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Savremeni pristup kontroli kvaliteta
semena kod pasa i prikaz efekata terapije

Autori: Aleksandar Milovanovi¢', Jelena Apic', Tomislav Barna', Igor Stojanov', Miodrag Lazarevic¢?

lodnost pasa je, slicno kao i kod ljudi, sve

viSe ugroZena nacinom Zivota, ishranom,

zagadenjem Zivotne sredine i produZenim
zivotnim dobom kuc¢nih ljubimaca. Profesionalni
odgajivaci pasa i amateri, su ne retko u prilici da
kupovinom psa neproverene oplodne sposobno-
sti nakon izvesnog vremena uvide da je pas ili
potpuno neplodan ili da daje manji broj potoma-
ka nakon nekoliko uzastopnih parenja. Kontrola
semena je neophodna ukoliko se ono doprema
radi upotrebe za vesStacko osmenjavanje (ohla-
deno ili zamrznuto), kao i prilikom slanja seme-
na iz istih razloga. Iz ovih razloga se preporucuje
sprovodenje rutinskog pregleda sperme psa pre
kupovine ili prodaje, pre sezone pripusta, pre
osemenjavanja ili zamrzavanja ili u slucaju bilo
kakve sumnje na oboljenje prostate ili reproduk-
tivnog trakta. Prema naSem iskustvu, psi se na
preglede uglavnom dovode nakon viSe neuspe-
$nih uparivanja ili vestackih osemenjavanja pri
Cemu je prva pretpostavka da je problematican
muzjak, dok se pre prodaje, plodnost psa retko
proverava. UopSteno govoreci, procenu kvaliteta
semena treba vrsiti najmanje jednom godiSnje
za bilo kog priplodnog muzjaka.

! Naucni institut za veterinarstvo ,,Novi Sad”, Novi Sad
2 Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine

Spermu predstavlja viSemilionska populacija
spermatozoida, ali oplodnja nastaje kao rezultat
interakcije samo dve celije (jednog spermatozoi-
daijedne jajne ¢elije). Prema tome, muski gameti
doprinose uspehu oplodnje sa 50 procenata. Ispi-
tivanje kvaliteta semena samo jednom metodom
ili jednim parametrom svakako nije dovoljno. Ra-
di pouzdanog zakljucivanja neophodno je kombi-
novati viSe metoda i ispitati vise parametara.

Laicka pa cak i klasi¢cna procena broja sperma-
tozoida, pokretljivosti ili morfologije iz nativ-
nog uzorka moze lako da prevari. Tako, na pri-
mer, spermatozoidi mogu biti voma pokretni, ali
su abnormalnog oblika ili promenjenih funkci-
ja i ¢ine psa neplodnim. Osim toga, veoma velika
gustina semena moZe da prikrije morfoloske ab-
normalnosti pa se ¢ini da je ve¢ina spermatozoi-
da zapravo pokretna.

Svaka osnovna procena statusa muzjaka treba
da ukljucuje i procenu libida i procesa ejakula-
cije, odredivanje zapremine sperme, procenu
pokretljivosti spermatozoida (ukupne i progre-
sivne), odredivanje broja ¢elija, kao i izradu raz-
maza radi citomorfoloskog pregleda (odrediva-
nje procentualnog udela pojedinacnih ¢elijskih
formi). Zatim se analize dopunjuju bakteriolo-
Skim pretragama, antibiogramom, PCR testovi-
ma i hormonskim pretragama. Iz svega Sto je iz-

Slike 1-4. Psi dovedeni na kontrolu kvaliteta semena u Nau¢nom institutu za veterinarstvo ,,Novi Sad”
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neto, namece se potreba da se kvalitet semena
sagleda primenom viSe metoda, od kojih svaka
ponaosob pruza informacije o kvalitetu, morfo-
logiji, pokretljivosti i funkcionalnosti ¢elija. Na
posletku je neophodno pravilno tumacenje nala-
za i postavljanje relevantne prognoze efekata te-
rapije.

