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SAZETAK

Cilj istrazivanja bio je da se ispita koncentracija i morfologija spermatozoida svjeze
razrijedenog nerastovskog sjemena sa i bez antibiotskog dodatka razrjedivac¢u tokom perioda
skladiStenja. Ejakulati su uzeti od dva nerasta sa privatne farme.lstrazivanje je obuhvatalo
ukupno 60 doza svjeze razrijedenog sjemena nerasta i Sprovedeno je u Laboratoriji za
reprodukciju zivotinja Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Banjoj Luci. U kontrolnoj
grupi nerastovsko sjeme je razrijedeno sa komercijalnim razrjedivacem (BTS), dok su u
oglednoj grupi ejakulati uzimani direktno u dodatak razrjedivacu, a zatim je razrijedivan sa
komercijalnim razrjedivacem. U ovom istrazivanju koriSten je dodatak razrjedivacu,
komercijalnog naziva Dicol (Magapor, Spanija), koji u sebi sadrzi koktel antibiotika i
namijenjen je za ocuvanje vijabilnosti sperme kroz duze Cuvanje, kao i za sprijeCavanje
razvoja bakterija. Morfologija spermatozoida je ocjenjena pomocu HOS testa, dok je
koncentracija spermatozoida odredena pomocu standardne metode u Birkerovoj komori.
Ispitivanje morfologije spermatozoida vrSeno je prvog dana, tj. unutar 24 ¢asa od uzimanja
sperme, zatim nakon 72, 120 i 144 ¢asa. Rezultati istraZivanja pokazali su da je prose¢na
koncentracija spermatozoida u dozi iznosila 3 x 10° u kontrolnoj grupi, odnosno 3,4 x 10° u
oglednoj grupi. Pomo¢u HOS testa dobijeni su rezultati morfoloskog integriteta
spermatozoida koji pokazuju da je procenat zivih spermatozoida u kontrolnoj grupi prema
danima skladistenjabio manji (87,7; 81,98; 69,96; 61,38) u odnosu na oglednu grupu (89,83;
86,56; 78,41; 70,55). Procenat spermatozoida sa oSteCenom intaktnom membranom bio je
veci u kontrolnoj grupi (2,33; 3,56; 6,16; 7,33) u odnosu na oglednu grupu (1,31; 1,81; 3,08;
3,98) tokom svih dana skladistenja. Uoceno je da je procenat spermatozoida uginulih tokom
bojenja veci u kontrolnoj grupi (4,71; 6,03; 8,18; 8,05) tokom svih dana skladistenja u odnosu
na oglednu grupu (3,51; 4,46; 6,25; 6,71). Prema dobijenim rezultatima procenat mrtvih
spermatozoida bio je veé¢i u kontrolnoj grupi (0,81; 1,98; 4,75; 8,20) tokom svih dana, osim
prvog dana skladistenja, u odnosu na oglednu grupu (0,86; 1,48; 3,00; 5,90). Procenat
abnormalnih spermatozoida bio je ve¢i u kontrolnoj grupi (4,45; 6,43; 10,93; 15,03) tokom
svih dana, osim prvog dana skladiStenja, u odnosu na oglednu grupu (4,46; 5,66; 9,25; 12,85).

Prema dobijenim rezultatima moZemo zakljuciti da antibiotski dodatak razrjedivacu
Dikol povoljnije utice na ocuvanje morfologije spermatozoida tokom skladistenja u odnosu na

komercijalni razrjediva¢ BTS bez Dikola, Sto potvrduje hipotezu od koje polazi istrazivanje.
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ABSTRACT

The aim of study was to determine concentracion and morphology of spermatozoa in
fresh diluted boar semen with and without the additive to diluent during the storage period.
The ejaculates are taken from two boars from a private farm. The study included a total of 60
doses of fresh diluted boar semen and it was carried in the Laboratory for Domestic Animal
Reproduction of the Faculty of Agriculture, University of Banja Luka. In the control group
boar semen was diluted with a commercial extender (BTS), while in the experimental group
ejaculates were taken directly into the additive to dilutent, and then diluted with a commercial
dilutent. In this study it was used an additive to the diluent, commercially named Dicol
(Magapor, Spain), which contains a cocktail of antibiotics and is intended to preserve the
viability of the sperm during prolonged storage, as well as to prevent the development of
bacteria. The morphology of spermatozoa is determined by HOS test, while the concentration
of spermatozoa is determined by standard metod in Burker chamber. Assaying of the
spermatozoa morphology was performed on the first day (within 24 hours of collecting
sperm), then after 72, 120 and 144 hours. The results of study shows that the average
concentration of spermatozoa in the dose was 3 x 10° in the control group and 3,4 x 10°in the
experimental group. Results ofthe HOS test showed lower percentage of live sperm cells in all
days during the storage time in the control group (87,70; 81,98; 69,96; 61,38) comparing to
the experimental group (89,83; 86,56; 78,41; 70,55). The percentage of spermatozoa with
damaged intact membrane was higher in the control group (2,33; 3,56; 6,16; 7,33) comparing
to the experimental group (1,31; 1,81; 3,08; 3,98) during all days of storage. It was observed
that the percentage of dead sperm during staining was higher in the control group (4,71; 6,03;
8,18; 8,05) during all days of storage comparing to the experimantal group (3,51; 4,46; 6,25;
6,71). According to the results the percentage of dead spermatozoa was higher in the control
group (0,81; 1,98; 4,75; 8,20) during all days, except for the first day of storage, comparing to
the experimental group (0,86; 1,48; 3,00; 5,90). The percentage of the abnormal spermatozoa
was higher in the control group (4,45; 6,43; 10,93; 15,03) during all days, except for the first
day of storage, comparing to the experimental group (4,46; 5,66; 9,25; 12,85).

According to the results we can conclude that the additive to diluent (Dicol) gives
better effects for preserving of the spermatozoa morphology during storage time in comparing
to commercial diluent BTS without Dicol, which confirms the hypothesis from which the

research starts.
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1. UVOD

Tehnologija u stocarskoj proizvodnji napreduje iz godine u godinu, a najveéi uspjeh
industrijske proizvodnje postignut je u uzgoju zivine 1 svinja. Upotreba vjesStackog
osjemenjavanja je od posebnog znaCaja za svinjarstvo i uveliko se koristi. Vjestacko
osjemenjavanje je reproduktivna tehnologija koja je dala veliki doprinos u pogledu
unapredenja genetike. VjeStaCkim osjemenjavanjem sa jednim ejakulatom moZe se osjemeniti
veéi broj krmaca, dok je u prirodnom parenju osjemenjena samo jedna krmac¢a (Dominguez i
sar., 2006). Pored toga, vjestatko osjemenjavanje je dosta uspjesno i veoma ekonomi¢no.
Ako se uzme u obzir da se od jednog nerasta mogu dobiti dva ejakulata sedmi¢no, tj. oko 96
ejakulata godiSnje, moguce je osjemeniti 20 krmaca ra¢unajuci da se na svaku krmacu potrosi
5 ejakulata godisnje. Ukoliko se krmace vjestacki osjemenjavaju, od samo jednog ejakulata
moze se dobiti prosje¢no 14,6 inseminacionih doza, volumena 100 ml, sa po 3 x10°

spermatozoida, Sto nerasta ¢ini znacajnijim u odnosu na krmacu (Stancic i sar., 2009).

VjestaCkim osjemenjavanjem ograni¢ava se direktan kontakt Zivotinja 1 smanjuje se
rizik od prenoSenja raznih bolesti, ali se taj rizik ne moze potpuno eliminisati (Guerin, 1996;
van Rijn i sar., 2004; Boender i sar., 2007).

Prednosti vjeStaCkog osjemenjavanja su viSestruke: sprijeCava se Sirenje mnogih
zaraznih bolesti, dobijanje veceg broja potomaka od genetski superiornog priplodnjaka i bolja
evidencija o porijeklu, mogucnost ¢uvanja sjemena na duze vrijeme, itd. Pored navedenog,
ostvaruju se i velike ekonomske uStede u transportu doza u odnosu na transport Zivog

priplodnjaka, kao 1 zarada u prodaji doza za vjeStacko osjemenjavanje.

Prvi koji je pokuSao izvesti vjeStacko osjemenjavanje svinja bio je Ivanov iz Rusije
(Ivanov, 1907). Medutim, prvo uspjesno vjeStacko osjemenjivanje izvedeno je u Japanu (Ito i

sar., 1948).

U praksi se ejakulati nerasta naj¢es¢e dobijaju pomocu vjeStacke vagine, manuelnom

fiksacijom penisa i metodom elektroejakulacije (Perry, 1963).

Ispitivanje kvaliteta dobijenog ejakulata se izvodi na dva nacina. Prvi nacin, tj.

makroskopski parametri kvaliteta ejakulata, ukljucuju volumen ejakulata (200-300 ml),

10



gustinu, boju ejakulata (plavkasto-bijela do zuckasto-bijela), miris kao i prisustvo stranih
materija u ejakulatu i izvodi se bez upotrebe posebnih instrumenata. Mikroskopski parametri
kvaliteta ejakulata ukljuCuju koncentraciju spermatozoida u ejakulatu (po 1ml), zatim

morfologiju i motilitet spermatozoida, kao i integritet akrozomalne membrane.

Ejakulat se pored spermatozoida sastoji i od spermalne plazme koja spermatozoidima
obezbjeduje hranljive materije, elektrolite, osmotski pritisak (izotoni¢an), puferne sisteme
(neophodne za odrzavanje pH), proteine, fermente, hormone. U svrhu vjestackog
osjemenjavanja ejakulati se mje$aju sa razrjediva¢ima koji zamjenjuju spermalnu plazmu.
Njihova uloga je da obezbijede sve potrebne uslove za Sto duze prezivljavanje u in vitro
uslovima (Stankovi¢, 2011), te da istovremeno omoguée formiranje veceg broja

inseminacionih doza sjemena.

Do danas su stvoreni mnogi razrjedivaci za ¢uvanje razrijedene sperme, a mogu se
podijeliti na kratkotrajne (namijenjene za Cuvanje sperme tokom 1-3 dana) i dugotrajne
(namijenjene za ¢uvanje sperme tokom 4-14 dana) razrjedivace (Stancié, 2006). Razrijedenu
nerastovsku spermu najbolje je Cuvati na temperaturi od 17 °C. Temperatura ispod 15 °C
dovodi do hladnog $oka kod spermatozoida, dok se na temperaturi iznad 20 °C spermatozoidi
progresivno krecu pri ¢emu troSe energetske materije. Od posebnog znacaja je da razrjedivac
prije kontakta sa spermom bude zagrijan na 37 °C kako bi se sprijedile nagle promjene

temperature u ejakulatu kao i pojava aglutinacije spermatozoida.

Da bi se sprijecila bakterijska kontaminacija u razrjedivace se dodaju antibiotici.
Bakterije utiCu na fertilizacionu sposobnost spermatozoida, dok se plotkinje mogu zaraziti
preko zarazenog nerastovskog sjemena, ukoliko su u ejakulatu prisutne patogene bakterije.
Zbog toga antibiotici igraju vaznu ulogu u vjesStaCkom osjemenjavanju i ouvanju kvaliteta

nerastovskog sjemena.

Odredivanje koncentracije, tj. broja spermatozoida u ejakulatu vrS$i se pomocu
Birkerove komore. Pored Birkerove komore za odredivanje koncentracije spermatozoida
koristi se eritrocitni melanZer, plasti¢ni Spric, pokrovno stakalce i 3% hipertoni¢ni rastvor
NaCl. Vodeni rastvor 3% NaCl je hipertoni€an i veoma brzo umrtvi spermatozoide koji

postaju nepokretni i tada ih je lako prebrojati (Miljkovié, 1998).

Doze sjemena za vjeStatko osjemenjivanje krmaca uglavnom se formiraju u
pakovanjima od 80-100 ml koje sadrze priblizno 3x10° spermatozoida. Preporucuje se da
fertilna doza za vjestatko osjemenjivanje treba da sadrzi najmanje 2-3x10° spermatozoida

(Martin-Rillo i sar., 1996; Alm i sar., 2006).
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Ocjena morfoloskog integriteta spermatozoida vr§i se pomocéu HOS testa
(Hypoosmotic swelling test), tj. supravitalnog bojenja spermatozoida po Blomu eozin
nigrozinom, sa ciljem da se ustanovi procenat zivih, mrtvih i abnormalnih spermatozoida.
Membrana zivih spermatozoida je intaktna i ne prima boju tokom HOS testa, dok je
membrana oS$teéenih i mrtvih spermatozoida podlozna bojenju. HOS rastvor dobija se
mijeSanjem natrijum citrata, fruktoze i destilovane vode. Pored HOS testa u primjeni je i
skraceni HOS test (short HOST, sHOS), test hiperosmotske rezistencije (The Hyperosmotic
Resistance/Swelling Test, HRT) i test hiperosmotske rezistencije (The Osmotic Resistance
Test, ORT).

Cilj rada je da se ispita koncentracija i morfologija spermatozoida svjeze razrijedenog

nerastovskog sjemena sa i1 bez antibiotskog dodatka razrjedivacu tokom perioda skladistenja.

Osnovna hipoteza od koje polazi istrazivanje je da ¢e dodatak razrjedivacu povoljno
uticati na oCuvanje morfologije spermatozoida svjeze razrijedenog sjemena nerasta tokom

perioda skladiStenja.
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2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Anatomija polnih organa nerasta

Reproduktivni trakt nerasta sastoji se iz: dva sjemenika (testes), dva pasjemenika
(epididymis), dva sjemenovoda (ductus depherens), uretre (urethra masculina), akcesornih
polnih zlijezda (glandulae accessories), mosnje (scrotum) i kopulatornog polnog organa
(penis). Glavna funkcija reproduktivnog sistema je proizvodnja ejakulata, tj. spermatozoida i
sjemene plazme, koje stvaraju testisi, epididimis i akcesorne polne zlijezde (Knobil i Neill

2006).

Veli¢ina testisa nije samo u korelaciji sa dnevnom proizvodnjom spermatozoida ve¢ i
sa nivoom testosterona (Ford i sar., 2001; Hemsworth i Tilbrook, 2007; Flowers, 2008).
Nerastovi sa velikim testisima imaju veliku koncentraciju spermatozoida i nivo testosterona,
kao i povecan libido (Flowers, 2008) i veliki pasjemenik (Walker i sar., 2004). Walker i sar.
(2004) navode da vec¢i pasjemenik ima veci kapacitet skladiStenja spermatozoida, $to moze
unaprijediti ukupnu plodnost nerasta. Imajuci to u vidu, Flowers (2008) smatra da je najbolji
nacin da se unaprijedi proizvodnja i kvalitet nerastovskog sjemena da se nerastovi odaberu

prema veli¢ini testisa.

Proizvodnja spermatozoida se odvija u seminifernim tubulima testisa, dok pasjemenik
ima nekoliko vaznih uloga. On ima funkciju da vrsi transport spermatozoida od testisa do
sjemenovoda. Prije nego Sto stignu do sjemenovoda, spermatozoidi se skladiste i1 sazrijevaju u
pasjemeniku sve do ejakulacije. Pri ejakulaciji, spermatozoidi iz kaudalnog dijela
pasjemenika se mijeSaju sa sekretima akcesornih polnih Zzlijezda. Tokom ejakulacije, broj
spermatozoida skladiStenih u kaudalnom dijelu pasjemenika smanji se za oko 60% (Hughes i
Varley, 1984; Strzezek i sar., 1995; Pruneda, 2006), Sto govori o kapacitetu proizvodnje

sjemena, bitnom za planiranje ritma eksploatacije nerasta.

