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SAŽETAK 

 

Cilj istraživanja bio je da se ispita koncentracija i morfologija spermatozoida svježe 

razrijeđenog nerastovskog sjemena sa i bez antibiotskog dodatka razrjeđivaču tokom perioda 

skladištenja. Ejakulati su uzeti od dva nerasta sa privatne farme.Istraživanje je obuhvatalo 

ukupno 60 doza svježe razrijeđenog sjemena nerasta i sprovedeno je u Laboratoriji za 

reprodukciju životinja Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Banjoj Luci. U kontrolnoj 

grupi nerastovsko sjeme je razrijeđeno sa komercijalnim razrjeđivačem (BTS), dok su u 

oglednoj grupi ejakulati uzimani direktno u dodatak razrjeđivaču, a zatim je razrijeđivan sa 

komercijalnim razrjeđivačem. U ovom istraživanju korišten je dodatak razrjeđivaču, 

komercijalnog naziva Dicol (Magapor, Španija), koji u sebi sadrži koktel antibiotika i 

namijenjen je za očuvanje vijabilnosti sperme kroz duže čuvanje, kao i za spriječavanje 

razvoja bakterija. Morfologija spermatozoida je ocjenjena pomoću HOS testa, dok je 

koncentracija spermatozoida određena pomoću standardne metode u Birkerovoj komori. 

Ispitivanje morfologije spermatozoida vršeno je prvog dana, tj. unutar 24 časa od uzimanja 

sperme, zatim nakon 72, 120 i 144 časa. Rezultati istraživanja pokazali su da je prosečna 

koncentracija spermatozoida u dozi iznosila 3 x 109 u kontrolnoj grupi, odnosno 3,4 x 109  u 

oglednoj grupi. Pomoću HOS testa dobijeni su rezultati morfološkog integriteta 

spermatozoida koji pokazuju da je procenat živih spermatozoida u kontrolnoj grupi prema 

danima skladištenjabio 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 oštećenom intaktnom membranom bio je 

veći 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 skladištenja. Uočeno je da je procenat spermatozoida uginulih tokom 

bojenja veći u kontrolnoj grupi (4,71; 6,03; 8,18; 8,05) tokom svih dana skladištenja u odnosu 

na oglednu grupu (3,51; 4,46; 6,25; 6,71). Prema dobijenim rezultatima procenat mrtvih 

spermatozoida bio je veći u kontrolnoj grupi (0,81; 1,98; 4,75; 8,20) tokom svih dana, osim 

prvog dana skladištenja, u odnosu na oglednu grupu (0,86; 1,48; 3,00; 5,90). Procenat 

abnormalnih spermatozoida bio je veći u kontrolnoj grupi (4,45; 6,43; 10,93; 15,03) tokom 

svih dana, osim prvog dana skladištenja, u odnosu na oglednu grupu (4,46; 5,66; 9,25; 12,85). 

Prema dobijenim rezultatima možemo zaključiti da antibiotski dodatak razrjeđivaču 

Dikol povoljnije utiče na očuvanje morfologije spermatozoida tokom skladištenja u odnosu na 

komercijalni razrjeđivač BTS bez Dikola, što potvrđuje hipotezu od koje polazi istraživanje.  
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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 109 in the control group and 3,4 x 109 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 stočarskoj proizvodnji napreduje iz godine u godinu, a najveći uspjeh 

industrijske proizvodnje postignut je u uzgoju živine i svinja. Upotreba vještačkog 

osjemenjavanja je od posebnog značaja za svinjarstvo i uveliko se koristi. Vještačko 

osjemenjavanje je reproduktivna tehnologija koja je dala veliki doprinos u pogledu 

unapređenja genetike. Vještačkim osjemenjavanjem sa jednim ejakulatom može se osjemeniti 

veći broj krmača, dok je u prirodnom parenju osjemenjena samo jedna krmača (Dominguez i 

sar., 2006). Pored toga, vještačko osjemenjavanje je dosta uspješno i veoma ekonomično. 

Ako se uzme u obzir da se od jednog nerasta mogu dobiti dva ejakulata sedmično, tj. oko 96 

ejakulata godišnje, moguće je osjemeniti 20 krmača računajući da se na svaku krmaču potroši 

5 ejakulata godišnje. Ukoliko se krmače vještački osjemenjavaju, od samo jednog ejakulata 

može se dobiti prosječno 14,6 inseminacionih doza, volumena 100 ml, sa po 3 x109 

spermatozoida, što nerasta čini značajnijim u odnosu na krmaču (Stančić i sar., 2009). 

Vještačkim osjemenjavanjem ograničava se direktan kontakt životinja i smanjuje se 

rizik od prenošenja raznih bolesti, ali se taj rizik ne može potpuno eliminisati (Guerin, 1996; 

van Rijn i sar., 2004; Boender i sar., 2007). 

Prednosti vještačkog osjemenjavanja su višestruke: spriječava se širenje mnogih 

zaraznih bolesti, dobijanje većeg broja potomaka od genetski superiornog priplodnjaka i bolja 

evidencija o porijeklu, mogućnost čuvanja sjemena na duže vrijeme, itd. Pored navedenog, 

ostvaruju se i velike ekonomske uštede u transportu doza u odnosu na transport živog 

priplodnjaka, kao i zarada u prodaji doza za vještačko osjemenjavanje. 

Prvi koji je pokušao izvesti vještačko osjemenjavanje svinja bio je Ivanov iz Rusije 

(Ivanov, 1907). Međutim, prvo uspješno vještačko osjemenjivanje izvedeno je u Japanu (Ito i 

sar., 1948). 

U praksi se ejakulati nerasta najčešće dobijaju pomoću vještačke vagine, manuelnom 

fiksacijom penisa i metodom elektroejakulacije (Perry, 1963). 

Ispitivanje kvaliteta dobijenog ejakulata se izvodi na dva načina. Prvi način, tj. 

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



 

11 

gustinu, boju ejakulata (plavkasto-bijela do žućkasto-bijela), miris kao i prisustvo stranih 

materija u ejakulatu i izvodi se bez upotrebe posebnih instrumenata. Mikroskopski parametri 

kvaliteta ejakulata uključuju 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 

obezbjeđuje hranljive materije, elektrolite, osmotski pritisak (izotoničan), puferne sisteme 

(neophodne za održavanje pH), proteine, fermente, hormone. U svrhu vještačkog 

osjemenjavanja ejakulati se mješaju sa razrjeđivačima koji zamjenjuju spermalnu plazmu. 

Njihova uloga je da obezbijede sve potrebne uslove za što duže preživljavanje u in vitro 

uslovima (Stanković, 2011), te da istovremeno omoguće formiranje većeg broja 

inseminacionih doza sjemena. 

Do danas su stvoreni mnogi razrjeđivači za čuvanje razrijeđene sperme, a mogu se 

podijeliti na kratkotrajne (namijenjene za čuvanje sperme tokom 1-3 dana) i dugotrajne 

(namijenjene za čuvanje sperme tokom 4-14 dana) razrjeđivače (Stančić, 2006). Razrijeđenu 

nerastovsku spermu najbolje je čuvati na temperaturi od 17 0C. Temperatura ispod 15 0C 

dovodi do hladnog šoka kod spermatozoida, dok se na temperaturi iznad 20 0C spermatozoidi 

progresivno kreću pri čemu troše energetske materije. Od posebnog značaja je da razrjeđivač 

prije kontakta sa spermom bude zagrijan na 37 0C kako bi se spriječile nagle promjene 

temperature u ejakulatu kao i pojava aglutinacije spermatozoida. 

Da bi se spriječila bakterijska kontaminacija u razrjeđivače se dodaju antibiotici. 

Bakterije utiču na fertilizacionu sposobnost spermatozoida, dok se plotkinje mogu zaraziti 

preko zaraženog nerastovskog sjemena, ukoliko su u ejakulatu prisutne patogene bakterije. 

Zbog toga antibiotici igraju važnu ulogu u vještačkom osjemenjavanju i očuvanju kvaliteta 

nerastovskog sjemena. 

Određivanje koncentracije, tj. broja spermatozoida u ejakulatu vrši se pomoću 

Birkerove komore. Pored Birkerove komore za određivanje koncentracije spermatozoida 

koristi se eritrocitni melanžer, plastični špric, pokrovno stakalce i 3% hipertonični rastvor 

NaCl. Vodeni rastvor 3% NaCl je hipertoničan i veoma brzo umrtvi spermatozoide koji 

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

Doze sjemena za vještačko osjemenjivanje krmača uglavnom se formiraju u 

pakovanjima od 80-100 ml koje sadrže približno 3x109 spermatozoida. Preporučuje se da 

fertilna doza za vještačko osjemenjivanje treba da sadrži najmanje 2-3x109 spermatozoida 

(Martin-Rillo i sar., 1996; Alm i sar., 2006). 
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Ocjena morfološkog integriteta spermatozoida vrši se pomoću HOS testa 

(Hypoosmotic swelling test), tj. supravitalnog bojenja spermatozoida po Blomu eozin 

nigrozinom, sa ciljem da se ustanovi procenat živih, mrtvih i abnormalnih spermatozoida. 

Membrana živih spermatozoida je intaktna i ne prima boju tokom HOS testa, dok je 

membrana oštećenih i mrtvih spermatozoida podložna bojenju. HOS rastvor dobija se 

miješanjem natrijum citrata, fruktoze i destilovane vode. Pored HOS testa u primjeni je i 

skraćeni 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 svježe razrijeđenog 

nerastovskog sjemena sa i bez antibiotskog dodatka razrjeđivaču tokom perioda skladištenja. 

Osnovna hipoteza od koje polazi istraživanje je da će dodatak razrjeđivaču povoljno 

uticati na očuvanje morfologije spermatozoida svježe razrijeđenog sjemena nerasta tokom 

perioda skladištenja. 
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2. PREGLED DOSADAŠNJIH ISTRAŽIVANJA 

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 žlijezda (glandulae accessories), mošnje (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 žlijezde (Knobil i Neill 

2006). 

Veličina testisa nije samo u korelaciji sa dnevnom proizvodnjom spermatozoida već 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 povećan libido (Flowers, 2008) i veliki pasjemenik (Walker i sar., 2004). Walker i sar. 

(2004) navode da veći pasjemenik ima veći kapacitet skladištenja spermatozoida, što može 

unaprijediti ukupnu plodnost nerasta. Imajući to u vidu, Flowers (2008) smatra da je najbolji 

način da se unaprijedi proizvodnja i kvalitet nerastovskog sjemena da se nerastovi odaberu 

prema veličini testisa. 

Proizvodnja spermatozoida se odvija u seminifernim tubulima testisa, dok pasjemenik 

ima nekoliko važnih uloga. On ima funkciju da vrši transport spermatozoida od testisa do 

sjemenovoda. Prije nego što stignu do sjemenovoda, spermatozoidi se skladište i sazrijevaju u 

pasjemeniku sve do ejakulacije. Pri ejakulaciji, spermatozoidi iz kaudalnog dijela 

pasjemenika se miješaju sa sekretima akcesornih polnih žlijezda. Tokom ejakulacije, broj 

spermatozoida skladištenih u kaudalnom dijelu pasjemenika smanji se za oko 60% (Hughes i 

Varley, 1984; Strzezek i sar., 1995; Pruneda, 2006), što govori o kapacitetu proizvodnje 

sjemena, bitnom za planiranje ritma eksploatacije nerasta. 

Sjemenovod se nastavlja na pasjemenik, prolazi kroz mošnice i sjemeno uže, a zatim 

se ulijeva u početak uretre koja transportuje spermu i mokraću. Uloga mošnica je da 

održavaju temperaturu sjemenika i da ih štite od povreda i visokih ili niskih temperatura. 

Akcesorne polne žlijezde se sastoje iz parnih bulbouretralnih i vezikularnih žlijezda, i neparne 

prostate. Ove žlijezde luče sekrete koji se u uretri zajedno miješaju sa spermatozoidima, pri 

čemu nastaje sperma. Kod nerastova 55-75% zapremine ejakulata nastaje sekrecijom prostate 
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i uretralne žlijezde, 10-25% od sekrecije bulbouretralnih žlijezda, 15-20% od vezikularnih 

žlijezda, dok samo 2-5% potiče iz kaudalnog dijela pasjemenika (Dyce i sar., 1999; Badia, 

2003). 

Polni organ nerasta je fibroelastičnog tipa, kao i kod bika, ovna i jarca. Za razliku od 

penisa pastuva (kavernozni tip penisa), koji ima puno sunđerastih tkiva, penis nerasta u većoj 

mjeri sadrži fibroelastična vlakna, zbog čega se ne produžava puno tokom erekcije, ali dobija 

na čvrstini. Uloga penisa je da izbacuje mokraću i spermu u spoljašnju sredinu, tj. u polne 

organe ženke tokom parenja. 

2.2. Uzimanje sperme 

Prve ejakulacije kod nerastova se dešavaju u pubertetu, između 5-6 mjeseci starosti, 

kada i počinju da se vježbaju za skokove i uzimanje sjemena. Za nerastove se smatra da su 

polno zreli tek kad navrše godinu dana, kada bi trebali da budu u punoj eksploataciji (Martin, 

1982; Hugues i Varley, 1984; Sancho, 2002; Cordova-Izguierdo i sar., 2004). Period 

eksploatacije nerastova na farmama traje kraće u odnosu na one u reprocentrima za 

proizvodnju komercijalnih doza sjemena, jer poslije određenog perioda dolazi do uzgoja u 

srodstvu, te je potrebno izvršiti njihovu zamjenu. Ukoliko se radi o kvalitetnim nerastovima, 

visokog genetskog potencijala, oni u eksploataciji mogu da ostanu i više godina, sve dok na 

tržištu postoji potražnja za njihovim sjemenom.  