Kolekcija sperme — normalan ejakulat
psa

Proizvodnja semena je Kkontinuiran proces i
vrednosti koje se dobiju na dan analize predsta-
vljaju trenutni ,presek stanja“. Ove vrednosti se
mogu promeniti u bilo kojoj fazi razvoja, delo-
vanjem brojnih faktora kao S$to su nagle prome-
ne temperature, fizicki stres ili bolest, putova-
nja, starost, karcinom, infekcije, dejstvo lekova,
mikotoksina i uzegle hrane. Kvalitet semena se
moze znacajno poremetiti za 1-2 dana nakon
povrede testisa, dok je za ispoljavanje dejstva
drugih faktora potrebno duze vreme. Iz ovog
razloga je uvek uputno da se izvrsi procena se-
mena u trenutku bliskom pripustu, a joS bolje
neposredno pred vreme pripusta, kako bi se osi-
gurao adekvatan kvalitet semena za postizanje
graviditeta. Zbog toga, samo jedan uzorak, odno-
sno prvi lo$ nalaz kvaliteta semena ne treba pri-
hvatiti kao konacan i psa zbog toga proglasiti ne-
plodnim.

Svetska zdravstvena organizacija promovise
standardizaciju kontrole kvaliteta sperme lju-
di i preporucuje kolekciju sperme nakon apsti-
nencije ne krace od 2, a ne duze od 7 danaito sa
dva odvojena uzorka prikupljena u razmaku od
7-21. dan. Ce$¢e kolekcije semena psa (razmaci
manji od 48h) mogu dovesti do pada proizvod-
nje spermatozoida, ali mogu povecati pokre-
tljivost i procenat morfoloski normalnih formi.
Ustaljeno je misljenje da ejakulat nakon produ-
Zene apstinencije sadrzi vec¢i procenat morfolo-
Ski abnormalnih spermatozoida usled njihovog
starenja. Ovo nije potvrdeno kod pasa nakon 6
nedelja apstiniranja.

NasSe su preporuke da se uzimanje uzorka eja-
kulata izvrsi u posebnim prostorijama unutar
klinike koje ne odvlace psu paznju ili obliznjim
veterinarskim stanicama ili odgajivacnici. Ako
je pas uznemiren, sperma se moZe uzeti i na
otvorenom prostoru. Ukoliko se ejakulat dono-
si u laboratoriju za reprodukciju, od momenta
uzimanja ejakulata do momenta analize uzor-

ka ne bi trebalo da prode vise od 60 minuta. Se-
me treba transportovati na telesnoj temperatu-
ri, jos bolje na niZoj (do 15°C). Veca je opasnost
od niskih temperatura (zimi) kada je bolje da
se uzorkovanje radi pod kontrolom stru¢njaka
nego Sto je opasnost od visokih, letnjih tempe-
ratura.

Potrebno je da se pre kolekcije sperme najpre
izvrsi inspekcija i palpacija polnih organa i oce-
ni konzistencija, pokretljivost testisa i epididi-
misa. MeKi testisi dominantno ukazuju na odsu-
stvo spermatogeneze (afunkcionalnost), a tvrdi
na upalni proces, sa Cestom asimetrijom epi-
didimisa, sve do izostanka (urastanja) u testis.
Ultrazvucni pregledi testisa i prostate mogu bi-
ti od koristi, kako bi se otkrio stepen eventual-
ne kalcifikacije parenhima, postojanje apscesa
ili hematoma.

Ukoliko su dlake na prepucijumu previse duge,
treba ih oSisati i prepucijum obrisati vlaznim
ubrusom. Ako pas ima veliku koli¢inu smegme
na kraju prepucijuma, ona se mora prvo obri-
sati papirnim ubrusom. Ako se u ejakulatu na-
de mnogo belih krvnih zrnaca, vazno je utvrditi
da li su ona dosla iz unutrasnjosti urogenitalnog
trakta ili je u pitanju zagadenje smegmom. Mno-
go je bolje da se uradi ponovna analiza sperme
nego da se zapocCne tretman psa na osnovu ovog
zagadenja.

Tokom masturbacije se kontroliSe libido i pro-
ces ejakulacije. Uvek preporucujemo vlasnici-
ma da, po mogudéstvu, dovedu kuju u estrusu to-
kom kolekcije semena, jer ¢e se time obezbediti
najreprezentativniji uzorak u pogledu kvalite-
ta i zapremine ejakulata. Za pse visokog libida,
naviknute na manuelnu kolekciju, uzorkovanje
sperme u stranom oKruzenju nece predstavlja-
ti problem. Nema sumnje da ¢e broj spermato-
zoida biti veci ako se muzjak stimuliSe kujom u
estrusu pre ejakulacije. Ako kuja u estrusu nije
dostupna, mogu se koristiti njihovi brisevi ili va-
ginalni ulosci koji se Cuvaju u zamrzivacu do tre-
nutka kolekcije.