Sjemenovod se nastavlja na pasjemenik, prolazi kroz mosnice i1 sjemeno uZze, a zatim
se ulijeva u pocetak uretre koja transportuje spermu i mokra¢u. Uloga moSnica je da
odrzavaju temperaturu sjemenika i da ih Stite od povreda i visokih ili niskih temperatura.
Akcesorne polne zlijezde se sastoje iz parnih bulbouretralnih i vezikularnih Zlijezda, i neparne
prostate. Ove zlijezde luce sekrete koji se u uretri zajedno mijesSaju sa spermatozoidima, pri

¢emu nastaje sperma. Kod nerastova 55-75% zapremine ejakulata nastaje sekrecijom prostate
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i uretralne Zlijezde, 10-25% od sekrecije bulbouretralnih Zlijezda, 15-20% od vezikularnih
zlijezda, dok samo 2-5% potice iz kaudalnog dijela pasjemenika (Dyce i sar., 1999; Badia,
2003).

Polni organ nerasta je fibroelasti¢nog tipa, kao i kod bika, ovna i jarca. Za razliku od
penisa pastuva (kavernozni tip penisa), koji ima puno sunderastih tkiva, penis nerasta u vecoj
mjeri sadrzi fibroelasti¢na vlakna, zbog ¢ega se ne produzava puno tokom erekcije, ali dobija
na ¢vrstini. Uloga penisa je da izbacuje mokracu i spermu u spoljasnju sredinu, tj. u polne

organe zenke tokom parenja.

2.2. Uzimanje sperme

Prve ejakulacije kod nerastova se deSavaju u pubertetu, izmedu 5-6 mjeseci starosti,
kada 1 po€inju da se vjeZbaju za skokove i1 uzimanje sjemena. Za nerastove se smatra da su
polno zreli tek kad navrs$e godinu dana, kada bi trebali da budu u punoj eksploataciji (Martin,
1982; Hugues i Varley, 1984; Sancho, 2002; Cordova-lzguierdo i sar., 2004). Period
eksploatacije nerastova na farmama traje krate u odnosu na one u reprocentrima za
proizvodnju komercijalnih doza sjemena, jer poslije odredenog perioda dolazi do uzgoja u
srodstvu, te je potrebno izvrsiti njihovu zamjenu. Ukoliko se radi o kvalitetnim nerastovima,
visokog genetskog potencijala, oni u eksploataciji mogu da ostanu i viSe godina, sve dok na

trziStu postoji potraznja za njihovim sjemenom.

Postoji viSe nadina za uzimanje sperme kod nerastova. U praksi se naj¢esce koristi
vjestacka vagina i manuelna fiksacija penisa. Pored ove dvije metode u upotrebi su i

elektroejakulacija i masaza akcesornih polnih Zlijezda.

Vjestacka vagina treba da obezbijedi uslove jednake kao i u vagini krmace. To
obuhvata temperaturu, skliskost i pritisak kako bi se izazvala ejakulacija kod nerasta.
Temperatura u vjeStackoj vagini postize se tako S$to se u meduprostor sipa voda zagrijana na
39 °C, a unutrasnjost se premaze pH neutralnom mas$éu kako bi se obezbijedila skliskost. Od
velike je vaznosti da vjeStacka vagina, a pogotovo spermosabira¢ budu zaSti¢eni od svjetlosti i
uticaja spoljaSnje temperature. Upotreba vjestacke vagine se u praksi nije najbolje pokazala,
jer kod ove metode nerast ima slabiji refleks ejakulacije i daje spermu loSijeg kvaliteta.
Razlog je u tome Sto ejakulacija kod nerasta duze traje i potreban je veéi pritisak za
stimulaciju refleksa ejakulacije. Zbog toga je manuelna fiksacija penisa metoda koja se

najcesce koristi za uzimanje sperme kod nerasta. Kod ove metode se nakon erekcije, rukom u

14



rukavici, hvata glans penisa i ¢vrsto ritmicki stiS¢e sve dok se ejakulacija kompletno ne
Zavrsi.

Metoda elektroejakulacije se koristi kada od nerasta nije moguce dobiti ejakulat
pomocu drugih metoda (oboljenja papaka i lokomotornog sistema, stariji i teski nerastovi koji
se tesko krecu). Elektroejakulacija se izvodi tako $to se u rektum muzjaka uvede bipolarna
elektroda koja niskofrekventnom strujom stimuliS§e centar za ejakulaciju, koji je smjesten u
lumbosakralnom dijelu kicme. Elektri¢ni nadrazaji traju 5-6 sekundi sa pauzama istog trajanja

i ponavljaju se nekoliko puta.

Uvodenje ruke u rektum nerasta 1 masiranje akcesornih polnih zlijezda predstavlja jo$
jednu metodu za uzimanje ejakulata. Ova metoda u upotrebi je kod priplodnjaka koji nisu
sposobni izvesti skok. Dobra strana ove metode je Sto nije potrebna nikakva oprema, ali su

dobijeni ejakulati loSijeg kvaliteta.

2.3. Sastav sperme nerasta

Ejakulat nerasta se sastoji iz dva dijela, sjemene frakcije koja sadrzi spermatozoide i
¢ini 10-30% zapremine 1 tecnog dijela koji sadrzi sjemenu plazmu 1 predstavlja ostalih 70-

90% od ukupnog ejakulata.

Kao i kod drugih sisara, ejakulirani spermatozoidi nerasta sastoje se iz dva dijela i to:
glave koja sadrzi DNA i akrozome, i repa koji im omogucuje kretanje. Zreo spermatozoid

nerasta ima duzinu od 43-45 um 1 sadrzi dva regiona, glavu i rep, izmedu kojih se nalazi

kratki dio koji se zove vrat (Briz, 1994; Holt i sar., 2010).

Nezreo spermatozoid se razlikuje od zrelog po tome $to sadrzi citoplazmati¢nu
kapljicu, koja se moze =zapaziti na spoju glave i repa, tj. na proksimalnoj poziciji
spermatozoida ili na sredini repa, odnosno distalnom dijelu na Jensen-ovom prstenu (Cooper i
Yeung, 2003; Cooper, 2005).

Cummins i Woodall (1985) navode da spermatozoidi nerasta imaju glavu duzine 8.5
um, srednji dio od 10.00 um i rep duzine 36.1 pm. Na oblik glave spermatozoida najvise utice
akrozom, koji ima glavnu ulogu u penetraciji spermatozoida u jajnu ¢eliju. Rep predstavlja
lokomotorni aparat koji omoguduje spermatozoidima da se kreéu. Brzina kretanja
spermatozoida zavisi od sastava medijuma u kojem se nalaze i temeprature. Pod uticajem

niske temperature spermatozoidi padaju u hladni Sok, dok visoka temperatura dovodi do
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progresivnog kretanja spermatozoida pri ¢emu se trose hranljive materije i na kraju dolazi do

uginuca spermatozoida.

peroksidaciju u odnosu na glavu spermatozoida nerasta i da su Zivi spermatozoidi intenzivno

peroksidirani poslije zamrzavanja i otapanja.

Gonzalez-Urdiales i sar. (2006) navode da svi spermatozoidi sa citoplazmati¢nom
kapljicom nisu abnormalni. Prema ovim autorima, razlika je u poziciji citoplazmati¢ne
kapljice. Samo spermatozoidi sa proksimalnom citoplazmati¢nom kapljicom su oznaceni kao
malformacije (abnormalnosti) u ejakulatu nerasta. Znaci, samo nezreli spermatozoidi sa
proksimalnom citoplazmaticnom kapljicom mogu dovesti do smanjenja fertilizacione
sposobonost ejakulata u prirodnim uslovima. Ejakulati koji sadrze preko 5% proksimalnih
citoplazmati¢nih kapljica dovode do smanjenja fertilizacione sposobnosti ejakulata, s tim da
izmedu procenta spermatozoida sa distalnom citoplazmaticnom kapljicom 1 fertilizacione

sposobnosti ejakulatanema direktne korelacije.

Ejakulat nerasta trebao bi da sadrzi izmedu 80-95% zrelih spermatozoida, oko 5-15%
nezrelih i oko 1-5% abnormalnih spermatozoida (Martin, 1982; Briz, 1994; Bonet i sar.,
2000).

Sjemena plazma sadrzi organske i1 neorganske sastojke, ugljene hidrate, masti,
aminokiseline i proteine (Pursel i sar., 1973; Mann i Lutwak-Mann, 1982). Osnovni izvor
Secera Cine fruktoza, glukoza i sorbitol. Ove komponente su vazan izvor energije, neophodne
za kretanje 1 metabolizam spermatozoida. Izmedu naucnika koji su radili na ispitivanju
sperme i uslova za opstanak spermatozoida postoji saglasnost da su kod zrelih spermatozoida
glavni izvor energije monosaharidi. Vise nau¢nika je opisalo kako su spermatozoidi nerasta
sposobni da metaboliSu razli¢ite monosaharide, od glukoze do manje uobicajenih Secera, kao
Sto je fruktoza (Mann, 1975; Jones i Connor, 2000; Rigau i sar., 2002; Marin i sar., 2003;
Medrano i sar., 2006a).

Martin (1982) navodi da viskoznost ejakulata zavisi od sekrecije akcesornih polnih
7lijezda. Temperatura ejakulata neposredno nakon uzimanja iznosi oko 37 °C, a pH vrijednost
6.85-7.9, dok osmolarnost ejakulata zavisi od sastava sjemena, koji je povezan sa brzinom

lu€enja testosterona iz testisa.
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Pored pomenutih ekstracelularnih supstrata spermatozoidi nerasta za dobijanje
energije mogu iskoristiti i druge, kao Sto je npr. glicerol, laktat, citrat i piruvat (Jones i sar.,
1992; Jones, 1997; Medrano i sar., 2006b).

Marin i sar. (2003) navode da je najvazniji metabolicki put kojim zreo spermatozoid
nerasta dobija energiju, glikoliza. U istrazivanju je zapazeno da priblizno 95% energije

porijeklom iz glukoze u nerastovskom sjemenu nastaje glikolitickim putem.

2.4. Pregled i ocjena kvaliteta ejakulata nerasta

Kvalitet nerastovskog sjemena rutinski se procjenjuje odredivanjem volumena
sjemena, koncentracije spermatozoida, ukupnog broja spermatozoida po ejakulatu, kao i
pokretljivosti i morfologije spermatozoida (Pruneda i sar., 2005; Casas i sar., 2009, 2010).

Odmah po uzimanju vr$i se makroskopski pregled ejakulata nerasta, kako bi se
ustanovilo da li zadovoljava kriterijume za dalji rad, odnosno razrjedenje i formiranje
inseminacionih doza sjemena. Prilikom makroskopskog pregleda ejakulata vrSi se njegov
vizuelni pregled (boja, prisustvo stranih primjesa, volumen) i procjena gustine, odnosno

koncentracije spermatozoida.

Ejakulat nerasta bi trebao da bude mlijecno bijele boje, 1 bez ikakvih vidljivih primjesa
(krv, mokraéa, gnoj, necistoe), na Cije prisustvo najéeS¢e ukazuje promijenjena boja.
Ejakulati sa stranim primjesama se odbacuju i ne uzimaju u dalji rad.

Volumen ejakulata se rutinski mjeri vaganjem ejakulata s obzirom da je 1 gram jednak
1 ml. Druga moguénost je mjerenje volumena u graduisanoj posudi. Prilikom mjerenja
volumena ejakulata vizuelno se procjenjuje i njegova gustina, uzimajuci pri tome u obzir
ujednacenost boje ejakulata (ejakulat zadovoljavajuc¢e gustine bi trebao biti neprovidan i
ujednacene boje).

Sljede¢a faza makroskopskog pregleda ejakulata je odredivanje koncentracije
spermatozoida, kako bi se mogao pravilno odrediti stepen razrjedenja ejakulata i dobiti
zadovoljavajuci broj spermatozoida u formiranim inseminacionim dozama sjemena. Vizuelna
procjena je subjektivna metoda i daje grubu sliku o koncentraciji spermatozoida.U praksi se
koncentracija spermatozoida najces¢e odreduje metodom brojanja uz pomo¢ hemocitometra 1

Birkerove komorice za brojanje, a u novije vrijeme postoje i posebni aparati, kao Sto je
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fotospektrometar ili racunarski programi, kao Sto je CASA (Computer Assisted Sperm

Analysis).

Jednokratne komore za izracunavanje koncentracije spermatozoida imaju nizi
koeficijent varijacije, ali one daju loSiju sliku o koncentraciji spermatozoida u odnosu na
visekratnu upotrebu komore (Tomlinson i sar., 2001; Bjorndahl i Barratt, 2005; Christensen i
sar., 2005). Jo$ uvijek je otvorena rasprava koji je najbolji tip komore za odredivanje
koncentracije spermatozoida (Christensen i sar., 2005;. Maes i sar., 2010). U svakom slucaju,
vizuelno odredivanje koncentracije sperme kao 1 koriStenje jednokratnih komora je prili€éno
dugotrajano, jer zahtijeva raCunanje relativno velikog broja imobiliziranih spermija kako bi
se postigao prihvatljiv stupanj preciznosti (Christensen i sar., 2005;. Svjetska zdravstvena

organizacija, 2010).

Visekratnom upotrebom stakla hemocitometar se smatra kao zlatni standard
(Rijsselaere i sar., 2003; Prathalingam i sar., 2006; Svjetska zdravstvena organizacija,
2010). Dostupno je viSekomercijalno razli¢itih hemocitometara poput Neubauer, Thoma ili
Burker (Christensen i sar., 2005). Nisu primje¢ene vece varijacije u rasponu od 4% do 20%
koriStenjem hematocitometra. Ako postoje, one se mogu pripisati nepravilnom uzorkovanju,
pipetiranju, punjenju komorica za brojanje ili razrijedenju ispod ili iznad dozvoljene granice

(Hansen i sar., 2002; Knox, 2004).

Varijacije u koncentraciji spermatozoida izmedu rasa treba uzeti u obzir prilikom
pripreme doze jer su one evidentne (Johnson i sar., 2000.; Kommisrud i sar., 2002).
Koncentracija spermatozoida u ejakulatu varira zavisno od rase, tako da je kod durok rase
zapazena visoka koncentracija spermatozoida, dok je kod velike bijele niska koncentracija
spermatozoida (Wolf, 2009; Wolf i Smital, 2009). Kennedy i Wilkins (1984) u svom radu
navode da su ustanovili da nerastovi rase veliki jorkSir imaju najbolji stepen progresivne
pokretljivosti spermatozoida, nerastovi rase hempsir najve¢i volumen ejakulata, a nerastovi
rase durok najvecu koncentraciju spermatozoida po 1 ml ejakulata i najveci broj zivih

spermatozoida u ejakulatu.

Ocjena morfoloskog integriteta spermatozoida je jedan od najvaznijih parametara
mikroskopskog pregleda sjemena, jer se njome odreduje procenat zivih i fertilno sposobnih,
odnosno os$te¢enih i mrtvih spermatozoida, a time procjenjuje i ukupna fertilizaciona

sposobnost ejakulata.

Ispitivanje  morfoloskog integriteta spermatozoida predstavlja kvalitativnu i

kvantitativnu  klasifikaciju morfoloski normalnih i abnormalnih, odnosno oStec¢enih
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spermatozoida. Ova klasifikacija se sprovodi pomocu optickog mikroskopa i jednostavne
tehnike bojenja, kao npr. sa eosin nigrosin, Trypan Blue, Giemsa, Papanicolaou ili Diff —
Quick (Foxcroft i sar., 2008). KoriStenje bojenja eozin-nigrozinom u analizi nerastovskog
sjemena je Siroko raspostranjeno, jer se lako izvodi i pokazuje morfoloski integritet
spermatozoida, kao i rezultate u korelaciji sa plodnoscu svinja (Bjorndahl i sar., 2004;
Tsakmakidis i sar., 2010). Funkcionisanje metoda bojenja spermatozoida u procjeni njihovog
morfoloSkog integriteta zasniva se na tome da spermatozoidi sa intaktnom ¢elijskom
membranom ne primaju boju, odnosno ostaju neobojeni, dok se oni sa razli¢itim oSte¢enjima

membrane boje navedenim bojama i kao takvi identifikuju prilikom mikroskopskog pregleda.

