av all betickningar skedde naturligt. For
varmblodstravarnas del anvindes 2006 45 % firsk sperma, 33 % av stona
inseminerades med kyld transportsperma och 16 % med fryst sperma. Samtidigt
som anvidndandet av Al och kyld transportsperma har okat har man sett att
folningsprocenten har sjunkit de senaste 10 aren. (Kareskoski et al 2006, Kuisma
et al 2006). Till skillnad fran exempelvis not-aveln, ddr man inriktar sig mycket
mer pa god fertilitet dr histaveln dessutom ffa prestationsbaserad (Colenbrander et
al 2003). Sammantaget finns det dirfor inom héstaveln ett stort behov av bra
metoder for kvalitetssikring av hingstsperma, bade for att kunna urskilja hingstar
med nedsatt spermakvalitet som kanske inte lampar sig for Al med exempelvis
kyld sperma, men ocksa for att i sig kunna fOrbittra spermans kvalitet.

De metoder for kvalitetssidkring som idag anvinds ute pa svenska hingststationer
ar ffa baserade pa bedomning av spermans koncentration och volym, vilket &r
objektiva metoder, samt subjektiv bedomning av motilitet med hjilp av
ljusmikroskop (Malmgren 1997). Dock dr dessa parametrar inte nddvéandigtvis de
bista nir det giller att bedoma hingstens fertilitet. Nir det giller motilitetens
korrelation till fertiliteten finns det motstridiga resultat (Voss et al 1981, Dowsett
and Pattie 1982, Amann 1989, Samper et al 1991, Malmgren 1997, Graham 2001,
Nie et al 2002, Rota et al 2004) som till en del beror pa att motiliteten bedoms
subjektivt. Detta kan leda till att bedomningen av samma preparat kan skilja sig
mycket mellan olika personer. En objektiv motilitetsbedomning skulle troligen
bittre kunna svara mot fertiliteten. Man far heller inte glomma bort att hingstens
fertilitet varierar naturligt med sdsong, alder och samlingsfrekvens (Dowsett and
Pattie 1982, Kuisma et al 2006, Malmgren 1997, Rousset et al 1987, Sieme et al
2004). Detta leder sjélvklart till ytterligare svarigheter nér det giller att bedoma
hur vil motiliteten overensstimmer med fertiliteten.

Vi har idag ca 69 hingststationer i Sverige, vilka har tillstand fran Jordbruksverket
att samla och hantera sperma. Dessa ir av varierande storlek och verksamhet. Det
finns ett behov av bedomningsmetoder som &r ldtta av anvidnda och objektiva,
vilket gor analysresultaten jamforbara mellan stationer. Detta dr nagot som skulle
gagna histaveln i framtiden da det blir littare for stodgaren att planera sin avel
med mer och sidkrare information om hingstarna. Metoderna skall ocksa vara
praktiskt tillimpbara och ekonomiskt hallbara for stationen, dven for den mindre
stationen.



For objektiv motilitetsbedomning har ett antal metoder arbetats fram de senaste
aren. Bl.a. CASA (Computer Assisted Semen Analysis) ddr en ny produkt vid
namn Qualisperm "™ (Biophos AG, Switzerland) arbetats fram. Vanligen arbetar
CASA genom att fotografera och analysera upp till 100-150 spermier per prov.
Apparaturen togs fram for ca 20 ar sedan och har sedan anvints bade pa human-
och djursidan. Med denna utrustning kan flera olika sorters spermieparametrar
bedomas. (Verstegen et al 2002). Apparaturen &dr dock dyr och stor vilket gér den
mindre limplig att anviinda pa hingststationer. Qualisperm " ir en annan typ av
CASA-instrument som arbetar genom att bestimma antal partiklar (spermier) som
korsar olika filt (som ldggs som optiska filt vid 1ag forstoring) och ger dérefter en
regressionalgoritm av spermiehastighet, spermie antalet och olika klasser av
spermier (sub-populationer) efter typ motilitet.

Flera tusen spermier analyseras pa detta sitt, jamfort med tidigare CASA-system
som ofta analyserar endast ett par hundra spermier per prov. Qualisperm'" ir
lattare att anvidnda &n tidigare CASA-maskiner och ar déarfor mer lamplig ute pa
hingststationerna i Sverige, forutsatt att den far fram sékra motilitetsresultat.

SLU har sedan ett par ar tillbaka ett projekt i samarbete med Flyinge AB for att ta
fram nya och forbittra de idag befintliga kvalitetskontrollmetoderna for
hingstsperma. Detta EEF-arbete dr en del av detta projekt och koncentrerar sig
kring en objektiv metod till motilitetsbedomning.

Syftet med detta delprojekt var att med hjilp av Qualisperm ™ (Biophos AG,
Switzerland) utvirdera fiarsk och kyld sperma fore och efter selektering genom
Single-Layer-Centrifugation och jaimfora resultaten med den subjektiva metoden.
Dessutom utvirderades hur hanteringssidtt och koncentration paverkade
motiliteten.

Forra aret gjordes ett liknande delprojekt, av Jessika Pettersson, som ocksa
utvirderade Qualisperm™ pa Flyinge. Qualisperms'" programvara har sedan
dess omarbetats en del, och dessutom anvinds nu vanliga objektsglas istéllet for
Maklerkammare vid analysen.

