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Uvod

Vymena genetického materidlu medzi krajinami, alebo v ramci krajiny, bola spociatku
limitovand na zijuce zvieratd a zmrazené¢ semeno. Technologicky pokrok priniesol v 70.
rokoch minulého storoc¢ia metddy nechirurgického ziskavania, kryokonzervécie a prenosu
preimplanta¢nych bovinnych embryi, ¢im vznikla alternativa prenosu genetického materialu
medzi populaciami dobytka, ktord ma zjavné ekonomické a huméanne vyhody. RozSirenie
prenosu embryi a zmeny genetického materidlu v $tddiu embrya vSak podmienili potrebu
venovat’ vacSiu pozornost bezpecnosti a redukcii zdravotného rizika pri prenose embryi.
Zdravotné riziko spojené s prenosom embryi nie je zavislé iba na biologickom materialy
(semeno, oocyty), ale tiez na podmienkach prostredia, ktorym si gaméty/embrya vystavené
(kultiva¢né média, podmienky skladovania, prenos). Zabranit’ prenosu patogénov z darkyn na
prijemkyne cestou embryotransféru si vyzaduje dodrzanie opatreni tykajicich sa oSetrenia
embryi v Case medzi ziskanim a prenosom. Doélezité faktory ovplyviiujice vysledok su
aseptické prostredie laboratoria, pouzivanie aseptickej techniky a sterilnych pomdcok.
Rovnako vyznamnu tlohu zohrava pouzitie roztokov a médii, u ktorych mame istotu, ze nie
su kontaminované. Preto sa odporuca priddvat do médii a roztokov Sirokospektralne
antibiotika, ktoré slizia ako detergenty bakteridlnych patogénov alebo kontaminujicich
mikroorganizmov.

Zona pellucida embryi ziskanych in vivo sa povazuje za ucinni bariéru voci
mikroorganizmom. Premyvanie takychto embryi s intaktnou zona pellucida sa realizuju za
ucelom uplného odstranenia vacsiny preskimanych bovinnych patogénov, avsak v niektorych
pripadoch je potrebné dodato¢né premyvanie embryi, za i¢elom zabranenia prenosu vsetkych
patogénov. Pouzitie trypsinu je prikladom pre dodatocné premyvanie embryi v urCitych
situdciach (Echternkamp a kol.,1989). Tiez sa odporti¢a podrobit mikrobiologickému
vySetreniu vyplavovaciu, kultivaénii a premyvaciu tekutinu, neoplodnené a degenerované
vajicka a embry4, ktoré nie su vhodné na prenos za ucelom dokazu patogénov. Intaktnost
zona pellucida je nevyhnutnym predpokladom zabranenia prieniku patogénov. Jej naruSenie
moze byt pricinou infekcie embryi. Ultrastrukturdlna a imunofluorescencné analyza odhalili
rozsiahle poSkodenia bunkovych organel v pripade, ak bola suspenzia virusu injikovana pod
zona pellucida, resp. ak bola zona pellucida z embryi odstranena ( Makarevi¢ a kol., 2007a,
b., Pivko a kol., 2005, 2006).

Predlozeny materidl obsahuje zdkladné odporucania pre chovatelov dobytka a
kolektivy realizujuice embryotransfér. Vychddza z dostupnej literatiry a vyskumnej ¢innosti

kolektivu pracovnikov Oddelenia genetiky a reprodukcie hospodarskych zvierat SCPV-



VUZV Nitra a pracovnikov schvaleného pracoviska SV a PS SR v Bratislave pod
registraénym ¢islom ETT SR 01 zaradené¢ho do zoznamu pracovisk pre prenos embryi v rdmci
EU. Autori predpokladaji, Ze vSetky publikované odporucania tykajuce sa hygienickej
manipuldcie s embryami in vitro budid chovatelom zvierat a kolektivom realizujicim
embryotransfér sluzit’ ako navod pre zabranenie prenosu patogénov embryami a tym aj Sirenia

ochoreni v chovoch.