Metoda bojenja spermatozoida na navedeni nacin u praksi se najceS¢e kombinuje sa
ispitivanjem njihove osmotske tolerancije, odnosno reakcije na izlaganje promjeni osmotskog
pritiska. Razvijeno je nekoliko metoda za testiranje spermatozoida nerasta na promjenu
osmotskog pritiska. Ove metode predstavljaju indikator kvaliteta sjemena i u njih se ubraja
Hypo-Osmotic Swelling Test (HOST), Hyperosmotic Resistance/Swelling Test (HRT) i
Osmotic Resistance Test (ORT). Navedene metode fokusirane su na odgovor membrane
spermatozoida na iznenadnu promjenu osmotskog pritiska u zavisnosti od medijuma u kojem

se nalaze, pri cemu se ta reakcija procjenjuje nakon bojenja pomenutim bojama.

Spermatozoidi nerasta su osjetljivi na promjene osmotskog pritiska, odnosno izlaganje
hipotoni¢noj i hipertoni¢noj sredini. Christensen i sar. (2005) navode da istrazivanja
osmotske otpornosti spermatozoida ukazuju na to da su vijabilnost i morfologija

spermatozoida u vecoj korelaciji sa fertilitetom nego pokretljivost spermatozoida.

Kod nerastova se izotoni¢an rastvor postize sa osmotskom koncentracijom od 300-400
mOsm/Kg (Petrukina i Topfer-Petersen, 2000; Petrukina i sar., 2000; Fraser i sar., 2001).
Sposobnost reagovanja na osmotski stres moze biti dobar pokazatelj fizioloSkog stanja Celije
(Yeste i sar., 2010). Christova i sar. (2002) navode da osmotski $ok utice na difuziju
fosfolipida u dvoslojnoj membrani spermatozoida. Kada se spermatozoidi izloze visokom
osmotskom pritisku gube pokretljivost i dolazi do oSte¢enja akrozoma (Curry i Watson, 1994;
Revell i Mrode, 1994; Liu i Foote, 1998; Rossato i sar., 2002; Chantleri Abraham-Peskir,
2004; Yeste i sar., 2010).

Jeyendran i sar. (1984)su stvorili HOST. Oni navode da je HOST tehnika prvi put
opisana kod ljudi i da je zasnovana na procjeni odgovora spermatozoida na hipoosmotski
rastvor (ispod 300 mOsm/Kg). Ukoliko je ¢elijska membrana spermatozoida funkcionalna, u

hipoosmotskom rastvoru ¢e te¢nost proc¢i kroz nju u citoplazmu. Kada se posmatraju pod
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mikroskopom, ovakvi spermatozoidi ¢e imati ote¢enu glavu (Perez-Llano i sar., 2001). Nacin
na koji spermatozoidi oticu kada se izloze hipoosmotskom stresu moze se posmatrati i ocjeniti
kao test funkcionalnog integriteta plazmine membrane (Vazquez i sar., 1995). U ovom slucaju
je lakSe posmatrati rep nego glavu spermatozoida, zato Sto je plazmina membrana koja
okruzuje rep slabije pri¢vrSéena (Jeyendran i sar., 1984; Takahashi i sar., 1990; Vazquez i
sar., 1997).0Oticanje spermatozoida manifestuje se karakteristicnim savijanjem repa i varira u
zavisnosti od vise faktora kao S$to je individualna tolerancija ili sastav medijuma i predstavlja
brzu i jednostavnu tehniku za procjenu kvaliteta ejakulata (Gonzales-Urdiales i sar., 2006;
Bonet i sar., 2006).

Samo spermatozoidi sa intaktnom plazminom membranom i intaktnim akrozomom su
sposobni za fertilizaciju jajne celije in vivo (Yanagimachi, 1994). Prisustvo mrtvih ili
abnormalnih spermatozoida u ejakulatu moze imati toksi¢ne (Shannon i Curson, 1972) i
liticke (Lindemann i sar., 1982) efekte na ostale spermatozoide. Shipley (1999) navodi da
procenat spermatozoida sa normalnom morfologijom treba da iznosi najmanje 70%.
Normalna morfologija spermatozoida povezana je sa fertilitetom, zbog ¢ega se preporucuje da
se nerastovsko sjeme rutinski ispita na morfologiju (Sanchez i sar., 1998; Xu i sar., 1998; Alm
i sar., 2006). Prema Donadeu (2004) u primarne abnormalnosti kod spermatozoida spada
abnormalan oblik glave spermatozoida koji nosi genetski materijal, dok sekundarne

abnormalnosti ¢ine proksimalna i distalna kapljica, kao i abnormalnosti repa spermatozoida.

Smital i sar. (2004) navode da koeficijent varijacije za parametre morfoloskog
integriteta membrane spermatozoida izmedu rasa nerastova iznosi 30-40%. U literaturi je
dostupan manji broj istrazivanja na temu razlika izmedu rasa po pitanju morfoloSkog
integriteta spermatozoida, pokretljivosti i morfologije spermatozoida. Smital i sar.(2004)
navode da je ukupan broj Zivih spermatozoida (intaktna membrana) od 86 x10° spermatozoida
po ejakulatu zabiljeZen je kod velike bijele, 72 x10° spermatozoida po ejakulatu kod &eskog
landrasa i prestice black-pied nerastova, 71 x10° spermatozoida po ejakulatu kod &eske velike
bijele, 68 x10° spermatozoida po ejakulatu kod hempsir nerastova, 66 x10° spermatozoida po
ejakulatu kod ¢eske mesnate rase, 64 x10° spermatozoida po ejakulatu kod pietren nerastova i

59 x10° spermatozoida po ejakulatu kod durok nerastova.
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2.5. Formiranje 1 skladiStenje inseminacionih doza

Weitze (2000) navodi da se u svijetu godiSnje iskoristi oko 155 miliona doza
nerastovskog sjemena za vjeStatko osjemenjavanje. Da bi se od ejakulata proizvele
inseminacione doze sjemena, on se razrjeduje, kako bi se povecala zapremina proizvedenog

sjemena i omogucilo njena podjela u doze koje ¢e se iskoristiti za osjemenjavanje plotkinja.

Razrjedivanje ejakulata sprovodi se odmah nakon njegovog pregleda. Za razrjedivanje
se koriste posebni razrjedivadi, koji treba da obezbijede hranljive materije potrebne
spermatozoidima za opstanak i o¢uvanje fertilizacione sposobnosti. Sastav razrjedivaca zavisi
od duzine 1 nacina skladiStenja razrijedenog sjemena, a sam stepen razrjedenja zavisi od

odnosa izmedu volumena ejakulata 1 ukupnog broja spermatozoida u ejakulatu.

Doze za vjestako osjemenjavanje u prosjeku imaju zapreminu od 80-100 ml i sadrze
oko 2-3 milijarde spermatozoida. Tako se npr. od ejakulata volumena 250 ml koji sadrzi oko
35-40 milijardi spermatozoida moze dobiti 12-15 inseminacionih doza. Svi postupci, od
uzimanja ejakulata do razrijedivanja, izvode se na sobnoj temperaturi. Vazno je da sve §to
dolazi u dodir sa spermom (razrjediva¢, pokrovno stakalce, melanzeri, bocice za

inseminacione doze) bude zagrijano na priblizno istu temperaturu, tj. na oko 37 °C.

Ejakulat se razrijeduje i pakuje u doze, s tim da svaka doza treba da sadrzi 2-4
milijarde spermatozoida u ukupnoj zapremini od 80 do 100 ml. Kolika je koncentracija
spermatozoida potrebna po dozi odreduje se prema tome koliko ¢e se dana doze sjemena
skladistiti. Tako npr., ako se doze skladiSte 2 dana, preporucuje se 2 miliona spermatozoida
po dozi, a ukoliko su 3 dana u pitanju, onda je potrebno 3 miliona spermatozoida po dozi itd.
(Althouse, 2007).

Ukupni i broj fertilno sposobnih spermatozoida u dozama za osjemenjavanje je vazan
parametar za uspje$nu oplodnju, odnosno dobijanje zeljenih rezultata osjemenjavanja. lako se
tatno ne zna najmanja doza za vjeStacko osjemenjavanje, danasSnji kriterijumi zahtjevaju
najmanje 80% morfolodkinormalnih spermatozoida, tj. dozu koja sadrzi 2 x10° fertilno
sposobnih spermatozoida (Martin-Rillo i sar., 1996; Shipley, 1999). Doze za vjestatko
osjemenjavanje imaju zapreminu od 80-100 ml i u prosjeku sadrze oko 2-4 x10°
spermatozoida (Saacke i sar., 1991). Alm i sar. (2006) navode da je generalno misljenje da

doza sjemena za vijestacko osjemenjavanje treba da sadrzi 3 x10° spermatozoida.

Broj spermatozoida u inseminacionoj dozi treba prilagoditi morfologiji i pokretljivosti

spermatozoida, te je opste prihvaéeno da doza za treba sadrzati najmanje 2-3 x10°
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spermatozoida (Martin-Rillo i sar., 1996; Alm i sar., 2006). Medutim, kako bi se povecao broj
proizvedenih inseminacionih doza, reprocentri imaju tendenciju da se ejakulati razrijeduju Sto
je vise moguce (Vyt i sar., 2007a). Istrazivanja tokom posljednjih godina bila su usmjerenana
smanjenje broja spermatozoida po dozi, a da se pri tome ne ugrozavaju rezultati plodnosti. U
pogledu pripreme doza za osjemenjavanje uvjek se stremilo ka tome da doze budu $to manje.
Zadovoljavajuéi rezultati kod vjestackog osjemenjivanja postignuti su i sa dozama od 1 x10°
spermatozoida (Roca i sar., 2003; Roca i sar., 2011), ukoliko je sjeme aplikovano

intrauterino.

Razrjediva¢ predstavlja vodeni rastvor odredenih supstanci koji se koristi kako bi se
povecala zapremina ejakulata za dobijanje doza za vjestacko osjemenjavanje (Gadea, 2003).
Milovanov je predstavio prve razrjedivae za nerastovsko sjeme u 30-im godina proslog
vijeka, koji su se sastojali od glukoza sulfata i glukoza tartrata (Milovanov, 1962; Johnson i
sar., 2000). Polge (1956) je napravio neke od prvih razrjedivaca, kao npr. zumancetno-
fosfatni, Zumancetno-citratni i mlije¢ni razrjedivac¢. Pursel i Johnson su 1975. godine napravili
BTS razrjediva¢ (Beltsville Thawing Solution) za odmrzavanje zamrznutog nerastovskog
sjemena, ali je kasnije razvijen i usavrSen za skladiStenje nerastovskog sjemena (Pursel i
Johnson 1975; Johnson i sar. 1998), te je trenutno jedan od naj¢esc¢e koristenih komercijalnih

razrjedivacCa za sjeme nerasta.

Johnson i sar. (2000) navode da razrjedivaci smanjuju metabolicku aktivnost i cuvaju
spermatozoide sve do oplodnje. Glavni razlog razrijedivanja sjemena je da se odrzi fertilitet
spermatozoida tokom skladiStenja do osjemenjavanja. Prema tome, razrjediva¢ mora da
sprijeci bakterijski rast, zatim da odrzi pH vrijednost izmedu 6.8-7.2, da stabiliSe plazminu

membranu i da reguliSe osmotski pritisak kojem su spermatozoidi izloZeni.

Gadea (2003) navodi da je kontrola pH vrijednosti vazna jer glikoliticki metabolizam
spermatozoida dovodi do smanjene unutarcelijske pH, koja potiskuje ¢elijski metabolizam. U
razrjedivacu BTS prisutni su puferi, kao §to je natrijum citrat 1 natrijum bikarbonat, koji
pomazu odrzavanje pH vrijednosti.

S obzirom da membrane nerastovskih spermatozoida imaju mnoge nezasicene
fosfolipide, koji su osjetljivi na oksidaciju lipida, neophodno je da razrjedivaci sadrZe i
antioksidanse (Aitken i Curry, 2011; Am-in i sar., 2011; Martin-Hidalgo i sar., 2011).
Oksidaciono ostec¢enje spermatozoida tokom skladiStenja je vise puta opisano u literaturi

(Guthrie i Welch, 2006; Awda i sar., 2009).
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Tacan sastav komercijalnih razrjedivaca je najées¢e nepoznat, ali je poznato da sadrze
izvor energije, uglavnom glukozu, Kkoji omogucava spermatozoidima da odrZze osnovnu
funkciju, zatim zastitu od termalnog Soka (npr. BSA, Bovine Serum Albumin), puferske soli
kako bi se izbjegli negativni efekti promjene pH vrijednosti (natrijum bikarbonat, natrijum
citrat, TRIS), osnovne soli koje obezbjeduju odgovarajucu osmotsku ravnotezu (NaCl, KCI) i
antibiotike koje sprijeCavaju bakterijski rast (Gadea i sar., 2004; Gogol i sar., 2009;
Paquignon i sar., 1988; Johnson i sar., 2000).

Almond i sar. (1998) navode da je uobicajena praksa u industrijskoj proizvodnji svinja
da sjeme 1 razrjediva¢ tokom mijeSanja moraju imati istu temperaturu. Na ovaj na¢in hladni
Sok ¢e biti minimalan, koji se javlja kada se svjeZ ejakulat prebrzo ohladi. Medutim, veoma je
tesko zagrijati razrjediva¢ na temperaturu ejakulata, jer temperatura dobijenog nerastovskog
ejakulata varira od 35°C do 40°C. Crowell (2009) u svojim rezultatima istazivanja navodi da
nema potrebe da se prati striktno pravilo da temperatura sjemena mora biti ista kao i

temperatura razrjediva¢a, ukoliko je temepratura sjemena i razrjedivaca izmedu 35 °C i 30 °C.

Althouse i sar. (1998) navode da je kriticna temperatura za hladni Sok kod
spermatozoida nerasta 12 °C. Na temperaturama ispod 10 °C spermatozoidi nerasta su veoma
osjetljivi na hladni Sok (Gilmore i sar., 1996). Membrana glave nerastovskih spermatozoida
sadrzi manje tecnosti nego membrana repa i kada se hladi 1 ponovo zagrijava pokazuje
diferencijalnu promjenu temperaturne osjetljivosti u te¢nosti (Canvin i Buhr, 1989). Mora se
uzeti u obzir da su spermatozoidi nerasta veoma osjetljivi na hladenje ispod 15 °C i da je
plazmina membrana spermatozoida prvo oSteCenje koju izaziva hladno¢a (Watson, 2000;
Bailey i sar., 2008). S druge strane, zagrijavanjem doza stimuliSe se aktivnost spermatozoida

(Huo i sar., 2002) i spermatozoidi po¢inju da koriste velike koli¢ine Secera (Parrish i sar.,

1999; O Flaherty i sar., 1997).

Membrana spermatozoida nerasta je primarno mjesto ostecenja izazvano hladno¢om
(Bailey i sar., 2008; Kim i sar., 2011) i vrlo je osjetljiva na dejstvo temperature i skladistenja
(Waberski i sar., 2011; Casas i Althouse, 2013). U poredenju sa ljudskim i spermatozoidima
goveda, krioprezervacija nerastovskog sjemena je kriticnija zbog relativho niskog nivoa
holesterola (Rath i sar., 2009) i visokog sadrzaja PUFA u plazminoj membrani (Cerolini i
sar., 2000). Inseminacione doze sjemena bika, ovna i jarca se mogu uspjeSno Cuvati u
zamrznutom stanju, dok je zamrzavanje sjemena nerasta mnogo manje uspjesno, te se ono

dominantno koristi kao svjeze razrijedeno ili eventualno kratrotrajno ¢uvano.
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Maksimalni period skladiStenja nerastovskog sjemena zavisi od razrjedivaca i broja
spermatozoida u dozi za vjeStatko osjemenjavanje (Johnson i sar., 2000). Na trzistu su
dostupni komercijalni razrjedivaci za skladiStenje nerastovskog sjemena na temperaturi od 15-
17 °C tokom tri ili vise dana nakon sakupljanja (Gadea i sar., 2004). U praksi se razrjedivaci
se obi¢no dijele u dvije grupe: kratkoro¢ni, Koji omogucavaju ¢uvanje od 1-3 dana i
dugoro¢ni razrjedivaci za Cuvanje na period duzi od 4 dana (Stanci¢, 2006). Kratkoro¢ni
razrjedivaci se uglavnom Koriste kada se sjeme distribuira u lokalnoj komercijalnoj mrezi,
dok se dugoroc¢ni razrjedivaci koriste kada su mjesta osjemenjavanja udaljena od mjesta

proizvodnje sjemena (Gadea, 2003).

