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SAMMANFATTNING

Vid SLU pagar sedan tre ar tillbaka ett projekt for att vidareutveckla och
utvirdera metoder for kvalitetsbedomning av hingstsperma. Detta examensarbete
ar en del i ovan nimnda projekt. Examensarbetet har fokuserats kring effekterna
av tva olika spadningsvitskor pa motilitet och fruktsamhet hos hingstspermier.
Samtidigt har effekterna av selektion genom centrifugering genom en kolloid
studerats. I studien har en objektiv analysmetod anvints och utvirderats genom
samtidig jamforelse med subjektiv motilitetsbedomning. Syftet med delprojektet
har sédledes varit att fa okad kunskap om hur motilitet och fruktsamhet hos
hingstsperma paverkas av olika spadningsvitskor och av selektion och pa sa sitt
om mojligt bidraga till att kvalitetskontrollen av hingstsperma utvecklas.

Bakgrunden till projektets uppkomst &r den Okade anvéndningen av kyld
transportsperma for artificiell insemination samtidigt som folningsprocenten har
minskat (Kareskoski et al, 2006, Kuisma et al, 2006). Anvidndningen av kyld
transportsperma har okat pa grund av 6kad efterfragan pa hingstmaterial.

Pa hingststationerna i Sverige anvidnds i dagsldget subjektiv bedomning av
motilitet som ett matt pa potentiell fruktsamhet. Sambandet mellan motilitet och
fertilitet dr dock inte sdkert och bedomningen av motilitet kan variera mycket
mellan olika personer. For att komma till ritta med detta har objektiva metoder for
motilitetsbedomning utvecklats. I detta delprojekt har Qualispermrv (Biophos AG,
Switzerland) anvénts och utvérderats. Qualispermrv dr en vidareutveckling av
CASA (Computer Assisted Semen Analysis) som dr lamplig att anvidnda pa
hingststation da det &r en relativt enkel och billig metod. Qualispermrm bestar av
ett dataprogram kopplat till en kamera 1 ett faskontrastoptikmikroskop. Tusentals
spermier kan analyseras genom att Qualispermrm fotograferar spermierna da de
ror sig genom olika filt. Bilderna digitaliseras och med hjilp av dessa data kan
Qualispermr™ analysera spermiekoncentration, motilitet och hastighet. Spermierna
delas upp i fyra undergrupper beroende pa rorelsemonster och hastighet.

Genom selektion av sperma hoppas man kunna fa fram spermier som bibehaller
sin fruktsamhetspotential lingre tid och pa sa sitt hoja fertiliteten. Selektionen
sker genom att spermierna centrifugeras genom en kolloid s.k. ”Single layer
centrifugation” (Morrell, Johannisson et al, 2008). Genom centrifugering fas
samtidigt en minskning av antal spermier. Detta kan, men behdver inte vara ett
problem; genom att fa fram spermier av bittre kvalitet kan inseminationsdosen
eventuellt minskas. I Sverige idag ligger en inseminationsdos vid anvédndning av
farsk sperma pa ungefiar 500 miljoner motila spermier, med transportsperma pa 1
miljard motila spermier och vid anvidndning av fryst sperma varierar dosen (Nie et
al, 2002, Dalin, A-M., Malmgren, L. 2004, s176-177).

Den praktiska delen av denna delstudie genomférdes pa Flyinge hingststation
under juni 2008. Totalt ingick 12 hingstar och fran dessa undersoktes 4-5 ejakulat
per hingst. Sperman spidddes med tva olika spadningsvitskor, Kenney’s eller
INRAO96, varefter den undersoktes avseende bl.a. motilitet bade fore och efter
selektion.  Selektionen skedde genom centrifugering (Single Layer
Centrifugation). Sperman analyserades vid tre tidpunkter; 0, 24 och 48 timmar
efter samling.



Bedomning av motilitet skedde bade subjektivt med hjdlp av ljusmikroskop och
objektivt med hjdlp av Qualispermrm. Den statistiska analysen bestod i att jimfora
subjektiv, objektiv och progressiv motilitet, fordndringar 1 motilitet efter
kylforvaring i 24 och 48 timmar och skillnader i motilitet beroende pa vilken
spidningsvitska som anvints. Aven skillnader mellan olika hingstar och vilken
roll selektion spelat undersoktes. Dessa parametrar har sedan jaimforts med
dréaktighetsresultat.

Resultaten fran bade den subjektiva och objektiva motilitetsbedomningen tyder pa
att spermier som far en tillsats av INRA96 har en hogre rorelseformaga én de
spermier som spdds med Kenney’s. Den statistiska analysen visar att
korrelationen mellan de olika metoderna for motilitetsbedomning dr hog och att
de skillnader som foreligger ir statistiskt signifikanta.

Betydelsen av selektion genom centrifugering har utvérderats i studien och
resultaten tyder pa att centrifugering gor att spermierna bibehaller en storre
rorelseformaga, savdl vid spadning med INRA96 som med Kenney’s
spadningsvétska.

Resultaten visar dven att en viss korrelation finns mellan spermiernas hastighet
och driktighetsresultatet. Dessutom foreligger en ganska hog korrelation mellan
draktighetsprocent for Al (firsk sperma) och progressiv motilitet hos féirsk
sperma. Resultaten talar dven fOr att subjektiv analys metod &dr mer tillforlitlig &dn
objektiv analysmetod.

Qualispermrm dr en objektiv analysmetod som, med tanke pa den tid det tar att
utfora analysen, den trdning som kridvs och den subjektivitet som fortfarande
foreligger samt de felkillor som ovan nimnda parametrar medfor, i dagslédget inte
lampar sig for praktisk tillimpning pa en hingststation. Dock har Qualispermmm
flera fordelar jamfort med traditionell subjektiv motilitetsanalys da den analyserar
fler parametrar. En vidareutveckling av Qualispermrm kan mycket vil innebéra att
metoden blir tillimpbar dven 1 den praktiska verksamheten.



SUMMARY

At SLU, Divison of Reproduction, Dept of Clinical Science, there is an ongoing
project on the development and evaluation of new methods for the assessment of
stallion semen quality. This EEF-study, which is a part of that larger project, has
focused on the effects on motility and fertility of stallion semen of two different
extenders and selection. Both an objective method and a subjective method for
analysis have been used and compared in the study.

The increase in the use of artificial insemination with cooled semen in Swedish
horse breeding over the last decade is thought to play a part in declining foaling
rates (Kareskoski et al, 2006, Kuisma et al, 2006). This calls for better evaluation
methods of semen quality since cooling and transportation put higher demands on
semen quality in order to maintain fertility (Aurich, 2005). Visual assessment by
light microscope is a subjective method of sperm motility evaluation and the most
common method used in the field. The correlation between fertility and the
subjective motility results are not conclusive which has lead to the development of
objective methods for semen analysis. The method evaluated in this project is
Qualispermrv 2008 (Biophos AG, Switzerland) which is a development of CASA
(Computer Assisted Semen Analysis). Qualispermrm consists of a computer
program and a phase light microscope. The images of thousands of spermatozoa
are captured via the camera attached to the microscope. These images are
digitalized and analyzed for motility, concentration and speed of movment by the
computer. In comparison with other CASA-systems Qualispermrm analyses a
greater number of spermatozoa, is easier to use and cheaper, which make it more
suitable for field-practice.