1. Virusy a iné patogénny

Uloha, ktorti mdze hrat’ prenos embryi pri prenose patogénov sa skumala z rozliénych
hladisk. Skumal sa potenciadl pre vystavenie embryi pdsobeniu Specifickych patogénov,
povaha interakcie embryo - patogén a ucinok premyvania a oSetrovania trypsinom na
interakciu embryo — patogén. Robili sa tiez pokusy s ur€ovanim, ¢i st infekéné patogény
pritomné vo vyplavovacom médiu, alebo ¢i si priamo spojené s embryami ziskanymi od
infikovanych darkyn, ako aj s monitorovanim zdravotného stavu prijemkyn po prenose tychto

embryi.

Zoznam infekénych agens predstavuje prehl’ad udajov z tych pokusov, ktoré zahtiali

epidemiologické aspekty prenosu embryi pri hovddzom dobytku, kozach, ovciach a
osipanych:
1. Virusové patogény - Africkd virusova horucka osipanych (ASFV); Akabane virus (AV);
Bovinny herpes virus (BHV-1); Bovinny herpes virus (BHV-4); Virus bovinnej leukémie
(BLV); Bovinny parvovirus (BPV); Virus modrého jazyka (BTV); Virus bovinnej virusovej
hnacky (BVDV); Virus artritidy a encefalitidy koz (CAEV); Virus slintacky a krivacky
(FMDYV); Virus cholery osipanych (HCV); Virus infekénej bovinnej rinotracheitidy (IBRV);
Parvovirus prasnic (PPV); Virus pseudobesnoty (PrV); Virus moru hovidzieho dobytka
(RPV); Virus vezikularnej choroby osSipanych (SVDV); Virus vezikularnej stomatitidy
(VSV); Bovinna $pongioformna encefalopatia (BSE).

2. Bakteridlne patogény - Brucella abortus (B. abortus), Brucella ovis (B. ovis);
Haemophilus somnus (H. somnus); Campylobacter fetus (C. fetus), Chlamydia psittaci (Ch.
psittaci) Mycoplasma bovis (M. bovis); Mycoplasma bovigenitalium (M. bovigen);
Mycobacterium paratuberculosis (M. paratub.); Ureaplasma diversum (U. diversum).
Doposial’ vypracované tri postupy zabezpecuji produkciu embryi prostych
Specifickych patogénov: testovanie darkyn, premyvanie embryi, alebo kombindcia testovania

a premyvania. Vo vicSine publikovanych vyskumnych pracach sa dokumentuje nizke riziko



prenosu chorob transférom embryi, avSak vyznam premyvania embryi bol dokazany. V sulade
s tym boli vypracované IETS Standardné postupy premyvania a oSetrenia trypsinom, ktoré

potvrdil Office of International Epizooties vo svojom Medzindrodnom koédexe zdravia zvierat.

2. Morfologicka charakteristika a hodnotenie embryi
2.1 Popis vyvojovych §tadii embryi

Vyvoj bovinnych embryi sa zacina oplodnenim vajicka po ovulécii, ktora sa vyskytuje
24-48 hodin po zaciatku ruje. Embrya vstupuji do limenu maternice medzi Stvrtym az piatym
diiom. Medzi Siestym az 6smym dnom, vyvoj embryi napreduje od ranej moruly az po
expandovanu blastocystu (tabulka 1).

Vyplachom rohov maternice krav a jalovic vyplavovacim médiom ziskame skupinu
embryi réznych vyvojovych $tadii a s roznou zivotaschopnost'ou, ktoré ohodnotime pod
stereomikroskopom pri 50 az 100-ndsobnom zvdc¢Seni. Hodnotenim embryi urcujeme ich
vyvojové Stadia a kvalitu, priCom sa opierame o ich morfologickii charakteristiku a
chronologicki vyvojova postupnost’ v sulade s medzindrodnym c¢iselnym kédom (1-9)

(Tabulka ¢. 1).