Razblazivanje sjemena sa razrjedivaCem smanjuje koncentraciju proteina u sjemenoj
plazmi, Sto povecava rizik funkcionalnog ostecenja tokom skladiStenja, ¢ak i na kratak period

(Waterhouse i sar., 2004; Estienne i sar., 2007; Gogol i sar., 2009; Perez-Llano i sar., 2009).

Poznato je da duZe skladiStenje sjemena dovodi do pojave aglutinacije(Sanchez i sar.,
1991; Yeste i sar., 2008b).Do aglutinacije spermatozoida dolazi kada se spoje glave ili repovi
spermatozoida. Pod normalnim uslovima aglutinacija se ne deSava, a kada je prisutna uzrok
moze biti smanjen imunitet. Do aglutinacije spermatozoida, pored duZzine skladistenja, dovode

bivalentni i trivalentni katjoni u sjemenoj plazmi (Sanchez, 1991; Yeste i sar., 2007a).

Vise nauc¢nika doslo je do zakljucka da se kratkoroc¢ni razrjediva¢ BTS do 3, 5 ili 7
dana skladistenja ne razlikuje drasticno od dugoro¢nih razrjedivaca u pogledu ocuvanja
mnogih karakteristika kvaliteta nerastovskog sjemena, kao $to je pokretljivost spermatozoida i
fertilitet (De Ambrogi i sar., 2006; Estienne i sar., 2007; Laforest i Allard, 1995; Vyt i sar.,
2004).

Crowell (2009) navodi da BTS sadrzi 37.0 g/L glukoze zbog Cega je u prva tri dana
pojacana pokretljivost spermatozoida, S$to je i1 prednost jer je BTS kratkoroc¢ni razrjedivac.
Razrjediva¢ BTS sadrZi etilendiamin-tetra-sir¢etnu kiselinu (EDTA), koja blokira djelovanje
kalcijuma kao posrednika kapacitacije spermatozoida i1 reakcije akrozoma ograni¢avajuci
njegovo kretanje kroz plazminu membranu (Gadea, 2003; Johnson i sar., 2000). U poredenju
sa prethodnim razrjedivacima sadrzi nizak nivo kalijuma koji omoguc¢uje odrzavanje dotoka
natrijuma i kalijuma u sjeme, i zbog toga nema oStecenja pokretljivosti (Alvarez i Storey,
1982; Johnson i sar., 2000). Prema podacima koje navode Alvarez i Storey (1982) u BTS
razrjediva¢ se dodaje KCl kako bi se sprijecio gubitak kalijuma iz celija, ¢iji nedostatak

dovodi do smanjenja pokretljivosti spermatozoida zbog neefikasnosti Na-K pumpe.
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2.6. Uloga antibiotika u razrjediva¢ima za sjeme nerasta

Da bi se doze pripremile za vjestacko osjemenjavanje, sjeme treba da bude sakupljeno
po odredenim procedurama koje podrazumijevaju visoke higijenske mjere, kako bi se umanjio
rizik od bakterijske kontaminacije. Jedno od rjeSenja problema bakterijske kontaminacije

sjemena je dodavanje antibiotika u razrjedivace za sjeme.

Bakterijska kontaminacija uglavhom dovodi do smanjenja  pokretljivosti
spermatozoida, aglutinacije spermatozoida, povecanja procenta izmijenjenih akrozoma i
smanjenja pH vrijednosti do kiselosti (5.7-6.4) (Althouse i sar., 2000). Althouse i Lu (2005)
navode kako je bakterijska kontaminacija Stetna za kvalitet sjemena i dovodi do pojave
aglutinacije, kao i smanjene pokretljivosti spermatozoida. Hofmo i sar. (1999) navode da
bakterijski rast u nerastovskom sjemenu ne utiCe loSe samo na kvalitet sjemena i na
prezivljavanje spermatozoida, ve¢ i na pH vrijednost medijuma u kojem se nalaze
spermatozoidi, sto ih i posredno ostecuje. Bakterije mogu uticati na spermatozoide tako §to se
direktno vezuju za njih i dovode do aglutinacije (Teague i sar., 1971; Sone i sar., 1992).

Takode, bakterije u sjemenu trose glukozu, neophodnu za prezivljavanje spermatozoida.

lako bakterijska kontaminacija rijetko izaziva bolest kod muzjaka, prenosom bakterija
tokom oplodnje kod Zenki moze dovesti do smanjene plodnosti i zaraznog endometritisa
(Varner i sar., 1998). Prema Maes i sar. (2008) prisustvo mikroorganizama u sjemenu
prouzrokuje lo§ kvalitet sjemena, smrt embriona ili fetusa i endometritis. Leptospiroza i
bruceloza su veoma zarazne bolesti kada su zenke izlozene kontaminiranom sjemenu, dok je
poznato da bakterijska infekcija sa hlamidijamasmanjuje stopu prasenja i veli¢inu legla (Maes
i sar., 2008). Haesebrouck i sar. (2004) navode da se kontrola bakterijskih bolesti sprovodi

putem upotrebe redovne vakcinacije.

Antibiotici koji se dodaju nerastovskom sjemenu smanjuju koncentraciju bakterija i
uticaj bakterijskih toksina (Okazaki i sar., 2010). Neka istrazivanja ukazuju na to da prisustvo
antibiotika u razrjediva¢ima pri odredenoj koncentraciji pojacava prezivljavanje
spermatozoida, a samim tim i plodnost (Colenbrander i sar., 1993). Sone (1990) navodi da se
antimikrobna sredstva se uglavnom dodaju razrjedivac¢ima kako bi se sprijecila bakterijska
kontaminacija i rast bakterija, $to omogucuje odrZavanje spermatozoida danima il
maksimalno dvije sedmice od dana skladiStenja na 15-17 °C. Ipak, postoji odreden broj
rezistentnih bakterija koje uspjevaju prezivjeti u razrijedenom sjemenu uprkos prisustvu

antimikroba, smanjujuci plodnost.
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Gadea (2003) navodi da antibiotik treba dodati razrjedivacu, jer on sadrzi glukozu
koja zajedno sa temperaturom, na kojoj su doze sjemena skladistene (15-16 °C), podstice rast
ve¢ine gram-negativnih bakterija, uklju¢ujuéi E.Coli 1 neke vrste salmonele. Yeste (2008)
takode navodi da se u razrjediva¢ dodaju antibiotici kako bi se sprijeCio bakterijski rast, jer
hranljive materije kao $to je glukoza i temperatura skladistenja sjemena na oko 15 °C
odgovaraju razvoju gram-negativnih bakterija kao $to je Escherichia coli, Salmonella sp. i
Pseudomonas sp. Jedna od najvise proucavanih bakterija u nerastovskom sjemenu je E. coli,
jer njena prisutnost u sjemenu dovodi do aglutinacije i oStecenja spermatozoida (Auroux i

sar., 1991; Diemer i sar., 1996).

Antibiotici se koriste kako bi se sprijecio bakerijski rast i njihovo negativno djelovanje
na spermatozoide. Makler i sar. (1981) navode kako antibiotici nemaju uticaja na odrzivost i

pokretljivost spermatozoida u ljudskom sjemenu zarazenom bakerijama.

Neka istrazivanja potvrduju da je veéina bakterija izolovanih iz razrjedenog sjemena
rezistentna na uobiCajene antibiotike (Waltz i sar., 1968; Althouse i sar., 2000; Althouse i Lu
2005; Bolarin, 2011). U proslosti su se naj¢eS¢e koristila kombinacija antibiotika Sirokog
spektra djelovanja, npr. kombinacija streptomicina i penicilina (Paredis, 1962; Sone i sar.,
1982). U najc¢esce koristene antibiotike koji se dodavaju razrjedivac¢ima za nerastovsko sjeme
spada gentamicin sulfat i amikacin sulfat (Sone i sar., 1982; Sone, 1990; Sone i sar., 1992;
Althouse i sar., 2000).

Huerta i sar. (2011) navode da medijum Dikol sadrzi 4 baktericida koji djeluju na
Sirok spektar gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija. Dikol je prvenstveno razvijen za
sakupljanje sjemena i kao antibiotska prevencija za nerastovsko sjeme prije zavr$nog

razrijedivanja sjemena sa razrjediva¢ima.
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3. MATERIJAL | METODE RADA

3.1. Materijal rada

Istrazivanje je sprovedeno u Laboratoriji za reprodukciju domacih Zivotinja
Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci, na komercijalnim inseminacionim
dozama sjemena nerasta. Doze sjemena su uzimane manuelnom metodom, od dva nerasta sa

privatne farme. Nerastovi su bili rase landras, starosti 36 i 40 mjeseci.

Za istrazivanje je od svakog nerasta uzeto po 30 doza sjemena, tj. ukupno 60 doza. Da
bi se izbjegao uticaj doze na ispitivane parametre, od svakog dobijenog ejakulata su ispitane
po 3 doze sjemena. Dobijene doze su ¢uvane u klima boksu na temperaturi od 17 °C i svakog

dana je 2 puta vrSeno lagano okretanje doza, kako bi se izbjeglo taloZenje spermatozoida.

Prva grupa doza sjemena je razrijedivana standardnom metodologijom, komercijalnim
razrjedivaCem BTS-om, §to je predstavljalo kontrolnu grupu (K), dok su doze u drugoj grupi,
koja je predstavljala oglednu grupu (O), pored BTS-a, sadrzavale i DICOL, tj. dodatak
razrjedivacu. BTS je komercijalni razrjediva¢ za Cuvanje sjemena do 5 dana i1 u sebi sadrzi
antibiotik gentamicin. U oglednoj grupi ejakulat je uziman u dodatak razrjedivacu
komercijalnog naziva DICOL i ostavljan se 30 minuta kako bi prije razrijedivanja izvela
dekontaminacija sjemena. DICOL (Magapor, Spanija) sadrzi koktel antibiotika i igra vaznu
ulogu u sprijeavanju bakterijske kontaminacije sjemena i pojave aglutinacije, bez negativnih

efekata na viabilnost spermatozoida.

Istrazivanje je obuhvatilo odredivanje koncentracije spermatozoida u ejakulatu i

procjenu morfoloskog integriteta spermatozoida.

Koncentracija spermatozoida odredivana je pomoc¢u Birkerove komore, dok je za

morfolosku ocjenu koristen HOS test (Hypoosmotic Swelling Test).

Ocjena morfoloskog integriteta spermatozoida vrSena je prvog dana, tj. unutar 24 casa

od uzimanja ejakulata, zatim nakon 72, 120 i 144 Casa.
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3.2. Metode rada

3.2.1. Odredivanje koncentracije spermatozoida

Odredivanje koncentracije spermatozoida je izvodeno za svaku dozu pojedinac¢no
pomocu standardne metode u Birkerovoj komori.

Sjeme je uzimano iz klima boksa i prenoseno u vodeno kupatilo koje je namjesteno da
zagrijava vodu na 38 °C. Za odredivanje koncentracije zagrijano sjeme se pipetom uzima iz
vodenog kupatila 1 prenosi na predmetno stakalce. Zatim se u leukocitarni melanzer uvlaci do
oznake 0,5, a potom do oznake 11 sa 3% NaCl i lagano mijesa u trajanju od 1 minute. Nakon
laganog muckanja spermatozoidi se umrtve 1 prije stavljanja na Birkerovu komoru istiS¢u se
dvije kapi. Spermatozoidi se broje pod mikroskopom, sa uvecanjem od 20 puta, a broj

spermatozoida u ml se odreduje pomocu formule:
C=n xr x 50.000
C — ukupan broj spermatozoida u 1 ml nativne sperme,
n — broj spermatozoida izbrojan u 5 velikih kvadrata mreZice hemocitometra,
I — stepen razrijedenja, napravljen u melanzeru,

50.000 — koeficijent komorice za brojanje.

3.2.2. Procjena morfoloskog integriteta spermatozoida

Za procjenu morfoloSkog integriteta spermatozoida koristen je HOS test
(Hypoosmotic Swelling Test), tj. supravitalno bojenje spermatozoida po Blomu eozin-
nigrozinom. Metoda se zasniva na tome da spermatozoidi sa intakthom plazminom
membranom u toku bojenja ne primaju boju, $to nije slucaj kod ostecenih ili mrtvih

spermatozoida.

Za morfolosku ocjenu spermatozoida, tj. za HOS test prvo se pravi HOS rastvor koji
se sastoji od fruktoze, natrijum citrata i destilovane vode. Tafan sastav iznosi:
» 0,735 gNazCeHs07 - 2H20 (natrijum citrat)
» 1,351 g CeH1206 (fruktoza)

> 100 ml destilovane vode
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HOS rastvor se u vodenom kupatilu drzi 10 minuta, a zatim se dodaje zagrijano sjeme
i ostavlja se jo§ 30 minuta u vodenom kupatilu na temperaturi od 38 °C. Potom se pipetom 20
ML stavlja na sahatno stakalce i pomijeSa sa 20 pL eozina. Nakon 30 sekundi laganog
mijesanja dodaje se i 40 PL nigrozina. Na predmetno stakalce se nanosi razmaz od 20 pL
dobijenog rastvora i ostavlja se na grejnu plo¢u. Zatim se posmatra i vrS§i morfolosko
ocjenjivanje pod mikroskopom, tj. imerzionim objektivom (100xA/1.25 Qil Ph3 DL) pri ¢emu
se koristi imerziono ulje. Oprema koriStena za rad koja je dolazila u dodir sa sjemenom

prethodno je zagrijana na grejnoj plo€i, kako bi se izbjegao temperaturni Sok spermatozoida.

Za ocjenu morfoloskog integriteta spermatozoida na jednom predmetnom stakalcu pod
mikroskopom je izbrojano najmanje 200 spermatozoida. Pronadeni spermatozoidi su

klasifikovani u sljedece kategorije:

» zivi spermatozoidi (bijel spermatozoid sa ote¢enim repom),

» spermatozoidi sa oSte¢enom intaktnom membranom (bijel spermatozoid sa ravnim
repom),

» spermatozoidi uginuli tokom bojenja (crven spermatozoid sa oteCenim repom),

» mrtvi spermatozoidi (crven spermatozoid sa ravnim repom),

» abnormalni spermatozoidi.

3.2.3. Biometric¢ka analiza

Podaci su obradeni pomo¢u metoda deskriptivne analize i analize varijanse sa post hoc

Tukey testom i prikazani tabelarno i graficki.

29



4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Prosjecan broj spermatozoida u dozi

Koncentracija spermatozoida je prikazana u tabeli 1. kao prosjecna koncentracija
spermatozoida u dozi dobijena na osnovu prosjecne koncentracije spermatozoida u nativnom
ejakulatu na osnovu prosje€nog broja doza i1 prosjecne zapremine ejakulata (ml) za sve dane
skladistenja sperme (od prvog do Sestog dana), posebno za kontrolnu, a posebno za oglednu
grupu.

