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9 PRODUS SEMINAL REFRIGERAT DE BERBEC JI TAP CU

VIABILITATE DE 5 ZILE

(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui
produs seminal refrigerat, provenind de la berbec sitap,
cu viabilitate de 5 zile, cu utilizare Tn zootehnie si
medicind veterinard. Procedeul conform inventiei
consta din aceea c§, intr-o perioadd de maximum 15
min, materialul seminal colectat se dilueazd intr-un
mediu de dilutie pe baza de citrat de sodiu, glucoz3 si
galbenus de ou, din care rezultd doud fractiuni, la 32°C

si la 20°C, cea de-a doua continand fractiunea
glicerinicd, produsul rezultat fiind in final echilibrat,
ambalat si transportat la rece, obtindndu-se un material
seminal ce prezintd o fertilitate de 71% la 24 h dupa
conservare, 68% dupd 48 h si, respectiv, 64 sau 53%
dupé 72, respectiv, 94 h.
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Produs seminal refrigerat de berbec si tap cu viabilitate de 5 zile

Inventia se refera la un produs seminal refrigerat de berbec si tap
conservat prin refrigerare pana la 5 zile cu aplicabilitate in zootehnie si
medicina veterinara, ca principal mijloc de difuzare a progresului genetic la
rumegatoarele mici.

Obiectivul prezervarii spermatozoizilor la temperaturi subambientale
(21°C) este acela de a scadea metabolismul lor in scopul prelungirii viabilitatii. S-
a constatat ca o gama larga de temperaturi din intervalul +2- +15°C asigura
mentinerea viabilitatii si fertilitatii celulelor. Sperma de berbec se dilueaza
imediat dupa colectare in mediu salin, cu adaos de galbenus de ou iar la tap
diluarea se face numai dupa indepartarea plasmei seminale prin spalare si
centrifugare, dupa care concentratul de celule se dilueaza in acelasi tip de
mediu.

Metodele cunoscute de conservare pe durata scurta a spermei de berbec
si tap constau din prezervarea la + 12°C - +15 °C timp de 10 ore si refrigerarea
la +2 °C -+5°C timp de 24 de ore. Diluarea se face in mediul salin citrat de sodiu ,
glucoza si galbenus de ou la o rata de 1/15. Rezultatele fertilitati dupa
inseminare artificiala la femele sunt variabile , dela40 % la 65 %.

Solutiile cunoscute din stadiul tehnicii pentru conservarea materialului
seminal ovin prezinta dezavantajul ca nu asigura perioada adecvata de viabilitate
a celulelor spermatice.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta din elaborarea unor
etape de procedeu pentu obtinerea unui material semnal cu viabilitate
imbunatatita.

Produsul seminal refrigerat de berbec gi tap, confom inventiei, elimina
dezavantajele mentionate prin aceea ca se obtine din parcurgerea etapelor de

selectare si pregatire a masculilor de la care se va colecta sperma, colectarea
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materialului seminal la o temperatura de (33 °C), determinarea volumului
ejaculatului si densitatii in spermatozoizi, dupa care se efectueaza predilutia
materialului seminal in raport de 1/1 cu diluant la o temperatura de 32 °C pe
baza citrat 2,99%, glucoza 0,8 g% si galbenus de ou 20%, evaluarea motilitatii,
viabilitatii si a concentratiei prin tehnici in sine cunoscute, calculul dilutiei finale a
spermei, in raport de concentratie, pentru a se asigura 5 x10° celule / ml, dilutia
finala (20 °C) prin adaugarea a 2-4 volume de diluant salin continand glicerina
1% ca agent crioprotector, echilibrarea spermei diluate timp de 2,5 ore prin
plasarea recipientului ce contine sperma diluata pe baie de apa, la frigider,
pentru racire la o temperatura de +4...+5°C, ambalarea in paiete de plastic de
0,25 ml si transportul la rece a materialutui seminal diluat, asfel incat, produsul
rezultat testat prezinta o fertilitate de 71 % la 24 de ore dupa conservare, 68 %
dupa 48 de ore, de 64% si respectiv 53% dupa 72 si 94 de ore.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- colectarea si procesarea si difuzarea spermei din 5 in 5 zile,

- consecintele sunt de natura economica, deoarece sperma este
transportata mai rar pe distante variate ;

- foloseste rational resusrele umane;

- -utilizeaza rational materialul biologic valoros din punct de vedere genetic:

- dupa inseminarea artificiala a oilor si caprelor se obtin rezultate de
fertilitate de 54%-71 % cu 9-15% mai mari, fata de sperma refrigerata
fara glicerina si conservata prin refrigerare , doar 24 de ore;

- foloseste dilutii in rate mai mici, de 5-7, care asigura o concentratie in

spermatozoizi de cel putin 5 x 10 ® celule / ml de sperma la berbec si de 4

x 10 ® celule / ml la sperma de tap.