Tabulka 1. Prehl’ad vyvoja ranych embryi krav, ich umiestnenie v pohlavnych

organoch a oznacenie medzinarodnym ¢iselnym kédom

Medzinarodny | Defi po Vyvojové stadium embrya Umiestnenie embrya v pohlavnych
Ciselny kod Oplodneni organoch

1 1 1-bunkové vajicko —zygota | ampula vajcovodu

2 2 2-bunkové embryo ampula vajcovodu

2 3 4-bunkové embryo ampula vajcovodu

2 4 8-bunkové embryo isthmus vajcovodu, roh maternice
2 5 16-bunkové embryo isthmus vajcovodu, roh maternice
3 5-6 rand morula roh maternice

4 6 kompaktna morula roh maternice

5 7 rand blastocysta roh maternice

6 7-8 blastocysta roh maternice

7 8-9 expandovana blastocysta roh maternice

8 9 vol'na blastocysta maternica

9 9-10 prediZend blastocysta maternica




Oplodnené vaji¢ko — zygota (prvy deii, kéd 1) je charakterizované jednou bunkou s
vyli¢enym polovym telieskom v perivitelinovom priestore s neporusenou zona pellucida.

2 az 16 buniek (druhy - piaty den, kéd 2), jednotlivé vyvojové S§tadia su
charakterizované pravidelnym vyskytom volnych blastomér v pocte od dvoch az do 16
buniek.

Rana morula (piaty —Siesty den, kod 3) sa vSeobecne popisuje ako skupina buniek
volnych blastomér. Jednotlivé blastoméry su jedna od druhej zretel'ne oddelené a zaberaju
vac¢siu Cast’ priestoru, ktory vytvara zona pellucida. Perivitelinovy .priestor je Cisty a zretel'ny.
Vonkajsi priemer ranych embryi krav je 150-190 um v¢itane zona pellucida, ktora je hruba
priblizne 12-15 um. Velkost embryi zostava nezmenena od zygoty pocntc az po blastocystu.
V §tadiu expanzie ranych embryi sa ich velkost’ zvacSuje.

Kompaktna morula (Siesty den, kéd 4), jednotlivé bunky — blastoméry, ktoré
formuju v tomto Stddiu kompaktni masu moruly st jedna pri druhej a splyvaju. Proces
kompaktizacie je ukonceny. Perivitelinovy priestor je Cisty.

Rana blastocysta (siedmy den, kéd 5), rané embryo zacCina v tomto Stadiu formovat’
blastocélovt dutinku v podobe excentricky sa formujuceho mechurika. V tomto §tadiu vyvoja
uz mdézu byt viditelné rozdiely medzi trofoblastom a vnatornou bunkovou masou.
Perivitelinovy priestor je Cisty (Obr. 12/1).

Blastocysta (siedmy — 6smy den, kod 6), v tomto Stddiu nastdva diferenciacia
vonkajsej vrstvy trofoblastu od tmavsej kompaktnejSej vnutornej masy buniek. Blastocélova
dutinka je roz$irend a perivitelinovy priestor je ztizeny (Obr. 12/2).

Expandovana blastocysta (6smy — deviaty dei, kéd 7), vonkaj$i priemer embrya sa
v tomto Stadiu rychlo zvacsuje (1,2 az 1,5-krat), perivitelinovy priestor sa straca za stic¢asné¢ho
zuzovania sa zona pellucida az na priblizne tretinu povodnej hrubky. V tomto Stadiu ziskané
embrya Casto podliehaju kolapsu, o je charakterizované uplnou, alebo ciasto¢nou stratou
blastocélu. Zona pellucida zostava neporusena (Obr. 12/3)

VoPna blastocysta (deviaty den, kod 8), v tomto vyvojovom Stadiu embrya aktivne
vystupujii zo zona pellucida a ostavaji volné. Maju zretelne diferencovany a pravidelne
utvarany trofoblast, v ktorom je uzavrety excentricky sa tvoriaci embryoblast a dobre
vyvinuté blastocélova dutinka. Embryo pripomina svetly, pravidelny, okrahly mechurik.

PrediZena blastocysta (deviaty — desiaty den, kéd 9), v tomto vyvojovom §tadiu
ziskané embrya st bez zona pellucida a charakterizuje ich zvySena proliferacia trofoblastu a

morfologicka premena ovalneho tvaru na trubicovity.