Na trziStu postoje specijalne veStacke vagine za
pse sa spermosabiracem i konusne najlonske
kese, ali ako njih nema, Cesto se praktikuje di-
rektna kolekcija u najlonske zip kese meke kon-
sistencije (slika 5.) ili kivete, posude vece zapre-
mina (50 ml, slike 6.1 7.). Treba imati na umu da
postoji spermotoksi¢na plastika i da nisu svi su-
dovi pogodni za prikupljanje ejakulata.
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Sperma psa se ejakulira u tri frakcije: (i) acelu-
larna pre-spermalna frakcija (0,5 do 5,0 ml), koja
potice iz prostate; (ii) frakcija bogata spermom
(1,0-4,0 ml) koja potice iz testisa i epididimisa
i (iii) frakcija te¢nosti prostate (2,5-80 ml) koja
takode sadrzi ¢elije, ali je znatno reda.

Prilikom kolekcije semena se procenjuje: lakoca
postizanja erekcije stimulacijom, da li je erekci-
ja bila normalna, konstantna ili opada tokom ko-
lekcije, da li su prikupljene sve tri frakcije ejaku-
lata, da li je makroskopski izgled normalan (bez
primesa krvi ili urina). Sve ovo ukazuje na mo-
gucnost prirodnog parenja kuje.

Prva frakcija ejakulata se izlucuje dok pas ne po-
stigne punu erekciju i pri prvim trzajima. Ovu
frakciju treba ispustiti na pod (odbaciti) jer se
radi o proizvodima prostate i bulbouretralnih
zlezda koji sluze za CiS¢enje uretre i distalnog
dela prepucijuma od urina, ¢elijskih ostataka,
zaostale sperme i leukocita. Njena opalescentna
boja moze pogresno navesti na zakljucak da je i
ona bogata spermatozoidima. Uz to, ova frakcija
obiluje bakterijama, pa treba izbe¢i kontamina-
ciju ejakulata.

Druga frakcija je bogata spermatozoidima i po-
tice iz epididimisa. Ona se obi¢no luci sa mak-
simalnim otokom bulbusa, prestankom trzanja
psa i pracena je kontrakcijama prostate. Pas te-
Zi da prekoraci zadnje noge preko ruke kolekci-
onara neposredno pre izluc¢ivanja druge frakcije.
Ova frakcija je, uglavnom, prilicno mala, obi¢no
0,5 do 2 ml. Za potrebe zamrzavanja idealno je
razdvojiti prvu, drugu i tre¢u frakciju. Za ovo je

Slika 5. Kolekcija semena kod jorksirskog

terijera u zip kese (iza nogu), uz prisustvo Zenke.

potrebna asistencija pomoc¢nika radi brze raz-
mene sudova za kolekciju ili odgovarajuci stalak
u blizini. Prednost frakcionisanja je u tome Sto
se izbegava zagadenje ejakulata urinom ili infla-
matornim cCelijama, definiSe se poreklo upalnih
Celija i iskljucuje potreba za centrifugiranjem
(manja oStec¢enja zbog manipulacije) u pripremi
za hladenje (otpremanje semena za v.0.) ili za za-
mrzavanje semena.

Treca frakcija je najveca po obimu i potice sa-
mo iz prostate. Njena svrha je ispiranje uretre
od svih spermatozoida koji su ejakulirani, kako
bi se obezbedio medijum za kretanje spermato-
zoida kroz lumen vaginalnog prostora do grlica
- prednjeg kraja vaginalnog kanala materice. U
toku ejakulacija trece frakcije, mogu se videti ak-
tivne pulsacije oko anusa psa i duz perineuma.