Postoji više načina za uzimanje sperme kod nerastova. U praksi se najčešće koristi 

vještačka vagina i manuelna fiksacija penisa. Pored ove dvije metode u upotrebi su i 

elektroejakulacija i masaža akcesornih polnih žlijezda. 

Vještačka vagina treba da obezbijedi uslove jednake kao i u vagini krmače. To 

obuhvata temperaturu, skliskost i pritisak kako bi se izazvala ejakulacija kod nerasta. 

Temperatura u vještačkoj vagini postiže se tako što se u međuprostor sipa voda zagrijana na 

39 0C, a unutrašnjost se premaže pH neutralnom mašću kako bi se obezbijedila skliskost. Od 

velike je važnosti da vještačka vagina, a pogotovo spermosabirač budu zaštićeni od svjetlosti i 

uticaja spoljašnje temperature. Upotreba vještačke vagine se u praksi nije najbolje pokazala, 

jer kod ove metode nerast ima slabiji refleks ejakulacije i daje spermu lošijeg kvaliteta.  

Razlog je u tome što ejakulacija kod nerasta duže traje i potreban je veći pritisak za 

stimulaciju refleksa ejakulacije. Zbog toga je manuelna fiksacija penisa metoda koja se 

najčešće koristi za uzimanje sperme kod nerasta. Kod ove metode se nakon erekcije, rukom u 
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rukavici, hvata glans penisa i čvrsto ritmički stišće sve dok se ejakulacija kompletno ne 

završi. 

Metoda elektroejakulacije se koristi kada od nerasta nije moguće dobiti ejakulat 

pomoću drugih metoda (oboljenja papaka i lokomotornog sistema, stariji i teški nerastovi koji 

se teško kreću). Elektroejakulacija se izvodi tako što se u rektum mužjaka uvede bipolarna 

elektroda koja niskofrekventnom strujom stimuliše centar za ejakulaciju, koji je smješten u 

lumbosakralnom dijelu kičme. Električni nadražaji traju 5-6 sekundi sa pauzama istog trajanja 

i ponavljaju se nekoliko puta. 

Uvođenje ruke u rektum nerasta i masiranje akcesornih polnih žlijezda predstavlja još 

jednu metodu za uzimanje ejakulata. Ova metoda u upotrebi je kod priplodnjaka koji nisu 

sposobni izvesti skok. Dobra strana ove metode je što nije potrebna nikakva oprema, ali su 

dobijeni ejakulati lošijeg kvaliteta. 

2.3. Sastav sperme nerasta 

Ejakulat nerasta se sastoji iz dva dijela, sjemene frakcije koja sadrži spermatozoide i 

čini 10-30% zapremine i tečnog dijela koji sadrži sjemenu plazmu i predstavlja ostalih 70-

90% od ukupnog ejakulata. 

Kao i kod drugih sisara, ejakulirani spermatozoidi nerasta sastoje se iz dva dijela i to: 

glave koja sadrži DNA i akrozome, i repa koji im omogućuje kretanje. Zreo spermatozoid 

nerasta ima dužinu od 43-45 μm i sadrži dva regiona, glavu i rep, između kojih se nalazi 

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

Nezreo spermatozoid se razlikuje od zrelog po tome što sadrži citoplazmatičnu 

kapljicu, koja se može 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 dužine 8.5 

μm, srednji dio od 10.00 μm i rep dužine 36.1 μm. Na oblik glave spermatozoida najviše utiče 

akrozom, koji ima glavnu ulogu u penetraciji spermatozoida u jajnu ćeliju. Rep predstavlja 

lokomotorni aparat koji omogućuje spermatozoidima da se kreću. Brzina kretanja 

spermatozoida zavisi od sastava medijuma u kojem se nalaze i temeprature. Pod uticajem 

niske temperature spermatozoidi padaju u hladni šok, dok visoka temperatura dovodi do 



 

16 

progresivnog kretanja spermatozoida pri čemu se troše hranljive materije i na kraju dolazi do 

uginuća spermatozoida. 

Brouwers i sar. (2005) navode da su srednji dio i rep osjetljiviji na lipidnu 

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

peroksidirani poslije zamrzavanja i otapanja. 

Gonzalez-Urdiales i sar. (2006) navode da svi spermatozoidi sa citoplazmatičnom 

kapljicom nisu abnormalni. Prema ovim autorima, razlika je u poziciji citoplazmatične 

kapljice. Samo spermatozoidi sa proksimalnom citoplazmatičnom kapljicom su označeni kao 

malformacije (abnormalnosti) u ejakulatu nerasta. Znači, samo nezreli spermatozoidi sa 

proksimalnom citoplazmatičnom kapljicom mogu dovesti do smanjenja fertilizacione 

sposobonost ejakulata u prirodnim uslovima. Ejakulati koji sadrže preko 5% proksimalnih 

citoplazmatičnih kapljica dovode do smanjenja fertilizacione sposobnosti ejakulata, s tim da 

između procenta spermatozoida sa distalnom citoplazmatičnom kapljicom i fertilizacione 

sposobnosti ejakulatanema direktne korelacije. 

Ejakulat nerasta trebao bi da sadrži između 80-95% zrelih spermatozoida, oko 5-15% 

nezrelih i oko 1-5% abnormalnih spermatozoida (Martin, 1982; Briz, 1994; Bonet i sar., 

2000). 

Sjemena plazma sadrži organske i neorganske sastojke, ugljene hidrate, masti, 

aminokiseline i proteine (Pursel i sar., 1973; Mann i Lutwak-Mann, 1982). Osnovni izvor 

šećera čine fruktoza, glukoza i sorbitol. Ove komponente su važan izvor energije, neophodne 

za kretanje i metabolizam spermatozoida. Između naučnika koji su radili na ispitivanju 

sperme i uslova za opstanak spermatozoida postoji saglasnost da su kod zrelih spermatozoida 

glavni izvor energije monosaharidi. Više naučnika je opisalo kako su spermatozoidi nerasta 

sposobni da metabolišu različite monosaharide, od glukoze do manje uobičajenih šećera, kao 

što 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 

žlijezda. Temperatura ejakulata neposredno nakon uzimanja iznosi oko 37 0C, a pH vrijednost 

6.85-7.9, dok osmolarnost ejakulata zavisi od sastava sjemena, koji je povezan sa brzinom 

lučenja testosterona iz testisa. 
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Pored pomenutih ekstracelularnih supstrata spermatozoidi nerasta za dobijanje 

energije mogu iskoristiti i druge, kao što je npr. glicerol, laktat, citrat i piruvat (Jones i sar., 

1992; Jones, 1997; Medrano i sar., 2006b). 

Marin i sar. (2003) navode da je najvažniji metabolički put kojim zreo spermatozoid 

nerasta dobija energiju, glikoliza. U istraživanju je zapaženo da približno 95% energije 

porijeklom iz glukoze u nerastovskom sjemenu nastaje glikolitičkim putem. 

2.4. Pregled i ocjena kvaliteta ejakulata nerasta 

Kvalitet nerastovskog sjemena rutinski se procjenjuje određivanjem 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 vrši se makroskopski pregled ejakulata nerasta, kako bi se 

ustanovilo da li zadovoljava kriterijume za dalji rad, odnosno razrjeđenje i formiranje 

inseminacionih doza sjemena. Prilikom makroskopskog pregleda ejakulata vrši se njegov 

vizuelni pregled (boja, prisustvo stranih primjesa, volumen) i procjena gustine, odnosno 

koncentracije spermatozoida. 

Ejakulat nerasta bi trebao da bude mliječno bijele boje, i bez ikakvih vidljivih primjesa 

(krv, mokraća, gnoj, nečistoće), na čije prisustvo najčešće 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 mogućnost je mjerenje volumena u graduisanoj posudi. Prilikom mjerenja 

volumena ejakulata vizuelno se procjenjuje i njegova gustina, uzimajući pri tome u obzir 

ujednačenost boje ejakulata (ejakulat zadovoljavajuće gustine bi trebao biti neprovidan i 

ujednačene boje). 

Sljedeća faza makroskopskog pregleda ejakulata je određivanje koncentracije 

spermatozoida, kako bi se mogao pravilno odrediti stepen razrjeđenja ejakulata i dobiti 

zadovoljavajući broj spermatozoida u formiranim inseminacionim dozama sjemena. Vizuelna 

procjena je subjektivna metoda i daje grubu sliku o koncentraciji spermatozoida.U praksi se 

koncentracija spermatozoida najčešće određuje metodom brojanja uz pomoć hemocitometra i 

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

Analysis).  

Jednokratne komore za izračunavanje koncentracije spermatozoida imaju niži 

koeficijent varijacije, ali one daju lošiju sliku o koncentraciji spermatozoida u odnosu na 

višekratnu upotrebu komore (Tomlinson i sar., 2001; Bjorndahl i Barratt, 2005; Christensen i 

sar., 2005). Još uvijek je otvorena rasprava koji je najbolji tip komore za određivanje 

koncentracije spermatozoida (Christensen i sar., 2005;. Maes i sar., 2010). U svakom slučaju, 

vizuelno određivanje koncentracije sperme kao i korištenje jednokratnih komora je prilično 

dugotrajano, jer zahtijeva računanje  relativno velikog broja imobiliziranih spermija kako bi 

se postigao prihvatljiv stupanj preciznosti (Christensen i sar., 2005;. Svjetska zdravstvena 

organizacija, 2010).  

Višekratnom upotrebom stakla hemocitometar se smatra kao zlatni standard 

(Rijsselaere i sar., 2003; Prathalingam i sar., 2006; Svjetska zdravstvena organizacija, 

2010). Dostupno je višekomercijalno različitih hemocitometara poput Neubauer, Thoma ili 

Bürker (Christensen i sar., 2005). Nisu primjećene veće varijacije u rasponu od 4% do 20% 

korištenjem hematocitometra. Ako postoje, one se mogu pripisati nepravilnom uzorkovanju, 

pipetiranju, punjenju komorica za brojanje ili razrijeđenju ispod ili iznad dozvoljene granice 

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

Varijacije u koncentraciji spermatozoida između 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 

zapažena 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 jorkšir imaju najbolji stepen progresivne 

pokretljivosti spermatozoida, nerastovi rase hempšir najveći volumen ejakulata, a nerastovi 

rase durok najveću koncentraciju spermatozoida po 1 ml ejakulata i najveći broj živih 

spermatozoida u ejakulatu. 

Ocjena morfološkog integriteta spermatozoida je jedan od najvažnijih parametara 

mikroskopskog pregleda sjemena, jer se njome određuje procenat živih i fertilno sposobnih, 

odnosno oštećenih i mrtvih spermatozoida, a time procjenjuje i ukupna fertilizaciona 

sposobnost ejakulata.   

Ispitivanje morfološkog integriteta spermatozoida predstavlja kvalitativnu i 

kvantitativnu klasifikaciju morfološki normalnih i abnormalnih, odnosno oštećenih 
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spermatozoida. Ova klasifikacija se sprovodi pomoću optičkog mikroskopa i jednostavne 

tehnike bojenja, kao npr. sa eosin nigrosin, Trypan Blue, Giemsa, Papanicolaou ili Diff – 

Quick (Foxcroft i sar., 2008). Korištenje bojenja eozin-nigrozinom u analizi nerastovskog 

sjemena je široko raspostranjeno, jer se lako izvodi i pokazuje morfološki integritet 

spermatozoida, kao i rezultate u korelaciji sa plodnošću svinja (Bjorndahl i sar., 2004; 

Tsakmakidis i sar., 2010). Funkcionisanje metoda bojenja spermatozoida u procjeni njihovog 

morfološkog integriteta zasniva se na tome da spermatozoidi sa intaktnom ćelijskom 

membranom ne primaju boju, odnosno ostaju neobojeni, dok se oni sa različitim oštećenjima 

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

Metoda bojenja spermatozoida na navedeni način u praksi se najčešće 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 čemu se ta reakcija procjenjuje nakon bojenja pomenutim bojama. 

Spermatozoidi nerasta su osjetljivi na promjene osmotskog pritiska, odnosno izlaganje 

hipotoničnoj i hipertoničnoj sredini. Christensen i sar. (2005) navode da istraživanja 

osmotske otpornosti spermatozoida ukazuju na to da su vijabilnost i morfologija 

spermatozoida u većoj korelaciji sa fertilitetom nego pokretljivost spermatozoida.  

Kod nerastova se izotoničan rastvor postiže 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 može biti dobar pokazatelj fiziološkog stanja ćelije 

(Yeste i sar., 2010). Christova i sar. (2002) navode da osmotski šok utiče na difuziju 

fosfolipida u dvoslojnoj membrani spermatozoida. Kada se spermatozoidi izlože visokom 

osmotskom pritisku gube pokretljivost i dolazi do oštećenja 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 ćelijska membrana spermatozoida funkcionalna, u 

hipoosmotskom rastvoru će tečnost proći kroz nju u citoplazmu. Kada se posmatraju pod 
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mikroskopom, ovakvi spermatozoidi će imati otečenu glavu (Perez-Llano i sar., 2001). Način 

na koji spermatozoidi otiču kada se izlože hipoosmotskom stresu može se posmatrati i ocjeniti 

kao test funkcionalnog integriteta plazmine membrane (Vazquez i sar., 1995). U ovom slučaju 

je lakše posmatrati rep nego glavu spermatozoida, zato što je plazmina membrana koja 

okružuje rep slabije pričvršćena (Jeyendran i sar., 1984; Takahashi i sar., 1990; Vazquez i 

sar., 1997).Oticanje spermatozoida manifestuje se karakterističnim savijanjem repa i varira u 

zavisnosti od više faktora kao što 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 ćelije in vivo (Yanagimachi, 1994). Prisustvo mrtvih ili 

abnormalnih spermatozoida u ejakulatu može imati toksične (Shannon i Curson, 1972) i 

litičke (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 čega se preporučuje 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 čine proksimalna i distalna kapljica, kao i abnormalnosti repa spermatozoida. 