Tabela 1. Prosjec¢an broj spermatozoida u dozi, broj doza po ejakulatu i zapremina ejakulata

Gruna Prosjecan broj Prosjecan broj doza Prosje¢na zapremina
P spermatozoida u dozi po ejakulatu ejakulata (ml)

Kontrolna 3x10° 17,10 255,00

Ogledna 3,4 x 10° 17,60 250,00

4.2. Procjena morfoloSkog integriteta spermatozoida

Tabela 2. Prosjecan broj zivih spermatozoida

) Kontrolna grupa Ogledna grupa
Dani
Prosjek +SD % Min.-Max. Prosjek+SD % Min.-Max.
1. 175,40:565" | 87,70 | 160,00-185,00 179,67.76"" | 89,83 | 168,00-195,00
3. 163,97:040° | 81,98 | 146,00-180,00 173,13:648" | 86,56 | 160,00-183,00
5. 139,93.7¢:° | 69,96 | 120,00-156,00 156,83:56:° | 78,41 | 140,00-171,00
6. 122,77.771° | 61,38 | 103,00-134,00 141,10:543" | 70,55 | 129,00-160,00

SD- Standardna devijacija; Min.- Minimum; Max.-Maksimum
ABC_Vrijednosti oznagene razligitim slovom statisticki znacajno se razlikuju na 0,05

Iz podataka prikazanih u tabeli 1. uocava se da je prosje¢an broj zivih spermatozoida u
ispitanim uzorcima sjemena kontrolne grupe imao trend postepenog opadanja od prvog
(175,4045,68) prema Sestom danu skladistenja (122,77+7,71). U uzorcima sjemena ogledne grupe

uocava se takode trend postepenog opadanja broja zivih spermatozoida (sa 179,67+7,6s prvog
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do 141,10+843 Sestog dana skladiStenja), koji je nesto blazi u odnosu na onaj ustanovljen kod
kontrolne grupe. Ukoliko se posmatra kretanje procenta Zzivih spermatozoida tokom
ispitivanog perioda, uocava se da je on opada u obje grupe, ali je trend njegovog opadanja u
kontrolnoj grupi intenzivniji (sa 87,70% prvog na 61,38% Sestog dana skladiStenja sjemena) u
odnosu na oglednu grupu (sa 89,83% prvog na 70,55% Sestog dana skladiStenja sjemena). Na
povoljan uticaj primijenjenog tretmana na ocuvanje Vitalnosti spermatozoida ukazuju i
vrijednosti intervala varijacije za broj zivih spermatozoida, koje su u svim danima ispitivanja

viSe kod ogledne u odnosu na kontrolnu grupu uzoraka sjemena.

Obradom podataka iz tabele 2. pomocu analize varijanse sa post hoc Tukey testom,
uocava se da postoji statisticki znacajna razlika (P<0,05) u broju zivih spermatozoida unutar
ogledne grupe za prvi u odnosu na treéi i Sesti dan ¢uvanja sjemena, zatim za treé¢i u odnosu
na peti i Sesti dan ¢uvanja sjemena kao i unutar kontrolne grupe izmedu svih dana skladiStenja
sjemena medusobno. Poredenjem ogledne sa kontrolnom grupom uocava se da postoji
statisticki zna¢ajna razlika u broju Zivih spermatozoida treceg, petog i Sestog dana Cuvanja

(P<0,05).
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Grafikon 1. Procenat Zivih spermatozoida tokom svih dana skladistenja

Rezultati ispitivanja morfoloskog integriteta spermatozoida prikazanih u grafikonu 1.

pokazuju da je procenat zivih spermatozoida tokom svih dana skladiStenja bio manji u

kontrolnoj grupi (87,70; 81,98; 69,96; 61,38%) u odnosu na oglednu grupu (89,83; 86,56;
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78,41; 70,55%). lako je u obje grupe ustanovljen trend opadanja procenta zivih
spermatozoida, ovi rezultati pokazuju da je antibiotski dodatak razrjedivacu povoljno uticao
na oCuvanje vitalnosti spermatozoida tokom perioda ¢uvanja, zbog ¢ega se moze reci da su
doze ogledne grupe duze ocuvale kvalitet, imaju bolju oplodnu mo¢ i da njihova upotreba

pozitivno uti¢e na veliinu legla.

Tabela 3. Prosjecan broj mrtvih spermatozoida

) Kontrolna grupa Ogledna grupa
Dani
Prosjek £SD % Min.-Max. Prosjek+SD % Min.-Max.
1. 1,63:1,10" 0,81 0,00-4,00 1,73.4" | 0,86 0,00-5,00
3. 3,974228" 1,98 0,00-11,00 2,97156" 1,48 0,00-6,00
5. 9,504437° 4,75 2,00-22,00 6,0043,07°¢ 3,00 0,00-11,00
6. 16,40:5,66 8,20 8,00-31,00 11,80:46:" 5,90 4,00-19,00

SD- Standardnadevijacija; Min.- Minimum; Max.-Maksimum
ABCE_V/rijednosti oznagene razlicitim slovom statisti¢ki znacajno se razlikuju na 0,05

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 3. uoCava se da je prosjean broj mrtvih
spermatozoida u ispitanim uzorcima sjemena kontrolne grupe imao trend postepenog porasta
od prvog (1,63+1,10) prema Sestom danu skladiStenja (16,40+566). U uzorcima sjemena ogledne
grupe uocava se takode trend postepenog porasta broja mrtvih spermatozoida (sa 1,73+14s
prvog do 11,8041 Sestog dana skladiStenja), koji je nesto blazi u odnosu na onaj ustanovljen
kod kontrolne grupe. Ukoliko se posmatra kretanje procenta mrtvih spermatozoida tokom
ispitivanog perioda, uoc¢ava se da on raste u obje grupe, ali je trend njegovog porasta u
kontrolnoj grupi intenzivniji (sa 0,81% prvog na 8,20% Sestog dana skladiStenja sjemena) u
odnosu na oglednu grupu (sa 0,86% prvog na 5,90% Sestog dana skladiStenja sjemena). Na
povoljan uticaj primijenjenog tretmana na ocuvanje vitalnosti spermatozoida ukazuju i
vrijednosti intervala varijacije za broj mrtvih spermatozoida, koje su u svim danima

ispitivanja vise kod kontrolne u odnosu na oglednu grupu uzoraka sjemena.

Obradom podataka iz tabele 3. utvrdeno je da unutar ogledne grupe postoji statisticki
znacajna razlika (P<0,05) u prosje¢nom broju mrtvih spermatozoida izmedu prvog i petog,
prvog i Sestog dana cuvanja sjemena, zatim izmedu treceg, petog i Sestog dana Cuvanja
sjemena medusobno, dok je u kontrolnoj grupi ustanovljena statisticki znaCajna razlika

izmedu prvog U odnosu na peti i Sesti dan Cuvanja sjemena, zatim izmedu treceg, petog i
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Sestog dana cuvanja sjemena medusobno. Poredenjem ogledne sa kontrolnom grupom
ustanovljene su statisticki znacajne razlike u prosje¢nom broju mrtvih spermatozoida za peti i

Sesti dan Cuvanja sjemena.
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Grafikon 2. Procenat mrtvih spermatozoida

Procenat mrtvih spermatozoida prikazanih u grafikonu 2. bio je ve¢i u kontrolnoj grupi
(0,81; 1,98; 4,75; 8,20%) tokom svih dana, osim prvog dana skladi$tenja, u poredenju sa
oglednom grupom (0,86; 1,48; 3,00; 5,90%).

Tabela 4. Prosjecan broj abnormalnih spermatozoida

) Kontrolna grupa Ogledna grupa
Dani
Prosjek +SD % Min.-Max. Prosjek+SD % Min.-Max.
1. 8,90:284" 4,45 1,00-14,00 8,93:4,3"° 4,46 1,00-17,00
3. 12,8743 6,43 6,00-22,00 11,33:438"" 5,66 3,00-20,00
5. 21,87:356° 10,93 15,00-28,00 18,5043,67° 9,25 12,00-25,00
6. 30,07.5.36° 15,03 21,00-45,00 25,70:445- 12,85 18,00-35,00

SD- Standardnadevijacija; Min.- Minimum; Max.-Maksimum
ABCEFG_\/rijednosti 0znagene razlicitim slovom statisticki znacajno se razlikuju na 0,05
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Iz podataka prikazanih u tabeli 4. uoCava se da je prosje¢an broj abnormalnih
spermatozoida u ispitanim uzorcima sjemena kontrolne grupe imao trend postepenog porasta
od prvog (8,90+284) prema Sestom danu skladistenja (30,074536). U uzorcima sjemena ogledne
grupe uocava se takode trend postepenog porasta broja abnormalnih spermatozoida (sa
8,93+439 prvog do 25,70+445 Sestog dana skladiStenja), koji je nesto blazi u odnosu na onaj
ustanovljen kod kontrolne grupe. Ukoliko se posmatra kretanje procenta zivih spermatozoida
tokom ispitivanog perioda, uocava se da on raste u obje grupe, ali je trend njegovog porasta u
kontrolnoj grupi intenzivniji (sa 4,45% prvog na 15,03% Sestog dana skladiStenja sjemena) u
odnosu na oglednu grupu (sa 4,46% prvog na 12,85% Sestog dana skladiStenja sjemena). Na
povoljan uticaj primijenjenog tretmana na ocuvanje vitalnosti spermatozoida ukazuju i
vrijednosti intervala varijacije za broj abnormalnih spermatozoida, koje su u svim danima

ispitivanja povoljnije kod ogledne u odnosu na kontrolnu grupu uzoraka sjemena.
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Grafikon 3. Procenat abnormalnih spermatozoida

Analizom podataka utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika (P<0,05) u
prosje¢nom broju abnormalnih spermatozoida u oglednoj grupi izmedu prvog i petog kao i
prvog i Sestog dana, zatim izmedu treceg, petog i1 Sestog dana ¢uvanja sjemena medusobno,
dok je u kontrolnoj grupi ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu svih dana ¢uvanja

sjemena medusobno. Poredenjem ogledne sa kontrolnom grupom ustanovljene su statisti¢ki
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znacajne razlike u prosjecnom broju abnormalnih spermatozoidaza peti i Sesti dan cuvanja

sjemena.

Takode je i procenat abnormalnih spermatozoida bio veéi u kontrolnoj grupi (4,45;
6,43; 10,93; 15,03%), osim prvog dana skladistenja, u poredenju sa oglednom grupom (4,46;
5,66; 9,25; 12,85%).

Tabela 5. Broj spermatozoida sa ostecenom intaktnom membranom

Kontrolna grupa Ogledna grupa
Dani
Prosjek £SD % Min.-Max. Prosjek+SD % Min.-Max.
1. 4,67:217" 2,33 1,00-9,00 2,63:1,07" 1,31 0,00-8,00
3. 7,134458" 3,56 1,00-21,00 3,63:25°" 1,81 0,00-10,00
5. 12,334480° 6,16 5,00-26,00 6,173 3,08 1,00-10,00
6. 14,67:57:° 7,33 | 5,00-29,00 7,975 %" | 3,98 2,00-13,00

SD- Standardnadevijacija; Min.- minimum; Max.-maksimum
ABCDEFGH_\/rijednosti oznacene razligitim slovom statisticki znacajno se razlikuju na 0,05

Prema podacima prikazanih u tabeli 5. uocava se da je prosjecan broj spermatozoida sa
oSte¢enom intaktnom membranom u ispitanim uzorcima sjemena kontrolne grupe imao trend
postepenog porasta od prvog (4,67+217) prema Sestom danu skladiStenja (14,67+571). U
uzorcima sjemena ogledne grupe uoCava se takode trend postepenog porasta broja
spermatozoida sa oSte¢enom intaktnom membranom (sa 2,63+197 prvog do 7,97+257 Sestog
dana skladistenja), koji je nesSto blazi u odnosu na onaj ustanovljen kod kontrolne grupe.
Ukoliko se posmatra kretanje procenta spermatozoida sa os$te¢enom intaktnom membranom
tokom ispitivanog perioda, uocava se da on raste u obje grupe, ali je trend njegovog porasta u
kontrolnoj grupi intenzivniji (sa 2,33% prvog na 7,33% Sestog dana skladiStenja sjemena) u
odnosu na oglednu grupu (sa 1,31% prvog na 3,98% Sestog dana skladiStenja sjemena). Na
povoljan uticaj primijenjenog tretmana na ocuvanje vitalnosti spermatozoida ukazuju i
vrijednosti intervala varijacije za broj spermatozoida sa oSteCenom intaktnom membranom,
koje su u svim danima ispitivanja povoljnije kod ogledne u odnosu na kontrolnu grupu

uzoraka sjemena.

Analizom podataka utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika (P<0,05) u

prosjecnom broju spermatozoida sa oSteCenom intaktnom menbranom izmedu prvog i petog
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kao i prvog i Sestog dana, treCeg i Sestog dana Cuvanja sjemena U oglednoj grupi, dok je u

kontrolnoj grupi ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu prvog u odnosu na peti i

Sesti dana, zatim izmedu treceg, u odnosu na peti i Sestidan Cuvanja sjemena. Poredenjem

ogledne sa kontrolnom grupom ustanovljene su statisticki znacajne razlike za treéi, peti i Sesti

dan ¢uvanja sjemena.
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Grafikon 4. Procenat spermatozoida sa o§te¢enom intaktnom membranom

Uoceno je da je procenat spermatozoida sa oste¢enom intaktnom membranom tokom

svih dana skladiStenja bio vec¢i u kontrolnoj grupi (2,33; 3,56;

oglednu grupu (1,31; 1,81; 3,08; 3,98%).

Tabela 6.Prosjecan broj spermatozoida uginulih tokom bojenja

6,16; 7,33%) u odnosu na

Kontrolna grupa Ogledna grupa
Dani
Prosjek +SD % Min.-Max. Prosjek+SD % Min.-Max.
1. 9,434904" 4,71 | 3,00-18,00 7,03:257" 3,51 2,00-11,00
3. 12,07+390" 6,03 | 5,00-22,00 8,93:25"° 4,46 4,00-15,00
5. 16,37+401° 8,18 | 8,00-24,00 12,50+316°2 6,25 7,00-19,00
6. 16,10.5,00°® 8,05 | 3,00-25,00 13,434385 © 6,71 7,00-21,00

SD- Standardnadevijacija; Min.- Minimum; Max.-Maksimum

ABCDEFG_\/rijednosti oznagene razlicitim slovom statisticki znacajno se razlikuju na 0,05
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Iz podataka prikazanih u tabeli 6. uoCava se da je prosjeCan broj spermatozoida
uginulih tokom bojenja u ispitanim uzorcima sjemena kontrolne grupe imao trend postepenog
porasta od prvog (9,43+2.04) prema Sestom danu skladiStenja (16,104509). U uzorcima sjemena
ogledne grupe uocava se takode trend postepenog porasta broja zivih spermatozoida (sa
7,03+257 prvog do 13,43.3g5 Sestog dana skladiStenja), koji je nesto blazi u odnosu na onaj
ustanovljen kod kontrolne grupe. Ukoliko se posmatra kretanje procenta spermatozoida
uginulih tokom bojenja tokom ispitivanog perioda, uocava se da on raste u obje grupe, ali je
trend njegovog porasta u kontrolnoj grupi intenzivniji (sa 4,71% prvog na 8,05% Sestog dana
skladiStenja sjemena) u odnosu na oglednu grupu (sa 3,51% prvog na 6,71% Sestog dana
skladiStenja sjemena). Na povoljan uticaj primijenjenog tretmana na ocuvanje vitalnosti
spermatozoida ukazuju i vrijednosti intervala varijacije za broj spermatozoida uginulih tokom
bojenja, koje su u svim danima ispitivanja povoljnije kod ogledne u odnosu na kontrolnu

grupu uzoraka sjemena.