Gubitak erekcije nastaje nakon Sto kolekcionar
otpusti hvat penisa iza bulbusa i moze se desiti
brzo ili trajati nekoliko minuta. Tipi¢no se treéa
frakcija luci sve dok traje erekcija. Procena boje
frakcija je subjektivna, ali bilo koja abnormal-
nost boje neke od tri frakcije treba da usmeri kli-
nicara prema drugim testovima radi dalje proce-
ne kvaliteta semena. [zvor sveze Krvi (intenzivno
crvena boja) u ejakulatu se mora razlikovati od
oStecenja nastalog povredivanjem prilikom ko-
lekcije, grubih sudova, grube manipulacije, strik-
ture otvora prepucijuma, povrede uretre ili sna-
Zne erekcije. Seme boje kafe (mrko-smede boje),
je indikator stare ve¢ razgradene krvi i njeno pri-
sustvo u trecoj frakciji ukazuje na hronic¢ne pro-
mene u prostati (slike 6. i 7.). Kod ljudi, ovo mo-
Ze biti povezano i sa mokra¢nim kamencima,

Slike 6 i 7. Primer sveze krvi (povreda prilikom
prikupljanja ejakulata, 2. frakcija, ,gusto” seme)

i ustajale krvi u spermi (prostata, 3. frakcija,
.retko” seme)
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polno prenosivim bolestima, postojanjem sper-
matokele i hidrokele, kao i sa leCenjem antikoa-
gulansima. Bistar izgled ukazuje da uzorak ne sa-
drzi spermatozoide. Mle¢ni ili ,obla¢ni“ uzorci
verovatno sadrze spermatozoide, ali to uvek tre-
ba proveriti mikroskopiranjem. Povremeno, pas
sa azoospermijom moze dati prekomerni broj
masnih kapljica u uzorku, daju¢i makroskopski
izgled semena normalne gustine. Zuta sperma
ukazuje na prisustvo urina, ali moze biti i posle-
dica Zutice, kao i unosenja pojedinih vitamina.

Nakon kolekcije je dobro da se penis psa istusi-
ra velikim Spricem sa fizioloSkim rastvorom radi
brZze i lakse retrakcije u prepucijum.

Zatim se odreduje koli¢ina ejakulata, najbolje u
sterilnim graduisanim kivetama ili preciznim va-
gama. Upotreba vecih Spriceva sa gumenim vr-
hom na klipu nije poZeljna zbog spermicidnog
efekta lateksa koji se nalazi na klipu.

Zapremina sperme nije pokazatelj kvaliteta se-
mena kod pasa. Medutim, merenje zapremine
omogucuje izracunavanje ukupnog broja sper-
matozoida u uzorku, $to je jedan od pokazatelja
kvaliteta muzjaka. Zapremina semena nema uti-
caja na kvalitet ejakulata i vaZnija je koncentra-
cija spermatozoida u ukupnom ejakulatu. Mogu
se ocekivati rasponi zapremine semena od 0,5
do 80 ml, paiviSe, sve u zavisnosti od duzine ko-
lekcije trece frakcije i veliCine psa.

Neki psi nemaju jasno razdvojene frakcije, pa se
iz tog razloga moze desiti da se kvalitetan uzo-
rak bogat spermom izgubi na samom pocetku
uzorkovanja.

Analiza sperme

TaCna procena sperme se moze izvrsiti uz mini-
malnu opremu: kese za kolekciju, mikroskop sa
grejnom ploCom, predmetnice i pokrovna sta-
kalca (idealno 22x22 mm), pipete ili slamcice za
transfer male koli¢ine semena (idealno 10 pl),
komorica za odredivanje broja spermatozoida,
kao i boje za supravitalnu izradu razmaza radi
citomorfoloske analize. Svo stakleno posude tre-
ba zagrejati pre upotrebe. Do pregleda, seme je
bolje Cuvati na sobnoj temperaturi nego na tem-
peraturi tela. Seme se analizira pod uvec¢anjem
od 100-200 x, gde treba pregledati najmanje pet
polja komorice radi procene najmanje 200 sper-
matozoida. Subjektivno treba proceniti udeo
ukupno i progresivno pokretnih spermatozoida.

Mikroskopski pregled

Prva ocena ejakulata radi se na malom uvelica-
nju (100 x) radi sticanja opsSteg uvida o kvali-
tetu i gustini semena. Programi CASA ocitavaju
parametre pokretljivosti upravo na ovom uveli-
Canju.

Ako se ne moze jasno uociti pojedinacna pokre-
tljivost svakog spermatozoida, tada se uzorak
mora razrediti odgovaraju¢im razredivacima (fi-
zioloSkim rastvorom ili komercijalnim razredi-
vacem). U naSem slucaju, CASA softver tolerise
maksimalnu gustinu do 300 ¢elija u vidnom po-
lju (idealno od 200-300 ¢elija) kako bi se svaka
pojedinaCna putanja spermatozoida mogla ana-
lizirati bez ometanja.