Hur sperman hanteras efter samling har stor betydelse for dess kvalitet (Graham
2001), och att hitta hanteringsmetoder som gor att sperman kan lagras lingre med
bibehallen kvalitet 6kar mojligheten att utnyttja sperma fran atraviarda hingstar
under lidngre tid. Idag spdds sperman med Kenney’s eller andra typer av
spadningsvitska till 1:1 alt 1:2 (ibland till och med 1:3) ute pa hingststationerna,
innan den packas for transport. Spadningen har visat sig gynnsam for spermiernas
overlevnad da man tillsdtter néring, antibiotika och buffring (Malmgren 1997,
Rota et al 2004, Rousset et al 1987). For transporten samt for lingre hallbarhet
maste sperman dven nedkylas. Spermans hallbarhet paverkas nimligen dven av
omgivningstemperatur (Malmgren 1997). Bland annat sag Malmgren et al. (1994)
en liangre hallbarhet hos sperma lagrad vid 5 ° C 4n vid 20° C. Man har dock sett
att fertiliteten varierar mellan hingstar vid anvéndning av kyld transportsperma,
vilket tyder pa att alla hingstars sperma ej lampar sig for detta (Pickett and Amann
1995, Katila 1997).



Selektering genom centrifugering genom en kolloid (Thys 2007) dr nagot man
hoppas kunna anvinda i framtiden for att fa fram de mest vitala spermierna och pa
sa sitt hoja fertiliteten. Att ta bort seminalplasman genom centrifugering har
ocksa visat sig vara positivt for spermans overlevnad (MacPherson et al 2002,
Sieme et al 2004, Kareskoski et al 2006) Man bor dock tidnka pa att selektering
minskar koncentrationen, vilket kan leda till problem. En normal
inseminationsdos brukar ligga kring 500 miljoner progressivt motila spermier
(Nie et al 2002).

Genom att i detta delprojekt dela upp ejakulat efter olika hanteringssitt kunde
man folja hur motiliteten paverkades av selektion och omgivningstemperatur. Da
tidigare studier enligt ovan har visat att spermier i lingden mar bist av selektion
och forvaring i kyla var detta nagot vi ville fortsitta utvérdera.

Syftet med detta delprojekt var att utvirdera hur vil motiliteten framtagen med
hjilp av Qualisperm™™ kunde korreleras till den subjektivt beddmda motiliteten i
ljusmikroskop. Vi ville dven studera om det fanns skillnader i resultaten beroende
pa hanteringen av sperman. Dessutom ville vi undersoka inom vilka
koncentrationer Qualisperm "™ gav bist utvirdering av motiliteten.

MATERIAL OCH METODER
Hingstmaterial

Hingstarna som ingick i studien bestod av 10 av Flyinges hingstar varav 9 var av
halvblodstyp och en av ponnytyp. Hingstarna var mellan 4-24 ar gamla. Sperman
samlades med hjdlp av en artificiell vagina av coloradotyp och analyserades pa
Flyinge hingststation under 3 veckor i juni 2007. Varje hingst samlades ungefir
varannan dag och i studien ingick 3 till 4 ejakulat fran vardera hingsten, vilket
blev totalt 36 ejakulat. Vilka hingstar vi fick ejakulat fran avgjordes pa
samlingsdagarna beroende pa hur hart bokade hingstarna var, dvs om det fanns
sperma Over till oss. Varje ejakulat analyserades under 3 pa varandra foljande
dagar.

Flédesschema

Efter samling med artificiell vagina spdddes sperman till 1:1 med Kenney’s
16sning  vilken bestar av 4,9g glukos, 2,4g mjolkpulver, 0,15g
dihydrostreptomycin och 0,15g penicillin vilket blandas i 100 ml sterilt vatten.
Direfter analyserades koncentrationen med hjidlp av Biirkerkammare och
Spermacue.

Direfter kodades sperman vad gillde hingstens identitet och delades upp i ett a
och ett ¢ prov. C-provet centrifugerades och bada proverna forvarades sedan i
rumstemperatur under 3 dagar (se figur 1).



Figur 1. Flodesschema for de olika beredningsformerna a, b, ¢ och d under de 3
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Koncentration

Spermiekoncentrationen riknades fram manuellt med hjélp av Biirkerkammare. 1
ml sperma spiaddes 1:100 med koksaltlosning och dérefter lades en droppe fran
denna 16sning i en Biirkerkammare med rutsystem. Antalet spermier riknades i ett
faststillt antal rutor (25st) varefter koncentrationen spermier/ml ridknades fram.
Dessutom ridknade QualispermTM fram ett koncentrationsvirde for varje prov som
analyserades.

Selektion

Selektionen av spermierna skedde genom en “’Single layer centrifugation” vilken
utfordes av Jane Morrell. Detta innebdr att 4 ml av en hogdensitetskolloid
pipetterades ner i ett centrifugror. Direfter tillsattes 1,5 ml av sperman vilken
inneholl ungefir 100 miljoner spermier per ml. Roret placerades i en centrifug och
centrifugerades vid 300g i 20 minuter. Seminalplasman och gradientmaterialet
sOgs sedan bort och spermiepelletsen i botten spiaddes pa nytt i 1 ml Kenney's
16sning.