Analizom podataka utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika (P<0,05) u
prosje¢nom broju spermatozoida uginulih tokom bojenja izmedu prvog i petog kao i prvog i
Sestog dana, zatim izmedu tre¢eg U odnosu na peti i Sesti dan ¢uvanja sjemena u oglednoj
grupi, dok je u kontrolnoj grupi ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu prvogu
odnosu na peti i Sesti dan, zatim izmedu tre¢eg U 0dnosu na peti i Sesti dan ¢uvanja sjemena.
Poredenjem ogledne sa kontrolnom grupom ustanovljene su statistiCki znacajne razlike za

treci i peti dan Cuvanja sjemena.
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Grafikon 5. Procenat spermatozoida uginulih tokom bojenja
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Rezultati prikazani u grafikonu 5. pokazuju da je i procenat spermatozoida uginulih
tokom bojenja veci u kontrolnoj grupi (4,71; 6,03; 8,18; 8,05%) tokom svih dana skladiStenja
u odnosu na oglednu grupu (3,51; 4,46; 6,25; 6,71%).
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5. DISKUSIJA

Vjestacko osjemenjavanje krmaca je jedna od osnovnih mjera za unaprjedenje
svinjarstva jedne zemlje 1 Sirenje genoma kvalitetnih nerastova u populaciji. Takode,
upotrebom ove biotehnoloske metode sprijeCava se Sirenje bolesti i ubrzava napredak
selekcije, a proizvodaci inseminacionih doza sjemena ostvaruju znacajnu ekonomsku dobit.
Tako Crowell (2009) navodi da je u Sjevernoj Karolini 99% krmac¢a obuhvaceno vjestackim
osjemenjavanjem, sto iznosi 1,18 od 1,2 miliona krmaca u drzavi. Uzimaju¢i u obzir da se u
Sjevernoj Karolini krmace osjemenjavaju dvokratno 1 da mogu godiSnje imati 2,3 legla, moze
se ostvariti velika ekonomska korist u proizvodnji inseminacionih doza koja bi iznosila oko

14-35 miliona dolara.

Da bi se vjeStacko osjemenjavanje u svinjarstvu moglo sa uspjehom sprovoditi,
neophodno je obezbijediti dovoljan broj inseminacionih doza sjemena visokog kvaliteta,
porijeklom od nerastova visokog genetskog potencijala. Za obezbjedenje proizvodnje takvih
inseminacionih doza sjemena, neophodan je planski i kontinuirani rad strucnjaka iz oblasti
selekcije, ishrane, nadzora nad zdravljem nerastova, ali dominantan faktor je kvalitetan rad
reprocentara za proizvodnju ovih doza. Makroskopskim i mikroskopskim analizama kvaliteta
ejakulata, zajedno sa kontinuiranim nadzorom nad zdravljem nerastova, smanjuju se Sanse za
prenos zaraznih bolesti, vrSi se bolja selekcija priplodnih nerastova i dobijaju se kvalitetnije

doze za vjestacko osjemenjavanje.

Vyt (2007) na osnovnu svog istrazivanja na nerastovskom sjemenu preporucuje
nekoliko vaznih savjeta: 1. Ta¢nost u vizuelnom ispitivanju sjemena je vazna za dobijanje
tacnih informacija; 2. Povecana pokretljivost spermatozoida znaci i povecanje veli¢ine legla;
3. Obratiti paznju na procjenu koncentracije spermatozoida i kalibraciju fotometra; 4. Saznati
viSe o ejakulatima koriste¢i objektivne metode; 5. Dugoro¢ni razrjedivaci ne ¢uvaju uvijek
kvalitet sjemena kao §to bi trebali; 6. Previse kontakta sa vazduhom uti¢e na pH vrijednost
razrjedivaca, pri cemu dolazi do smanjenja pokretljivosti spermatozoida; 7. Pregled sjemena

treba da se izvodi rutinski.

Reproduktivne sposobnosti nerasta zavise od unutrasnjih faktora kao §to su rasa
(Smital, 2009; Wolf, 2009), starost (Huang i sar., 2010) i veli¢ina testisa (Clark i sar., 2003;
Pinart i sar., 1999a). Na ispoljavanje reproduktivnog potencijala nerasta u velikoj mjeri uticu

i spoljasnji faktori, kao $to su temperatura ambijenta (Ciereszko i sar., 2000; Yeste i sar.,

39



2010), fotoperiod (Sancho i sar., 2004, 2006; Yeste i sar., 2010), ucestalost uzimanja sjemena
(Pruneda i sar., 2005), ishrana (Yeste i sar., 2010, 2011) i drugi. Svi navedeni faktori uticu i
na parametre kvaliteta ejakulata nerasta, od volumena i koncentracije spermatozoida kao
najvaznijih stavki makroskopskog pregleda, pa sve do procentualne zastupljenosti razli¢itih
kategorija spermatozoida (zivi, mrtvi, abnormalni) unutar samog ejakulata, odnosno

parametara mikroskopskog pregleda.

Volumen ejakulata i koncentracija spermatozoida predstavljaju parametre za
izraCunavanje ukupnog broja spermatozoida u ejakulatu, na osnovu kojeg se planira
razrijedenje ejakulata i formiranje inseminacionih doza sjemena, sa dovoljnim brojem vitalnih
i fertilno sposobnih spermatozoida. Pri tome je vazno naglasiti da su ova dva parametra u
negativnoj korelaciji (Chen i sar., 2003; Zejer i Milewska, 2012). Heritabilitet za ove osobine
ejakulata slican je kod razli€itih rasa svinja, a istraZzivanja pokazuju da volumen sjemena ima
najveci heritabilitet, zatim slijede koncentracija spermatozoida i ukupan broj spermatozoida u
ejakulatu. Prema nekim istraZivanjima, heritabilitet za ukupan broj spermatozoida ima
tendenciju da raste zajedno sa dobi nerastova (Huisman i sar. 2002; Oh i sar. 2006). Nasuprot
pomenutim osobinama, Wolf (2009, 2010) navodi da je heritabilitet za osobine pokretljivosti,

prezivljavanja i morfologije spermatozoida nizak.

Volumen ejakulata nerasta varira izmedu 150-300 ml, a u rijetkim slucajevima i do
500 ml (Martin, 1982; Garner i Hafez, 1996; Rothschild, 1990; Pinart i sar., 1999; Sancho,
2002), a ukupan broj spermatozoida u ejakulatu varira izmedu 10 x 10° i 100 x 10%(Crabo,
1997; Sutkeviciene i sar., 2005). Foote (2002) i Casas i sar. (2010) navode da ejakulat
nerasta ima zapreminu oko 200-300 ml i sadrzi izmedu 10 x 10° i 100 x 10° spermatozoida.
Posmatrajuc¢i ukupan broj spermatozoida u ejakulatu, Smital (2009) u iznadprosje¢ne rase
ubraja nerastove pietren, ceske mesnate i CeSke velike bijele svinje, nerastove landrasa,
hempsira i jorkSira u prosje¢ne rase, dok su u njegovom istrazivanju nerastovi duroka davali
ejakulate sa ukupnim brojem spermatozoida ispod prosjeka. S druge strane, Kennedy i Wilkins
(1984) navode da jorksir nerastovi rutinski proizvode 10-12 x10° vise spermatozoida u

odnosu na hempsir, landras i durok nerastove.

Prosjecan volumen ejakulata u naSem istraZivanju iznosio je 255 ml kod kontrolne,
odnosno 250 ml kod ogledne grupe, Sto je u skladu sa podacima navedenih autora. Rezultati
naseg istrazivanja pokazuju da je prosje¢an broj spermatozoida po dozi u kontrolnoj grupi
iznosio 3 x 10° odnosno 3,4 x 10° u oglednoj grupi. Na osnovu volumena ejakulata,

koncentracije i ukupnog broja spermatozoida u ejakulatu, te standarda kvaliteta reprocentra iz
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kojeg su poticale ispitivane doze sjemena, definisan je i broj doza proizvedenih od svakog
ejakulata, koji je iznosio prosjecno 17,1 doza za kontrolnu i 17,6 doza za ogledu grupu. Pored
ostalog, i broj proizvedenih doza po ejakulatu ukazuje na bolje rezultate ostvarene u oglednoj
grupi.

Pored koncentracije, ispitivanje morfoloskog integriteta spermatozoida je jedan od
najvaznijih faktora za ocjenjivanje kvaliteta nerastovskog sjemena. Za odredivanje
morfoloSkog integriteta spermatozoida u ovom radu koristen je HOS test. Pomoc¢u HOS testa
mozemo utvrditi procenat zivih, oStec¢enih, mrtvih i abnormalnih spermatozoida. HOS test je
u pozitivnoj korelaciji sa penetracijom zone pelucide (Jeyendran i sar., 1984) i stepenom
oplodnje in vitro (Brito i sar., 2003; Gadea i Matas, 2000), ali nije u korelaciji sa fertilitetom

in vivo kod svinja (Perez-Llano i sar., 2001).

Na osnovu razultata naseg istazivanja uoceno je da je procenat Zivih spermatozoida
tokom svih dana skladiStenja u kontrolnoj grupi bio manji (87,70; 81,98; 69,96; 61,38%) u
odnosu na oglednu grupu (89,83; 86,56; 78,41; 70,55%). Procenat mrtvih spermatozoida bio
je ve¢i u kontrolnoj grupi (0,81; 1,98; 4,75; 8,20) tokom svih dana, osim prvog dana
skladiStenja, u poredenju sa oglednom grupom (0,86; 1,48; 3,00; 5,90). Prema tome
antibiotski dodatak razrjediva¢u Dikol povoljno je uticao na ¢uvanje nerastovskog sjemena
tokom svih dana skladiStenja, te su postignuti bolji rezultati u oglednoj grupi u odnosu na
kontrolnu grupu. Tokom svih dana skladiStenja procenat spermatozoida uginulin tokom
bojenja bio je ve¢i u kontrolnoj grupi (4,71; 6,03; 8,18; 8,05) u odnosu na oglednu grupu
(3,51; 4,46, 6,25; 6,71). Takode je 1 procenat spermatozoida sa oSteCenom intaktnom
membranom tokom svih dana skladiStenja bio veci u kontrolnoj grupi (2,33; 3,56; 6,16; 7,33)
u odnosu na oglednu grupu (1,31; 1,81; 3,08; 3,98). U naSem istrazivanju uoceno je da je
procenat abnormalnih spermatozoida bio vec¢i u kontrolnoj grupi (4,45; 6,43; 10,93; 15,03%),
osim prvog dana skladiStenja, u poredenju sa oglednom grupom (4,46; 5,66; 9,25; 12,85%).
Ovi podaci potvrduju postavljenu hipotezu da ¢e dodatak razrjedivacu povoljnije uticati na
ocuvanje morfologije spermatozoida svjeze razrijedenog sjemena nerasta tokom perioda

skladiStenja.

Marandici i sar. (2011) su ispitivali procenat spermatozoida sa normalnom
morfologijom 1 dosli su do rezultata da je procenat na dan uzimanja sjemena iznosio 52,3%,
3.dana skladistenja 57,5% i 6.dana 47,3%. U nasem radu dobijeni su bolji rezultati po pitanju

procenta zivih spermatozoida i u kontrolnoj, a posebno u oglednoj grupi.
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Huo i sar. (2002) navode da su u svom istrazivanju koristili BTS za skladiStenje
sjemena i da je 9. dana skladiStenja procenat zivih spermatozoida iznosio preko 50%. Ovi
rezultati su u skladu sa naSim rezultatima koji su pokazali da je 6. dana skladiStenja procenat
zivih spermatozoida iznosio 70,55% (ogledna grupa), te da su inseminacione doze ogledne
grupe joS uvijek zadovljavale standarde kvaliteta, odnosno bile upotrebljive za

osjemenjavanje krmaca.

Integritet membrane je pokazatelj vitalnosti spermatozoida i neophodan je kako bi se
ocuvala funkcija spermatozoida. Kod procjene integriteta membrane spermatozoida,
nerastovski ejakulati trebali bi sadrzavati 85 % spermatozoida sa intakthom membranom da bi
se smatrali da su dobrog kvaliteta (Martin, 1982; Buxade, 1984; Briz, 1994; Bonet i sar.,
1995; Briz i sar., 1995; Pinart i sar., 1999; Sancho, 2002).

Prema Gadea (2002) ejakulati fertilno sposobnih nerastova sadrze manje od 10%
abnormalnih spermatozoida, dok se ejakulati sa preko 20-25% abnormalnih spermatozoida
odbacuju. Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da je procenat abnormalnih spermatozoida
zabiljeZen 5. dana iznosio 10,93% u kontrolnoj, odnosno 9,25% u oglednoj grupi, Sto znaci da
su doze u oglednoj grupi bile za upotrebu i 5. dana. Briz i sar. (1996) navode da su
abnormalnosti glave i repa kod spermatozoida rezultat aglutinacije spermatozoida u
epididimisu.

Lustykova i sar. (2008) su vrsili eksperimente tokom 7 godina na 67 nerastova za
konzervaciju sakupljenog nerastovskog sjemena. Koncentraciju spermatozoida utvrdili su
pomocu citometrijske metode koriste¢i Birkerovu komoru, a procenat morfolosko
abnormalnih spermatozoida su ustanovili metodom bojenja po Cerovsky (1976) i dobili
rezultate: volumen sjemena 190,5 ml, koncentraciju spermatozoida 489,12 10%/mm?®i 19,67%
morfolosko abnormalnih spermatozoida. U ovom istraZivanju dobijeni su bolji rezultati po
pitanju procenta morfolo§ko abnormalnih spermatozoida koji je iznosio maksimalno 15,03%

(Sesti dan, kontrolna grupa).

Yurevna i Venjaminovich (2013) su od 2007-2012 izvodili eksperimente na 60
nerastova landras rase. U svom radu dosli su do rezultata da se broj spermatozoida sa
normalnom morfologijom povecao sa godinama starosti nerastova. Rezultati su pokazali da su
ejakulati nerastova starosti od 360 dana boljeg kvaliteta od ejakulata nerastova starosti od 180
dana. Xu i sar. (1998) dosli su do zakljucka da je procenat morfoloski ispravnih

spermatozoida u pozitivnoj korelaciji sa veli¢inom legla.
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Loreta i sar. (2002) u rezultatima svog istrazivanja dosli su do zakljuc¢ka da ejakulati
nerastova sadrZze manji procenat pokretnih i morfolosko ispravnih spermatozoida u ljeto i u
proljece, u odnosu na zimu i jesen. Efekat sezone na kvalitet nerastovskog sjemena potvrdili
su i drugi autori (Frydrychova i sar., 2007; Milewska i Falkowski, 2004; Park i Yi, 2002;
Zejer i Milewska, 2012). Isto tako, pokazalo se da stariji nerastovi imaju ejakulate slabijeg
kvaliteta u odnosu na mlade nerastove, dok rasa nema znaCajnog uticaja na morfoloske
karakteristike spermatozoida. Neki nau¢nici navode da sezona nema znacajnog uticaja na
morfoloske karakteristike spermatozoida kod nerastova (Kunavongkrit i Prateep, 1995; Borg
i sar., 1993).

Nacin drzanja nerastova i tehnologija proizvodnje inseminacionih doza sjemena
nerasta neminovno su povezani sa vecim ili manjim stepenom kontaminacije sjemena
mikroorganizmima, medu kojima su na prvom mjestu bakterije. Baracaldo i Ward (2008)
predlazu da se eksperimenti na nerastovskom sjemenu, zbog rizika na bakteriospermiju,
zasnivaju na rutinskoj kontroli kvaliteta razrijedenog ejakulata kako bi se ispitala bakterijska
kontaminacija. Bakteriospermija dovodi do smanjenja kvaliteta sjemena i pokretljivosti
spermatozoida, dok kod krmaca kontaminacija sjemena moZzZe prouzrokovati smanjen

fertilitet.

Jedan od osnovnih nadina za umanjenje Stetnog efekta bakterijske kontaminacije
sjemena jeste dodavanje antibiotika u sjeme. Vec¢ina komercijalnih razrjedivaca za sjeme
nerasta u svom sastavu ima i antibiotik, a u novije vrijeme su razvijeni i posebni antibiotski
dodaci sjemenu, koji dodatno smanjuju bakterijsku kontaminaciju i umanjuju Stetni efekat
prisustva bakterija na kvalitet 1 odrzivost sjemena. Jedan od takvih dodataka je i Dikol,

koriSten u nasem istrazivanju.