U veterinarskoj medicini je tipican odgovor da je
normalan procenat progresivno pokretnih sper-
matozoida 70 ili ve¢i. Malo je pasa koji ¢e imati
ukupnu pokretljivost preko 80 procenata a pro-
gresivnu preko 50. Veoma cesto se mogu vide-
ti nalazi za pokretljivost od 90 procenata, Sto
uglavnom, ukazuje na nedostatak objektivne
procene i nedovoljno razredenje semena kako
bi se njihove individualne putanje mogle realno
oceniti. Uvodenjem u praksu kompjuterskog si-
stema ocene semena to je postalo jasno vidljivo.

Brzina se takode moze proceniti i obi¢nim mikro-
skopom kada spermatozoidi sa normalnom po-
kretljivoscu treba da predu mikroskopsko vidno
polje za 2-3 sekunde. Kod pasa je procenat pro-
gresivno pokretnih spermatozoida u pozitivnoj
korelaciji sa procentom morfoloski normalnih
¢elija. Morfoloski normalni spermatozoidi koji su
nepokretni, mogu biti posledica kontaminiranog
posuda, toplotnog Soka, postojanja nezrelih for-
mi ili iz imunoloskih razloga.

Prihvatljivi, normalni parametri za spermu psa
bi mogli biti slededi:

ukupna pokretljivost: veéa od 70 procenata
(minimalno 40);

progresivna pokretljivost preko 50 procenata
(minimalno 30);

najmanje 20 miliona spermatozoida po kg te-
lesne mase (pas od 15 kg ¢e imati najmanje
300 miliona spermatozoida). Ve¢ina normal-
nih pasa premasuje ove vrednosti za 2-3 puta,
paivise (minimalno 20 miliona);

citomorfoloski: viSe od 70 procenata morfolo-
ski normalnih spermatozoida (minimalno 40).
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Savremena kontrola analize semena pasa

Kompjuterska analiza semena i proto¢na cito-
metrija omogucile su standardizaciju kontrole
kvaliteta semena, ponovljivost, dokumentova-
nost i objektivnost ali i ispitivanje same funkcio-
nalnosti i morfologije velikog broja ¢elija u krat-
kom vremenu iz male zapremine uzorka. Danas
postoje brojne analize odredenih odeljaka ¢eli-
ja, celine membrana, hromozoma, polarizaci-
je mitohondrija, kapacitacije akrozoma, stepena
oksidacije membrana, apoptoze, zrelosti sper-
matozoida, direktnog odredivanja broja i vrsta
bakterija i njihove vitalnosti u semenu.

Kod muzjaka koji nemaju reproduktivnih smet-
nji potrebno je da se uradi bar kompjuterska
analiza semena (CASA, engl. Computer Assisted
Sperm Analysis). Nas predlog je da se ipak uradi
takozvana ,Komplet analiza“ koja daje potpuniji
uvid u oplodnu sposobnost muzjaka. Tako bi se
iskljucila moguénost da se na osnovnom ispiti-
vanju semena ne uoce problemi u pokretljivosti
i morfologiji spermatozoida, a da pri tome i dalje
postoje problemi u plodnosti. Ona podrazumeva
sledece laboratorijske testove:

1. kompjutersku analizu semena radi odredi-
vanja koncentracije, ukupne i progresivne
pokretljivosti, kao i ocenu parametara brzi-
ne i nacina kretanja spermatozoida - CASA;

2. analizu semena protocnom citometrijom ra-
di odredivanja strukture hromatina spermato-
zoida (SCSA, engl. Sperm Chromatin Structure
Assay) i test celovitosti membrane i akrozoma;

- iy e

Potpuna aglutinacija— CASA
analiza

Aglutinacija - citoloski razmaz

Slike 8-10. Aglutinovane, nepokretne ali Zive forme spermatozoida
(razlozi: nezrele forme, bakterije ili termicki Sok)

3. detaljno citomorfolosko ispitivanje supra-vi-
talno obojenog razmaza uzorka semena sa
bojama eozin-nigrozin-tripan plavo po Jo-
vi¢inu (Alfapanon, Novi Sad), uz upotrebu
imerzionog ulja i fazno-kontrastnog mikro-
skopa, na uveli¢anju od 1000 x.