Produsul refrigerat de berbec si tap, necesita mai multe faze de
procesare si anume: colectare , diluare, controlul calitatii spermei , echilibrare,
ambalare si difuzare zilnica la utilizatorii.

Produsul seminal refrigerat de berbec si tap cu viabilitate de 5 zile realizat
dupa procedeul propus de autori , prelungeste viabilitatea celulelor spermatice si

perioada de utilizare cu inca 4 zile. Viabilitatea si motilitatea celulelor din
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momentul colectarii ( mai mare de 80%) se mentine timp de 24 de ore dupa care,
scade treptat cu 5% in fiecare zi. Cea mai miva viabilitate acceptata este de
60%.Aceasta viabilitate se mentine crescuta pe toata durata conservarii, datorita
crioprotectiei fata de socul rece conferita de glicerina. Metoda de procesare a
spermei de berbec si tap , mediile de diluare si timpii de realizare a fazelor de
procesare sunt originali, stabiliti dupa o pericada lunga de experimentare “ in
vitro” si” in vivo”. Perioada de manipulare a spermei in vitro, de la colectare si
pana la inceperea refrigerarii(echilibrare) este foarte scurta, respectiv de 15
minute.
Se da in continuare un exemplu de realizare a inventie:
Procedeul de obtinerea a produsului seminal refrigerat de berbec si tap cu
viabilitate de 5 zile, conform inventiei, consta din urmatoarele etape:
o 1.selectarea si pregatirea masculilor de la care se va colecta sperma;
o 2.colectarea materialului seminal (33 °C);
+ 3. determinarea volumului ejaculatului si densitatii in spermatozoizi
¢ 4. predilutia materialului seminal in raport de 1/1 cu diluant (32 °C)
pe baza citrat( 2,99%) , glucoza (0,8 g% )si de galbenus de ou (20%)
¢ 5 .evaluarea motilitatii, viabilitatii si a concentratiei ;
e 6.calculul dilutiei finale a spermei, se face in raport de concentratie,
pentru a asigura 5 x10° celule / mi si
» 7.dilutia finala (20 °C) prin adaugarea a 2-4 volume de diluant salin ce
contine glicerina 1%) si
» 8.echilibrarea spermei diluate 2,5 ore prin plasarea recipientului ce
contine sperma diluata pe baie de apa, la frigider, pentru racire ( +4-
+5°C);
¢ Q.ambalarea in paiete de plastic de 0,25 ml si transportul la rece a
materialului seminal diluat .
Conform inventiei, produsul seminal, este obtinut prin parcurgerea a 9 etape
principale:
1. Selectarea si pregatirea masculilor de la care se va colecta sperma n

functie de criteriile de sanatate, de valoarea lui genetica si de dresaul masculilor
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pentru colectarea artificiala a spermei. Dupa o perioada lunga de inactivitate
sexuala, prin dresaj trebuie eliminate 15 ejaculate , favorizand spermatogeneza
in noile conditii de exploatare si alimentatie .

2.Colectarea materialului seminal se face cu vagina artificiald individuala
pentru fiecare individ, n pahare de colectare sterile, mentinute in termostat la
37°C. De la fiecare animal se pot recolta 1-2 ejaculate, la interval de 5-10
minute..

3.Masurarea volumului ejaculatului se face prin citirea diviziunilor de pe
paharul de colectare iar densitatea se apreciaza in functie de consistenta(
aspectul de smantana groasa corespunde unei densitati mari , respectiv unei
concentratii de 50 x 10° celule / ml, in timp ce ejaculatele cu aspect laptos au
sub 1x 10° celule spermatice. Volumele ejaculatelor mai mici de 0.5 mi si
aspect apos sunt aruncate

4. Predilutia sedimentului cu diluant ce contine galbenus de ou 20% (v/v), in
raport de 1/1 (v/v), la 32 °C. Predilutia are rolul de a oferi supportul nutritiv si de
protectie, mentinand viabilitatea spermei la temperatura camerei cateva
ore.Datorita concentratiei mari de celule spermatice intr-un volum de plasma
foarte mic, spermatozoizii isi consuma rapid rezervele nutritive in cateva minute,
acumulandu-se acid lactic care acidifiazd mediul si produce moarte celulara.
Supravietuirea spermatozoizilor in plasma seminald este limitata la cateva yeci
de minute, facand necesara diluarea suspensiei de spermatozoizi intr-o solutie
capabild sa conserve capacitatea de fertilizare a spermatozoizilor pe timpul
stocarii “in vitro” la temperaturi joase. Pentru conservarea lichida sperma trebuie
diluata intr-un mediu nutritiv care sa sustind supravietuirea n conditii de
reducere a activitatii metabolice, cand poate interveni atat o capacitare precoce,
dar si moartea celulara. Stocarea prin refrigerare a materialului seminal la
animalele de ferma are scopul de a reduce gradul fosforilarii proteice endogene
pentru a preveni capacitarea precoce

5. Evaluarea motititatii, viabilitatii si a concentratiei, precum si calculul dilutiei
finale. Motilitatea, viabilitatea si concentratia probelor de sperma sunt analizate

prin aceleagi metode ca in cazul tehnologiei de conservare prin cangelare.
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Motilitatea minim admisa pentru sperma ce va fi supusa diluarii in vederea
refrigerarii este de 80%.