2.2 Hodnotenie kvality embryi

Kvalitu ziskanych jednotlivych vyvojovych stadii ranych embryi urCujeme na zaklade
morfologickych kritérii embrya zarad'ujeme do Styroch tried a oznacujeme medzinarodnym
¢iselnym kédom (1-4).
Vynikajice embryo, kéd 1 — embryo je Zivotaschopné, okruhleho tvaru, symetrické, bunky
su rovnakej vel'kosti, sfarbenia a Struktury, bez fragmentov v perivitelinovom priestore.
Dobré embryo, kéd 2 — embryo je charakteristické vyskytom niekolkych fragmentov
blastomér v perivitelinovom priestore a nepravidelnym tvarom a vyskytom vezikul.
7Z1é embryo, kod 3 — embryo je malo Zivotaschopné, v perivitelinovom priestore su pritomné
fragmenty blastomér a tiez niekol’ko degenerovanych buniek. Charakteristicka je zvySena
tvorba vezikulacie (Obr. 13/3).
Degenerované, neZivé embryo a neoplodnené vajicko kéd 4 - embryo ma pocetné
fragmenty blastomér, degenerované bunky, bunky rdznej velkosti obsahuju vel'ké pocetné

vezikuly a podliehaju Gplnej fragmentacii (Obr. 13/1 a 2)

2.3 Zasady pri vybere prenosuschopnych embryi a prevencia prieniku patogénov

Rané embryd v obdobi prenosu charakterizujeme ako embryd, ktoré prekonali
diferenciaciu a maju funkéné dve zarodoc¢né vrstvy, blastocélovu dutinku a neposkodenu zona
pellucida. Zarodoéné vrstvy st tvorené bunkami trofoblastu a bunkami embryoblastu, ktoré st
zékladom pre budtce embryo a plod.

V obdobi medzi ziskanim a prenosom je potrebné embryé starostlivo uchovavat’, aby
sa zabranilo sprievodnému prenosu patogénov. Pri manipuldcii s embryami je nevyhnutné
pouzit’ aseptické techniky, sterilné roztoky a sterilné pomdcky. Pre zvySenu bezpecnost’ treba
do roztokov, ktoré¢ prichadzaji do kontaktu s embryami, pridat’ antibiotika.

Zona pellucida je velmi efektivna bariéra voci mikroorganizmom a virusom.
Premytim embryi, ktoré su uzavreté v intaktnej zona pellucida standardnou metodou, by sa
mala vicSina znamych bovinnych patogénov odstranit’. V pripade, Zze aj po premyti sa na
povrchu zona pellucida embryi vyskytuju zvysky adherovaného materialu, je potrebné tieto
embryd dodato¢ne premyvat v médiach s trypsinom. Pre efektivhu uc¢innost’ sa musi
premyvanie s trypsinom vykonavat’ v stlade so Standardnymi metodami.

Pri vybere vyplavenych ranych embryi uréenych pre prenos st vo vSeobecnosti

uplatiiované tieto zasady:



1) U hovédzieho dobytka (kravy, jalovice), malych hospodarskych zvierat (ovce, kozy),
oSipanych a koni st najuspesnejSie prenasané rané embryd v Stadiach vyvoja od ranej
blastocysty az po blastocystu (medzinarodny kod 5 a 6).

2) Najlepsie vysledky sa dosahuju pri prenose Cerstvych ranych embryi zatriedenych do prvej
a druhej triedy kvality (medzinarodny kod 1 a 2).

3) Pri zmrazenych embryach sa odporuca iba prenos embryi zaradenych do prvej triedy

kvality (medzindrodny kod 1).

2.4 Pouzitie vhodnych médii a pridavkov

Dolezitym predpokladom hygienického uchovavania a manipuléacie s embryami je tiez
vyber vhodnych médii a vyhodnocovanie embryi na pritomnost’ patogénov.