Smital i sar. (2004) navode da koeficijent varijacije za parametre morfološkog 

integriteta membrane spermatozoida između rasa nerastova iznosi 30-40%. U literaturi je 

dostupan manji broj istraživanja na temu razlika između rasa po pitanju morfološkog 

integriteta spermatozoida, pokretljivosti i morfologije spermatozoida. Smital i sar.(2004) 

navode da je ukupan broj živih spermatozoida (intaktna membrana) od 86 x109 spermatozoida 

po ejakulatu zabilježen je kod velike bijele, 72 x109 spermatozoida po ejakulatu kod češkog 

landrasa i prestice black-pied nerastova, 71 x109 spermatozoida po ejakulatu kod češke velike 

bijele, 68 x109 spermatozoida po ejakulatu kod hempšir nerastova, 66 x109 spermatozoida po 

ejakulatu kod češke mesnate rase, 64 x109 spermatozoida po ejakulatu kod pietren nerastova i 

59 x109 spermatozoida po ejakulatu kod durok nerastova. 
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2.5. Formiranje i skladištenje inseminacionih doza 

Weitze (2000) navodi da se u svijetu godišnje iskoristi oko 155 miliona doza 

nerastovskog sjemena za vještačko osjemenjavanje. Da bi se od ejakulata proizvele 

inseminacione doze sjemena, on se razrjeđuje, kako bi se povećala zapremina proizvedenog 

sjemena i omogućilo njena podjela u doze koje će se iskoristiti za osjemenjavanje plotkinja. 

Razrjeđivanje ejakulata sprovodi se odmah nakon njegovog pregleda. Za razrjeđivanje 

se koriste posebni razrjeđivači, koji treba da obezbijede hranljive materije potrebne 

spermatozoidima za opstanak i očuvanje fertilizacione sposobnosti. Sastav razrjeđivača zavisi 

od dužine i načina skladištenja razrijeđenog sjemena, a sam stepen razrjeđenja zavisi od 

odnosa između volumena ejakulata i ukupnog broja spermatozoida u ejakulatu.  

Doze za vještačko osjemenjavanje u prosjeku imaju zapreminu od 80-100 ml i sadrže 

oko 2-3 milijarde spermatozoida. Tako se npr. od ejakulata volumena 250 ml koji sadrži oko 

35-40 milijardi spermatozoida može dobiti 12-15 inseminacionih doza. Svi postupci, od 

uzimanja ejakulata do razrijeđivanja, izvode se na sobnoj temperaturi. Važno je da sve što 

dolazi u dodir sa spermom (razrjeđivač, pokrovno stakalce, melanžeri, bočice za 

inseminacione doze) bude zagrijano na približno istu temperaturu, tj. na oko 37 0C. 

Ejakulat se razrijeđuje i pakuje u doze, s tim da svaka doza treba da sadrži 2-4 

milijarde spermatozoida u ukupnoj zapremini od 80 do 100 ml. Kolika je koncentracija 

spermatozoida potrebna po dozi određuje se prema tome koliko će se dana doze sjemena 

skladištiti. Tako npr., ako se doze skladište 2 dana, preporučuje 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 važan 

parametar za uspješnu oplodnju, odnosno dobijanje željenih rezultata osjemenjavanja. Iako se 

tačno ne zna najmanja doza za vještačko osjemenjavanje, današnji kriterijumi zahtjevaju 

najmanje 80% morfološkinormalnih spermatozoida, tj. dozu koja sadrži 2 x109 fertilno 

sposobnih spermatozoida (Martin-Rillo i sar., 1996; Shipley, 1999). Doze za vještačko 

osjemenjavanje imaju zapreminu od 80-100 ml i u prosjeku sadrže oko 2-4 x109 

spermatozoida (Saacke i sar., 1991). Alm i sar. (2006) navode da je generalno mišljenje da 

doza sjemena za vještačko osjemenjavanje treba da sadrži 3 x109 spermatozoida. 

Broj spermatozoida u inseminacionoj dozi treba prilagoditi morfologiji i pokretljivosti 

spermatozoida, te je opšte prihvaćeno da doza za treba sadržati najmanje 2-3 x109 
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spermatozoida (Martin-Rillo i sar., 1996; Alm i sar., 2006). Međutim, kako bi se povećao broj 

proizvedenih inseminacionih doza, reprocentri imaju tendenciju da se ejakulati razrijeđuju što 

je više moguće (Vyt i sar., 2007a). Istraživanja tokom posljednjih godina bila su usmjerenana 

smanjenje broja spermatozoida po dozi, a da se pri tome ne ugrožavaju rezultati plodnosti. U 

pogledu pripreme doza za osjemenjavanje uvjek se stremilo ka tome da doze budu što manje. 

Zadovoljavajući rezultati kod vještačkog osjemenjivanja postignuti su i sa dozama od 1 x109 

spermatozoida (Roca i sar., 2003; Roca i sar., 2011), ukoliko je sjeme aplikovano 

intrauterino. 

Razrjeđivač predstavlja vodeni rastvor određenih supstanci koji se koristi kako bi se 

povećala zapremina ejakulata za dobijanje doza za vještačko osjemenjavanje (Gadea, 2003). 

Milovanov je predstavio  prve razrjeđivače za nerastovsko sjeme u 30-im godina prošlog 

vijeka, koji su se sastojali od glukoza sulfata i glukoza tartrata (Milovanov, 1962; Johnson i 

sar., 2000). Polge (1956) je napravio neke od prvih razrjeđivača, kao npr. žumancetno-

fosfatni, žumancetno-citratni i mliječni razrjeđivač. Pursel i Johnson su 1975. godine napravili 

BTS razrjeđivač (Beltsville Thawing Solution) za odmrzavanje zamrznutog nerastovskog 

sjemena, ali je kasnije razvijen i usavršen za skladištenje nerastovskog sjemena (Pursel i 

Johnson 1975; Johnson i sar. 1998), te je trenutno jedan od najčešće korištenih komercijalnih 

razrjeđivača za sjeme nerasta. 

Johnson i sar. (2000) navode da razrjeđivači smanjuju metaboličku aktivnost i čuvaju 

spermatozoide sve do oplodnje. Glavni razlog razrijeđivanja sjemena je da se održi fertilitet 

spermatozoida tokom skladištenja do osjemenjavanja. Prema tome, razrjeđivač mora da 

spriječi bakterijski rast, zatim da održi pH vrijednost između 6.8-7.2, da stabiliše plazminu 

membranu i da reguliše osmotski pritisak kojem su spermatozoidi izloženi.  

Gadea (2003) navodi da je kontrola pH vrijednosti važna jer glikolitički metabolizam 

spermatozoida dovodi do smanjene unutarćelijske pH, koja potiskuje ćelijski metabolizam. U 

razrjeđivaču BTS prisutni su puferi, kao što je natrijum citrat i natrijum bikarbonat, koji 

pomažu održavanje pH vrijednosti. 

S obzirom da membrane nerastovskih spermatozoida imaju mnoge nezasićene 

fosfolipide, koji su osjetljivi na oksidaciju lipida, neophodno je da razrjeđivači sadrže i 

antioksidanse (Aitken i Curry, 2011; Am-in i sar., 2011; Martin-Hidalgo i sar., 2011). 

Oksidaciono oštećenje spermatozoida tokom skladištenja je više puta opisano u literaturi 

(Guthrie i Welch, 2006; Awda i sar., 2009). 
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Tačan sastav komercijalnih razrjeđivača je najčešće nepoznat, ali je poznato da sadrže 

izvor energije, uglavnom glukozu, koji omogućava spermatozoidima da održe osnovnu 

funkciju, zatim zaštitu od termalnog šoka (npr. BSA, Bovine Serum Albumin), puferske soli 

kako bi se izbjegli negativni efekti promjene pH vrijednosti (natrijum bikarbonat, natrijum 

citrat, TRIS), osnovne soli koje obezbjeđuju odgovarajuću osmotsku ravnotežu (NaCl, KCl) i 

antibiotike koje spriječavaju 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 uobičajena praksa u industrijskoj proizvodnji svinja 

da sjeme i razrjeđivač tokom miješanja moraju imati istu temperaturu. Na ovaj način hladni 

šok će biti minimalan, koji se javlja kada se svjež ejakulat prebrzo ohladi. Međutim, veoma je 

teško zagrijati razrjeđivač na temperaturu ejakulata, jer temperatura dobijenog nerastovskog 

ejakulata varira od 35°C do 40°C. Crowell (2009) u svojim rezultatima istaživanja navodi da 

nema potrebe da se prati striktno pravilo da temperatura sjemena mora biti ista kao i 

temperatura razrjeđivača, ukoliko je temepratura sjemena i razrjeđivača između 35 0C i 30 0C. 

Althouse i sar. (1998) navode da je kritična temperatura za hladni šok kod 

spermatozoida nerasta 12 0C. Na temperaturama ispod 10 0C spermatozoidi nerasta su veoma 

osjetljivi na hladni šok (Gilmore i sar., 1996). Membrana glave nerastovskih spermatozoida 

sadrži manje tečnosti nego membrana repa i kada se hladi i ponovo zagrijava pokazuje 

diferencijalnu promjenu temperaturne osjetljivosti u tečnosti (Canvin i Buhr, 1989). Mora se 

uzeti u obzir da su spermatozoidi nerasta veoma osjetljivi na hlađenje ispod 15 0C i da je 

plazmina membrana spermatozoida prvo oštećenje koju izaziva hladnoća (Watson, 2000; 

Bailey i sar., 2008). S druge strane, zagrijavanjem doza stimuliše se aktivnost spermatozoida 

(Huo i sar., 2002) i spermatozoidi počinju da koriste velike količine šećera (Parrish i sar., 

1999; O’Flaherty i sar., 1997). 

Membrana spermatozoida nerasta je primarno mjesto oštećenja izazvano hladnoćom 

(Bailey i sar., 2008; Kim i sar., 2011) i vrlo je osjetljiva na dejstvo temperature i skladištenja 

(Waberski i sar., 2011; Casas i Althouse, 2013). U poređenju sa ljudskim i spermatozoidima 

goveda, krioprezervacija nerastovskog sjemena je kritičnija zbog relativno niskog nivoa 

holesterola (Rath i sar., 2009) i visokog sadržaja PUFA u plazminoj membrani (Cerolini i 

sar., 2000). Inseminacione doze sjemena bika, ovna i jarca se mogu uspješno čuvati u 

zamrznutom stanju, dok je zamrzavanje sjemena nerasta mnogo manje uspješno, te se ono 

dominantno koristi kao svježe razrijeđeno ili eventualno kratrotrajno čuvano. 
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Maksimalni period skladištenja nerastovskog sjemena zavisi od razrjeđivača i broja 

spermatozoida u dozi za vještačko osjemenjavanje (Johnson i sar., 2000). Na tržištu su 

dostupni komercijalni razrjeđivači za skladištenje nerastovskog sjemena na temperaturi od 15-

17 0C tokom tri ili više dana nakon sakupljanja (Gadea i sar., 2004). U praksi se razrjeđivači 

se obično dijele u dvije grupe: kratkoročni, koji omogućavaju čuvanje od 1-3 dana i 

dugoročni razrjeđivači za čuvanje na period duži od 4 dana (Stančić, 2006). Kratkoročni 

razrjeđivači se uglavnom koriste kada se sjeme distribuira u lokalnoj komercijalnoj mreži, 

dok se dugoročni razrjeđivači koriste kada su mjesta osjemenjavanja udaljena od mjesta 

proizvodnje sjemena (Gadea, 2003). 

Razblaživanje sjemena sa razrjeđivačem smanjuje koncentraciju proteina u sjemenoj 

plazmi, što povećava rizik funkcionalnog oštećenja tokom skladištenja, čak i na kratak period 

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

Poznato je da duže skladištenje 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 dešava, a kada je prisutna uzrok 

može biti smanjen imunitet. Do aglutinacije spermatozoida, pored dužine skladištenja, dovode 

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

Više naučnika došlo je do zaključka da se kratkoročni razrjeđivač BTS do 3, 5 ili 7 

dana skladištenja ne razlikuje drastično od dugoročnih razrjeđivača u pogledu očuvanja 

mnogih karakteristika kvaliteta nerastovskog sjemena, kao što 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 sadrži 37.0 g/L glukoze zbog čega je u prva tri dana 

pojačana pokretljivost spermatozoida, što je i prednost jer je BTS kratkoročni razrjeđivač. 