Dag

Dag
1

Dag



Motilitetsbedémning

Bedomare av den subjektiva motiliteten var ffa Jane Morrell de forsta dagarna
under Flyingevistelsen och sedan Hanna Strutz, beroende pa vem som hade mest
tid. Den subjektiva motiliteten bedomdes genom att en droppe av den spidda
sperman lades pa ett objektsglas med tickglas over. Objektglaset lades pa en
varmeplatta (38°C) i ett ljusmikroskop vartefter motiliteten bedomdes. Motiliteten
bedomdes i % (0-100 %). Direfter togs ca 1 ml fran a-provet och doptes till b och
1 ml fran c-provet och doptes till d. Dessa prover forvarades i kylskap (+ 5 ° C).
Det innebar att det fanns fyra olika beredningsformer av sperman att analysera.
Dag 0, dvs. samlingsdagen, analyserades a och ¢ prover med Qualisperm ™ Dag
1 och 2 analyserades forutom a- och c- dessutom b- och d-proverna. Nir den
subjektiva motiliteten 1dg pa < 10 % rdknades provet som “ej analyserbart” pga
for lig motilitet, och analyserades inte vidare med Qualisperm’™. Dessa prover
ridknades som “doda” féljande dagar.

Qualisperm bestar av ett dataprogram samt en kamera (MV-D640-48-U2-10
Photon Focus Camera) kopplad till ett
mikroskop (NikonE200) med
faskontrastoptik. Apparaten tar 12
bilder = per sekund av ett
inprogrammerat optiskt fdalt i lag
forstoring i 7 sekunder som sedan
analyseras av programmet.
Programmet ridknar fram motilitet och
koncentration och  delar upp
spermierna i olika subpopulationer.
Detta sker genom att partiklarna
(spermierna)  emitterar  ljus i
faskontrast som  registreras  av
programmet. Direfter berdknar ==
programmet en algoritm av ’
fluktuationer i ljusintensitet och en
regressionsalgoritm tas fram, varifran
partiklarna ges olika hastigheter och
delas in i subpopulationer efter typ av
motilitet.

Vid analysen med Qualisperm™ tillsattes 5 pl sperma till ett foruppvirmt
objektglas (38 grader) och ticktes med ett tickglas. Provet studerades for att vilja
ut det mest representativa omradet att analysera vartefter analysen startades. Varje
prov analyserades pa 3-4 olika omraden pa objektsglaset for att fa fram ett sa
representativt viarde som mojligt. Ibland behdvde analysen upprepas nér
programmet haft svart att bedoma bilderna. Detta hade med bildernas kvalitet att
gora — ex for ljust/for morkt, att sperman inte lag still (floden kan uppsta i
sperman nir ett tickglas laggs pa), for tita prov dir spermierna lag i klumpar samt
for lag koncentration. Nir bilderna var registrerade gav datorn andel spermier (%)
som hamnat i respektive subpopulation samt koncentrationen. Subpopulation 1
och 2 bestod av spermier som lag still och gungade resp. snurrade i en cirkel.
Hingstspermier har ett ovalt huvud och r6r sig naturligt i stora vida cirklar, det dr
déarfor viktigt att apparaturen dr instélld for ritt djurslag for att skilja pa naturligt



cirklande och defekt cirklande i sma sniva cirklar. I detta projekt har vi lagt storst
tyngdpunkt pa subpopulation 3 vilket dr de spermier som har en snabb progressiv
motilitet. Detta motilitetsvirde jamfordes sedan med det subjektiva
motilitetsviardet. Koncentrationen for varje motilitetsvirde antecknades ocksa, for
att om mojligt fa fram inom vilka koncentrationer Qualisperm ™ arbetar bist.

Da motilitetsbedomningen gjordes pa firska och kylda prov samt efter selektion
av sperman kunde man folja hur motiliteten fordndrades av selektion och
omgivningstemperatur. I denna studie har tyngdpunkten dock lagts pa hur vil
Qualisperm ™ kan arbeta med de olika formerna.

Statistik

Analysresultat fran den subjektiva och objektiva motilitetsbedomningen, samt
koncentrationen framtagen med Qualisperm har bearbetats statistiskt av docent
Nils Lundeheim med hjédlp av SAS (Statistical Analysis Systems package, version
9.1 SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA, 1989). For objektiv och subjektiv
motilitetsbeddmning samt for koncentrationen framtagen med Qualisperm
riknades medelvirden och variationskoefficiens ut. Korrelationer mellan
subjektiv och objektiv motilitet samt koncentrationen riknades fram med hjélp av
Spearman (CORR Procedure), och variansanalysen for dessa tre virden nir det
giller olika dagar och beredningsformer har riknats fram med Mixed Procedure.

Under hosten har vi dven fatt ta del av fertilitetsresultat fran Flyinge, bade totalt
over sdsongen 2007 samt for den perioden vi var pa Flyinge. Dessa virden har
anvints for att jamfora med motsvarande motilitetsvirden.

RESULTAT
Analysresultat per hingst samt koppling till fertiliteten.