Huerta i sar. (2011) su za cilj u svom radu imali da demonstriraju efekte Dikola na
kontaminaciju sjemena u in vitro uslovima. Uzorci sjemena su inkubirani na sobnoj
temperaturi 1 ocjenjeni na bakterijski sadrzaj prema bakterijskoj kulturi poslije 10, 20, 25, 30,
40, 50 minuta i poslije 24h. Poslije 24h, bakterijski sadrzaj se drastiéno smanjio i dostigao je
<lifc/ml u svim uzorcima sa Dikolom. Kontrolni uzorci sa standardnim razrjedivacem
pokazali su samo blago smanjenje bakterijskog sadrzaja i dostigli su <lufc/ml samo poslije
24h kod Klebsiella oxytoca i Pantoea spp. Rezultati su pokazali da je u uzorcima sjemena sa
Dikolom doslo do znac¢ajnog smanjenja bakterijske kontaminacije (p<0,0001). Na ovaj nacin
dokazalo se da je Dikol sredstvo koje pruza kontrolu nad uobiCajenom bakterijskom

kontaminacijom nerastovskog sjemena.
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Zbog loseg kvaliteta sjemena 12h nakon ¢uvanja, Dahmani i sar. (2012) su izveli
eksperiment na sjemenu od 20 nerastova koje je tretirano sa gram negativnom bakterijom
Serratia marcescens i podijeljeno u dvije grupe. Prva grupa je bila sa standardnom
procedurom, dok se u drugu grupu dodao i Dikol. Rezultati ukupnog broja bakterija i sojeva
su pokazivali prisustvo bakterije Serratia marcescens u sjemenu i sjemenim dozama bez

Dikola, ali odsustvo u svim ispitanim uzorcima sa Dikolom.

Dahmani i sar. (2015) su za cilj svog istrazivanja imali da demonstriraju efekat Dikola
na kontrolu kontaminacije sjemena u in vitro uslovima i primjenu razrjedivaca bez antibiotika
za zavr$no razrijedenje. Od 5 nerastova sakupili su 5 ejakulata i podijelili u tri grupe koje su
razrijedene (1:1) sa Dikolom, Vitasemom i Duragenom. Poslije 25-50 minuta izveli su
zavr$no razrijedenje sa Duragenom, Vitasemom ili razrijedivacem bez antibiotika kako bi
postigli 3 x107 spermatozoida/ml. Uzorke su skladistili na 16 °C i dodali bakterije nakon 24h.
Rezultati su pokazali da skoro nije bilo rasta bakterija u grupi uzoraka sa Dikolom, ¢ak i u
sluCaju sa zavrSnim razrijedenjem sa razrjedivaCem bez antibiotika. Grupa uzoraka sa
Duragenom pokazala je mali rast Serrata marcescens do 100 ufc/ml. Ipak, grupa sa
Vitasemom je bila viSe osjetljiva na rast bakterija kao Sto je Serratia marscense i
Achromobacter xylosoxidans. Zakljucili su da je Dikol prikladno sredstvo za kontrolu
kontaminacije u ejakulatu i da je zavr$no razrijedivanje sa razrjedivaem bez antibiotika

takode efikasno.

Suwimonteerabutr i sar. (2011) su ispitivali efikasnost Dikola za hladno skladiStenje
nerastovskog sjemena. U istrazivanju su koristiti 7 ejakulata od 7 razli¢itih nerastova koje je
cuvano u 2 razli¢ita kontejnera, prvi sa konvencijalnom tehnikom sakupljanja (kontrola), a
drugi je ¢uvan u vreci za sakupljanje sjemena u kojoj je bilo 75 ml Dikola (tretman). Ejakulati
sa najmanje 70% pokretnih 1 90% morfoloSko normalnih spermatozoida su razrijedeni sa 2
razli¢ita komercijalna razrjedivaca: kratkoro¢ni (OPTIM-l.A.r) i dugoro¢ni (DURAGENR).
Temperatura je podesena na 16 °C, a kvalitet sjemena je ispitivan 0, 1, 3, 7 i 12 dana nakon
hladnog skladiStenja. Rezultati su pokazali da je bakterijska kontaminacija bila veta u
kontrolnoj grupi (7/7) nego u tretmanskoj (3/7) grupi (P=0.06). Na osnovu rezultata dosli su
do zaklju¢ka da Dikol znacajno smanjuje bakterijsku kontaminaciju tokom procesa

sakupljanja sjemena i da nije ostavilo negativne efekte na sposobnost spermatozoida.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istrazivanja dobijenih u radu mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

» Prosje¢na koncentracija spermatozoida u dozi bila je manja u kontrolnoj grupi (3 X
10°) u odnosu na oglednu grupu (3,4x 10°);

» procenat zivih spermatozoida je tokom svih dana bio manji u kontrolnoj grupi
(87,70; 81,98; 69,96; 61,38%) u odnosu na oglednu grupu (89,83; 86,56; 78,41,
70,55%);

» procenat spermatozoida sa oSte¢enom intaktnom membranom bio je veéi u
kontrolnoj grupi (2,33; 3,56; 6,16; 7,33%) u odnosu na oglednu grupu (1,31; 1,81;
3,08; 3,98%);

» procenat spermatozoida uginulih tokom bojenja bio je veci u kontrolnoj grupi (4,71,
6,03; 8,18; 8,05%) tokom svih dana skladiStenja u odnosu na oglednu grupu (3,51;
4,46; 6,25; 6,71%);

» procenat mrtvih spermatozoida bio je veci u kontrolnoj grupi (0,81; 1,98; 4,75;
8,20%) tokom svih dana skladistenja, osim prvog dana, u odnosu na oglednu grupu
(0,86; 1,48; 3,00; 5,90%);

» procenat abnormalnih spermatozoida bio je veci u kontrolnoj grupi (4,45; 6,43;
10,93; 15,03%) tokom svih dana skladistenja, osim prvog dana, u odnosu na
oglednu grupu (4,46; 5,66; 9,25; 12,85%);

» antibiotski dodatak razrijedivacu Dicol daje bolje rezultate u pogledu ocuvanja
morfologije spermatozoida tokom perioda skladistenja, pogotovo 5. i 6. dana, u
odnosu na razrijediva¢ bez Dicola;

» rutinsko ispitivanje morfoloskog integriteta nerastovskog sjemena na podrucju
Republike Srpske doprinijelo bi poboljsanju selekcije priplodnih nerastova, a samim

tim i povecanju ekonomske dobiti.

Na osnovu svega navedenog moze se izvesti generalni zakljucak da upotreba
antibiotskog dodatka razrjedivacu Dicol pozitivno uti¢e na o¢uvanje vitalnosti i morfoloskog

integriteta spermatozoida tokom perioda skladiStenja u odnosu na upotrebu samo
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komercijalnog razrjedivaca, cine¢i inseminacione doze nerastovskog sjemena duze

upotrebljivim za vjestacko osjemenjavanje.
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8. PRILOZI

Tabela 7. Prosjecan broj zZivih spermatozoida u dozi

Ogled Kontrola
Raz | Dani | {1}-179,67 | {2}-173,13 | {3}-156,83 | {4}-141,10 | {5}-17537 | {6}-16397 | {7}-139,93 | {8}-122,77

1 1 0,026760 0,000032 0,000032 0,395913 0,000032 0,000032 0,000032
S 1 3 0,026760 0,000032 0,000032 0,955785 0,000177 0,000032 0,000032
elz 1 5 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,009818 0,000032 0,000032
‘ 1 6 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,999132 0,000032
I; 2 1 0,395913 0,955785 0,000032 0,000032 0,000033 0,000032 0,000032
rt' 2 3 0,000032 0,000177 0,009818 0,000032 0,000033 0,000032 0,000032
cr) 2 5 0,000032 0,000032 0,000032 0,999132 0,000032 0,000032 0,000032
; 2 6 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032




Tabela 8. Prosje¢an broj mrtvih spermatozoida u dozi

Ogled Kontrola
Raz |Dani [{1}-1,7333 [{2}-2,9667 [{3}-6,0000 |{4}-11,800 |{5}-1,6333 |{6}-3,9667 [{7}-9,5000 [{8} - 16,400

1 1 0,856883 0,000063 0,000032 1,000000 0,179393 0,000032 0,000032
8 1 3 0,856883 0,013206 0,000032 0,799478 0,948862 0,000032 0,000032
elz 1 5 0,000063 0,013206 0,000032 0,000049 0,287418 0,001795 0,000032
| 1 6 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,150725 0,000036
l; 2 1 1,000000 0,799478 0,000049 0,000032 0,137719 0,000032 0,000032
rt1 2 3 0,179393 0,948862 0,287418 0,000032 0,137719 0,000032 0,000032
; 2 5 0,000032 0,000032 0,001795 0,150725 0,000032 0,000032 0,000032
; 2 6 0,000032 0,000032 0,000032 0,000036 0,000032 0,000032 0,000032
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Tabela 9. Prosjec¢an broj abnormalnih spermatozoida u dozi

Ogled Kontrola

Raz | Dani | r11_g9333 | {2}-11,333 | {3} - 18,500 | {4} - 25,700 | {5} - 8,9000 | {6} - 12,867 | {7} - 21,867 | {8} - 30,067
o |1 1 0,321858 0,000032 0,000032 1,000000 0,005563 0,000032 0,000032
g
| 1 3 0,321858 0,000032 0,000032 0,303940 0,839932 0,000032 0,000032
€
4 |1 5 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000035 0,034289 0,000032

1 6 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,007859 0,001118
K
o |2 1 1,000000 0,303940 0,000032 0,000032 0,004947 0,000032 0,000032
n
t |2 3 0,005563 0,839932 0,000035 0,000032 0,004947 0,000032 0,000032
r
o |2 5 0,000032 0,000032 0,034289 0,007859 0,000032 0,000032 0,000032
|
a |2 6 0,000032 0,000032 0,000032 0,001118 0,000032 0,000032 0,000032
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Tabela 10.

Prosjecan broj spermatozoida sa intaktnom membranom u dozi

Ogled Kontrola
Raz |Dani |{1}-2,6333 |{2}-3,6333 |{3}-6,1667 |{4}-7,9667 |{5}-4,6667 |{6}-7,1333 |{7}-12,333 |{8}-14,667

1 1 0,962764 0,003840 0,000032 0,364967 0,000068 0,000032 0,000032
g 1 3 0,962764 0,118300 0,000120 0,955545 0,004402 0,000032 0,000032
4Ia 1 5 0,003840 0,118300 0,531253 0,746390 0,969097 0,000032 0,000032
‘ 1 6 0,000032 0,000120 0,531253 0,009713 0,986797 0,000105 0,000032
’; 2 1 0,364967 0,955545 0,746390 0,009713 0,140876 0,000032 0,000032
rt] 2 3 0,000068 0,004402 0,969097 0,986797 0,140876 0,000033 0,000032
cr) 2 5 0,000032 0,000032 0,000032 0,000105 0,000032 0,000033 0,195412
,:1 2 6 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,195412
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Tabela 11. ProsjeCan broj spermatozoida uginulih tokom bojenja u dozi

Ogled Kontrola
Raz |Dani | {1}-7,0333 {2} - 8,9333 {3} - 12,500 {4} - 13,433 {5} - 9,4333 {6} - 12,067 {7} - 16,367 {8} - 16,100

O 11 1 0,455043 0,000032 0,000032 0,164613 0,000034 0,000032 0,000032
? 1 3 0,455043 0,003248 0,000066 0,999464 0,017588 0,000032 0,000032
g 1 5 0,000032 0,003248 0,974320 0,022286 0,999793 0,000883 0,002824

1 6 0,000032 0,000066 0,974320 0,000485 0,825174 0,035103 0,080411
}é 2 1 0,164613 0,999464 0,022286 0,000485 0,088498 0,000032 0,000032
rt1 2 3 0,000034 0,017588 0,999793 0,825174 0,088498 0,000132 0,000417
cr) 2 5 0,000032 0,000032 0,000883 0,035103 0,000032 0,000132 0,999992
; 2 6 0,000032 0,000032 0,002824 0,080411 0,000032 0,000417 0,999992
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N3BJEINITAJ

o onjenu ypahenor macrep paaa ,,IIponjena mopdosiomkor unTerpuTera
crnepMaTo3ouja cBjexe padpujehenor cjemena Hepacra® cryaenra ammr. nHxk. CHHHIIA
Mauauh

HACTABHO-HAYYHOM BUJERY ITOJLOIIPUBPEIHOI' ®AKVJITETA

Macrep pan crynmenta gumi. mmxk. Cuamme Manauha je ypahen y oxsupy Il mukmyca
crymvja be3bjenHOCT HAMHpHMIA aHHMAIHOT [OPMjeKia y JIAHIy HOJOHPUBPEIHE
IPOHU3BOME, CTYAMJCKOT IporpamMa AHMMANHAa IPOM3BOJIEbA MOJ MEHTOPCTBOM Npod.ap
Croje Joranosuh. Pax je nanucan Ha 67 cTpanuna u caapxu 11 tabena u 5 rpadukona. Pan
je ykopudeH y TBpau nmose3 A4 ¢opmara, IpuHTaH y 60jH, jeAHOCTPAHO.

Pajn canpxu cibenehe njemune: Yon, [Ipernen mureparype, Lusb ucrpaxusama, Martepujan
U Merone pajga, Pesynratu mcrpaxuBama, J{uckycuja, 3akibydak, Jluteparypa, Te Kparky
6uorpadujy xanaunara. [Topen HaBeeHUX HOTTIaBIba, Pajl CAAPXKHU U CAXKETAK HA CPICKOM H
enrieckoM jesuky, Y JIK 6poj u mogaTke 0 KOMHUCH]H.

ITPUKA3 AHAJIM3E MACTEP PAJIA 11O IJEJTUHAMA (ITIOTJIABJbUMA)

Y yBoay paja, KanauJaT Aaje KpaTak OCBPT Ha 3Hayaj BjEIITaykor OCjeMemaBamba KpMada 3a
yHanpeheme CBUBAapCKe NMPOU3BOAE, T€ MPOU3BO/IHHE KBATMTETHIX MHCEMHHAIIMOHUX 1032
CJeMEHa HepacToBa 3a YCI[JEIIHOCT OCjeMebaBama W pe3yirare (epTHINTeTa KpMaya.
Takobhe, kanmuaar y yBofy Jaje IpuKa3 MeTOJa 3a aHAIN3y KBAIUTETA CjeMeHa, (OopMUparba
MHCEMHMHAI[MOHHMX [103a, HAayMHa 4YyBama, 3Hayajy paspjehuBavya W ymoTpeOHM [qoiaraka
paspjehuBaurMa y HuJby KOHTpOJIE 6aKTepHjcKe KOHTaMUHALM]E CjeMeHa.

V nornasjby IperJen JUTepaType, KaHAUIAT Jaje KpaTak Mperyie]] IATEpaTypHUX 1101aTaKa
0 rpabu ¥ (YU3HOJIOTHjU MONHUX OpraHa HepacTa, HAYMHMMa Y3UMAama €jaKylaTa, cacTaBy
€jaKyJara, MaKpOCKOIICKOM M MHKPOCKOIICKOM IIPErJiey €jaKyara, paspjehupamy cjeMeHa u
GopmMupamy MHCEMMHALMOHMX [I033, Ka0 U O HHXOBOM CKIamumTery. C 063MpoM Ha
OakTepujcKy KOHTaMHHAIMjy CjeMeHa MPUIMKOM y3UMama H MaHHMIIyJIalhj€ Ca CJEMEHOM,
KaHquaT nocaba akleHaT Jaje Ha ynory paspjehuBadya u mojaraka paspjehuBaumma Koju
¥Majy 3a Ik Ja CMamke OaKTepHjcKy KOHTAMHHAIM]y CjeMeHa, a TUME U Ja oMmoryhe myxe
CKIaIMIITEE CjEMEHA y3 OdYyBame 3a]BobaBajyher kBaiurTeTa M (QepTHIM3ALMOHE
CIOCOOHOCTH CIIPEMAaTO30H/1a.