The aim of spermatozoal selection is to increase fertility by sifting out
spermatozoa that will keep their fertility potential for a longer time. The selection
is carried out through “Single Layer Centrifugation” where the spermatozoa travel
through a colloid (Morrell et al, 2008). Centrifugation eliminates seminal plasma
and decreases the number of spermatozoa. Studies have shown that spermatozoa
benefit if some of the seminal plasma is removed (Love et al, 2005, Braun et al,
1994, Kareskoski et al, 2006, MacPherson et al, 2002, Sieme et al, 2004, Waite et
al, 2008).

The EEF-study was carried out during June 2008 at the national stud at Flyinge,
Sweden. Twelve stallions were included in the project, each stallion provided with
four or five ejaculates. Aliquots were extended with two different types of
extenders; Kenney’s or INRA96, and were analyzed for subjective, objective and
progressive motility in fresh and cooled semen before and after selection by
centrifugation. Semen was analyzed directly after collection and at 24 and 48
hours after collection. Between the analyses the semen was stored in 5°C.

Assessment of motility was made both subjectively by phase contrast microscope
and objectively with Qualispermrm. The results from Qualispermrwm also included
progressive motility and velocity. The results including selection/non selection
were statistically analyzed with SAS (Statistical Analysis Systems Package,
version 9, 1 SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA, 1989) and both Correlation
Procedure and Mixed Procedure were used. The parameters have then been
compared with fertility results.



Results from both subjective and objective assessment of motility shows that
spermatozoa treated with INRA96 extender have higher motility both initially and
24 hours after collection than spermatozoa treated with Kenney’s. The subjective
motility assessment also shows that semen extended with INRA96 has a higher
motility after 48 hours than semen extended with Kenney’s. The results after
selection are consistent with those above; spermatozoa extended with INRA96
have higher motility than spermatozoa treated with Kenney’s. The analysis shows
that there was high significant correlation between the subjective and objective
assessment methods.

Furthermore the results implicate that spermatozoa after centrifugation maintain
their motility longer, both with INRA96 and Kenney s, than spermatozoa that are
not selected.

Results from the study also suggest that there is a correlation between sperm
velocity and pregnancy results. High velocity of spermatozoa yields high
percentage of pregnancy. These results agree with results from earlier studies
(2005, 2006). Furthermore a comparison between pregnancy results and
subjective and objective method of analysis show that the subjective method, in
this particular study, is more reliable.

To sum up: Qualispermtm is an objective method of analysis that need certain
adjustments. There still is a subjective element to the method and with
consideration of the amount of time the analysis take, the amount of training
required, and the sources of error all the above mentioned creates, the method is
not usable in practice today. Nevertheless Qualispermrm has several advantages to
traditional subjective assessment method since the program can analyze more
parameters. A further development of Qualispermtm could very well increase the
applicability of the method for semen analysis in the field.



INLEDNING

Sedan 1970-talet nir tekniken for artificiell insemination (Al) forst introducerades
1 Sverige har andelen ston betickta genom Al stadigt kat. 1986 anvidndes Al vid
knappt en tredjedel av alla betidckningar for att 2003 utgora knappt 90 % av alla
betidckningar. Idag 2008 omfattar AI >90% av alla betickningar av varmblodiga
travare och halvblod. Totalt insemineras ca 10000 ston arligen i Sverige. I
begreppet artificiell insemination inkluderas flera olika tekniker. Vid Al kan man
anvinda sig av antingen farsk sperma, farsk kyld transporterad sperma eller fryst
sperma. Under 1980-talet borjade fryst och kyld sperma anvindas inom histaveln
(Soderquist, 2004). 1986 dominerade fortfarande anvdndningen av farsk sperma
vid Al men successivt har transportsperman blivit den mest anvinda och star idag,
2008, for mer dn 50 % av alla betickningar genom Al. Genom att anvinda kyld
transportsperma Okas tillgdngligheten av hingstmaterial for stodgare och hingsten
kan na en storre marknad.

Vilken teknik som anvinds mest varierar mellan halvblod och varmblodiga
travare. Hos den varmblodiga travaren anvinds fortfarande farsk sperma till
storsta delen (45 % 2006) men andelen fryst sperma Okar stadigt.

De positiva effekterna av artificiell insemination dr manga; bl.a. minskar risken
for smittspridning och skador pa djuren som kan uppsta i samband med naturlig
betdckning samtidigt som snabbare avelsframsteg kan goras. En av de storsta
vinsterna med Al &r att hingsten gors tillgénglig for ett storre antal ston da
geografiska och tidsmissiga begrinsningar kan overbryggas. Dock édr problemen
med Al flera; noggrann brunstpassning krdvs och det finns en risk for stor
spridning av ogynnsamma anlag samtidigt som man har sett ett sdmre
fruktsamhetsresultat ffa vid anviandning av fryst sperma men dven vid anvandning
av transportsperma (Batellier et al, 2001, Soderquist, 2004, 2006). Studier visar
dven att folningsprocenten har sjunkit det senaste decenniet och detta tros bero pa
att anvindningen av transporterad kyld sperma har okat (Kareskoski et al, 2006,
Kuisma et al, 2006, Dahlsten, 2006).

Artificiell insemination dr dven vida anvédnd inom notaveln dar 85-90 % av
mjolkkorna omfattas av Al (Soderquist, 2006). Den stora skillnaden mellan not-
och histavel dr att man inom nétaveln fokuserar till stor del pa god fruktsamhet
medan histaveln frimst baseras pa prestation (Colenbrander et al, 2003). Detta
leder till att spermierna fran de hingstar som anvinds i avel varierar mycket i
fruktsamhetspotential.

Det finns salunda méanga anledningar till varfor behovet av kvalitetssikring av
hingstsperma uppkommit och syftet dr att kvalitetsforbéttra sperman och dven
urskilja de hingstar som har nedsatt spermakvalitet och inte ldimpar sig for kylning
eller frysning.

Ar 2007 hade 98 seminstationer i Sverige tillstind frin jordbruksverket for
spermasamling och behandling av sperma (Personligt meddelande, Dalin). Pa
stationerna kvalitetssdkras sperman genom att koncentrationen bestdms, detta sker
oftast objektivt med hjdlp av en apparat (t.ex. ’spermacue” som tillverkas av
Minitub, Tyskland), en makroskopisk bedomning gors avseende volym, utseende
och tédthet och sist men inte minst undersoks spermiernas motilitet. Denna



motilitetsbestdmning sker antingen genom subjektiv motilitetsbedomning med
ljusmikroskop (Malmgren, 1997) eller med hjélp av objektiv analysapparatur.