Antal analyserade ejakulat var 36 stycken uppdelade i 258 prover. En del prover
(77st) foll bort pga. for 1ag motilitet (< 10 %). Fordelningen av prover for varje
beredningsform och dag kan utlédsas i tabell 1. Hiar framgar hur mycket de olika
beredningsformerna minskade i antal med tiden. Minskningen i antal berodde
alltsa pa bortfall av prover vars motilitet sjunkit under 10 %. Den beredningsform
med storst minskning i antal och ddarmed ocksa den dir motiliteten sjonk mest
drastiskt var prov a, d.v.s. ocentrifugerade spermier forvarade i rumstemperatur.
Det fanns dven individuella skillnader mellan de olika hingstarna, vad géllde deras
motilitet (tabell 2)

Tabell 1. Antal analyserade prover samt fordelning dver dag och beredningsform

Analyserade Prover — totalt 258

Beredningsform
Dag a b c d a-ocentrifugerad, rumstemp
0 36 * 36 * b-ocentrifugerad, kyld, + 5°C
1 15 34 35 36 c-centrifugerad, rumstemp
> 1 11 13 36 d-centrifugerad, kyld, + 5°C

* - analyserades inte dag 0



Tabell 2 visar bade subjektiv (SM) och objektiv motilitet (OM) for varje hingsts
a-prov dag 0, angivet som medelvirde + SD (a-provet motsvarar hér rasperman).
Dessutom finns resultat fran Flyinges sprangrullor, vilket anger antal
driktigheter/antal inseminerade brunster under perioden 2/6-19/6 (bade Al och
kyld transportsperma). Hir framgar att motiliteten varierade mellan hingstarna,
bade vad giller subjektiv och objektiv bedomning. Hingst V &r den hingst dir det
skiljde mest mellan subjektiv och objektiv motilitet och detta var ocksa en hingst
som Qualisperm™ verkade ha svart att analysera bilderna ifran. Hr fick analysen
upprepas flera ganger for varje ejakulat. Tabellen visar att den objektiva
motiliteten generellt hade storre variation inom hingst dn den subjektiva. Dock ger
Qualisperm resultat inom snévare intervaller (ibland med decimal) medan den
subjektiva motiliteten ges med 5 % intervaller. Detta bidrar till att den objektivt
bedomda motiliteten varierade mer 4n den subjektivt bedomda motiliteten. Hogst
objektiv och subjektiv motilitet hade hingsten L, men endast 4 av 10 ston blev
dréktiga. Ingen statistisk analys har dock gjorts mellan hingstarnas motilitets- och
fertilitetsresultat.

Tabell 2. Jamforelse av objektiv och subjektiv motilitet per hingst for a-prover dag 0,

samt driiktighetssresultat fran antal inseminerade brunster under perioden 2/6-19/6.

Objektiv (OM) och subjektiv (SM) motilitet per hingst prov a dag 0 samt driktighetsresultat

Hingst Antal ejakulat OM SM dréktigheter/inseminerade
Medel £ SD  Medel £ SD  brunster 2/6-19/6

G 3 443 £18,7% 46,7£29%  5/12

H 3 53£11,5% 45+0% 13/22*

J 3 423+78% 483+£12%  0/5

K 3 48,7+£38% 61,7+17,6% 15/41

L 4 733+£52% T7715+87%  4/20

P 4 423+£21,0% 513+£75% 6/21

R 4 495+72% 525+£9,6% 4/11

S 4 425176 % 56,3+95% 3/14

v 4 228+14,0% 563 +132% 8/41*

Y 4 545+40% 663+11,8% 1/12

OM — objektiv motilitet, SM — subjektiv motilitet, SD — standardavvikelse, , * - ett sto

hade resorberat.

Tabell 3 visar medelvérdet samt standardavvikelser for a- och c-virden nir det
giller motiliteten for Qualisperm™ i subpopulation 1 och 2 dag 0, d.v.s. fore (a)
och efter (c) selektion. Subpopulation 2 bestod av spermierna som snurrade i
cirklar och subpopulation 1 av spermierna som lag stilla men med rorlig svans,
dvs. “fastklistrade” huvuden pa objektsglaset. Medelvirdet sjonk signifikant
(<0,0001) efter selektion vid jamforelse av a och ¢ for bada subpopulationerna.
Detta torde tyda pa att centrifugeringen effektivt selekterade bort spermier med en
icke Onskvird typ av motilitet. Ur tabellen framgar dven variationen mellan
hingstarna vad giller fordelning av spermier i de bada subpopulationerna.
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Tabell 3. Medelvdrdet for subpopulation 1 och 2 samt standardavvikelse, a- och c-virden

dag 0, d.v.s. fore och efter selektion

Subpopulation 1 och 2 - a och c prover dag 0

Subpopulation 2 snurrar Subpopulation 1 “fastnat” pa
glaset

Hingst axSD c+xSD a+SD c+SD
G 279+328 23,5+15,0 27,8+153 19,6 £2.9
H 20,6 £11,7 49+25 26,5+0,8 10,4 £7,7
J 22,7+10,0 9,7+16,8 26,5+0,8 153+7,6
K 25,0+£6,0 6,5+73 263+7,2 183+7,3
L 13,0+£6,1 1,9+22 14,1 £3,9 5,0+£04
P 242 £13,2 9,8+9,5 33,7+£27,8 17,0 £9,7
R 21,7+£5,2 10,2 £ 6,4 29,0+£7,2 19,3 +£14,5
S 17,3 £4,1 15,4 £11,6 40,4 £ 19,9 31,6 £17,1
v 25,4 +£14,7 13,9 £8,1 42,3+19,5 251 +£7,7
Y 223 +5,0 57+6,5 232 +3,7 8,0+6,5