Razrjeđivač BTS sadrži etilendiamin-tetra-sirćetnu kiselinu (EDTA), koja blokira djelovanje 

kalcijuma kao posrednika kapacitacije spermatozoida i reakcije akrozoma  ograničavajući 

njegovo kretanje kroz plazminu membranu (Gadea, 2003; Johnson i sar., 2000). U poređenju 

sa prethodnim razrjeđivačima sadrži nizak nivo kalijuma koji omogućuje održavanje dotoka 

natrijuma i kalijuma u sjeme, i zbog toga nema oštećenja pokretljivosti (Alvarez i Storey, 

1982; Johnson i sar., 2000). Prema podacima koje navode Alvarez i Storey (1982) u BTS 

razrjeđivač se dodaje KCl kako bi se spriječio gubitak kalijuma iz ćelija, čiji nedostatak 

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

Da bi se doze pripremile za vještačko osjemenjavanje, sjeme treba da bude sakupljeno 

po određenim procedurama koje podrazumijevaju visoke higijenske mjere, kako bi se umanjio 

rizik od bakterijske kontaminacije. Jedno od rješenja problema bakterijske kontaminacije 

sjemena je dodavanje antibiotika u razrjeđivače za sjeme.  

Bakterijska kontaminacija uglavnom dovodi do smanjenja pokretljivosti 

spermatozoida, aglutinacije spermatozoida, povećanja 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 štetna 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 utiče loše samo na kvalitet sjemena i na 

preživljavanje spermatozoida, već i na pH vrijednost medijuma u kojem se nalaze 

spermatozoidi, što ih i posredno oštećuje. Bakterije mogu uticati na spermatozoide tako što se 

direktno vezuju za njih i dovode do aglutinacije (Teague i sar., 1971; Sone i sar., 1992). 

Takođe, bakterije u sjemenu troše glukozu, neophodnu za preživljavanje spermatozoida. 

Iako bakterijska kontaminacija rijetko izaziva bolest kod mužjaka, prenosom bakterija 

tokom oplodnje kod ženki može dovesti do smanjene plodnosti i zaraznog endometritisa 

(Varner i sar., 1998). Prema Maes i sar. (2008) prisustvo mikroorganizama u sjemenu 

prouzrokuje loš kvalitet sjemena, smrt embriona ili fetusa i endometritis. Leptospiroza i 

bruceloza su veoma zarazne bolesti kada su ženke izložene kontaminiranom sjemenu, dok je 

poznato da bakterijska infekcija sa hlamidijamasmanjuje stopu prasenja i veličinu 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 istraživanja ukazuju na to da prisustvo 

antibiotika u razrjeđivačima pri određenoj koncentraciji pojačava preživljavanje 

spermatozoida, a samim tim i plodnost (Colenbrander i sar., 1993). Sone (1990) navodi da se 

antimikrobna sredstva se uglavnom dodaju razrjeđivačima kako bi se spriječila bakterijska 

kontaminacija i rast bakterija, što omogućuje održavanje spermatozoida danima ili 

maksimalno dvije sedmice od dana skladištenja na 15-17 0C. Ipak, postoji određen broj 

rezistentnih bakterija koje uspjevaju preživjeti u razrijeđenom sjemenu uprkos prisustvu 

antimikroba, smanjujući plodnost. 
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Gadea (2003) navodi da antibiotik treba dodati razrjeđivaču, jer on sadrži glukozu 

koja zajedno sa temperaturom, na kojoj su doze sjemena skladištene (15-16 0C), podstiče rast 

većine gram-negativnih bakterija, uključujući E.Coli i neke vrste salmonele. Yeste (2008) 

takođe navodi da se u razrjeđivač dodaju antibiotici kako bi se spriječio bakterijski rast, jer 

hranljive materije kao što je glukoza i temperatura skladištenja sjemena na oko 15 0C 

odgovaraju razvoju gram-negativnih bakterija kao što je Escherichia coli, Salmonella sp. i 

Pseudomonas sp. Jedna od najviše proučavanih bakterija u nerastovskom sjemenu je E. coli, 

jer njena prisutnost u sjemenu dovodi do aglutinacije i oštećenja spermatozoida (Auroux i 

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

Antibiotici se koriste kako bi se spriječio bakerijski rast i njihovo negativno djelovanje 

na spermatozoide. Makler i sar. (1981) navode kako antibiotici nemaju uticaja na održivost i 

pokretljivost spermatozoida u ljudskom sjemenu zaraženom bakerijama. 

Neka istraživanja potvrđuju da je većina bakterija izolovanih iz razrjeđenog sjemena 

rezistentna na uobičajene antibiotike (Waltz i sar., 1968; Althouse i sar., 2000; Althouse i Lu 

2005; Bolarin, 2011). U prošlosti su se najčešće koristila kombinacija antibiotika širokog 

spektra djelovanja, npr. kombinacija streptomicina i penicilina (Paredis, 1962; Sone i sar., 

1982). U najčešće korištene antibiotike koji se dodavaju razrjeđivačima 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 sadrži 4 baktericida koji djeluju na 

širok spektar gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija. Dikol je prvenstveno razvijen za 

sakupljanje sjemena i kao antibiotska prevencija za nerastovsko sjeme prije završnog 

razrijeđivanja sjemena sa razrjeđivačima. 
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3. MATERIJAL I METODE RADA 

3.1. Materijal rada 

Istraživanje je sprovedeno u Laboratoriji za reprodukciju domaćih životinja 

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 istraživanje 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 čuvane u klima boksu na temperaturi od 17 0C i svakog 

dana je 2 puta vršeno lagano okretanje doza, kako bi se izbjeglo taloženje spermatozoida. 

Prva grupa doza sjemena je razrijeđivana standardnom metodologijom, komercijalnim 

razrjeđivačem BTS-om, što je predstavljalo kontrolnu grupu (K), dok su doze u drugoj grupi, 

koja je predstavljala oglednu grupu (O), pored BTS-a, sadržavale i DICOL, tj. dodatak 

razrjeđivaču. BTS je komercijalni razrjeđivač za čuvanje sjemena do 5 dana i u sebi sadrži 

antibiotik gentamicin. U oglednoj grupi ejakulat je uziman u dodatak razrjeđivaču 

komercijalnog naziva DICOL i ostavljan se 30 minuta kako bi prije razrijeđivanja izvela 

dekontaminacija sjemena. DICOL (Magapor, Španija) sadrži koktel antibiotika i igra važnu 

ulogu u spriječavanju bakterijske kontaminacije sjemena i pojave aglutinacije, bez negativnih 

efekata na viabilnost spermatozoida. 

Istraživanje je obuhvatilo određivanje koncentracije spermatozoida u ejakulatu i 

procjenu morfološkog integriteta spermatozoida.  

Koncentracija spermatozoida određivana je pomoću Birkerove komore, dok je za 

morfološku ocjenu korišten HOS test (Hypoosmotic Swelling Test). 

Ocjena morfološkog integriteta spermatozoida vršena je prvog dana, tj. unutar 24 časa 

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

3.2.1. Određivanje koncentracije spermatozoida 

Određivanje koncentracije spermatozoida je izvođeno za svaku dozu pojedinačno 

pomoću standardne metode u Birkerovoj komori. 

Sjeme je uzimano iz klima boksa i prenošeno u vodeno kupatilo koje je namješteno da 

zagrijava vodu na 38 0C. Za određivanje koncentracije zagrijano sjeme se pipetom uzima iz 

vodenog kupatila i prenosi na predmetno stakalce. Zatim se u leukocitarni melanžer uvlači do 

oznake 0,5, a potom do oznake 11 sa 3% NaCl i lagano miješa u trajanju od 1 minute. Nakon 

laganog mućkanja spermatozoidi se umrtve i prije stavljanja na Birkerovu komoru istišću se 

dvije kapi. Spermatozoidi se broje pod mikroskopom, sa uvećanjem od 20 puta, a broj 

spermatozoida u ml se određuje pomoću formule: 

C=n x r x 50.000 

C – ukupan broj spermatozoida u 1 ml nativne sperme, 

n – broj spermatozoida izbrojan u 5 velikih kvadrata mrežice hemocitometra, 

r – stepen razrijeđenja, napravljen u melanžeru, 

50.000 – koeficijent komorice za brojanje. 

3.2.2. Procjena morfološkog integriteta spermatozoida 

Za procjenu morfološkog integriteta spermatozoida korišten je HOS test 

(Hypoosmotic Swelling Test), tj. supravitalno bojenje spermatozoida po Blomu eozin-

nigrozinom. Metoda se zasniva na tome da spermatozoidi sa intaktnom plazminom 

membranom u toku bojenja ne primaju boju, što nije slučaj kod oštećenih ili mrtvih 

spermatozoida. 

Za morfološku ocjenu spermatozoida, tj. za HOS test prvo se pravi HOS rastvor koji 

se sastoji od fruktoze, natrijum citrata i destilovane vode. Tačan sastav iznosi: 

 0,735 gNa3C6H507 ∙ 2H2O (natrijum citrat) 

 1,351 g C6H12O6 (fruktoza) 

 100 ml destilovane vode 
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HOS rastvor se u vodenom kupatilu drži 10 minuta, a zatim se dodaje zagrijano sjeme 

i ostavlja se još 30 minuta u vodenom kupatilu na temperaturi od 38 0C. Potom se pipetom 20 

µL stavlja na sahatno stakalce i pomiješa sa 20 µL eozina. Nakon 30 sekundi laganog 

miješanja dodaje se i 40 µL nigrozina. Na predmetno stakalce se nanosi razmaz od 20 µL 

dobijenog rastvora i ostavlja se na grejnu ploču. Zatim se posmatra i vrši morfološko 

ocjenjivanje pod mikroskopom, tj. imerzionim objektivom (100xA/1.25 Oil Ph3 DL) pri čemu 

se koristi imerziono ulje. Oprema korištena za rad koja je dolazila u dodir sa sjemenom 

prethodno je zagrijana na grejnoj ploči, kako bi se izbjegao temperaturni šok spermatozoida.  

Za ocjenu morfološkog integriteta spermatozoida na jednom predmetnom stakalcu pod 

mikroskopom je izbrojano najmanje 200 spermatozoida. Pronađeni spermatozoidi su 

klasifikovani u sljedeće kategorije: 

 živi spermatozoidi (bijel spermatozoid sa otečenim repom), 

 spermatozoidi sa oštećenom intaktnom membranom (bijel spermatozoid sa ravnim 

repom), 

 spermatozoidi uginuli tokom bojenja (crven spermatozoid sa otečenim repom), 

 mrtvi spermatozoidi (crven spermatozoid sa ravnim repom), 

 abnormalni spermatozoidi. 

3.2.3. Biometrička analiza 

Podaci su obrađeni pomoću metoda deskriptivne analize i analize varijanse sa post hoc 

Tukey testom i prikazani tabelarno i grafički. 
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4. REZULTATI ISTRAŽIVANJA 

4.1. Prosječan broj spermatozoida u dozi 

Koncentracija spermatozoida je prikazana u tabeli 1. kao prosječna koncentracija 

spermatozoida u dozi dobijena na osnovu prosječne koncentracije spermatozoida u nativnom 

ejakulatu na osnovu prosječnog broja doza i prosječne zapremine ejakulata (ml) za sve dane 

skladištenja sperme (od prvog do šestog dana), posebno za kontrolnu, a posebno za oglednu 

grupu. 

Tabela 1. Prosječan broj spermatozoida u dozi, broj doza po ejakulatu i zapremina ejakulata 

Grupa 
Prosječan broj 

spermatozoida u dozi 
Prosječan broj doza 

po ejakulatu 
Prosječna zapremina 

ejakulata (ml) 

Kontrolna  3 x 109 17,10 255,00 

Ogledna  3,4 x 109 17,60 250,00 

4.2. Procjena morfološkog integriteta spermatozoida 

Tabela 2. Prosječan broj živih spermatozoida 

Dani 
Kontrolna grupa Ogledna grupa 

Prosjek ±SD % Min.-Max. Prosjek±SD % Min.-Max. 

1. 175,40±5,68
A 87,70 160,00-185,00 179,67±7,68

EA 89,83 168,00-195,00 

3. 163,97±9,40
B 81,98 146,00-180,00 173,13±6,48

F 86,56 160,00-183,00 

5. 139,93±7,87
C 69,96 120,00-156,00 156,83±8,67

G 78,41 140,00-171,00 

6. 122,77±7,71
D 61,38 103,00-134,00 141,10±8,43

HC 70,55 129,00-160,00 

 
SD- Standardna devijacija; Min.- Minimum; Max.-Maksimum 
ABC–Vrijednosti označene različitim slovom statistički značajno se razlikuju na 0,05 

 

Iz podataka prikazanih u tabeli 1. uočava se da je prosječan broj živih spermatozoida u 

ispitanim uzorcima sjemena kontrolne grupe imao trend postepenog opadanja od prvog 

(175,40±5,68) prema šestom danu skladištenja (122,77±7,71). U uzorcima sjemena ogledne grupe 

uočava se takođe trend postepenog opadanja broja živih spermatozoida (sa 179,67±7,68 prvog 
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do 141,10±8,43 šestog dana skladištenja), koji je nešto blaži u odnosu na onaj ustanovljen kod 

kontrolne grupe. Ukoliko se posmatra kretanje procenta živih spermatozoida tokom 

ispitivanog perioda, uočava se da je on opada u obje grupe, ali je trend njegovog opadanja u 

kontrolnoj grupi intenzivniji (sa 87,70% prvog na 61,38% šestog dana skladištenja sjemena) u 

odnosu na oglednu grupu (sa 89,83% prvog na 70,55% šestog dana skladištenja sjemena). Na 

povoljan uticaj primijenjenog tretmana na očuvanje vitalnosti spermatozoida ukazuju i 

vrijednosti intervala varijacije za broj živih spermatozoida, koje su u svim danima ispitivanja 

više kod ogledne u odnosu na kontrolnu grupu uzoraka sjemena. 