Flera studier har visat pa att spermans fruktsamhetspotential inte kan bedomas
endast genom att utvdrdera motiliteten (Samper et al, 1991). En spermie med
normalt rérelsemodnster kan vara morfologiskt onormal, dvs. ha felaktigt utseende
eller egenskaper som gor att den har mindre chans att befrukta ett dgg eller minska
det befruktade &ggets mdjligheter att utvecklas vidare. Dessutom paverkas
spermiernas motilitet av for hog respektive for lag temperatur, ljus,
desinfektionsmedel och egenskaper sasom pH hos spadningsvitska. Detta gor att
specifika kravs stills pa den som hanterar sperman vid samling, spidning och
utvirdering. Resultatet av hantering och bedomning av sperman varierar darfor av
ovan nidmnda orsaker. Aven vid samma hantering av sperman varierar resultatet
av motilitetbedomningen da den utfors subjektivt, dvs. olika personer bedomer
sperman olika. Saledes krivs att bedomningen av ett ejakulats kvalitet inte endast
baseras pa motilitetsvarden (Varner, 2008). Dock dr bedomning av motilitet ett
led 1 kvalitetssidkring av sperma varfor det skulle vara av vérde att kunna anvénda
en objektiv analysmetod for sidkrare bedomning av motilitet (Amann, 1989).
Problemet med objektiv motilitetsanalys &dr att de metoder som hittills arbetats
fram inte &r praktiskt och ekonomiskt tillimpbara pa en hingststation.

Den metod som provats 1 detta examensarbete dr en variant av CASA (Computer
Assisted Semen Analysis). Den forsta kommersiella varianten av CASA kom
1985 (Rupert et al, 2004) och den har sedan utvecklats fran att kunna analysera
upp till 150 spermier per prov till att idag (2008) kunna analysera tusentals
spermier per prov. Den variant av CASA som testats i detta arbete heter
Qualispermrv (Biophos AG, Switzerland) och arbetar genom att mita antalet
spermier som passerar genom optiska filt under en viss tid. Fran detta kan
spermiernas antal och hastighet riknas ut och spermierna grupperas efter typ av
motilitet. Morfologin hos spermierna kan inte analyseras med denna metod.
Jamfort med foregangare till Qualispermr™ dr denna metod ldttare att anvinda och
inte lika dyr vilket gor den mer anpassad for anvéndning ute pa hingststationerna,
detta forutsatt att analysresultaten ar tillforlitliga.

Genom centrifugering av spermierna genom en kolloid hoppas man kunna
selektera fram de spermier som har hogst fruktsamhetspotential. Vid enbart
centrifugering, utan kolloid, elimineras endast seminalplasman. Genom
centrifugering genom en kolloid elimineras bade doda spermier och
seminalplasman. Elimination av seminalplasman har inte en genomgaende positiv
effekt pa spermiernas Overlevnad och fruktsamhetspotential (Love et al, 2005,
Braun et al, 1994, Kareskoski et al, 2006, MacPherson et al, 2002, Sieme et al,
2004, Waite et al, 2008, Morrell, 2008). Dock har den minskning av doda
spermier som centrifugering genom en kolloid leder till en positiv effekt pa de
levande spermiernas overlevnad och fruktsamhetspotential (Brinsko et al, 2003,
Morrell, 2008).

Ytterligare ett steg i att forbéttra spermiernas fruktsamhetspotential dr att tillfora
sperman spidningsvitska. Med spaddningsvitskan tillsdtts néring, buffring och
antibiotika vilket har visat sig Oka spermiernas Overlevnadstid (Aurich, 2005,
Batellier et al, 1998, Malmgren, 1997, Rota et al, 2004, Rousset et al, 1987).
Detta ar sérskilt viktigt vid kylning och frysning da denna hantering utsétter
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spermierna for negativa pafrestningar samtidigt som det kar spermans hallbarhet
vilket dr nodvindigt da sperman ska transporteras (Malmgren, 1997). Dock
lampar sig inte alla hingstars sperma for kylning, man har sett variationer i
fertilitet hos vissa hingstar som kan forklaras av kylning av sperman (Aurich,
2005, Katila, 1997). Det finns ett stort utbud av spddningsvitskor med olika
sammansittning. Vanligt dr att spddningsvitskan dr antingen skummjolks- eller
dggulebaserad. Forut anvindes spddningsvitskan Kenney’s till storsta delen 1
Sverige medan INRA96 idag dr den mest anvidnda. Bada vitskorna &r
skummjolksbaserade men annars till sin sammansittning olika. Tidigare studier
har pekat pa att INRA96 ger en okad hallbarhet hos sperman (Pillet et al, 2008)
men detta giller inte for alla hingstar, en del hingstars spermier dverlever lidngre i
Kenney’s (Batellier et al, 1998).

Examensarbetet &r i sig en del i ett storre projekt som sedan tre ar tillbaka pagar
pa SLU. Projektet genomfors i samarbete med Flyinge AB och dess syfte ar att
forbittra befintliga och féorhoppningsvis skapa nya metoder for kvalitetssdkring av
hingstsperma.

Qualispermrm har utvérderats tva ganger tidigare i liknande delprojekt; 2006 av
Jessika Pettersson och 2007 av Hanna Strutz. Qualispermstv programvara har
fordndrats till viss del sedan dessa utvirderingar, bl.a. méter Qualispermtm 1 den
nya versionen (2008) dven progressiv motilitet.

Detta examensarbetes syfte var att undersoka hur motilitet och fruktsamhet hos
hingstsperma paverkas av olika spadningsvitskor, av selektion och av kylning
samt jamfora analysresultat fran Qualispermrm med resultat fran subjektiv
bedomning med hjélp av ljuskontrastmikroskop.



MATERIAL OCH METODER
Hingstmaterial

I studien ingick 12 hingstar som var uppstallade i Flyinge och dessa hingstar var
mellan 4 och 25 ar gamla. Elva av dessa var av halvblodstyp och en av ponnytyp.
Vilka hingstar som inkluderades i studien baserades pa hur stor efterfragan det var
pa varje enskild hingst dvs. att forst forsags de kunder som hade bestillt aktuell
hingst och blev det sedan sperma 6ver inkluderades denna hingst i studien. Under
tva veckor i juni 2008 samlades och analyserades sperma fran dessa hingstar pa
Flyinge hingststation. Vid spermasamlingen anvindes artificiell vagina av typerna
Missouri och Colorado. Hingstarna samlades som regel varannan dag men vissa
hingstar samlades vid enstaka tillfillen tva dagar i strick. Totalt ingick 52 ejakulat
1 studien varav 4 hingstar bidrog med 5 ejakulat var och 8 hingstar med 4 ejakulat
var. Ejakulaten analyserades efter 0 timmar, 24 timmar och 48 timmar. Mellan
analyserna forvarades sperman i kylskap (5°C).

Bild 1. Artificiell vagina av
Colorado-typ

Bild 2. Artificiell vagina av
Missouri-typ

Flodesschema

Sperman (raejakulat) spiddes 1:1 med Kenney’s eller INRA96. Kenney’s ar
skummjolksbaserad och bestar av 2,4g mjolkpulver, 4,9g glukos 0,15¢g
dihydrostreptomycin och 0,15g penicillin som blandas i 100 ml sterilt vatten.
Aven INRA96 ir skummjolksbaserad och bestir av okidnda proportioner
penicillin, Gentamicin och fungiciden Amphotericin B (IMV Technologies, 2008-
09-01). Flyinge AB anvidnder INRA96 for spadning.