Vsetky média, roztoky, séra, enzymy a kryoprotektivne latky, ktoré vstupuju do
kontaktu s embryom musia byt' zbavené kontaminujtcich latok a zivych mikroorganizmov.
Mo6zu sa zakuapit’ ako hotové sterilné preparaty, alebo sa mézu pripravit’ v laboratoriu. Ak sa
zlozky médii nakupované ako vhodné pre pouzitie sterilne pripravené, zvycajne by mali
pochadzat’ zo spolahlivych zdrojov. Ak sterilizaciu robime v laboratériu, treba pouzivat
nasledovné zasady a postupy, ktoré su podrobne popisané v praci Pivko a kol. (2000).

Vo vieobecnosti pre kompletné média plati, e ak sa skladuja pri 4 °C, su pouzitelné
do dvoch tyzdnov. Niektoré¢ média (napr. Minimalne esencidlne médium, Whittenovo
médium, atd’.) sa vSak moézu skladovat’ dlhSiu dobu. Zmeny pH skladovanych médii st
odozvou na zhorSenie niektorych zloziek média a Skodlivé mdze byt tieZz vystavenie
ultrafialovému a dennému svetlu. Niektoré komponenty (napr. L-glutamin, pyruvat) sa
spontanne degraduji a treba ich do média pridavat’ tesne pred pouzitim. Naopak, sol' a
zasobné roztoky neobsahujuce proteiny (tj. sérum) sa s menSou pravdepodobnost'ou
kontaminujii a mdézu byt skladované v chladni¢ke pri 4 °C pocas 1 az 6 mesiacov. Na
pripravu zakladnych roztokov soli a médii je potrebné pouzivat’ deionizovani vodu, ktorej
dlhodobé¢ skladovanie sa neodporuca.

U vSetkych médii a kryoprotektivnych roztokov je potrebné odmerat’ pH a osmolaritu
eSte pred sterilizaciou. Sterilita média je zavisla od filtracie (velkost’ porov 0,22 um) a
skladovania v sterilnych sklenenych silikonovanych, borosilikonovanych, alebo plastikovych
skamavkach.

Sterilitu proteinovych komponentov médii moZno tazko verifikovat. Osobitné riziko
moze predstavovavat’ sérum pouZzivané vo vyplavovacom, premyvacom a kultivaénom médiu,

preto je pri selekcii séra potrebna opatrnost. Vhodné je pouzit’ bud’ frakciu V bovinného



sérového albuminu (BSA), alebo gama Ziarenim sterilizované sérum. Séra sa musia zbavit’
virusov aj v pripade, ze uznané produkty, schvalené pre export, schvalila importujtca krajina.
Vseobecné pouzitie antibiotik ako dodatkov do vyplavovacich a kultivaénych médii sved¢i o
kontrole patogénov, avsak v testoch na sterilitu médii sa ich pridavok neodportca, pretoze
mdzu maskovat’ pritomnost’ utajenych kontaminantov.

Vsetky novopripravené média je potrebné otestovat’ na schopnost’ podporovat’ vyvoj
embryi a na kontaminaciu. Ako model mézu byt’ vyuzité mysacie embryd. Treba mat’ vSak na
pamati, Ze embrya rozdielnych druhov maju rozdielne kultivaéné poziadavky a senzitivitu na
toxiny Alternativou odhadu kvality kultivaéného média mdze byt skuska motility spermii
chrcka (HSMA), ktora rychlo (do hodiny) podava informacie o kvalite vody a dodatkov v

médiu ako aj o potencidlnej toxicite produktov, ktoré sa na pripravu média pouzivaju.

2.5 Postupy odstranenia patogénov

Vlastné premyvanie embryi sa povazuje za efektivny spOsob odstranenia vysokej
hladiny réznych patogénov zo zona pellucida intaktnych embryi. Iba embrya s intaktnou zona
pellucida sa mozu efektivne premyt.

Odportcana (Standardnd) metoda zahfnia 10-nasobné premytie embryi v skupinach po
10 alebo menej v petriho miskach s obsahom 2 ml kultivaéného média. Pri premyvani je
potrebné pouzivat' sterilné 20 pl mikropipety a menit ich medzi kazdym premytim.
Pipetovacie zariadenie a techniku treba pouzivat’ tak, aby sa ziadna z pomocok nedostala do
kontaktu s premyvacim médiom. Na obrazkoch 1 az 5 uvadzame vhodné pomocky na
manipulaciu s embryami a znazornenie Standardného postupu premyvania.