Obradom podataka iz tabele 2. pomoću analize varijanse sa post hoc Tukey testom, 

uočava se da postoji statistički značajna razlika (P<0,05) u broju živih spermatozoida unutar 

ogledne grupe za prvi u odnosu na treći i šesti dan čuvanja sjemena, zatim za treći u odnosu 

na peti i šesti dan čuvanja sjemena kao i unutar kontrolne grupe između svih dana skladištenja 

sjemena međusobno. Poređenjem ogledne sa kontrolnom grupom uočava se da postoji 

statistički značajna razlika u broju živih spermatozoida trećeg, petog i šestog dana čuvanja 

(P<0,05). 

 

 

Grafikon 1. Procenat živih spermatozoida tokom svih dana skladištenja 

 

Rezultati ispitivanja morfološkog integriteta spermatozoida prikazanih u grafikonu 1. 

pokazuju da je procenat živih spermatozoida tokom svih dana skladištenja 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%). Iako je u obje grupe ustanovljen trend opadanja procenta živih 

spermatozoida, ovi rezultati pokazuju da je antibiotski dodatak razrjeđivaču povoljno uticao 

na očuvanje vitalnosti spermatozoida tokom perioda čuvanja, zbog čega se može reći da su 

doze ogledne grupe duže očuvale kvalitet, imaju bolju oplodnu moć i da njihova upotreba 

pozitivno utiče na veličinu legla. 

 

Tabela 3. Prosječan broj mrtvih spermatozoida 

Dani 
Kontrolna grupa Ogledna grupa 

Prosjek ±SD % Min.-Max. Prosjek±SD % Min.-Max. 

1. 1,63±1,10
A 0,81 0,00-4,00 1,73±1,48

A 0,86 0,00-5,00 

3. 3,97±2,28
A 1,98 0,00-11,00 2,97±1,56

A 1,48 0,00-6,00 

5. 9,50±4,37
B 4,75 2,00-22,00 6,00±3,07

DC 3,00 0,00-11,00 

6. 16,40±5,66
C 8,20 8,00-31,00 11,80±4,61

E 5,90 4,00-19,00 

 
SD– Standardnadevijacija; Min.- Minimum; Max.-Maksimum 
ABCE–Vrijednosti označene različitim slovom statistički značajno se razlikuju na 0,05 

 

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 3. uočava se da je prosječan broj mrtvih 

spermatozoida u ispitanim uzorcima sjemena kontrolne grupe imao trend postepenog porasta 

od prvog (1,63±1,10) prema šestom danu skladištenja (16,40±5,66). U uzorcima sjemena ogledne 

grupe uočava se takođe trend postepenog porasta broja mrtvih spermatozoida (sa 1,73±1,48 

prvog do 11,80±4,61 šestog dana skladištenja), koji je nešto blaži u odnosu na onaj ustanovljen 

kod kontrolne grupe. Ukoliko se posmatra kretanje procenta mrtvih spermatozoida tokom 

ispitivanog perioda, uočava se da on raste u obje grupe, ali je trend njegovog porasta u 

kontrolnoj grupi intenzivniji (sa 0,81% prvog na 8,20% šestog dana skladištenja sjemena) u 

odnosu na oglednu grupu (sa 0,86% prvog na 5,90% šestog dana skladištenja sjemena). Na 

povoljan uticaj primijenjenog tretmana na očuvanje vitalnosti spermatozoida ukazuju i 

vrijednosti intervala varijacije za broj mrtvih spermatozoida, koje su u svim danima 

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

Obradom podataka iz tabele 3. utvrđeno je da unutar ogledne grupe postoji statistički 

značajna razlika (P<0,05) u prosječnom broju mrtvih spermatozoida između prvog i petog, 

prvog i šestog dana čuvanja sjemena, zatim između trećeg, petog i šestog dana čuvanja 

sjemena međusobno, dok je u kontrolnoj grupi ustanovljena  statistički značajna razlika 

između prvog u odnosu na peti i šesti dan čuvanja sjemena, zatim između trećeg, petog i 
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šestog dana čuvanja sjemena međusobno. Poređenjem ogledne sa kontrolnom grupom 

ustanovljene su statistički značajne razlike u prosječnom broju mrtvih spermatozoida za peti i 

šesti dan čuvanja sjemena. 

 

 

Grafikon 2. Procenat mrtvih spermatozoida 

 

Procenat mrtvih spermatozoida prikazanih u grafikonu 2. bio je veći u kontrolnoj grupi 

(0,81; 1,98; 4,75; 8,20%) tokom svih dana, osim prvog dana skladištenja, u poređenju sa 

oglednom grupom (0,86; 1,48; 3,00; 5,90%).  

 

Tabela 4. Prosječan broj abnormalnih spermatozoida 

Dani 
Kontrolna grupa Ogledna grupa 

Prosjek ±SD % Min.-Max. Prosjek±SD % Min.-Max. 

1. 8,90±2,84
A 4,45 1,00-14,00 8,93±4,39

AG 4,46 1,00-17,00 

3. 12,87±3,92
A 6,43 6,00-22,00 11,33±4,38

AF 5,66 3,00-20,00 

5. 21,87±3,56
B 10,93 15,00-28,00 18,50±3,67

D 9,25 12,00-25,00 

6. 30,07±5,36
C 15,03 21,00-45,00 25,70±4,45

E 12,85 18,00-35,00 

 
SD– Standardnadevijacija; Min.- Minimum; Max.-Maksimum 
ABCEFG–Vrijednosti označene različitim slovom statistički značajno se razlikuju na 0,05 

 

0.81

1.98

4.75

8.2

0.86

1.48

3.00

5.90

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1. dan 3. dan 5. dan 6. dan

P
ro

c
e
n
a
t 
m

rt
v
ih

 s
p
e
rm

a
to

z
o
id

a
 

Dani skladištenja sjemena

K
O

ontrolna grupa
gledna grupa



 

34 

Iz podataka prikazanih u tabeli 4. uočava se da je prosječan broj abnormalnih 

spermatozoida u ispitanim uzorcima sjemena kontrolne grupe imao trend postepenog porasta 

od prvog (8,90±2,84) prema šestom danu skladištenja (30,07±5,36). U uzorcima sjemena ogledne 

grupe uočava se takođe trend postepenog porasta broja abnormalnih spermatozoida (sa 

8,93±4,39 prvog do 25,70±4,45 šestog dana skladištenja), koji je nešto blaži u odnosu na onaj 

ustanovljen kod kontrolne grupe. Ukoliko se posmatra kretanje procenta živih spermatozoida 

tokom ispitivanog perioda, uočava se da on raste u obje grupe, ali je trend njegovog porasta u 

kontrolnoj grupi intenzivniji (sa 4,45% prvog na 15,03% šestog dana skladištenja sjemena) u 

odnosu na oglednu grupu (sa 4,46% prvog na 12,85% šestog dana skladištenja sjemena). Na 

povoljan uticaj primijenjenog tretmana na očuvanje 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. 

  

 

Grafikon 3. Procenat abnormalnih spermatozoida 

 

Analizom podataka utvrđeno je da postoji statistički značajna razlika (P<0,05) u 

prosječnom broju abnormalnih spermatozoida u oglednoj grupi između prvog i petog kao i 

prvog i šestog dana, zatim između trećeg, petog i šestog dana čuvanja sjemena međusobno, 

dok je u kontrolnoj grupi ustanovljena  statistički značajna razlika između svih dana čuvanja 

sjemena međusobno. Poređenjem ogledne sa kontrolnom grupom ustanovljene su statistički 
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značajne razlike u prosječnom broju abnormalnih spermatozoidaza peti i šesti dan čuvanja 

sjemena. 

Takođe je i procenat abnormalnih spermatozoida bio veći u kontrolnoj grupi (4,45; 

6,43; 10,93; 15,03%), osim prvog dana skladištenja, u poređenju sa oglednom grupom (4,46; 

5,66; 9,25; 12,85%). 

 

Tabela 5. Broj spermatozoida sa oštećenom intaktnom membranom 

Dani 
Kontrolna grupa Ogledna grupa 

Prosjek ±SD % Min.-Max. Prosjek±SD % Min.-Max. 

1. 4,67±2,17
A 2,33 1,00-9,00 2,63±1,97

A 1,31 0,00-8,00 

3. 7,13±4,58
A 3,56 1,00-21,00 3,63±2,5

DA 1,81 0,00-10,00 

5. 12,33±4,89
B 6,16 5,00-26,00 6,17±2,36

EH 3,08 1,00-10,00 

6. 14,67±5,71
C 7,33 5,00-29,00 7,97±2,57

FGH 3,98 2,00-13,00 

 
SD– Standardnadevijacija; Min.- minimum; Max.-maksimum 
ABCDEFGH–Vrijednosti označene različitim slovom statistički značajno se razlikuju na 0,05 

 

Prema podacima prikazanih u tabeli 5. uočava se da je prosječan broj spermatozoida sa 

oštećenom intaktnom membranom u ispitanim uzorcima sjemena kontrolne grupe imao trend 

postepenog porasta od prvog (4,67±2,17) prema šestom danu skladištenja (14,67±5,71). U 

uzorcima sjemena ogledne grupe uočava se takođe trend postepenog porasta broja 

spermatozoida sa oštećenom intaktnom membranom (sa 2,63±1,97 prvog do 7,97±2,57 šestog 

dana skladištenja), koji je nešto blaži u odnosu na onaj ustanovljen kod kontrolne grupe. 

Ukoliko se posmatra kretanje procenta spermatozoida sa oštećenom intaktnom membranom 

tokom ispitivanog perioda, uočava se da on raste u obje grupe, ali je trend njegovog porasta u 

kontrolnoj grupi intenzivniji (sa 2,33% prvog na 7,33% šestog dana skladištenja sjemena) u 

odnosu na oglednu grupu (sa 1,31% prvog na 3,98% šestog dana skladištenja sjemena). Na 

povoljan uticaj primijenjenog tretmana na očuvanje vitalnosti spermatozoida ukazuju i 

vrijednosti intervala varijacije za broj spermatozoida sa oštećenom intaktnom membranom, 

koje su u svim danima ispitivanja povoljnije kod ogledne u odnosu na kontrolnu grupu 

uzoraka sjemena.  

Analizom podataka utvrđeno je da postoji statistički značajna razlika (P<0,05) u 

prosječnom broju spermatozoida sa oštećenom intaktnom menbranom između prvog i petog 
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kao i prvog i šestog dana, trećeg i šestog dana čuvanja sjemena u oglednoj grupi, dok je u 

kontrolnoj grupi ustanovljena statistički značajna razlika između prvog u odnosu na peti i 

šesti dana, zatim između trećeg, u odnosu na peti i šestidan čuvanja sjemena. Poređenjem 

ogledne sa kontrolnom grupom ustanovljene su statistički značajne razlike za treći, peti i šesti 

dan čuvanja sjemena. 

 

 

Grafikon 4. Procenat spermatozoida sa oštećenom intaktnom membranom 

 

Uočeno je da je procenat spermatozoida sa oštećenom intaktnom membranom tokom 

svih dana skladištenja bio veći u kontrolnoj grupi (2,33; 3,56; 6,16; 7,33%) u odnosu na 

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

 

Tabela 6.Prosječan broj spermatozoida uginulih tokom bojenja 

Dani 
Kontrolna grupa Ogledna grupa 

Prosjek ±SD % Min.-Max. Prosjek±SD % Min.-Max. 

1. 9,43±2,94
A 4,71 3,00-18,00 7,03±2,57

A 3,51 2,00-11,00 

3. 12,07±3,90
A 6,03 5,00-22,00 8,93±2,53

AG 4,46 4,00-15,00 

5. 16,37±4,01
B 8,18 8,00-24,00 12,50±3,16

DB 6,25 7,00-19,00 

6. 16,10±5,09
CB 8,05 3,00-25,00 13,43±3,85

FC 6,71 7,00-21,00 

 
SD– Standardnadevijacija; Min.- Minimum; Max.-Maksimum 
ABCDEFG–Vrijednosti označene različitim slovom statistički značajno se razlikuju na 0,05 
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Iz podataka prikazanih u tabeli 6. uočava se da je prosječan broj spermatozoida 

uginulih tokom bojenja u ispitanim uzorcima sjemena kontrolne grupe imao trend postepenog 

porasta od prvog (9,43±2,94) prema šestom danu skladištenja (16,10±5,09). U uzorcima sjemena 

ogledne grupe uočava se takođe trend postepenog porasta broja živih spermatozoida (sa 

7,03±2,57 prvog do 13,43±3,85 šestog dana skladištenja), koji je nešto blaži u odnosu na onaj 

ustanovljen kod kontrolne grupe. Ukoliko se posmatra kretanje procenta spermatozoida 

uginulih tokom bojenja tokom ispitivanog perioda, uočava se da on raste u obje grupe, ali je 

trend njegovog porasta u kontrolnoj grupi intenzivniji (sa 4,71% prvog na 8,05% šestog dana 

skladištenja sjemena) u odnosu na oglednu grupu (sa 3,51% prvog na 6,71% šestog dana 

skladištenja sjemena). Na povoljan uticaj primijenjenog tretmana na očuvanje 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 utvrđeno je da postoji statistički značajna razlika (P<0,05) u 

prosječnom broju spermatozoida uginulih tokom bojenja između prvog i petog kao i prvog i 

šestog dana, zatim između trećeg u odnosu na peti i šesti dan čuvanja sjemena u oglednoj 

grupi, dok je u kontrolnoj grupi ustanovljena  statistički značajna razlika između prvogu 

odnosu na peti i šesti dan, zatim između trećeg u odnosu na peti i šesti dan čuvanja sjemena. 

Poređenjem ogledne sa kontrolnom grupom ustanovljene su statistički značajne razlike za 

treći i peti dan čuvanja sjemena. 