Sperman kodades avseende hingstens identitet och delades upp i tva prover; ett for
spddning med Kenney’s (a) och ett for spidning med INRA96 (b). Direfter
delades vartdera spidda provet upp i tva; ett for selektion mha centrifugering
genom en kolloid(x) och ett som inte selekterades (y).
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Proverna (ax, ay, bx, by) analyserades avseende motilitet; forst genom subjektiv
bedomning mha Iljusmikroskop och sedan med Qualispermmv. (CASA).
Analyserna genomfordes vid 0, 24 och 48 timmar efter samling. Alla prover
forvarades i kylskap (5°C) mellan analystillfdllena.

Koncentration analyserades i ocentrifugerat prov med hjélp av Biirkerkammare.

Figur 1. Flodesschema for de olika beredningsformerna ax, ay, bx, och by under 0 h, 24
h och 48 h.

SM - subjektiv motilitet

QM - objektiv motilitet Raejakulat
Koncentrationsbedomning 1 \
Biirkerkammare
a Raejakulat spadd 1:1 b Raejakulat spadd 1:1
med Kenney’s med INRA 96 \
/ Oh
Selektion Selektion
SM, QM SM. OM SM, QM SM. OM
Oselekterad Selekterad bx Oselekterad Selekterad by
(Kenney’s) (Kenney’s) (INRA96) (INRA96)
SM, QM SM, QM SM, QM SM, QM
ax Oselekterad Selekterad ay Oselekterad, Selekterad, by >_ igil




Koncentration

Biirkerkammare anvindes for manuell koncentrationsbestamning och analysen
utfordes av Jane Morrell. En Biirkerkammare bestar av ett rutsystem dér antalet
spermier riknas 1 25 rutor och koncentrationen rdknas fram i spermier per ml. For
att genomfora analysen spdds 10 pl sperma med 990 pl koksaltlosning
(buffertlosning av natriumklorid och fosfat) och en droppe av denna lades 1
kammaren. Vid analys med Qualispermrm fas ett matt pa koncentration for varje
enskilt prov som analyseras.

Selektion

Spermierna selekterades genom ’Single layer centrifugation” som utfordes av
Jane Morrell. Metoden var en modifiering av den som beskrevs av Morrell et al.
(2008). Provet prepareras genom att 4 ml kolloid (Androcoll- Etm) pipetteras ned
1 ett centrifugror och 1,5 ml sperma, av koncentrationen ca 100 miljoner spermier/
ml, tillsétts. Provet centrifugeras vid 300g 1 20 minuter. Efter centrifugering sugs
seminalplasma och kolloid bort varefter spermiepelleten spids med 2 ml av
antingen Kenney’s eller INRA96 (Morrell, Johannisson et al, 2008).

Motilitetsbedémning

Hingstspermiens huvud dr ovalt och det naturliga rorelsemonstret stora vida
cirklar.

Motilitetsbedomningen bestod av en subjektiv del som gjordes genom att 5 ul av
varje prov (ax, ay, bx, by) lades pa ett i forvdg uppviarmt objektsglas med ett
tickglas ovanpa. Objektsglaset placerades pa en vidrmeplatta som holl
temperaturen 38°C och motiliteten bedomdes 1 ljusmikroskop. Motiliteten
bedomdes 1 procent (0-100%).

For objektiv motilitetsanalys anvindes Qualispermrm. som &r en typ av CASA
(Computer Assisted Semen Analysis), dvs. ett dataprogram for analys av sperma.
Dataprogrammet anvénds tillsammans med en kamera (MV-D640-48-U2-10
Photon Focus Camera) som dr kopplad till ett faskontrastoptikmikroskop (Nikon
E200). Innan analys paborjas maste ritt djurslag anges for att dataprogrammet ska
kunna skilja pa normalt och defekt rorelsemonster. Genom att spermierna avger
ljus 1 faskontrast kan programmet registrera dem och rdkna ut hastigheten for
varje enskild spermie. Analysen sker genom att 5 pl sperma sitts pa ett i forvig
uppvarmt objektsglas, ett tickglas placeras ovanpa, fyra olika filt pa objektsglaset
analyseras och ett genomsnitt fas av resultaten fran de fyra olika filten.
Programmet delar upp spermierna i fyra olika kategorier baserat pa vilken slags
motilitet de har. Spermierna i kategori A ror sig snabbt framat medan spermier i
kategori B ror sig langsamt framat. Kategori C innehéller spermier som ror sig
men spermierna har inte progressiv motilitet. Spermier 1 kategori D dr omotila.
Programmet riknar ut ett totalt matt pa motilitet samt ett sammanlagt resultat for
progressiv motilitet (spermier 1 kategori A och B) och det dr dessa
motilitetsvirden som anvints i analysen och jamforts med det subjektiva mattet pa
rorelseformaga.

Qualispermrv rdknar dven ut koncentration och andel omotila spermier, dessa
matt har dock inte inkluderats i denna studie.
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Dessutom rdknar programmet ut hastighet hos spermierna (um/s) och dessa
resultat har jimforts med de sammanlagda fertilitetsresultaten (driktighet/
inseminerade brunster) for perioden 2- 12/6 och for hela sisongen 2008. Aven
motilitetsresultaten, bade de subjektiva och objektiva, har analyserats tillsammans
med fertilitetsresultaten. De resultat som har anvédnts vid analys med
fertilitetsresultaten dr de for beredning bx (oselekterad, INRA96).

Bild 3. Qualispermtm pa plats i Flyinge

Statistik

Resultaten fran den subjektiva motilitetsbedomningen samt fran Qualispermrm har
bearbetats statistiskt mha SAS (Statistical Analysis Systems Package, version 9,1
SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA, 1989) av docent Nils Lundeheim. I SAS har
Spearman (CORR Procedure) och Mixed Procedure anvénts.

Medelvidrden och variationskoefficiens har rdknats ut for de olika
spddningsvitskorna samt for objektiv motilitetsbeddomning och progressiv
motilitetsbedomning framtagen med Qualispermrv samt for subjektiv
motilietsbedomning utférd mha ljusmikroskop. Spearman (CORR Procedure) har
anvénts for att rdkna fram korrelationer mellan objektiv motilitetsbedomning,
progressiv motilitetsbedomning framtagen med Qualispermrv samt for subjektiv
motilietsbedomning  utford mha ljusmikroskop utifran de tva olika
spadningsvitskorna och selektion/icke selektion. For ovan nidmnda vérden har
dven variansanalysen riknats fram med Mixed Procedure.

Korrelationen mellan spermiehastighet och driktighetsprocent samt motilitet och
driktighetsprocent har ridknats fram mha Microsoft Office Excel (2007).
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Fertilitetsresultat for hela sdsongen 2008 och for perioden 2/6 — 12/6 2008 har
anvints. Driktighetsprocenten anges per inseminerad brunst. Varje brunst
omfattar mellan 1-4 inseminationer.

RESULTAT

Totalt analyserades 208 prover fran 52 ejakulat. Varje ejakulat fordelades pa fyra
olika beredningsformer (se tabell 1). Proverna analyserades vid tre olika
tidpunkter; Oh, 24h och 48 h efter samling.