Ak prendSame pri premyvani embryd v objeme 20 ul zjednej misky do druhe;,
dosiahneme riedenie 1:100 (t.j. do kazdej nasledujucej misky prenesieme pri premyvani 1/100
objemu premyvacieho roztoku z predchédzajicej misky). VSetky embrya je potrebné v kazde;j
miske premyvat’ jemnym pipetovanim a dolezitd je tiez skutoCnost, ze spolo¢ne mozno
premyvat’ iba embrya od jednej darkyne..Spolo¢ne moZzno premyvat iba embrya od jednej

darkyne.
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Pomécky na premyvanie embryi: 1-3 — pejetkova¢ s pipetami; 4—Petriho misky s

premyvacou tekutinou; 5 — znazornenie postupu Standardného (10 — nasobného) premyvania.

2.5.1 Standardna metéda 10 —nasobného premyvania

1. Pod stereomikroskopom (Obr. 6) pri zvacSeni minimalne 100 x starostlivo prehliadnut’

embrya po celom povrchu.

2. Zistit', ¢i embrya nemaju defekty zona pellucida (Obr.7-8) a nenachadza sa na jej povrchu
adherovany material (zvySky hlienov a necistot) (Obr. 9) a ani na embryach bez zona
pellucida (Obr. 11)

3. Adherovany materidl mechanicky odstranit’ z povrchu embryi pred premytim.

4. Embrya s defektami zona pellucida, (Obr. 10) resp. embrya z ktorych sa adherovany
material nedal odstranit’ nie su vhodné na prenos, treba ich vyradit’.

5. Embrya u ktorych sa zisti poSkodena zona pellucida po premyti treba vyradit azvysné
embrya opakovane premyt’ v Cerstvych roztokoch.

6. Embryé je potrebné premyt’ minimélne 10 krat

7. Pri prenose embryi z jednej premyvacej kvapky do druhej, pouzit’ vzdy novu sterilnu

pipetu.
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Obrazok 6 Svetelny stereomikroskop Obrazok 7 — Bovinna morula -
zona pellucida intaktna (kod 4)

Obrazok 8-Vcasna blastocysta — Obrazok 9 — Blastocysta s adherovanym
zona pellucida intaktna (kod 5) materialom (Sipky) na zona pellucida (kod 6)

Obrazok 10 — Morula s poskodenou zona Obrazok 11 — Vol'na blastocysta
(Sipka) pellucida ( kod 4) (uvol'nena zo zona pellucida; kéd — 8)
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Obrazok 12 Bovinné embrya ziskané vyplavenim rohov maternice klasifikované podl'a ich
vyvoja vhodné na prenos (1 — Rana blastocysta; kéd 5; 2 — Blastocysta; kod 6; 3 -
Expandovana blastocysta, kod 7)

Obrazok 13 Bovinné embrya ziskané vyplavenim rohov maternice klasifikované podl'a ich
kvality — nevhodné na prenos ( 1 — Neoplodnené vajicko ( kéd 4) 2 — 16-bunkové bovinné
embryo — fragmentované ( kod 4), 3 — Kompaktnd morula — (koéd 3).

2.5.2 Premyvanie embryi v médiach s trysinom
Premyvanie intaktnych in vivo derivovanych embryi s intaktnou zona pellucida v

médiach s trypsinom sa ukazalo byt efektivne pre odstranenie cudzich bunkovych elementov,
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alebo inaktivaciu niektorych patogénov schopnych prilnut, alebo inak asociovat so zona

pellucida embryi nachadzajucich sa vo vajcovode a rohu maternice.

Ak neboli cudzie bunkové elementy a adherované necistoty odstranené¢ zo zona
pellucida Standardnym premyvacim postupom (vid. vysSie) je potrebné, pri dodrzani
vSetkych ostatnych zasad uvedenych v S$tandardnom premyvacom postupe, pouzit
premyvanie embryi v médiach s trypsinom podl'a nasledovného postupu:

1. Ziskané embrya darkyn hodnotit’ stereomikroskopom pri 50 az 100 nasobnom zvicSeni za
ucelom zistenia intaktnosti zona pellucida a bunkovych zvyskov a necistot na jej povrchu

2.S embryami pracovat’ v skupinach maximalne po 10 embryi od kazdej darkyne osobitne.