 

 

Grafikon 5. Procenat spermatozoida uginulih tokom bojenja 

4.71

6.03

8.18 8.05

3.51

4.46

6.25
6.71

2

3

4

5

6

7

8

9

1. dan 3. dan 5. dan 6. dan

P
ro

c
e
n
a
t 
s
p
e
rm

a
to

z
o
id

a
 u

g
in

u
li
h

to
k
o
m

 b
o
je

n
ja

Dani skladištenja sjemena

K
O

ontrolna grupa
gledna grupa



 

38 

Rezultati prikazani u grafikonu 5. pokazuju da je i procenat spermatozoida uginulih 

tokom bojenja veći u kontrolnoj grupi (4,71; 6,03; 8,18; 8,05%) tokom svih dana skladištenja 

u odnosu na oglednu grupu (3,51; 4,46; 6,25; 6,71%). 
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5. DISKUSIJA 

Vještačko osjemenjavanje krmača je jedna od osnovnih mjera za unaprjeđenje 

svinjarstva jedne zemlje i širenje genoma kvalitetnih nerastova u populaciji. Takođe, 

upotrebom ove biotehnološke metode spriječava se širenje bolesti i ubrzava napredak 

selekcije, a proizvođači inseminacionih doza sjemena ostvaruju značajnu ekonomsku dobit. 

Tako Crowell (2009) navodi da je u Sjevernoj Karolini 99% krmača obuhvaćeno vještačkim 

osjemenjavanjem, što iznosi 1,18 od 1,2 miliona krmača u državi. Uzimajući u obzir da se u 

Sjevernoj Karolini krmače osjemenjavaju dvokratno i da mogu godišnje imati 2,3 legla, može 

se ostvariti velika ekonomska korist u proizvodnji inseminacionih doza koja bi iznosila oko 

14-35 miliona dolara. 

Da bi se vještačko osjemenjavanje u svinjarstvu moglo sa uspjehom sprovoditi, 

neophodno je obezbijediti dovoljan broj inseminacionih doza sjemena visokog kvaliteta, 

porijeklom od nerastova visokog genetskog potencijala. Za obezbjeđenje proizvodnje takvih 

inseminacionih doza sjemena, neophodan je planski i kontinuirani rad stručnjaka 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 šanse za 

prenos zaraznih bolesti, vrši se bolja selekcija priplodnih nerastova i dobijaju se kvalitetnije 

doze za vještačko osjemenjavanje.  

Vyt (2007) na osnovnu svog istraživanja na nerastovskom sjemenu preporučuje 

nekoliko važnih savjeta: 1. Tačnost u vizuelnom ispitivanju sjemena je važna za dobijanje 

tačnih informacija; 2. Povećana pokretljivost spermatozoida znači i povećanje veličine legla; 

3. Obratiti pažnju na procjenu koncentracije spermatozoida i kalibraciju fotometra; 4. Saznati 

više o ejakulatima koristeći objektivne metode; 5. Dugoročni razrjeđivači ne čuvaju uvijek 

kvalitet sjemena kao što bi trebali; 6. Previše kontakta sa vazduhom utiče na pH vrijednost 

razrjeđivača, pri čemu dolazi do smanjenja pokretljivosti spermatozoida; 7. Pregled sjemena 

treba da se izvodi rutinski. 

Reproduktivne sposobnosti nerasta zavise od unutrašnjih faktora kao što su rasa 

(Smital, 2009; Wolf, 2009), starost (Huang i sar., 2010) i veličina testisa (Clark i sar., 2003; 

Pinart i sar., 1999a). Na ispoljavanje reproduktivnog potencijala nerasta u velikoj mjeri utiču 

i spoljašnji faktori, kao što su temperatura ambijenta (Ciereszko i sar., 2000; Yeste i sar., 
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2010), fotoperiod (Sancho i sar., 2004, 2006; Yeste i sar., 2010), učestalost uzimanja sjemena 

(Pruneda i sar., 2005), ishrana (Yeste i sar., 2010, 2011) i drugi. Svi navedeni faktori utiču i 

na parametre kvaliteta ejakulata nerasta, od volumena i koncentracije spermatozoida kao 

najvažnijih stavki makroskopskog pregleda, pa sve do procentualne zastupljenosti različitih 

kategorija spermatozoida (živi, mrtvi, abnormalni) unutar samog ejakulata, odnosno 

parametara mikroskopskog pregleda.  

Volumen ejakulata i koncentracija spermatozoida predstavljaju parametre za 

izračunavanje ukupnog broja spermatozoida u ejakulatu, na osnovu kojeg se planira 

razrijeđenje ejakulata i formiranje inseminacionih doza sjemena, sa dovoljnim brojem vitalnih 

i fertilno sposobnih spermatozoida. Pri tome je važno naglasiti da su ova dva parametra u 

negativnoj korelaciji (Chen i sar., 2003; Zejer i Milewska, 2012). Heritabilitet za ove osobine 

ejakulata sličan je kod različitih rasa svinja, a istraživanja pokazuju da volumen sjemena ima 

najveći heritabilitet, zatim slijede koncentracija spermatozoida i ukupan broj spermatozoida u 

ejakulatu. Prema nekim istraživanjima, 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, 

preživljavanja i morfologije spermatozoida nizak. 

Volumen ejakulata nerasta varira između 150-300 ml, a u rijetkim slučajevima 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 između 10 x 109 i 100 x 109(Crabo, 

1997; Sutkeviciene i sar., 2005).  Foote (2002) i Casas i sar. (2010) navode da ejakulat 

nerasta ima zapreminu oko 200-300 ml i sadrži između 10 x 109 i 100 x 109 spermatozoida. 

Posmatrajući ukupan broj spermatozoida u ejakulatu, Smital (2009) u iznadprosječne rase 

ubraja nerastove pietren, češke mesnate i češke velike bijele svinje, nerastove landrasa, 

hempšira i jorkšira u prosječne rase, dok su u njegovom istraživanju nerastovi duroka davali 

ejakulate sa ukupnim brojem spermatozoida ispod prosjeka. S druge strane, Kennedy i Wilkins 

(1984) navode da jorkšir nerastovi rutinski proizvode 10-12 x109 više spermatozoida u 

odnosu na hempšir, landras i durok nerastove. 

Prosječan volumen ejakulata u našem istraživanju iznosio je 255 ml kod kontrolne, 

odnosno 250 ml kod ogledne grupe, što je u skladu sa podacima navedenih autora. Rezultati 

našeg istraživanja pokazuju da je prosječan broj spermatozoida po dozi u kontrolnoj grupi 

iznosio 3 x 109, odnosno 3,4 x 109 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 prosječno 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 morfološkog integriteta spermatozoida je jedan od 

najvažnijih faktora za ocjenjivanje kvaliteta nerastovskog sjemena. Za određivanje 

morfološkog integriteta spermatozoida u ovom radu korišten je HOS test. Pomoću HOS testa 

možemo utvrditi procenat živih, oštećenih, 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 našeg istaživanja uočeno je da je procenat živih spermatozoida 

tokom svih dana skladištenja 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 veći u kontrolnoj grupi (0,81; 1,98; 4,75; 8,20) tokom svih dana, osim prvog dana 

skladištenja, u poređenju sa oglednom grupom (0,86; 1,48; 3,00; 5,90). Prema tome 

antibiotski dodatak razrjeđivaču Dikol povoljno je uticao na čuvanje nerastovskog sjemena 

tokom svih dana skladištenja, te su postignuti bolji rezultati u oglednoj grupi u odnosu na 

kontrolnu grupu. Tokom svih dana skladištenja procenat spermatozoida uginulih tokom 

bojenja bio je veći u kontrolnoj grupi (4,71; 6,03; 8,18; 8,05) u odnosu na oglednu grupu 

(3,51; 4,46; 6,25; 6,71). Takođe je i procenat spermatozoida sa oštećenom intaktnom 

membranom tokom svih dana skladištenja bio veći 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 našem istraživanju uočeno je da je 

procenat abnormalnih spermatozoida bio veći u kontrolnoj grupi (4,45; 6,43; 10,93; 15,03%), 

osim prvog dana skladištenja, u poređenju sa oglednom grupom (4,46; 5,66; 9,25; 12,85%). 

Ovi podaci potvrđuju postavljenu hipotezu da će dodatak razrjeđivaču povoljnije uticati na 

očuvanje morfologije spermatozoida svježe razrijeđenog sjemena nerasta tokom perioda 

skladištenja. 

Marandici i sar. (2011) su ispitivali procenat spermatozoida sa normalnom 

morfologijom i došli su do rezultata da je procenat na dan uzimanja sjemena iznosio 52,3%, 

3.dana skladištenja 57,5% i 6.dana  47,3%. U našem radu dobijeni su bolji rezultati po pitanju 

procenta živih spermatozoida i u kontrolnoj, a posebno u oglednoj grupi. 
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Huo i sar. (2002) navode da su u svom istraživanju koristili BTS za skladištenje 

sjemena i da je 9. dana skladištenja procenat živih spermatozoida iznosio preko 50%. Ovi 

rezultati su u skladu sa našim rezultatima koji su pokazali da je 6. dana skladištenja procenat 

živih spermatozoida iznosio 70,55% (ogledna grupa), te da su inseminacione doze ogledne 

grupe još uvijek zadovljavale standarde kvaliteta, odnosno bile upotrebljive za 

osjemenjavanje krmača. 

Integritet membrane je pokazatelj vitalnosti spermatozoida i neophodan je kako bi se 

očuvala funkcija spermatozoida. Kod procjene integriteta membrane spermatozoida, 

nerastovski ejakulati trebali bi sadržavati 85 % spermatozoida sa intaktnom 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 sadrže manje od 10% 

abnormalnih spermatozoida, dok se ejakulati sa preko 20-25% abnormalnih spermatozoida 

odbacuju. Rezultati našeg istraživanja pokazuju da je procenat abnormalnih spermatozoida 

zabilježen 5. dana iznosio 10,93% u kontrolnoj, odnosno 9,25% u oglednoj grupi, što znači 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 vršili eksperimente tokom 7 godina na 67 nerastova za 

konzervaciju sakupljenog nerastovskog sjemena. Koncentraciju spermatozoida utvrdili su 

pomoću citometrijske metode koristeći Birkerovu komoru, a procenat morfološko 

abnormalnih spermatozoida su ustanovili metodom bojenja po Čeřovsky (1976) i dobili 

rezultate: volumen sjemena 190,5 ml, koncentraciju spermatozoida 489,12  103/mm3 i 19,67% 

morfološko abnormalnih spermatozoida. U ovom istraživanju dobijeni su bolji rezultati po 

pitanju procenta morfološko abnormalnih spermatozoida koji je iznosio maksimalno 15,03% 

(šesti dan, kontrolna grupa). 

Yurevna i Venjaminovich (2013) su od 2007-2012 izvodili eksperimente na 60 

nerastova landras rase. U svom radu došli su do rezultata da se broj spermatozoida sa 

normalnom morfologijom povećao 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) došli su do zaključka da je procenat morfološki ispravnih 

spermatozoida u pozitivnoj korelaciji sa veličinom legla. 
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Loreta i sar. (2002) u rezultatima svog istraživanja došli su do zaključka da ejakulati 

nerastova sadrže manji procenat pokretnih i morfološko ispravnih spermatozoida u ljeto i u 

proljeće, u odnosu na zimu i jesen. Efekat sezone na kvalitet nerastovskog sjemena potvrdili 

su i drugi autori (Frydrychová 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 mlađe nerastove, dok rasa nema značajnog uticaja na morfološke 

karakteristike spermatozoida. Neki naučnici navode da sezona nema značajnog uticaja na 

morfološke karakteristike spermatozoida kod nerastova (Kunavongkrit i Prateep, 1995; Borg 

i sar., 1993). 

Način držanja nerastova i tehnologija proizvodnje inseminacionih doza sjemena 

nerasta neminovno su povezani sa većim ili manjim stepenom kontaminacije sjemena 

mikroorganizmima, među kojima su na prvom mjestu bakterije. Baracaldo i Ward (2008) 

predlažu da se eksperimenti na nerastovskom sjemenu, zbog rizika na bakteriospermiju, 

zasnivaju na rutinskoj kontroli kvaliteta razrijeđenog ejakulata kako bi se ispitala bakterijska 

kontaminacija. Bakteriospermija dovodi do smanjenja kvaliteta sjemena i pokretljivosti 

spermatozoida, dok kod krmača kontaminacija sjemena može prouzrokovati smanjen 

fertilitet. 

Jedan od osnovnih načina za umanjenje štetnog efekta bakterijske kontaminacije 

sjemena jeste dodavanje antibiotika u sjeme. Većina komercijalnih razrjeđivača 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 štetni efekat 

prisustva bakterija na kvalitet i održivost sjemena. Jedan od takvih dodataka je i Dikol, 

korišten u našem istraživanju. 