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

Tid ax ay bx by ax-Kenney s oselek
Oh 52 52 52 52 ay- Kenney s selek

24h 52 52 52 52 bx- INRA96 oselek

*48h 52 52 52 52 by- INRA6 selek

* - endast subjektiv motilitetsanalys mha ljusmikroskop

Analysresultat per hingst avseende motilitet samt koppling till
fertiliteten

I Tabell 2 anges medelvirde och standarddeviation avseende bade subjektiv (SM)
och objektiv motilitet (OM) for varje hingsts bx-prov (INRA96, ocentrifugerat)
vid Oh. I tabellen finns dven antal driktigheter per antal inseminerade brunster for
tiden 2/6 — 12/6 2008 angivna, resultaten inkluderar bade insemination med
transportsperma och firsk sperma. Den subjektiva motiliteten anges med 5 %
intervall medan Qualispermmv anger motilitet med tva decimaler. I tabellen kan
man utldsa att den objektiva motiliteten varierade mer for varje enskild hingst 4n
den subjektiva motiliteten. Hingsten med hogsta motilitet (DD) har
dréaktighetsprocent 100. Tabellen visar dock att hog motilitet inte alltid innebér
hog driktighetsprocent, se t.ex. hingst N och K.

Endast korrelation mellan hingstarnas motilitets- och fertilitetsresultat har
analyserats. Da fertilitetsresultaten omfattar for fa ston kan inte ndgon enskild
bedomning per hingst goras.
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Tabell 2. Jamforelse av objektiv och subjektiv motilitet per hingst for bx (INRA96
ocentrifugerade) - prover 0 timmar efter samling, samt drdktighetsresultat fran antal
inseminerade brunster under perioden 2/6 — 12/6 2008.

Hingst Antal ejakulat OM SM Driiktigheter/inseminerade

Medel = SD Medel £ SD  brunster 2/6-12/6 2008

I 4 70,5+9,7 % 157 % 4/13, 31 %
J 4 69,9+18,8 % 74%10 % 173,33 %
K 5 78,0+13,9 % 7712 % 217,29 %

L 4 79,1+13,0 % 84+6 % 3/3, 100 %
N 4 82,749,6 % 80+9 % 10/19, 53 %
O 4 71,5+15,6 78+10 % 2/3, 67 %
Q 4 79,35,0 81+3 % 2/3, 67 %
R 5 76,9+3,0 % 79£2 % 4/5, 80 %

T 4 70,8+16,3 % 7512 % 4/6, 67 %
U 5 80,4+14.,5 % 79£11 % 11/22, 50 %
AA 5 74,7£16,1 % 7949 % 9/14, 64 %
DD 4 81,5+9,2 838 % 6/6, 100 %

OM — objektiv motilitet, SM — subjektiv motilitet, SD — standardavvikelse
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I tabell 3 wvisas dréktighetsresultaten per hingst for insemination med
transportsperma (TAI) och farsk sperma (AI). Ur tabellen kan man utldsa att
transportsperma ger sdmre driktighetsresultat dn vid insemination med férsk
sperma. Antalet inseminerade brunster dér transportsperma respektive férsk
sperma anvints skiljer sig mycket, vid 62 brunster har transportsperma anvints
medan firsk sperma endast anvénts vid 32 brunster.

Tabell 3. Driktighet per inseminerade brunster 2-12/6 angivet per hingst.

TAI Al
I 3/9,33 % 172, 50 %
J 0/1,0 % 172, 50 %
K 2/4, 50 % 0/1,0 %
L 1/1, 100 % 2/2, 100 %
N 717,41 % 2/2, 100 %
0] 1/1, 100 % 172, 50 %
Q 2/2, 100 % -
R 2/2, 100 % 2/3, 67 %
T 2/4, 50 % 2/3, 67 %
U 7/12, 58 % 4/9, 44 %
AA 719, 78 % 1/4, 25 %
DD 5/5, 100 % 2/2, 100 %
TOTAL 28/62, 45 % 18/32, 56 %

TAI - transportsperma, Al — firsk sperma
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Analysresultat avseende motilitet samt draktighetsresultat for Al och
TAI

Nedan foljer en tabell didr motilitetsresultat for olika analysmetoder jamfors med
draktighetsresultat for perioden 2-12/6 2008. Den beredning som anvints 4r
sperma spidd med INRA96, oselekterad. Det man kan se dr att korrelationen for
subjektiv motilitetsanalys generellt dr hogre, med hog signifikans, ffa for farsk,
oselekterad sperma spddd med INRA96 direkt efter samling (beredning by)
jamford med driktighetsprocent (bade AI och TAI inkluderade) for perioden 2-
12/6 2008 med korrelationen 0,77 och hog signifikans.

Tabell 4. Analysresultat avseende motilitet samt drdiktighetsresultat for AI och TAI

Analysmetod Tid AI/TAI Korrelation  Signifikans
SM Oh Al & TAI 0,77 P<0,01
oM Oh Al & TAI 0,39 Ingen

SM Oh Al 0,57 P<0,05
oM Oh Al 0,39 ingen

SM Oh TAI 0,75 P<0,001
oM Oh TAI 0,40 ingen

SM 24 h TAI -0,14 Ingen

PM Oh Al 0,60 P<0,05

PM 24 h TAI 0,01 ingen

SM — subjektiv analys mha faskontrastmikroskop, OM — objektiv motilitetsanalys mha
QualispermTM, PM — progressiv motilitet analyserad mha QualispermTM

Analysresultat avseende spermiehastighet och draktighetsresultat

Spermiehastighet och dréktighetsresultat for det totala antalet inseminerade
brunster per hingst for perioden 2- 12/6 2008 jimfordes i studien. Spermiernas
hastighet riknas i um/s. Den beredning som analyserats dr sperma spidd med
INRA96, ej selekterade och provet har analyserats direkt efter samling. I
driktighetsresultatet ingick driktighetsprocent for bade Al (farsk sperma) och
TAI (transportsperma). Det finns ett ganska hogt samband mellan
spermiehastighet och andel driktiga/inseminerade brunster (r=0,63), p<0,005.

Inverkan av spadningsvéatska och selektion pa spermiemotilitet

Figur 2 visar hur den subjektiva, objektiva och progressiva motiliteten hos
samtliga hingstar fordndras fran samlingsdag och 24 timmar samt 48 timmar
(endast subjektiv motilitet) efter samling. Figuren visar virdena for provet bx dvs.
raejakulat som spitts med INRA96 och inte centrifugerats. De tre kurvorna foljs
at fram till 24 timmar efter samling. Den progressiva motiliteten har dock ett ldgre
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virde fran borjan och denna skillnad mot subjektiv och objektiv motilitet kvarstar
dven vid mitning 24 timmar efter samling.