Tabell 4 visar hur vil varje hingsts sperma bibehdll sin motilitet efter forvaring i
kylskap i upp till 2 dagar utan att vara centrifugerad (prov b). Bortfall av prover
berodde alltsa pa for 1lag motilitet (< 10 %). Detta motsvarar den sperma som
anviands vid transportsperma for artificiell insemination -TAI. Hir framgar
individuella skillnader i de olika hingstarnas kvalitet. Hingst P och S hade prover
som foll bort redan efter ett dygn, dvs b-prover som inte dverlevde forsta natten i
kylskap. Driktighetsresultaten for TAI totalt 6ver sdsongen lag dnda nagorlunda
hogt for dessa tva hingstar (Tabell 4). Efter 2 dagar hade alla b-prover hos
hingstarna G, K, P och R fallit bort pga for 1ag motilitet. Hingstarna R och J hade
100 % i driktighetsresultat, men dessa hingstar hade vildigt fa ston for TAI under
sdsongen. Ligst driktighetsprocent har hingsten Y for vilken 75 % av proverna
overlevt till dag 2, men hingsten hade heller inte fatt sirskilt manga ston vilken
okar osidkerheten i driktighetsbedomningen. Hingsten L hade aterigen (jAmfor
med tabell 2) relativt laga driktighetsresultat trots att han hade relativt manga av
sina b-prover kvar jimfor med Ovriga hingstar.
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Tabell 4. Antal analyserade b-prover (ocentrifugerade, forvarade i kylskdp) per hingst
och dag samt hur mdanga prover som var kvar varje dag, samt totala dréiiktighetsresultatet

for TAI sdsongen 2007.

Antal b-prover per hingst

Hingst/antal Dag 1 Dag 2 Dr % * Antal
ejakulat Antal prov kvar | Antal prov kvar TAItot ston
G/3 3 100% | O 0% 769 26
H/3 3 100% | 2 66 % 71,5 40
173 3 100% | 1 33% 100 2
K/3 3 100% | O 0% 78,1 73
L/4 4 100% | 2 50% 65,9 44
P/4 2 50% | 0 0% 74,2 31
R/4 4 100% | O 0% 100 3
S/4 3 5% | 1 33% 82,8 29
V/4 4 100 % | 1 25% 76,5 51
Y/4 4 100% | 3 75 % 54,5 11

* - totalt driktighetsresultat for TAI sdsongen 2007.

Spermahanteringens paverkan pa motiliteten

Figur 2 visar hur den subjektiva motiliteten fordndrades beroende pa
beredningsform och dag. Kurvorna representerar medelvérdet for alla virden i
respektive beredningsform. Motiliteten sjonk fran dag O till 2. De med Single
Layer Centrifugation selekterade proverna, dvs. ¢ och d, hade vid alla tillfillen en
hogre motilitet &n oselekterade prover som forvarades i jimforbar temperatur. B-
och d-proverna togs fran prov a respektive ¢ under dag 0 och analyserades forst
dag 1 efter en natt i kylskap. Deras motilitet dag O har darfor satts till samma
virde som det ursprungliga provet. Pa sa vis askadliggors tydligt hur motiliteten
sjonk mycket mindre Over natten i kylskapstemperatur (+ 5°C) édn i
rumstemperatur. Hogst motilitet hade d-provet, det selekterade provet som
forvarades i kylskap. Dag 2 lag d-provet kvar pa en motilitet kring i medeltal 65
%, vilket kan jamforas med a-provet som da hade under 20 %. Detta torde alltsa
vara den mest gynnsamma beredningen for bibehallen motilitet, dven over tid.

Det var en stor signifikant skillnad (< 0,0001) i motilitet mellan a- och c-prover
dag 0 och mellan samtliga virden dag 1. Dag 2 forelag en hog signifikant skillnad
(< 0,0001) mellan samtliga vdrden utom mellan a och d dér signifikansen var
lagre (<0,05) samt mellan b och ¢ dér ingen signifikant skillnad forelag.

Antal prover minskade med tiden pga. for lag motilitet (< 10 %), detta gillde ffa
de oselekterade prover forvarade i rumstemperatur, dvs. prov a. Detta forklarar
den ldgre signifikansen i skillnaden mellan a och d dag 2.
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Subjektiv Motilitet
90

a - ocentrifugerad, rumstemp
=—b - ocentrifugerad, kylskap
=c - centrifugerad, rumstemp

d - centrifugerad, kylskap
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Figur 2. Den subjektiva motiliteten (medel = SD) for de olika beredningsformerna a, b, ¢

och d, samt hur den varierade mellan dagarna.

Figur 3 visar hur den objektivt bedomda motiliteten fordndrades i de olika

beredningsformerna over tid. Aven hir ser man att motiliteten gynnades av

selektering och forvaring i kylskap. Hér saknades dock statistiskt signifikant

skillnad mellan a och b dag 2, vilken fanns vid den subjektiva bedomningen av

motiliteten. Dag 2 hade skillnaden a och d samt d och b en signifikans pa <0,05. I
Ovrigt var det samma signifikans som for subjektiv motilitet. For att ndrmare

jamfora korrelationen mellan subjektiv och objektiv motilitet — se tabell 5.

Objektiv motilitet -Qualisperm

80
a - ocentrifugerad, rumstemp
70 I\ I =—b - ocentrifugerad, kylskap
= ¢ - centrifugerad, rumstemp
60 | d - centrifugerad, kylskap
2 50 1
]
= 40
]
E 30 4
20
10 + I
0
0 1 2
Dag

Figur 3. Den objektiva motiliteten (medel £SD) framtagen med Qualisperm, for de olika

beredningsformerna a, b, c och d, samt hur den varierade mellan dagarna
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Jamforelse mellan subjektiv och objektiv motilitet.