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 i ocjenjeni na bakterijski sadržaj prema bakterijskoj kulturi poslije 10, 20, 25, 30, 

40, 50 minuta i poslije 24h. Poslije 24h, bakterijski sadržaj se drastično smanjio i dostigao je 

<lifc/ml u svim uzorcima sa Dikolom. Kontrolni uzorci sa standardnim razrjeđivačem 

pokazali su samo blago smanjenje bakterijskog sadržaja i dostigli su <lufc/ml samo poslije 

24h kod Klebsiella oxytoca i Pantoea spp. Rezultati su pokazali da je u uzorcima sjemena sa 

Dikolom došlo do značajnog smanjenja bakterijske kontaminacije (p<0,0001). Na ovaj način 

dokazalo se da je Dikol sredstvo koje pruža kontrolu nad uobičajenom bakterijskom 

kontaminacijom nerastovskog sjemena. 
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Zbog lošeg kvaliteta sjemena 12h nakon čuvanja, 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 istraživanja imali da demonstriraju efekat Dikola 

na kontrolu kontaminacije sjemena u in vitro uslovima i primjenu razrjeđivača bez antibiotika 

za završno razrijeđenje. Od 5 nerastova sakupili su 5 ejakulata i podijelili u tri grupe koje su 

razrijeđene (1:1) sa Dikolom, Vitasemom i Duragenom. Poslije 25-50 minuta izveli su 

završno razrijeđenje sa Duragenom, Vitasemom ili razrijeđivačem bez antibiotika kako bi 

postigli 3 x107 spermatozoida/ml. Uzorke su skladištili na 16 0C i dodali bakterije nakon 24h. 

Rezultati su pokazali da skoro nije bilo rasta bakterija u grupi uzoraka sa Dikolom, čak i u 

slučaju sa završnim razrijeđenjem sa razrjeđivačem bez antibiotika. Grupa uzoraka sa 

Duragenom pokazala je mali rast Serrata marcescens do 100 ufc/ml. Ipak, grupa sa 

Vitasemom je bila više osjetljiva na rast bakterija kao što je Serratia marscense i 

Achromobacter xylosoxidans. Zaključili su da je Dikol prikladno sredstvo za kontrolu 

kontaminacije u ejakulatu i da je završno razrijeđivanje sa razrjeđivačem bez antibiotika 

takođe efikasno. 

Suwimonteerabutr i sar. (2011) su ispitivali efikasnost Dikola za hladno skladištenje 

nerastovskog sjemena. U istraživanju su koristiti 7 ejakulata od 7 različitih nerastova koje je 

čuvano u 2 različita kontejnera, prvi sa konvencijalnom tehnikom sakupljanja (kontrola), a 

drugi je čuvan u vreći za sakupljanje sjemena u kojoj je bilo 75 ml Dikola (tretman). Ejakulati 

sa najmanje 70% pokretnih i 90% morfološko normalnih spermatozoida su razrijeđeni sa 2 

različita komercijalna razrjeđivača: kratkoročni (OPTIM-I.A.R) i dugoročni (DURAGENR). 

Temperatura je podešena na 16 0C, a kvalitet sjemena je ispitivan 0, 1, 3, 7 i 12 dana nakon 

hladnog skladištenja. Rezultati su pokazali da je bakterijska kontaminacija bila veća u 

kontrolnoj grupi (7/7) nego u tretmanskoj (3/7) grupi (P=0.06). Na osnovu rezultata došli su 

do zaključka da Dikol značajno smanjuje bakterijsku kontaminaciju tokom procesa 

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

Na osnovu rezultata istraživanja dobijenih u radu mogu se izvesti sljedeći zaključci: 

 

 Prosječna koncentracija spermatozoida u dozi bila je manja u kontrolnoj grupi (3 x 

109) u odnosu na oglednu grupu (3,4x 109); 

 procenat živih 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 oštećenom intaktnom membranom bio je veći 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 veći u kontrolnoj grupi (4,71; 

6,03; 8,18; 8,05%) tokom svih dana skladištenja u odnosu na oglednu grupu (3,51; 

4,46; 6,25; 6,71%); 

 procenat mrtvih spermatozoida bio je veći u kontrolnoj grupi (0,81; 1,98; 4,75; 

8,20%) tokom svih dana skladištenja, osim prvog dana, u odnosu na oglednu grupu 

(0,86; 1,48; 3,00; 5,90%); 

 procenat abnormalnih spermatozoida bio je veći u kontrolnoj grupi (4,45; 6,43; 

10,93; 15,03%) tokom svih dana skladištenja, osim prvog dana, u odnosu na 

oglednu grupu (4,46; 5,66; 9,25; 12,85%); 

 antibiotski dodatak razrijeđivaču Dicol daje bolje rezultate u pogledu očuvanja 

morfologije spermatozoida tokom perioda skladištenja, pogotovo 5. i 6. dana, u 

odnosu na razrijeđivač bez Dicola; 

 rutinsko ispitivanje morfološkog integriteta nerastovskog sjemena na području 

Republike Srpske doprinijelo bi poboljšanju selekcije priplodnih nerastova, a samim 

tim i povećanju ekonomske dobiti. 

 

Na osnovu svega navedenog može se izvesti generalni zaključak da upotreba 

antibiotskog dodatka razrjeđivaču Dicol pozitivno utiče na očuvanje vitalnosti i morfološkog 

integriteta spermatozoida tokom perioda skladištenja u odnosu na upotrebu samo 
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komercijalnog razrjeđivača, čineći inseminacione doze nerastovskog sjemena duže 

upotrebljivim za vještačko osjemenjavanje. 
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8. PRILOZI 

Tabela 7. Prosječan broj živih spermatozoida u dozi 

    Ogled Kontrola 

 
 

Raz Dani {1} - 179,67 {2} - 173,13 {3} - 156,83 {4} - 141,10 {5} - 175,37 {6} - 163,97 {7} - 139,93 {8} - 122,77 

O 

g 

l 

e 

d 

1 1 1 
 

0,026760 0,000032 0,000032 0,395913 0,000032 0,000032 0,000032 

2 1 3 0,026760 
 

0,000032 0,000032 0,955785 0,000177 0,000032 0,000032 

3 1 5 0,000032 0,000032 
 

0,000032 0,000032 0,009818 0,000032 0,000032 

4 1 6 0,000032 0,000032 0,000032 
 

0,000032 0,000032 0,999132 0,000032 

K 
o 

n 

t 

r 

o 

l 

a 

5 2 1 0,395913 0,955785 0,000032 0,000032 
 

0,000033 0,000032 0,000032 

6 2 3 0,000032 0,000177 0,009818 0,000032 0,000033 
 

0,000032 0,000032 

7 2 5 0,000032 0,000032 0,000032 0,999132 0,000032 0,000032 
 

0,000032 

8 2 6 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 
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Tabela 8. Prosječan 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 

O 

g 

l 
e 

d 

1 1 
 

0,856883 0,000063 0,000032 1,000000 0,179393 0,000032 0,000032 

1 3 0,856883 
 

0,013206 0,000032 0,799478 0,948862 0,000032 0,000032 

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 

K 

o 
n 

t 

r 

o 

l 

a 

2 1 1,000000 0,799478 0,000049 0,000032 
 

0,137719 0,000032 0,000032 

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. Prosječan broj abnormalnih spermatozoida u dozi 

 

   Ogled Kontrola 

 Raz Dani {1} - 8,9333 {2} - 11,333 {3} - 18,500 {4} - 25,700 {5} - 8,9000 {6} - 12,867 {7} - 21,867 {8} - 30,067 

O 

g 
l 

e 

d 

 

1 1 
 

0,321858 0,000032 0,000032 1,000000 0,005563 0,000032 0,000032 

1 3 0,321858 
 

0,000032 0,000032 0,303940 0,839932 0,000032 0,000032 

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 

n 

t 
r 

o 

l 

a 

 

2 1 1,000000 0,303940 0,000032 0,000032 
 

0,004947 0,000032 0,000032 

2 3 0,005563 0,839932 0,000035 0,000032 0,004947 
 

0,000032 0,000032 

2 5 0,000032 0,000032 0,034289 0,007859 0,000032 0,000032 
 

0,000032 

2 6 0,000032 0,000032 0,000032 0,001118 0,000032 0,000032 0,000032 
 

 

  



 

65 

Tabela 10. Prosječan 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 

O 

g 

l 

e 

d 

1 1 
 

0,962764 0,003840 0,000032 0,364967 0,000068 0,000032 0,000032 

1 3 0,962764 
 

0,118300 0,000120 0,955545 0,004402 0,000032 0,000032 

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 

K 

o 

n 

t 

r 

o 

l 

a 

2 1 0,364967 0,955545 0,746390 0,009713 
 

0,140876 0,000032 0,000032 

2 3 0,000068 0,004402 0,969097 0,986797 0,140876 
 

0,000033 0,000032 

2 5 0,000032 0,000032 0,000032 0,000105 0,000032 0,000033 
 

0,195412 

2 6 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,000032 0,195412 
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Tabela 11. Prosječan 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 

g 

l 

e 

d 

1 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 

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 

K 

o 

n 

t 

r 

o 

l 

a 

2 1 0,164613 0,999464 0,022286 0,000485 
 

0,088498 0,000032 0,000032 

2 3 0,000034 0,017588 0,999793 0,825174 0,088498 
 

0,000132 0,000417 

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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I,I3BJEIIITAJ

o or{ieHu ypafeHor Macrep paAa ,,llpoqiena rvropQo.norurcor r.rHTerprrrera
crlepMaro3ouga cnjexe pa:puje[enor cje*reHa Hepacratt crygenra ArrrrJr. unx. Cunr.rrua

Manluh

HACTABHO-HAyTIHOM BI4JEty IOJbOIIPI4BPEIHOT OAKyJITETA

Mac'rep paA cryAeHra AIrrIJr. unx. Cuuurue MaHguha je ypafeH y oKBr.rpy II quxtryca
cryguja Bes6je4uocr HaMLIpHLIqa aHr.rMaJrnor uopujexna y JraHrIy rroJbonpr.rBpeAHe

rIpoI{3BoIrLe, crygnjcKor nporpaua AnuuanHa npo[3BoArLa rroA MeHTopcTBoM rpoo.Ap
Croje JoraHonuh. paa je HarucaH sa 67 crpaHrrrla E ca,qpxu 11 ra6ena u 5 rpaQraxona. Par
je yropzueH y rBpr{u roBe3 44 $oprraara, rpr.rHraH y 6oju,je4nocrpano.

Pa4 caApNIa c;reAehe qjennne: Ynog, llperneg nr,rreparype, I{rrs rrcrpaxr.rBarra, Marepuja-rr
II MeroAe paAa, PesyJITarLI rlcrpaxr{Barba, fiucxycnja, 3axJ5yrax, JL.rreparypa, Te KparKy
6norpa$zjy KaHAI{Aara. Ilope4 HaBeAeHI4x rrorJraBJra, paA caApxr{ r4 caxeraK Ha cprrcKoM r4

eurJrecKoM jesuxy, Y.{K 6poj r{ rroAarKe o xouucrEjr.r.

TIPI,IKA3 AHAJII,I3E MACTEP PAAA TIO IIJENI,IHAMA (TIOINABJbI,IMA)

Y vnoay paAa, KaHAngar 4aje Kparar ocBpr na:uavaj njerurauxor ocjerraerrararba KpMaqa 3a

ynaupeferre cBl,IrbapcKe rIpoI,I3Bo.4rLe, Te npor{3BoA}be KBaJrzrerHr,rx r.rHceMr{HaUr.roHr,rx Ao3a
cjeueua HepacroBa sa ycnjeurnoct ocjerraemaBarba r pe3yJrrare Seprunurera KpMatra.

Tarofe, KaHALIAaT y yBoAy 4aje npuxas MeroAa 3a aHurttsy KBirJrr,rrera cjevreua, (foprvrnparra
rIHceMI{HaIIptoHI{x Ao3a, HaqLIHa tryBalra, :uauajy paspjefuna.ra }r yflorpe6u AoAaraxa
pa:pj eluna.r uua y rllrJby KoHTpoJre 6axrepuj cxe KouTaMr.ruaqnj e cj enrena.

Y uorrasJby [DerJreA Jrrrreparype, KaHALrAar 4aje rparar< flperneA nr.rreparypHr.rx noAaraKa
o rpaln u $raszolouEjla nomrux opraHa Hepacra, Haqr4Hr.rMa y3r.rMarra ejaxylara, cacraBy
ejarylata, MaKpocKorIcKoM LI MI,IKpocKorIcKoM rrpernegy ejaxylata, paspjefunarry cjeueua u

$oplranparry I,IHoeMLIHaIII{oHI,IX Ao3a, Kao r.r o rbr.rxoBoM cKnaAr.r[rrerby. C o6:upour na
6axrepnjcxy KoHTaMLIHaqljy cjeuena flpilnrrKoM y3raMarba ]r MaHr{nyJralfuje ca cjerraeuoira,

KaHAHAaT noca1a aKIIeHar 4aje na ynory paspjefunaua u 1oilaraxa pa:pjefunauzua xoju
nnrajy 3a IIITJr Aa cMalbe 6axrepujcxy KoHTaMr.rnaqujy cjeuena, a rprMe lr Aa oMoryhe .4yxe
cKnaA[Ixrerbe cjenreua y3 orlyBalbe :aAnoEanajyher KBirJrprrera vr Sep:rumasaqzoue
cuoco6nocrr.r cflpeMaro3or,rAa.

Cy6nnrr,uapajyhu HaBoAe r,r3 xr.rreparype, KagAr,rrar qpoprraynrame ggJL-p.aAA, r<oju uracr4 "
...Aa ce ilcrffa KoHrleHrpallnja n vrop$onornja cnepMaro3or.rAa cnjexe paspujelenor
HepacroBcKor cjeuena ca u 6eg antz6r{orcKor AoAarKa paspjefuna.ry roKoM flepr{oAa
cKnaALIIIITetba". OBaKo $opNaynncaH rlraJb paAa 6a3r.rpan je Ha Da.[noi xuuoreru "...ga he



L=

,i:.: _:i:ErsSlF'r

aHrr{6rrorcKr.r AoAaraK paspjefzeauy rroBoJbHo yrrrrlarr{ Ha oqyBarbe naop$onorzje

crrepMaro3onga crjexe paspujeleuor cjeueHa Hepacra roKoM neplroAa uynama".