3. Skupinu embryi 5 krat premyt v pufrovanom fosfatovom roztoku (PBS) bez Ca™ a Mg,
pH 7,2-7,4 s obsahom Sirokospektralnych antibiotik a 0,4% bovinného sérového albuminu.
4. Skupinu embryi 2 krat premyt po dobu 60 az 90 sekund, v roztoku PBS (bez Ca™ a Mg )
s 0,25% trypsinom (pH 7,6-7,8). Ddlezité je, aby bol trypsin skladovany podl'a navodu.
Roztoky obsahujuce trypsin sa musia pripravovat cerstvé tesne pred pouzitim. Ak sa

trypsinové roztoky skladuju dlhSie, rozmrazené stracajii enzymaticka aktivitu.

5. Po premyti v roztoku s trypsinom skupinu embryi 5 krat premyt v PBS s obsahom
antibiotik (1% roztoku antibiotic-antimycotic, Gibco BRL, Lofer, Raktsko) a 2% fetalneho
telacieho séra (Gibco BRL, Lofer, Rakusko.). Roztok obsahujuci sérum sa pouziva na
premyvanie po ovplyvneni s trypsinom za uCelom inaktivacie zostatkovej enzymatickej

aktivity trypsinu.

2.6 Mikrobiologicka kontrola embryi a vyplavovacich médii

Sterilitu embryi mézeme odvodzovat’ aj od zdravotného stavu darkyn a plemennikov,
resp. testovanim d’al§ich vzoriek asociovanych s procedirami ziskavania embryi. V pripade
podozrenia na moznost’ vyskytu patogénnych agensov vo vyplavovacej tekutine odporac¢ame
okrem S$tandardnych premyvacich metdod aj mikrobiologicki a virologicki kontrolu
fragmentovanych embryi a neoplodnenych vajicok a vyplavovacich tekutin.

Po prefiltrovani vyplavovacej tekutiny a ziskani embryi, je potrebné vyplavovaciu
tekutinu dat’ do sterilnej nadoby a 30 minat sedimentovat’. Po tom, ako su vhodné embryé
odobrané, ulozime fragmentované embrya a neoplodnené vajicka spolu so sedimentovanymi
zvySkami vo vyplavovacej tekutine do sterilnych skiimaviek a po ich oznaceni dopravime do
prislusného regionalneho veterindrneho a potravinového ustavu.

Zdravotnu nezdvadnost’ premytych embryi ndm moéZe potvrdit’ tieZz otestovanie

roztokov z poslednych premyti. Doélezité tiez je, aby boli vzorky po odobrati spravne
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spracované a skladované. Ak st testované v ten isty defi, je potrebné ich skladovat pri 4 °C. V

pripade ak sa testy nerobia v ten isty def, je potrebné vzorky uskladnit pri teplote -70 °C,

alebo nizsej az do doby, kedy sa budu testy realizovat’.

3. Zaver

Rychle postupujici vyvoj v technologiach prenosu embryi méze mnohé zmenit.

Zmeny mozu nastat’ v postupoch pripravy embryi pred prenosom, v technologiach oplodnenia

a kultivacie in vitro, resp. v zmene patogenity infekénych agensov. Vsetky tieto inovacie

mézu zvysit potencidlne riziko prenosu patogénov embryami. Preto je velmi dolezité

venovat’ pozornost’ meniacim sa technoldgiam a ich exploatacii vo vztahu k zdraviu nasej

populacie hospodarskych zvierat. Z tohto dovodu je v sucasnej dobe spravne vyuzivanie

otestovanych procedur vel'mi aktualne a ddlezité a bez vyhrady v plnej miere zavisi od eticke;j

a technologickej vyspelosti tych, ktori prenos embryi realizuju, ¢i uz vo vyskume, alebo v

praxi.
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