For att jaimfora den subjektiva och den objektiva (Qualisperm ') motiliteten
rdknades korrelationen fram for dessa virden, vilket framgar i tabell 5. Hér
presenteras korrelationen for varje dag, dvs. dag 0, 1 och 2, samt for de olika
beredningsformerna a, b, ¢ och d totalt. Sedan anges korrelationen for
kombinationen av beredningsform och dag. Bruna virden visar en statistisk
signifikans pa < 0,0001 och gra virden <0,05. Det fanns en hog korrelation,
vilken var statistiskt signifikant, mellan subjektiv och objektiv motilitet vad géller
dag och beredningsform totalt. Nar man sedan foljer beredningsformerna per dag
varierade korrelationen mer. Det var svarast att analysera a-proverna med
Qualisperm™. Detta berodde p4 att antalet prover sjonk drastiskt fran dag till dag
och dag 2 saknades a-proverna helt (fanns bara 1 virde, se tabell 1) eftersom
motiliteten hade sjunkit under 10 %. Flest korrelationer fanns vid analys av prov-
d, vilket ocksa var det prov som 6verlevde lingst. Betidnkas bor dock att den
objektiva motiliteten beddms inom snivare marginaler (med minst en decimal)
medan den subjektiva motiliteten bedoms med 5 % marginal.

Tabell 5. Korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM) och objektiv motilitet framtagen
med Qualisperm™ (OMQ).

Samtliga korrelationer

Beh och dag SM-OMQ
a* 0,72
b* 0,70
c* 0,79
d* 0,66
Dag 0* 0,68
Dag 1* 0,83
Dag 2* 0,72
Dag0Oa 0,30
Dagla 0,56
Dag?2a -
Daglhb 0,76
Dag?2b 0,21
DagOc 0,26
Daglc 0,65
Dag2c 0,49
Dag1d 0,55
Dag2d 0,60

*_samtliga prover, brun firg — p = <0,0001. gra fiirg — p=<0,05.
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Spermiekoncentrationens paverkan pa resultatet fran Qualisperm™

For att undersoka hur koncentrationen pa provet paverkade Qualisperm™ “s
sikerhet delades koncentrationen framtagen med Qualisperm™™ upp i 3 grupper.
Centrifugering medforde ndamligen att koncentrationen sjonk fran de 100 milj
spermier/ ml man utgick ifran. Grupp 1 var alla prover med koncentrationer
mellan 0-12 miljoner spermier/ml, grupp 2 12-40 milj/ml och grupp 3 40-70
milj/ml. Darefter analyserades korrelationen mellan subjektiv och objektiv
motilitet fram for dessa grupper, vilket presenteras i tabell 6. Korrelationen for
grupp 2 och 3 var hégre in for grupp 1, vilket tolkas som att Qualisperm™ har
hogre sdkerhet vid koncentrationer over 12 milj/ml. Detta kan forklara en del av
det varierande resultatet av korrelationen vid analys av selekterade preparat som
generellt lag nagot ldgre i koncentration (varierade mellan 17-123 milj/ml,
medelvirde 44,3 + 23,5) Detta kan jamforas med oselekterade preparat vars
koncentration varierade mellan 41 — 169 milj/ml, medel 105,3 + 30,4. Alla tre
korrelationer hade dock en statistisk signifikans pa <0, 0001.

Tabell 6,. Korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM) och objektiv motilitet framtagen

med Qualisperm (OMQ) vid olika koncentrationer framtagna med Qualisperm.

Korrelation
Koncentration SM-OMQ
Grupp 1 0,69
Grupp 2 0,84
Grupp 3 0,88

Vad giller korrelationen mellan koncentrationen manuellt framridknad i
Biirkerkammare och framtagen med Qualisperm™ lig den pi 0,4 (statistisk
signifikans pa <0,05). Qualisperms™ koncentration lig generellt ligre.
QualispermTM riknar bara fram koncentrationen i det omradde som bilderna tas,
medan 1 Biirkerkammaren bedoms ett storre material, vilket kan bidra till
skillnaden mellan resultaten.

DISKUSSION

Syftet med detta delprojekt var att i hingstsperma utvirdera hur vil Qualisperm™,
vilket 4r en objektiv analysmetod, bedomer motiliteten, jimfort med den
subjektiva visuella metoden. Vi har ocksa undersokt hur motiliteten foréndras
over tid, samt beroende pa fOrvaringstemperatur och om spermierna var
selekterade eller e;j.

Det finns fi studier avseende hingstsperma gjorda pd Qualisperm'™. Forra dret
gjordes ett examensarbete (Pettersson, 2006), men programvaran dr omarbetad
sedan dess. Pa ovriga djurslag finns det vad vi kinner till inte heller nagra studier
publicerade, da foretaget (Biophos AG, Schweiz) fortfarande sjédlva haller pa att
utvidrdera och omarbeta produkten i samarbete med bl.a. SLU. Tidigare anvinda
objektiva motilitetsbedomningsmetoder dr bl.a. CASA. Denna apparatur skiljer
sig fran Qualisperm™ i det att den analyserar firre antal spermier, och det krivs
en del erfarenhet av att hantera apparaturen for att fa fram tillfredstillande
resultat. CASA togs fran borjan fram for att kunna analysera en rad olika
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spermieparametrar (Verstegen et al, 2002), men &r sa stor och dyr att den ej dr sa
lamplig att anvidnda ute pa hingststationerna.