INRA96 ocentr - medeltal

90

78,56

aa

63,85
70 !b,jf\
60

-
=
3
S 63,44\
8 50 —SM
5 10 55,32 \
2 . 3938 N\_ —m—0M (QS)
]
5 PM (QS)
z 5 21,15

10

0 T T 1

oh 24h 48h

Figur 2. SM — subjektiv motilitet, OM — objektiv motilitet, PM — progressiv motilitet, QS —
analys utford mha QualispermTM

Figur 3 visar hur den subjektiva, objektiva och progressiva motiliteten hos
samtliga hingstar fordndras fran samlingsdag och 24 timmar samt 48 timmar
(endast subjektiv motilitet) efter samling. Figuren visar virdena for provet ax dvs.
raejakulat som spitts med Kenney’s och inte centrifugerats. De tre kurvorna foljs
at fram till 24 timmar efter samling. Den progressiva motiliteten har dock ett ldgre
virde fran borjan och denna skillnad mot subjektiv och objektiv motilitet kvarstar
dven vid mitning 24 timmar efter samling.

Kenney’s ocentr - medeltal

90,00
80,00 79,62
o 7000 7581
[+F]
S 60,00
o \‘54,9
& 5000 o5 55.82 \ —SM
- r
£ 40,00 \ ——0M (QS)
T 30,00 PM (QS)
2 5000 30,5 \
10,00 \ 13,19
0,00

Oh 24h 48h

Figur 3. SM — subjektiv motilitet, OM — objektiv motilitet, PM — progressiv motilitet, QS —
analys utford mha QualispermTM

Figur 4 illustrerar hur motiliteten hos prov ax och bx enligt subjektiv
motilitetsbedomning fordndras fran samlingstidpunkt och 24 samt 48 timmar
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framat. I figuren kan man se hur kurvorna for de olika proven f6ljs at. Dock &r
forandringen i rorelseformaga storre hos prov ax (Kenney’s, ocentrifugerat) &n
hos prov bx (INRA96, ocentrifugerat).

SM Kenney’s och INRA96 ocentr -
medeltal

90,00
80,00

78,56

£ 70,00 |-79,62
g 60,00 TN Te.63.85
S 50,00 AN
2 4000 54,90 \\ == | ocentr
— r
£ 3000 NN\ —B—K ocentr
o \\
= 20,00 \ 21,15

10,00

0,00 13,19

oh 24h 48h

Figur 4. SM — subjektiv motilitet

Figur 5 wvisar hur motiliteten hos prov ax och bx enligt objektiv
motilitetsbedomning fordndras fran samlingstidpunkt och 24 timmar framat. I
figuren kan man se att motiliteten hos spermierna i prov ax (Kenney’s
ocentrifugerat) har nagot sdmre rorelseformaga fran borjan och att
rorelseformagan forsiamras, fran 0 - 24 timmar, i hogre grad for denna
beredningsform &@n for prov bx (INRA96 ocentrifugerat).

OM Kenney’s och INRA96 ocentr -

medeltal

90,00
76,35
80,00

70,00 e~
60,00 7581 \\\0. 63,44

50,00
40,00
30,00 ==K ocentr
20,00
10,00

0,00

55,82 =&—| ocentr

Motilitet i procent

Oh 24h

Figur 5. OM — objektiv motilitet

Figur 6 visar hur motiliteten hos prov ay och by enligt subjektiv
motilitetsbedomning fordndras fran samlingstidpunkt och 24 samt 48 timmar
framat. I figuren kan man se att motiliteten hos spermierna i prov ay (Kenney’s
centrifugerat) har simre rorelseformaga fran borjan och att rorelseformagan

19



forsdmras, fran O - 48 timmar, i hogre grad for denna beredningsform &n for prov
by (INRA96 centrifugerat).

SM Kenney’s och INRA96 centr -

medeltal
100,00 87,00 82,02
2 80,00 B\
g 84,23 71,83
2 60,00
= ’ 71,92 1 55,67
= == | centr
£ 40,00
% ==K centr
2 20,00
0,00
Oh 24h 48h

Figur 6. SM — subjektiv motilitet

Figur 7 wvisar hur motiliteten hos prov ay och by enligt objektiv
motilitetsbedomning fordndras fran samlingstidpunkt och 24 timmar framat. I
figuren kan man se att motiliteten hos spermierna i prov ay (Kenney’s
ocentrifugerat) har simre rorelseformaga fran borjan och att rorelseformagan
forsamras, fran O - 24 timmar, i hogre grad for denna beredningsform &n for prov
by (INRA96 ocentrifugerat).

OM Kenney’s och INRA96 centr -

medeltal
90,00 N 79,31
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o 77,41 T
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0,00
oOh 24h

Figur 7. OM — objektiv motilitet
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Korrelationer mellan subjektiv, objektiv och progressiv motilitet

Nedan foljer tabeller dédr korrelationer redovisas. Den objektiva och progressiva
motilitetsbedomningen &dr gjord mha Qualispermmv medan den subjektiva
motiliteten dr bedomd mha ljusmikroskop.

I tabell 5 kan utldsas att det totalt sett radde hog korrelation mellan subjektiv,
objektiv och progressiv motilitet. Signifikansen hos korrelationerna dr hog, p =
<0,0001.

Tabell 5. Totala korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM) framtagen med
ljusmikroskop, objektiv motilitet (OM) och progressiv motilitet (PM) framtagna med
Qualispermmm .

SM - OM 0,81
SM - PM 0,66
OM -PM 0,80

Samtliga prover, p = <0,0001

I tabell 6 redovisas korrelationsviarden for beredningarna bx (INRA96,
ocentrifugerat) och by (INRA96, centrifugerat). Hog korrelation rader framforallt
mellan subjektiv och objektiv motilitet samt mellan objektiv och progressiv
motilitet. Signifikansen for alla tre korrelationerna &r hég, p = <0,0001.

Tabell 6. Korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM), objektiv motilitet (OM) och
progressiv motilitet (PM) for prover bx och by.

SM - OM 0,75
SM - PM 0,61
OM -PM 0,83

Samtliga prover, p = <0,0001

I tabell 7 redovisas korrelationsvirden for beredningarna ax (Kenney’s,
ocentrifugerat) och ay (Kenney’s, centrifugerat). Aven hir (jamfor med Tabell 3)
rader hog korrelation framforallt mellan subjektiv och objektiv motilitet samt
mellan objektiv och progressiv motilitet. Signifikansen for alla tre korrelationerna
ar hog, p = <0,0001.
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Tabell 7. Korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM), objektiv motilitet (OM) och
progressiv motilitet (PM) for prover ax och ay.

SM - OM 0,82
SM - PM 0,64
OM -PM 0,76

Samtliga prover, p = <0,0001

Tabell 8 visar korrelation for beredningarna ax (Kenney’s, ocentrifugerat) och bx
(INRA96, ocentrifugerat). Korrelationerna mellan subjektiv och objektiv motilitet
samt mellan objektiv och progressiv motilitet dr relativt hoga medan korrelationen
mellan subjektiv och progressiv motilitet dr nagot lagre. Signifikansen for alla tre
korrelationerna dr hég, p = <0,0001.

Tabell 8. Korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM), objektiv motilitet (OM) och
progressiv motilitet (PM) for ocentrifugerade prover (ax och bx).

SM -0OM 0,76
SM -PM 0,53
OM -PM 0,71

Samtliga prover, p = <0,0001

Tabell 9 visar korrelation for beredningarna ay (Kenney’s, centrifugerat) och by
(INRA96, centrifugerat). Korrelationerna mellan subjektiv och objektiv motilitet
samt mellan objektiv och progressiv motilitet d&r hoga medan korrelationen mellan
subjektiv och progressiv motilitet dr nagot ldgre. Signifikansen for alla tre
korrelationerna dr hég, p = <0,0001.