Concentratia (densitatea) este o caracteristica importanta de care depinde
dilutia ulterioara. Sperma acceptata pentru diluare-procesare trebuie sa contina
minim 1,5 miliarde spermatice /ml.
6.Calculul dilutiei finale de spermatozoizi in doza ce va fi insamantata:

-in general se insamanteaza o doza de 0.25 ml| sperma ce trebuie sa
contina in jur de 300-400x10° spz, adica o concentratie finala C; de aproximativ
1-1.6x10° spz/ml.

-se noteaza V, volumul initial, C, concentratia initiala si N numarul de
spermatozoizi initial

-volumul final V; va fi dat de raportul N/ C¢

Volumul de diluant ce urmeaza a fi adaugat va fi dat de relatia

V= V; - V, (volumul initial)- V, (adaugat la predilutie)

7. Dilutia finala se face prin adaugarea restului de diluant ce contine glicerina 2
% ,galbenus de ou, la temperatura de 20 °C.

8. Echilibrarea flacoanele cu sperma diluata sunt introduse la frigider, pe baie
de apa, pentru a se asigura scaderea progresiva a temperaturii pana la +5°C,
temperatura de stocare. La aceasta temperatura are loc scaderea
metabolismului bazal al spermatozoizilor, asigurandu-se mentinerea viabilitatii
pentru o perioada mai mare de timp comparativ cu sperma mentinutd la
temperaturi mai mari. Deoarece celula spermatica este foarte sensibila la socul
rece, scaderea temperaturii trebuie sa se faca incet si progresiv.

9.Ambalarea in paiete de plastic de 0.25 ml este preferabila deoarece permite
o buna identificare si usurinta in transport si manipulare in cazul inseminarii
artificiale. Ambalarea se face in camera frigorifica la temperatura de +2 °C in
paiete sau flacoane de sticla , individualizate iar transportul este obligatoriu sa
se faca in termos cu gheata , suficienta care sa mentina temperatura de +4 °C -
5°C.

Calitatea spermei refrigerate este mai mare in conditiile realizarii fazelor

1-7 . in 15 minute iar echilibrarea dureaza 2,5 . Sperma se insemineaza la
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femele Tn estru indus sau natural in doza de 0,25 ml si o concentratie de 12 x10’
celule /doza. Astfel matilitatea si viabilitatea celulelor se mentine nemodificata
de la colectare si dupa echilibrare, iar dupa pastrare prelungitd sub forma
refrigerata.

Dupa 48 de ore motilitatea scade cu 5 % in a 3-a zi de pastrare la +4 °C,
si cu 9% si 18% dupa 72 ore si respectiv 96 ore de conservare la rece.

Testarea in vivo a spermei refrigerate a asigurat o fertilitate de 71 % la 24
de ore dupa conservare , 68 % dupa 48 de ore , de 64% si respectiv 53% dupa
72 si 94 de ore.
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Produs seminal refrigerat de berbec si tap cu viabilitate de 5 zile:

Revendicari

1. Produs seminal refrigerat de berbec si tap conservat prin refrigerare pana
la 5 zile cu utilizare in zootehnie si medicina veterinara caracterizat prin aceea
ca se obtine din parcurgerea etapelor de selectare si pregatire a masculilor de la
care se va colecta sperma, colectarea materialului seminal la o temperatura de
(33 °C), determinarea volumului ejaculatului si densitatii in spermatozoizi, dupa
care se efectueaza predilutia materialului seminal in raport de 1/1 cu diluant la o
temperatura de 32°C pe baza citrat 2,9g%, glucoza 0,8 g% si galbenus de ou
20%, evaluarea motilitatii, viabilitati si a concentratiei prin tehnici in sine
cunoscute, calculul dilutiei finale a spermei, in raport de concentratie, pentru a
se asigura 5 x10° celule / ml, dilutia finald (20 °C) prin adaugarea a 2-4 volume
de diluant salin contindnd glicerina 1% ca agent crioprotector, echilibrarea
spermei diluate timp de 2,5 ore prin plasarea recipientului ce contine sperma
diluatd pe baie de apa, la frigider, pentru racire la o temperatura de +4. +5°C,
ambalarea in paiete de plastic de 0,25 ml si transportul la rece a materialului
seminal diluat, asfel incat, produsul rezultat testat prezinta o fertilitate de 71 % la
24 de ore dupa conservare, 68 % dupa 48 de ore, de 64% si respectiv 53%
dupa 72 si 94 de ore.
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