Detta projekt visade att det fanns statistiskt signifikanta korrelationer mellan den
subjektivt bedomda och den objektivt bedomda motiliteten, bade var giller dag
och beredningsform. Hogst korrelation framkom nér a, b, ¢ och d samt dag 0, 1
och 2 analyseras for sig. Nir proverna delas upp efter beredningsform per dag
sjonk korrelationen. Detta torde bero pa att det pa sa vis blev firre prover att
analysera, och variationer mellan prov paverkade ddrmed resultatet mer. Antalet
prover statistiskt analysera minskade ocksa nir motiliteten sjonk under 10 %
eftersom QualispermTM da inte anvdndes. De ocentrifugerade spermierna
forvarade i rumstemperatur var svérast analysera med Qualisperm'”, da
spermierna i dessa prover dog snabbast. Bland d-proverna (centrifugerade och
forvarade i + 5 ° C) fanns flest prover och dirmed flest korrelationer, och de
overlevde ocksa langst, vilket kan jaimforas med Malmgren (1994) som visade en
langre hallbarhet vid forvaring vid + 5 ° C.

De osikerhetsfaktorer som finns med Qualisperm™ kan bero pa att det trots allt
fortfarande finns en viss subjektivitet inbyggd i analysmetoden. Att anvindaren
sjdlv viljer omrade i preparatet att analysera ger mojlighet att styra resultatet.
Detta innebdr ocksa att det krévs trianing for att hantera apparaturen och kunna
bedoma var det mest representativa omradet for hela preparatet finns. Att
Qualisperm™ dessutom ibland har svért att analysera tagna bilder varvid analysen
maste goras om, bidrar ocksa till osdkerheter i analysen. Problem uppstar da
Qualisperm™ inte alltid kan analysera det omrade anviindaren bedémer som mest
representativt. 1 denna studie fanns det en hingst vars spermier var
svaranalyserade for QualispermTM'

Motiliteten minskade med tiden beroende pa beredningsform. Simst for
motiliteten var helt klart oselekterad sperma som forvarades i rumstemperatur
(prov a). Hir sjonk motiliteten snabbt ner under 10 %, och dag 2 fanns endast ett
a-prov kvar som gick att analysera med Qualisperm’". Hogst motilitet hade
selekterad sperma som forvarades i kylskap. Hir 1ag motiliteten kvar pa ca 65 %
dag 2, och skulle saledes fortfarande kunna anvéndas for insemination. Nist bast
motilitet hade selekterad sperma forvarad i rumstemperatur. Hir sjonk motiliteten
ner till ca 30 % dag 2. Oselekterat sperma forvarad i kylskap hade en ldgre
motilitet dn selekterad sperma (prov c) fran borjan men de bada proverna slutade
kring ungefir samma motilitet dag 2, dock sjonk den oselekterade sperman inte
lika brant som prov c. Slutsatsen man kan dra av detta dr att motiliteten hos
hingstsperma bist bevaras genom att centrifugera sperman samt forvara den i
kylskap. Det &dr dock inte alltid praktiskt genomforbart med dagens
transportsystem av sperma fran hingststation ut till seminstation. Selekterad
sperma har initialt béttre motilitet dn oselekterad (jaimfor prov ¢ och b), och
kylskap finns pa de flesta hingststationer. Selektion skulle kunna vara ett
alternativ for hingstar med dalig hallbarhet pa sin kylda sperma (motsvarande b-
prover). Forhoppningsvis far vi snart se studier med selekterad sperma, ddr man
utvirderar dess paverkan pa fertiliteten.

Den subjektivt och objektivt bedomda motiliteten varierade i rasperma dag O
mellan hingstarna. Detta kan jimforas med tidigare studier med liknande resultat
vad giller skillnader i motilitet mellan hingstar (Sieme et al 2004). Det var svart
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att se nagot tydligt monster i motiliteten och antal ston som blivit driktiga under
perioden. Detta samband har i denna studie inte heller analyserats statistiskt pga
for litet material. Hingstarna har dessutom fatt for fa ston (bor helst vara 100 ston)
for att man ska kunna dra nagra sikra slutsatser kring fertiliteten.

For att vidare belysa skillnader mellan hingstarna gjordes en individuell
fordelning av b-prover dag 1 och 2 for varje hingst. Detta var prover som
forvarades i kylskap och var oselekterade, vilket bidst motsvarar den sperma som
skickas som transportsperma for Al. Vissa hingstar hade en vildigt 1ag 6verlevnad
(25-50%) redan dag 1. Detta torde tyda pa att dessa hingstar var mindre limpliga
for transportsperma, da motiliteten sjonk fort, dven vid forvaring i kylskap. Pickett
och Amann (1995), och Katila (1997), har gjort studier som visade hur fertiliteten
varierade mellan olika hingstar efter inseminering med kyld transportsperma. Det
ar ocksa viktigt att komma ihag att fertiliteten kan variera dver sdsong, alder,
samlingsfrekvens och hantering av sperman (Dowsett and Pattie 1982, Rousset et
al 1987, Sieme et al 2004, Quintero-Moreno et al 2003). I denna studie har
hingstar av olika alder anvints, men det gick inte att i denna studie dra nagra
slutsatser av hingstarnas alder. Hingstarnas alder har inte angetts individuellt da
det inte skall ga att identifiera de olika hingstarna i studien. Alla ejakulat dr dock
samlat under en 3 v lang period i borjan av juni. Hingstars fertilitet paverkas
dessutom dven stoet i hog grad.