Tabell 9. Korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM), objektiv motilitet (OM) och
progressiv motilitet (PM) for centrifugerade prover (ay och by).

SM - OM 0,84
SM - PM 0,71
OM -PM 0,82

Samtliga prover, p = <0,0001
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I tabell 10 redovisas korrelationerna for beredningen bx (INRA96, ocentrifugerat).
Korrelationerna mellan subjektiv och objektiv motilitet samt mellan objektiv och
progressiv motilitet dr relativt hoga och har hog signifikans, p = <0,0001, medan
korrelationen mellan subjektiv och progressiv motilitet dr ganska lag och har
lagre, men fortfarande hog, signifikans, p = 0,0009.

Tabell 10. Korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM), objektiv motilitet (OM) och
progressiv motilitet (PM) for provet bx.

SM - OM 0,72
SM - PM 0,45%*
OM -PM 0,71

Samtliga prover, p = <0,0001, * p = 0,0009

Tabell 11 visar korrelation for beredningen by (INRA96, centrifugerat).
Korrelationen mellan subjektiv och objektiv motilitet dr relativt hog och mellan
objektiv och progressiv motilitet dr korrelationen hodg, medan korrelationen
mellan subjektiv och progressiv motilitet dr nagot lagre. Signifikansen for alla tre
korrelationerna dr hég, p = <0,0001.

Tabell 11. Korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM), objektiv motilitet (OM) och
progressiv motilitet (PM) for provet by.

SM - OM 0,73
SM - PM 0,67
OM - PM 0,87

Samtliga prover, p = <0,0001

I tabell 12 redovisas korrelationerna for beredningen ax (Kenney’s,
ocentrifugerat). Korrelationerna mellan subjektiv och objektiv motilitet samt
mellan objektiv och progressiv motilitet dr relativt hoga och har hog signifikans, p
= <0,0001, medan korrelationen mellan subjektiv och progressiv motilitet dr
ganska lag och har lidgre, men fortfarande hog, signifikans, p = 0,0004.

Tabell 12. Korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM), objektiv motilitet (OM) och
progressiv motilitet (PM) for provet ax.

SM -0OM 0,76

SM - PM 0,48%*
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OM - PM 0,67

Samtliga prover, p = <0,0001, * p = 0,0004

Tabell 13 visar korrelation for beredningen ay (Kenney’s, centrifugerat).
Korrelationen mellan subjektiv motilitet dr hog och mellan objektiv och
progressiv motilitet samt mellan subjektiv och progressiv dr korrelationen relativt
hog. Signifikansen for alla tre korrelationerna dr hog, p = <0,0001.

Tabell 13. Korrelationer mellan subjektiv motilitet (SM), objektiv motilitet (OM) och
progressiv motilitet (PM) for provet ay.

SM - OM 0,89
SM - PM 0,70
OM - PM 0,77

Samtliga prover, p = <0,0001
Variansanalys

Variansanalysen visar att typ av spadningsvitska och selektion/icke selektion har
signifikant betydelse for subjektiv, objektiv och progressiv motilitet, p = <0,0001 —
0,0012. Variansanalysen vid sammanvigning av de bada parametrarna
spadningsvitska och selektion visar pa mycket lag signifikans for subjektiv,
objektiv och progressiv motilitet, p= 0,4851 — 0,9214.

DISKUSSION

Detta examensarbetes syfte &r att ta reda pa hur rorelseformaga och fruktsamhet
hos hingstspermier paverkas av olika spddningsvitskor och av selektion och
samtidigt  jamfora  analysresultat  fran  Qualispermrm, en  objektiv
bedomningsmetod, med resultat fran subjektiv bedomning utférd med hjéilp av
faskontrastmikroskop. Dessutom jimfordes resultaten med fruktsamheten under
perioden 2008-06-02 - 2008-06-12.

Qualispermrm har tidigare utvirderats i tva olika examensarbeten (Pettersson,
2006 och Strutz, 2007) och foretaget (Biophos AG, Schweiz) som tillverkar
produkten utvdrderar och omarbetar Qualispermrm kontinuerligt. Dock har inga
studier om Qualispermrm publicerats utover nimnda examensarbeten. 2008 ars
version av Qualispermrm har utvecklats till att analysera fler parametrar in
tidigare, nu kan instrumentet dven analysera progressiv motilitet och hastighet hos
spermierna. Fordelen med Qualispermrv 1 jimforelse med andra objektiva
motilitetsbedomningsmetoder som CASA (Computer Assisted Semen Analysis)
ar att Qualispermr™ dr enklare att anvinda och betydligt billigare, vilket skulle
kunna gora den ldamplig att anvianda i verksamheten pa en hingststation. Dock har
Qualispermrwm ett visst matt av subjektivitet da anvidndaren sjdlv bestammer var i
provet analysen ska ske. Under studien (2008) hade Qualispermrw ibland svart att
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analysera ett filt i provet vilket gjorde att man fick byta plats pa objektsglaset for
att om mojligt kunna fa ett métresultat pa ett annat stélle i provet. Detta innebar att
tiden for analys per prov varierade och spermierna kom séaledes att ligga olika
lange 1 en temperatur om 38°C. Det verkade som om Qualispermrm hade mest
problem att analysera ett fdlt om spermiekoncentrationen varierade for mycket
under mitningen, t.ex. vid hog motilitet hos spermierna eller vid en hog
koncentration, denna iakttagelse stimmer med de resultat som H. Strutz kom fram
till i sin studie 2007. De problem som kan uppsta vid analysen gor att proceduren
for att analysera ett prov tar ganska lang tid. Det tar ca en minut att gora en
subjektiv bedomning av ett spermaprov medan det tog i genomsnitt 3-4 min att
analysera ett prov mha Qualispermrm. Uppstod det problem, vid analys med
Qualispermrm, som de nimnda ovan kunde det hinda att ett nytt prov fick
prepareras for att vara siker pa att resultatet skulle bli réttvisande och detta
medforde da att analysen tog dnnu mer tid.

Ytterligare en aspekt av Qualispermrmv dr att metoden inte ger nagot svar pa
spermiemorfologin. Detta gor bedomningen av spermiernas fertilitet mindre
tillforlitlig da flera studier har visat pa att spermans fruktsamhetspotential inte kan
bedomas endast genom att utvirdera motiliteten (Samper et al, 1991, Varner,
2008). Med subjektiv analysmetod kan man forutom att beddma spermiernas
rorelseformaga samtidigt fa ett svar pa hur sperman ser ut.