KalrAu4ar AeraJbHo ouucyje prarepuiar u ureroAo;rorr.riy r.rcrpaxranama, nano4ehu upu

ToMe 6poj uHceMr.rHarllaonr.rx .qo3a o6yxnahennx r.rcrpaxprBarbeM, HarrlrH rbuxoBor

(fopuuparra (paspjefeme ca xouepunjaruruu paspjelunauerra v. ca r<ouepuzjaruuarvr

pasjefzna.reM y3 auru6uorcKra AoAaraK) ra uo4jere Ha KoHTponHy E orneAHy lpyfly, r^aqvrr, u

Ayxr.rHy rryBarra rr MeroAoJrornjy rojorvr je r.rsnprueH flperneA cjerrrena rr AerepMrlnaqnja
uop$oromxor lrHrerpr{rera cnepMaro3o}rAa. Kaaa je y rrura}by o1pata 4o6ujeHIax

rroAaraKa, KaH.qr{Aar HaBoAr.r ra cy noAarIH o6pafeuu MeroAaMa AecKpr.rlruBHe crarllcrfiKe LI

aHaJrlr3e napujance ca post hoc Tukey recroM r4 npr4KasaHra ra6erapno ra rpa(fuuxa.

Y flornasJby De3vJrrarrr rrcrpaxrrBarba, KaHAHAaT 4aje upernel ao6ujenux noAaraKa o

npocje.rnorra 6pojy cflepMaro3or,rAa y r4crrr.rraHlrM Ao3aMa cjeueua KoHTponHe [r orJle,uue

rpyre, npocjeunorra 6pojy p'o3a kr npocje.+roj 3arrpeMrrHr.r ejarynara o.q r<ojrax cy rorvrlane
ucrr,rraHe 4ose cjeiuena. Y HacraBKy gaje ra6enapntr kr rpa(fzuxz nperneA uopSororuxor
I,IHrerpurera crrepMaro3or,rAa y KoHTponnoj u orne4noj rpylu, xpos npocjeune npujeAHocru

6poja xuBr{x, MprBr{x, clepMaro3ouAa yrr.ruynr{x roKoM 6ojerra, clepMaro3or.rAa ca

orurehesoru r.rHTaKTHoM naena6paHorvr, re a6HopMaJrHlrx cnepMaro3ov4a. Tarofe, KaHAr,rAar

gaje u rroAarKe o nporreHTya;rnoj 3acryrrJbeuocru uoje4r,rHlrx KareroprEja crrepMaro3o:a4a y
yKyrrHoM 6pojy npe6pojaurx cnepMaro3or.rAa y r{crruraHraM Ao3aMa cjeruena.

Y uorraeJEy aucrcycnia KaHAlrAar flopeAlr 4o6zjene pe3ynrare ca noAarllaMa AocryrrHr{M y
nr{reparypt4, TyMaqehu ux y cnjeuy uparrujerreHor rperMana, yraayjyhu npu roMe Ha

uonorsnnje epnje4nocrkt vrcilvrrvrBaHr.rx [apaMerapa KBirJrr,rrera ejaxynara Kor orneAHe

rpyle. llpumtrou aHaJrrr3e 4o6njenux pe3ynrara KaHAHAaT jacuo u1enruSuxyje uo:urnnue
e(fercre npuuujemeHor rperMaHa Ha KBurJrr.rrer raHceMr4HarlrroHr.rx 4osa cjeueua, yxaryjyhu Ha

6ore oqyBarbe $eprranusaqrroHor norenqajara cjeueua roKoM ToKoM flepproAa qyBarba, a

TIrMe pr na 6ore pe3ynrare y ocjenaemanarry KpMaqa raKBr.rM cjeuenovr.
y [ornaBJBy 3aKJbyrrar KaHAr4Aar cyirruwupa ca3Hama Ao rojux je Aorxao roKoM

Llcrpaxl,rBalba, cyrepuuyhu mupy yuorpe6y anru6raorcKr.rx .qoAarara pa:pjet1ur;aturv^a za

cjerr,re Hepacra y npaxcr{. KanAr,rAar y 3aKJbyrrKy yrcasyje la anrn6uorcru AoAaraJr

pa:pujefunauy Dicol y oAHocy Ha KoMeprlulatmw parpujelunaq rro3r{rr{BHo },rr,rrre Ha

ouyBal$e BLITzIrIHocrlI Lr ruopSonoruror r.rHTerprrrera cnepMaro3orrAa roKoM rrepr{oAa

cKJlaAr.rrrrrerra quuehfl [rHceMr.rHarl[oue Ao3e HepacroBcKor cjeuena Ayxe yuorpe6muBr.rM 3a

nj eurrauxo ocj euerrararre.

OIIJEHA HAYTIHE BAJII,IAHO C TI,I PAAA

Macrep paA KaH.uLIAara ArrrrJr. rrHx. Cusurue Manguha, cryAeHTa Apyror ur{Knyca
ctyguja, rroA Hacnonorra "flpoqjena rraop$onourKor r,rHTerpr.rrera crrepMaro3oraga cnjeNe
paspujefenor cjellena uepacra" npeAcraBJba oprrrr4Hanalr. pa1.) rcojra 4onpuHocr,r rro3HaBaruy

upo6reuau.rKe yrrorpe6e AoAaraxa paspjefraBaqr.rMa 3a Hepacroecxo cjenae y I1ury cMarberba

6axreprajcxe KoHTutMIauaquje u oqyBarba Br.rraJrHocrr{ u uopSorourxor raHTerpvrera

cnepMaro3oplAa roKoM rlepuoAa, re je y roM cMr.rcJry HayqHo BaJrvpla'n, a BeroBa [3paAa prMa

HayqHy r.r crprrHy onpaBAaHocr.



3AKJbYIIAK I,I IPI,IJEIN OT

Ha ourony oqjene Macrep paAa,,[poqieua rvropQonourKor rrHTerprrrera cnepMaro3orrAa

cnjexe paspnjefenor cjervrerra Hepacra" crygeHTa ArrrrJr. rrHx. Cnunrue ManAuha
Korr,rucuja sar-rsyryje la Laril Macrep paA ilpeAcrrrBJba opr{rr,rHirJrau [r caMocraJrarl paA

KaHAr{Aara, xojn 3a,uoBoJbaBa npurepujyMe 3a [r.rcarbe 3aBplrHr,rx pa,4oBa Ha ApyroM III,IKJIyoy

cryluja ua Yuunep3rrrery y Barroj Jlyqu, rporrcaHe npaBr4JrraMa cryAl,Iparba LI .{pyrI,IM

peJreBaHTHuM rrponHcr{Ma.

Ha ocHoBy cBera HaBe.ueHor Kouucnja flpeAnaxe Hacranno-HayqHoM nujehy
flo.nonpunpeAHor $aryrrera Ynuneprnrera y Banoj Jlyun 4a ycnoju ycnojn I4snjemmj

I,I no3rrrlrBuy oqieny Macrep paAa cryAenTa yrryrr,r Ha Aiube rrocrylarbe.

Y Barroj Jlyqpr, 06.06.2018. roAr{He

KOMI4CI4JA

IIpo{. .up Munemo IIIapuh, BaHpeAHr.r npo$ecop



ffiEll.
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YEESET}UTSTY :/ SIIET}J $}rryI
troAAI*r O AyTOpy rlspAEError &{ACTEprMArucTA}cKOr PAAA

Xaee x upeerxe ryropa rracre/xarxcf,apffior p4rta: CgwmaMasmh

"{rylc, 
qie<:o a ,ryxaxa polesa ayropa: 09.05.1989., Sara Iyna, EEX

Hare :aapmexor e ulrrolla E ro,rlxrra lFrrqorn1rapa: floroupnspe4nr
ilaryarer y Eaaoj nyur" 201a.

,I(ryu og6page aanpmaor/nauroucror IE,m ryropa: 19.05.2014.

Hacxor aaapuraorlgrrnnorecror paAa Ea'ropa:,$pojerroaaae 11porB,ogrbe craj*a(a 
',arcrqgapcroj ilapu:r*

Axageucro saare rojyje alnop crerao og$paxore gaBpumor/ArsrroMcnor par(a: J[rrmow*paau
rurxenep florontrIrrsllqtre 3a AErMarrEy EpoE3BoEy - 180 EIIIC

Ax&geucno saace xoje je ayrop crerffio og6paxou uacrqpluarssrapctror pqm: Maffep axrr!flaJrse
nlromBose- 300EI{[C

Hasmr $arry:'rrera/Axagearnie aa xoue je rcacrqp/xarxcrapcrcr pax oa6panen:
Iloroupmpqgx $acyxrrer y Ea*oj Jlyur

Hacros ruaczry/uarnclapcror paga n Aar5na ondpaxe: ,,flpoqieaa
uqrtlo:romror xErerllsrera cse{rilaroaon"qa crjexe pasprje}enor cjerresa
Eepasra", 04.0?.20I8.

Ha]r*uao6nacr uacre/xarueapcxorpe,Ia rpeua CERIF nxrifpaplnrxy: fJorsoupuslleAEe rralrner
CCBY-ND

Itluena rrerropar xaaroaa xoxacrlie ra og6parqr *racrep/uarncrycror paAa:

.{p Croja Jcnasosr&, pegose qpoi}ecop, Merr:op,

Ap Bople Caanh, Aorlesr, qpegcjepxrq
ffpMnreuxo IIIap:rh, aaxpemr upalpwop! ruras.

YEaxoj Jlyrur,,4a.ra e3.01.2o4).
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Erdqrl trprm3.

E:}IASA OA:/TOPCIBY

ErJra.*yJenr rr is
utre{urrrcr}ffiprA

I{rcuoupqrs: -t$ou$muoPihrcmcrBrcrpm€ra€Eepuarororr,Eacrjxepryqie}euorcjeueua
EeIBcrf

Ilrcaoa paqa Ea exnrBsEolf, jesurp Assesment of tk mphol'ogical iutegrity of spermatozoa in
twh dilutedboarsperm

E SeqFs:tr cotrsllcEor EclpmsrrorltsE!,
g Ea xaryIy'raarEeupcm }trr, y qierrrrn 3lrE y .wjeEo8fua" m{e 6ro q}e$ro:fteE 3s

,uodrjaxe 6rro rqie .@x)!re rp€lra cr5ipjcrrnr nporpom[a,qryrm rucorourorcffi.
ycTarof4

E .a cyPeqFErtrE nq?€rlEo mq[slg s
!(,E[r Brcau rprExo syropcm Epam E no!frerfo mlererryarEry caojrxy gpyrm llt'ta.

YEmoj npa e3. OI. l-o ,f| .
florurcraEmmra

C.',rr,.*9n, HouA*



I{:jrre 2

rrjrsl *ojou ce qBrarrrh$* Ilo.molpxepe,{E* f*xyrrret
Yxxaqrrurerr y S*eoj Jlyua ar ttrcrep p*x ylrrr jeB{o gosrlrrrxf,rt

Oaxamfojeu Ilo*cqprryernr $arprrer Ynmeperreca y Sanoj
JIyw aa xoj ussrlIlr trsr raqroaoln:

,,Ilpoqjena uopilonouxor Esrerllrreracrrepuarogoqla cajexe parpxjelexorcjeuexa uqlactra"

xoja je rroje ayropcreo 4ieao, ywru jauao tocrynmu.

Ma€re? ps6 ca calru ryElx,ssua trIleqao cau y elreryporrcxox &opxary, rrorogox ea lpajro
8p)diEEp66e.

Moj uar:rep pa& troxpaceu y FrrsraJrurr peooarropxjyrr Yrrrep:rrera y Earoj JIyg, uory ,ua
xopIlcre cra rojr nouryjy o,:SeA6e ca{r:Kase y ogafussox *rrrJr ilfirlerute Kpearnrue sajeeEilrfe
{CYutive Commars,}, ra xojy caM ce oAtr5rrf,o.

l. Aympao
2. Ayropcrso - rexorrryuqf arro
3. Aympcreo - nerorceprg$anro - 6es trpepaE€.^.

ulyttp*" - arjenrrn nog xcilru ycro*sua
). AyroPcTBo - Oer upePa4e
6. Ayropcrro - arderms sox Eqrur{ }EJroBrrMa

[llo:rrrro ga aaorlryrrcxre carro jegEry og Eecr rroEyt€sru( @erqr: ryarar oruc rnrqexqp gar je
nauoxelnmlmcr&).

YEarcj nym ,.3. O\. 20 (8.

I

Il.
I

IIo,rEac xalrfirIfirra
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rilrJeaa o rA*ETtrlrsocTf, rrrrtiluaac n cilercrlxrurnr
Beprrlr rr*mrp/uerf,cmpcxsr pcAr

Iilue u spermre aJrropa: Crrrmalvlaqph

Hasnoa paga: $poqiexa uq{[onomxor mrerprr€ra cnepuffiu]ouga c-rjexe pasprje]euor
cjeueuarqracra"

Merrop: Epo$. xp CrojaJormosuh

I{rjaaryjeu .qa je rmeiffi ara rryarja uor uacrepluanlcral}cror paga Egesrurrsa
enerrpoucoj Bep3qir rojy carr cpe4aorlaa se,ryrmarrux peuoaaroprjylr Yxreeprrrera y
Ea6oj JIy1x.

Ysasoj nyry 2 3,0'1. Aq 4I . Eloruxc xarlltlrJls{l
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