Qualisperm™ fungerar bist vid koncentrationer dver 12 miljoner spermier/ml,
dven om det fanns en statistiskt signifikant korrelation mellan subjektiv och
objektiv motilitet dven vid laga koncentrationer. Detta skulle kunna innebira
problem med selekterade preparat, som generellt har relativt 1ag koncentration.
Detta ér logiskt da en lag koncentration innebdr firre spermier att analysera,
varvid virdena spretar mer och ger en ldgre sidkerhet. Man bor ocksa ha i atanke
att det minskliga 6gat i sin tur ger sikrast resultat vid laga koncentrationer, vilket
skiljer sig fran Qualisperm'™. Normalkoncentrationen pi rasperma ligger kring
120-150 miljoner spermier/ml. Denna siffra kan jimforas med de 100 miljoner/ml
som man utgar ifran vid centrifugering. Efter centrifugering sjunker
koncentrationen ytterligare. Skillnaden i koncentration mellan selekterad och
oselekterad sperma kan saledes bli ganska stor. Andra orsaker till svarigheter for
apparaturen att analysera bilderna kan vara ljusstyrka, floden i sperman samt for
hog koncentration. Det &r déarfor viktigt att den som skéter apparaturen har tréning
i att anvinda den for att bist kunna avgora var i provet Qualisperm™ kan
analysera bilder. Den koncentration Qualisperm™ tog fram i denna studie lig
generellt lidgre @n koncentrationen framtagen med Biirkerkammare. Detta beror
antagligen pa att Qualisperm™™ endast analyserar ett litet omrade i preparatet (dir
spermierna inte bor ligga for tétt, annars kan programmet inte 14sa bilderna)

Qualisperm™ kan dessutom ge spinnande information om sperman genom att
den delas upp i olika subpopulationer efter motilitet. Detta projekt har
koncentrerat sig pa progressiv motilitet, men har dnda visat hur motiliteten i de tva
andra subpopulationerna skiljer sig at mellan de olika hingstarna. Vi sag ocksa hur
selektionen minskade andelen spermier som hamnade i subpopulation 1 och 2.
Det vore intressant med framtida studier av fordelningen mellan Ovriga
subpopulationer kopplade till fertilitet i mer omfattande forsok. Detta skulle
kunna ge dnnu mer information om hingstens spermakvalitet, vilket kan underlitta
for att avgora hur hingsten skall anvindas. Genom att veta hur man ska
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skriddarsy hanteringen och anvidndningen fo6r varje hingsts sperma Okar
mojligheten att oka dess fertilitet maximalt.

Sammantaget visade delprojektet att Qualisperm™™ skulle kunna bli ett bra
komplement for seminstationer som vill satsa pa sdker och objektiv
kvalitetsbedomning av sperma. Dock finns fortfarande en del utvecklingsarbete
kvar pa utrustningen, sa som att komma till ritta med problemet att anvindaren
sjdlv viljer omradet som skall analyseras. Kanske kan det losas genom
rutsystem/andra sitt att dela upp sperman och sedan standardisera var analysen
skall utforas. Forra aret (Pettersson, 2006) anvidndes till exempel en
Maklerkammare istéllet for vanligt objektsglas. En annan 16sning vore att arbeta
fram en metod dir hela provet analyseras. Det nu enligt uppgift nu tagits fram en
ny version av programmet, dir flera félt analyseras efter varandra. Pa sa vis kan
mitningen automatiseras och ett medelvirde tas fram. Kanske kan ett sadant
system dven ge ett mer representativt koncentrationsvirde dn det system som
anvints i denna studie. Qualisperm™™ ir billigare och mindre #n tidigare CASA-
maskiner och dr darfor mer ldmpad for arbetet ute pa hingststationerna. Det &r
dock viktigt att anvdndaren far god trining i att anvidnda utrustningen forst.

Korrelationen mellan subjektiv och objektiv motilitet kan ocksa tolkas som att den
subjektiva motilitetsbedomningen fungerar lika bra som den objektiva. Varfor i sa
fall investera i dyr utrustning, nir man kan bedoma motiliteten lika bra sjalv? Man
bor dock komma ihag att det &r ldttare att kvalitetssikra en objektiv
bedomningsmetod,  vilket sikerstiller = Overensstimmelse med  andra
hingststationer i landet. Nir stodgaren viljer hingst fran de olika hingststationerna
i Sverige kan stationschefen da garantera ett sikert och objektivt omdome av ”sin”
hingst.

KONKLUSION

Qualisperm™ skulle viil kunna fylla behovet av objektiv motilitetsbedémning ute
pa hingststationerna, forutsatt att apparaturen skots av nagon med adekvat trining,
samt efter visst utvecklingsarbete for att ta bort viss subjektivitet i
bedomningsmetoden, vilket man strivat efter i den nya versionen som nyligen
tagits fram.

Fler studier med QualispermTM vore Onskvirda, bland annat for att vidare
undersoka fordelningen av subpopulation 1 och 2 och dess betydelse for hingstens
fertilitet. I dessa studier bor fertilitetsresultat fran hingstar med fler ston anvindas
for att kunna sikerstélla det statistiska sambandet.

Enligt motilitetsresultaten 6kade spermans héllbarhet signifikant med forvaring i
kylskdp och efter selektion genom kolloid. Aven hir vore det intressant med
fortsatta studier, for att utvdrdera spermieselektionens paverkan pa hingstens
fertilitet. Samma sak giller hir, hingstarna maste ha fler ston for att resultaten
skall bli sdkerstéllda.
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