De olika spddningsvitskorna som utvirderats 1 studien dr Kenney’s och INRA96.
Bada dr skummjolksbaserade men innehallet skiljer sig i ovrigt (se Material och
Metod, Flodesschema). Resultaten fran bade den subjektiva och objektiva
motilitetsbedomningen tyder pa att spermier som far en tillsats av INRA96 har en
hogre rorelseformaga bade initialt men framf6rallt 24 timmar efter samling &n de
spermier som spdds med Kenney’s (se Figur 2 och 3). Den subjektiva
motilitetsbedomningen vid 48 timmar efter samling tyder ocksa pa att spermierna
har hogre motilitet vid spiadning med INRA96 (se Figur 2 och 5). Aven efter
selektion mha centrifugering har sperma spidd med INRA96 hogre motilitet &dn
vid spddning med Kenney’s (se Figur 4 och 5). Den statistiska analysen visar att
korrelationen mellan de olika metoderna for motilitetsbedomning dr hog och att
de skillnader som foreligger dr statistiskt signifikanta, dvs. chansen for att de
skillnader som finns skulle vara slumpmassigt uppkomna dr mycket liten.

Betydelsen av selektion genom centrifugering (Single Layer Centrifugation) har
utvirderats i studien. Resultaten tyder pa att centrifugering gor att spermierna
bibehaller en storre rorelseformaga, savil vid spddning med INRA96 som med
Kenney’s spiddningsvitska (se figur 3 - 6). Detta dr sérskilt tydligt vid 48 timmar
efter samling (se figur 3 och 5).

Nedan foljer diskussion om motilitetsresultat och spermiehastighet som
analyserats tillsammans med dréiktighetsresultat. Man ska vara medveten om att
da det ror sig om en mycket begrinsad period, 2-12/6 2008, dr endast
dréaktighetsresultat for sammanlagt 101 ston for totalt 12 hingstar representerade i
studien. Fran tva av hingstarna anvindes sperma for insemination till sa fa ston
som 3 st. Detta medfor att en viss forsiktighet far iakttagas vid tolkning av
resultaten da underlaget dr litet, ovan ndmnda gor det ocksa omdjligt att dra
slutsatser vad géller enskilda hingstar.
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Spermiernas hastighet kan mitas mha Qualispermmv och anges da i um/s. I
studien har spermiehastighet analyserats tillsammans med driktighetsresultat.
Driktighetsresultaten dr bade fran perioden 2-12/ 2008. Hastighetsvirdena ar fran
perioden 2-12/6 2008 och idr ett medelvirde utrdknat for varje hingst. Da
hastighetsvirdena analyseras tillsammans med driktighetsprocenten for 2-12/6
2008 kan man se att korrelationen dr 0,63, dvs. en ganska hog korrelation
foreligger, detta samband é&r statistiskt signifikant. Resultaten tyder alltsa pa att en
hogre spermiehastighet ger bittre driktighetsprocent. Dessa resultat
Overensstimmer med studier gjorda 2006 (Pettersson) och 2007 (Strutz) dir
spermiehastighet i relation till driktighet ocksa studerades. Aven i dessa studier
var sambandet mellan hog spermiehastighet och hog driktighetsprocent starkt. I
dessa studier analyserades spermier spidda med Kenney’s och det var ocksa
denna beredning som anvindes vid insemination av héstarna i studien. Det skulle
vara intressant att titta ndrmare pa relationen mellan spermiehastighet och
dréaktighetsprocent. T.ex. skulle driktighetsprocent for transportsperma och firsk
sperma kunna jimforas med spermiehastighet for att kunna se om
spermiehastighet har lika stor betydelse vid de olika tillvigagangssitten for
artificiell insemination. Analysen av transportsperma skulle da kunna utforas pa
plats pa mottagarstationen direkt innan insemination for att fa sa réttvisande
virden som mojligt.

Driktighetsresultaten har &dven anvédnts for analys tillsammans med
motilitetsresultaten (se tabell 4). De motilitetsvirden som da anvindes var de for
oselekterad sperma spidd med INRA96 direkt efter samling samt 24 timmar efter
samling. For en jamforelse mellan objektiv och subjektiv analysmetod jamfordes
driktighetsviardena for Al (farsk sperma anvidnds vid inseminering) och TAI
(transportsperma  anvidnds vid inseminering) ihop med motsvarande
driktighetsresultat. Man kunde da se att den subjektiva analysen hade ett mycket
starkare samband med dréktighetsresultaten 4n den objektiva analysen.
Signifikansen for sambandet mellan subjektiv analys och driktighetsresultat var
hog. Detta dr ett argument fOr att subjektiv analys mha faskontrastmikroskop
fungerar bittre 4n objektiv analys mha Qualispermrm.

Driktighetsresultat for Al har analyserats med resultaten for ovan nidmnda
beredning (by) direkt efter samling. Korrelationen mellan subjektiva
motilitetsviarden och driktighetsresultat for Al var 0,57 dvs. mattlig korrelation
finns. Denna korrelation var statistiskt signifikant. Korrelationen mellan
progressiv motilitet och driktighetsresultat for Al var 0,6, hir foreligger ocksa
mattlig korrelation, dven detta samband var statistiskt signifikant. Utover dessa
analyser har driktighetsresultaten for TAI analyserats tillsammans med vérdena
for subjektiv och progressiv motilitet vid 24 timmar efter samling. Korrelationen
mellan subjektiv motilitet och dréiktighetsresultat var — 0,14 och mellan progressiv
motilitet samt draktighetsprocent var den 0,01, i bada ovan ndmnda finns ingen
korrelation. Skillnaderna i korrelationsvirden mellan Al respektive TAI och
motsvarande motilitetsviarden kan bero att de kylférhallanden som rader for
prover analyserade vid 24 timmar efter samling inte &ar likvirdiga med de
forhallanden transportsperman har innan den nar stoet. De prover som
analyserades efter 24 timmar hade forvarats i kylskdp i 5° C medan sperman som
skickas for inseminering pa annan geografisk plats transporteras i en frigolitlada
med kylklampar. Beroende pa hur linge sperman transporteras, och hur snabbt
temperaturen okar nar spermierna omgivningens temperatur olika snabbt. Utover
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detta dr spermiekoncentrationen en annan i de spermadoser som skickas till stoet
dn de som analyserades i denna studie. Kontentan dr att forhallandena pa
laboratoriet inte dr de samma som 1 verkliga livet. De slutsatser man kan dra av
detta &r att det kan vara svart att fa tillforlitliga resultat om de riktiga
forhallandena inte kan efterliknas da en studie genomfors.

KONKLUSION

Enligt studien fungerar spadningsvitskan INRA96 bist for att bevara spermiens
rorelseformaga.

Selektion genom centrifugering (Single Layer Centrifugation) gor att spermierna
bibehaller sin motilitet ldngre tid dn utan centrifugering.

Qualispermr™ dr en objektiv analysmetod som, med tanke pa den tid det tar att
utfora analysen, den trining som kridvs och den subjektivitet som fortfarande
foreligger samt de felkillor som ovan nimnda parametrar medfor, i dagsldget inte
lampar sig for praktisk tillimpning pa en hingststation. Dock har Qualispermmm
flera fordelar jamfort med traditionell subjektiv motilitetsanalys da den analyserar
fler parametrar. Sérskilt intressant &r att Qualispermrm analyserar spermiehastighet
vilket skulle kunna utgdra en ny intressant spermieparameter att studera. En
vidare utveckling av Qualispermrv kan mycket vil innebdra att metoden blir
tillampbar dven 1 den praktiska verksamheten.
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