Cybmumupajyhn HaBoje M3 JIHTepaType, KaHAUAAT GOpMyJMIle HHb_paja, Koju riacu "
..Ja Ce WCOMTa KOHUEHTpanMja M MopdoNordja crepMaro3ouaa CBjexe paspujehenor
HEPacTOBCKOI CjeMeHa ca M 0e3 aHTHOMOTCKOT Jojarka paspjehuBady TOKoOM Iepuoja
cknamumremsa”. OBako QGopmynucad Uik paga 6asupaH je Ha paaHoj xumoresw "..na he




aHTHOWOTCKU JIoJlaTak pas3pjehuBady MOBOJBHO YTHIIATH Ha O4YyBamke Mopdooruje
CIIepMaTo30H/]1a CBjeke pa3pujeheHor cjeMeHa HepacTa TOKOM Ieprojia yyBama'.
Kanmuaar metasbHO ommcyje MaTepHjad M MeTOJOJOTH|Y HMCTPa:KHBamba, HaBojehu mpu

TomMe Opoj WHCEMHUHAIMOHUX J03a oOyxBaheHMX UCTpaXUBAakEM, HAUYUH HHUXOBOT
dopmuparma (paspjehere ca KOMEpUMjaTHHM paspjeuBadeM W ca KOMEpIHjaIHUM
paszjehuBaveM y3 aHTUOHMOTCKY J0JaTaK) U Mojjesie Ha KOHTPOJIHY U OIJIeIHy TpyIly, HAaUUH U
Jy’)KUHY 4yBarba ¥ METOJIOJIOTH]Y KOjOM je H3BpIIECH Mperiiea cjeMeHa M JeTepMUHanuja
MOpP(hOJIOIIKOr HHTErpUTeTa crepmartozouaa. Kana je y mnuramy oOpaza H0oOHjeHHX
nojaTaka, KaHIuIaT HaBOJIH Ja Cy nmojany oopaheHrn MeTojaMa JeCKpPUIITUBHE CTATUCTUKE U
aHay3e BapujaHce ca post hoc Tukey TecToM u mpukazanu TabenapHO U rpadpUUKy.

VY moriaBiby pe3yaTATH HCTPAXKHBAMKA, KaHAWIAT Jaje mperien NoOHjeHUX HoJaTaka o

npocjedHoM Opojy cliepMaro3oujia y HCIUTAaHHM Jl03amMa CjeMeHa KOHTPOJIHE U OIJIEIHE
rpyme, mpocjeuHoM Opojy J03a M IPOCj€dHO] 3allpeMUHU €jaKyyiaTa Off KOjUX Cy MOTHLae
UCIIMTaHE JI03€ CjeMeHa. Y HacTaBKy Jaje TalenapHu W rpadudky mperie] MophOoIomKor
UHTETPUTETA CIIEPMATO30M1a Y KOHTPOJIHO] M OTJICAHOj IPYIH, KpO3 MPOCjeYHE BPHjeTHOCTH
Opoja JKMBHX, MPTBHX, CIEpPMATO30H[a YTHHYJIHX TOKOM O00jema, clepMaro3ouaa ca
omreheHOM HHTaKTHOM MeMOpaHOM, Te a0HOpPMallHMX crepmaro3ounjaa. Takohe, kaHauaar
Jlaje ¥ moJaTKe O MPOLEHTYATHO] 3aCTYMJbEHOCTH TOjJSIMHUX KaTeropuja CliepMaro3ounja y
YKYIHOM 0Opojy mpeOpojaHux ciepMaTo30u/ia Y UCIIUTAHMM J03aMa CjeMeHa.

VY nornarpy AMCKYCHja KaHIUIAT Mopeau Mo0HjeHe pe3ysTare ca MmojaluMa JJOCTYIIHUM Y
JUTEpaTypH, TyMadehn MX y CBjeTily NMpUMHjEHEHOT TpeTMaHa, ykasyjyhu mpu ToMme Ha
IIOBOJbHMjE€ BPUJEIHOCTH HCIHTHBAHUX IapaMeTapa KBaJUTEeTa e€jaKyjara Koj OrJielHe
rpyue. [Ipunukom ananuze noOujeHUX pe3ynTara KaHIUAAT jaCHO UACHTH(PHUKYje TO3UTHBHE
edexTe MPIUMH]CHEHOT TPeTMaHa Ha KBAJTUTET HHCEMUHAIIMOHUX J103a CjeMeHa, yKa3yjyhu Ha
0osbe ouyBame (PEePTUIM3ANMOHOT MOTEHIMjalla CjeMeHa TOKOM TOKOM IepHojia YyBama, a
THUME U Ha 00Jbe pe3yiTare y ocjeMemaBamy KpMada TAKBHM CjEMEHOM.

Y nornaBpy 3ak/bydaK KaHIUIAT CcyOlIMMUpa casHama 10 KOJUX je€ JOIao TOKOM
UCTpaXKuBamwa, cyrepulllyhu mmpy ynotpeOy aHTHOMOTCKHX Iojaraka paspjehuBaumma 3a
cjeMe HepacTa y mpakch. KaHmumaT y 3ak/bydky YyKasyje da aHTHOHOTCKH JOJaTaKk
paspujehuBady Dicol y omgHocy Ha komepuujasHu paspujehuBad IMMO3UTHBHO yTHYE Ha
O4YyBamk€ BUTAIHOCTH M MOpPQOJOMIKOr HHTEPUTETA CIIEPMATO30MJia TOKOM Mepuoja
CKJIaMINTeha YnHeh! HHCEMHUHAIIMOHE JI03€ HEPAacTOBCKOT CjeMeHa Jy)Ke ymoTpeObHBUM 3a
BJEIITAYKO OCjEMEHaBaIbe.

OIIJEHA HAYYHE BAJIMJHOCTHU PAJIA

Mactep pam xangupata aumil. uHxk. Cunmme Mauamha, cTymeHTa Ipyror IHMKIyca
crynuja, mox HacioBoM "llpomjeHa MOp(}OJIOMIKOr HHTErPHTETA CIIEPMATO30HMIa CBjexKe
paspujeheHor cjeMeHa HepacTta'" IpecTaB/ba OPUTHHAIAH pajl, KOjU JHOTPHUHOCH TTO3HABAILY
npobieMartuke ynorpebe gojaraka paspjehupaunma 3a HEPACTOBCKO CjeMe Y IIHJbY CMambemha
OakTepujcKe KOHTaMHHAIMje W OYyBamka BHTAIHOCTH H MOP(OJIOMIKOT HHTETpUTETa
CIiepMaTo30M/1a TOKOM IIEpHOJIa, T€ j€ Y TOM CMHUCITY Hay4YHO BalnjaH, a Heropa u3paaa uMa
Hay4Hy U CTPY4YHY OIPaBIaHOCT.



3JAK/bYYAK N ITPHJEJIOT

Ha ocHoBy onjene mactep paaa ,IIponjeHa Mop¢oomKor HHTerpHTeTa CIEPMaTO30HAA
cBjexxe paspujehenor cjemena Hepacra“ crynenta aumi. uHxK. Cuanme Manauha
KomMucuja 3akipydyje na gatm mactep pajx IpeACTaB/ba OPUTHHATAH M CaMOCTATIAH paj
KaHJAU/AaTa, KOju 3aJ0BOJbaBa KPUTEPUjyMe 3a IIMCAE 3aBpIIHUX PafioBa HA APYTOM LIUKIYCY
cTyadja Ha YHuBep3utery y bamoj Jlyum, mpommcane mpaBwimMma CTyAHpama H JApyTUM
pENeBaHTHUM IPONHCHUMA.

Ha ocnoBy cBera HaBemeHor Kommcmja mnpennaxe HacraBHo-HayuHOM BHjehy
IMossompuBpenHor ¢akynrera YuuBep3urera y bamoj Jlymu na ycsoju ycBoju H3Bjemraj
¥ MO3UTHBHY OIL[JeHy MacTep paja CTyAeHTa yIyTH Ha Ja/be MOCTYIaIbE.
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:Twa?rmm wmmer
Hpanor 2.

v 223: 0% 2 B pogyem

YHHBEP3HTETY Y BAIOJ JIYIIH
IOJAIH O AYTOPY OJABPABEHOI MACTEP/MATHCTAPCKOT PAJA

IMe u TIpe3EMe ayTopa MacTep/MarucTapekor paga: Cannama Magaah

Jlarym, Mjecto H Apxasa poljema ayropa: 09.05.1989., Bama JIyka, BuX
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Jlatym onGpaHe 3aBpITHOI/JHILIOMCKOT paja ayTopa: 19.05.2014.

Hacnos zaspmiRor/THIUIOMCKOT paZia ayTopa: ,,JIpojekToBame NpOH3BON:€ CTajHhaka Ha
roBezapckoj dapmu®

AxazieMCKO 3BaE:¢ KOjy jé ayTop CTeKao 0XOGpaHOM 3aBPIIHOI/ THILTOMCKOT pana: JIHIIoMBpanH
umxewep [Tosonpuspene 3a AnnManay npor3Boawy - 180 EI[TC

AKaZeMCKO 3Bame Koje je ayTop CTeKao OAGpaHoM MacTep/MarHcTapckor paga: Macrep anamMange
nponssoame — 300 EI[TC

Hasns daxynrera/AKaneMHje Ha KOMe je MacTep/MarHCTapCKH pax onGpan.en
ITossonpHBpeanH dakynter y Bamoj JIynu

HaciroB MacTep/MAarHCTApCKOT pana H AaTyM oxbpane: ,IIponjena
MopdoaomKOr HATETPHTETA CIIEPMATO30H/A CBjeke paspHjeljeHor cjemena
Hepacrta“, 04.07.2018.

Hay4na o6nacT MacTep/MaracTapekor paga npema CERIF mmdpapunky: Ilo/sonpaBpense Hayke,
CC BY-ND

HMena MeHTOpa H 1IaHOBA KOMHCHje 32 OXOpaHy MacTep/MarHcTapcKor paja:

Jp Croja Joranosnh, penosun npodecop, MeHTOp,
Jp Dophe Casnh, nonent, npeacjenuuxk,
JIp Munenxo Ilapuh, Banpenun npodecop, wian.

273.07. 2042,

V Bamoj JIyuu, gana




. Hpuaer 3.
Hijapa 1

H3JABA O AYTOPCTBY

HsjaBmyjem aa je
MACTEP/MArHCTAPCKH pajg

Hacnos paga: ,,IIponjena Mopdonomror uuTerpaTeTa ciepMaTo3ona cejexe paspHjehenor cjemena
Hepacra“

Hacmos paja Ha enrmeckoM jesuky: Assesment of the morphological integrity of spermatozoa in
fresh diluted boar sperm

I, Pe3yNTAT CONCTBEHOT HCTPAKHBATKOT Pa/ia,

¥ /Ia MacTep/MATHCTADCKH pajl, y IjelHHH HIH y NHjeNOBHMA, HHje GHo npeoxeH 3a
AoGrjame GHIO Koje JHNIOME HpeMa CTYAHjCKHM TMPOTPaMHMa APYTHX EHCOKOIIKOJICKHX
ycTaHORa,

1R Ja Cy pe3yNTaTH KOPEKTHO HABENACHH H

1% /1a HECaM KPIIHO ayTOPCKa NPaBa H KOPHCTHO HHTENeKTyalHy CBOJHHY APYTHX JHIA.

¥ Bamoj Mym_ % 3. 1. 2.0 13

TloTnBC KaHABAATA

Mo




Hzjasa 2

Hzjana xojoMm ce opnamhyje Ilosonpuepeann ¢pakyarer
Yunsep3arera y Bamoj JIyna Aa MacTep pajx y4HHH jaBHO JOCTYIHHEM

Osnamhyjem ITomonpuspenns daxynrer YHEBepaHTeTa Yy Bamoj
JIynnu na Moj MacTep, HOX HACIOBOM:

»11pomjesa MopdoNoImKOr HHTETPHTETA CIIEPMATO30HAA CBjexke pazpHjeleHOr cjeMena HepacTa™

KOjH je Moje ayTOPCKO J(jelio, YIHHH jaBHO JOCTYIHHM.

Macrep paa ca CBEM IpPHIO3HMA NPENa0 CaM ¥ eIEKTPOHCKOM (OpMATY, IIOTOJHOM 33 TpajHO
AapXHEHparke.

Moj MacTep paj, NOXpameH y AHTHTANHH PelO3HTOPHjyM VHHBep3HTeTa y Bamoj JIyma, Mory ma
KOPHCTe CBH KOJH IOINTYjy oApeaGe canpxane y ogabpanoM Tamy mmnenne Kpearusne 3ajemnnie
(Creative Commons), 3a Kojy caMm ce OfIy4HO.

1. AyropcrBO
2. AyTOpCIBO - HEKOMEPIHjanHO
3. AytopcTBo - HeKOMepHIHjanHo - Ge3 npepane
Ay‘ropmo - HEKOMEPIHJAIHO - IHjETHTH NOJ HCTHM YCIOBHMA
. AytopcrBo - 6e3 mpepazne
6. AYTOPCTEO - AHjeNTHTH HOA HCTHM YCIOBHMA

(MomaMO f1a 320KPYKHTE CaMo jeJHY O IIecT HOHYHeHHX THNeHIIH, KpaTak ONHC JHIICHIH JIaT je
Ha nonehuHH IHCTa).

¥ Bamoj Ty 23 0L 2047 .

TIoTnHC KaHAHAATA

CU\H UG, HO\HZ}\j«




H3jaBa 3

H3jaBa 0 BIeHTHYHOCTH MITAMIAHE H eJJeKTPOHCKe
Bep3Hje MACTep/MArACTAPCKOT pajga

Hme 1 npe3rMe ayTopa: Cuaama Maaguh

Hacnos pana: ,.JIponjena MopdonomKor HHTETpPHTeTa CIIEPMATO30H/1a CBjexe pa3pHjel)eHOT
cjeMeHa HepacTa™

Mesnrop: npod. ap Croja Joranopnh

Hi3jaBibyjeM fa je MTaMIIaHa Bep3Hja MOT MacTep/MarHCTapcKor pajia HAeHTHIHA
€IIEKTPOHCKOj BEP3HjH KOjy caM Ipe/ao/Na 3a AMTHTAIHH PeIIO3HTOPHjYM YHHBEP3HTETA Y
Baw0j Jlymn.

V Bamoj Jiyma  2.01. 2048« TloTmHC Kauau/aTa

C/m—m‘uia {\b\\l{g«ﬂ?




	1. UVOD
	2. PREGLED DOSADAŠNJIH ISTRAŽIVANJA
	2.1. Anatomija polnih organa nerasta
	2.2. Uzimanje sperme
	2.3. Sastav sperme nerasta
	2.4. Pregled i ocjena kvaliteta ejakulata nerasta
	2.5. Formiranje i skladištenje inseminacionih doza
	2.6. Uloga antibiotika u razrjeđivačima za sjeme nerasta

	3.  MATERIJAL I METODE RADA
	3.1. Materijal rada
	3.2. Metode rada
	3.2.1. Određivanje koncentracije spermatozoida
	3.2.2. Procjena morfološkog integriteta spermatozoida
	3.2.3. Biometrička analiza


	4. REZULTATI ISTRAŽIVANJA
	4.1. Prosječan broj spermatozoida u dozi
	4.2. Procjena morfološkog integriteta spermatozoida

	5. DISKUSIJA
	6. ZAKLJUČCI
	7. LITERATURA
	8. PRILOZI