Zbog mogucnosti da se izvrSi precizna ocena
kvaliteta semena savremenim metodama i radi
lakseg pracenja toka oporavka, nasa laboratorija
praktikuje detaljniju podelu semena na 4 klase
(I IT, i Il i ,van klase“). Normalne vrednosti, do-
punjene internom klasifikacijom kvaliteta seme-
na na klase, date su u tabelama 1-3.

Ejakulat se odbacuje (kao ocenjen ,van klase“)
pri slede¢im nalazima: za CASA parameter -
ukupno pokretnih spermatozoida <30 procena-
ta, CASA progresivna pokretljivost ispod 20 pro-
cenata, ukupno pokretnih ¢elija u dozi manje od
20x10° spermatozoida u dozi. Takode, seme mo-
ra da ima najmanje 40 procenata zivih sperma-
tozoida sa intaktnim akrozomom i manje od 40
procenata patoloskih formi (na osnovu izvrse-
nog citomorfoloskog pregleda nakon supravital-
nog bojenja).

Kod muzjaka sa bilo kakvim reproduktivnim
smetnjama, pored prethodno navedenih analiza,
u ispitivanje kvaliteta semena, mogu biti uklju-
Cene i dodatne analize, po preporuci stru¢njaka
Instituta (bakterioloSka pretraga uz antibiogram
radi sprovodenja terapije, ispitivanje hormon-
skog statusa i PCR testovi za dokazivanje prisu-
stva odredenih uzroc¢nika).

Analiza membrane ¢elija
fluorescentnim bojama
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Tabele 1-3. Interne referentne vrednosti za kvalitet semena psa za razli¢ite metode analize

ISPITIVANA KARAKTERISTIKA
(CASA analize) JEDINICE MERE REFERENTNA VREDNOST

Broj spermatozoida u ml
Broj spermatozoida u ejakulatu
Ukupna poretljivost

Progresivna poretljivost

105/ml 100-500

105/ml 300-2000
procenat (%) >70
procenat (%) >50

PROTOCNA CITOMETRIJA I KLASA Il KLASA m VAN KLASE

Celovitost membrane >70%
Ostecenje akrozoma <10%
% oStecenja hromatina <15%

50-69% 30-49%
11-20% 21-30% >30
16-24% 25-30% >30

CITO-MORFOLOSKO ISPITIVANJE (MIKROSKOPIJA RAZMAZA OBOJENE SPERME)

1. Ukupno zivi/neobojeni (£ 7) >290%
2. Zivi sa intaktnim akrozomom (ZIA) > 60%
3. Zivi sa odtec¢enim akrozomom (ZOA) <5%
4. Ukupno ostecenih akrozoma (Z OA) <10%
5. Ukupno sa prot. kapljicom (% PPK) <10%
6. Primarno abnormalni (I ABN) <5%
7.Sekundarno abnormalni (Il ABN) <5%
8. Patoloske forme, ukupno (= PAT) <15%

Koncentracija spermatozoida

Ukupan broj spermatozoida zavisi od veliCine
testisa i kod pasa, normalan ukupan broj sper-
matozoida treba da bude ve¢i od 300 milio-
na. Treba napomenuti da i zdravi psi mogu da-
ti oligozoospermican ili azoospermican ejakulat
usled straha ili bola. U humanoj medicini, uzor-

80-89% 60-79%
46-59% 40-45% <40
6-9% 10-15% >15
11-20% 21-30% >30
11-20% 21-30% >30
6-10% 11-15% >15
6-10% 11-15% >15
16-30% 31-40% >40

ci koji su oc¢igledno azoospermicni se centrifugi-
rajuna 3000 g tokom 15 minuta i sediment se si-
stematski ispita pre nego Sto se taj uzorak oceni
kao potpuno aspermican.

Dva sli¢na ispitivanja su identifikovala starost
pasa od 6 godina (kod rasa dalmatinac i rotvaj-
ler) kao granicu nakon koje dolazi do pada u
koncentraciji i pokretljivosti spermatozoida.

Seme razlicite koncentracije a odlicne pokretljivosti

Seme osrednjeg kvaliteta

Slike 11-13. CASA prikazi pokretljivosti semena razli¢itog kvaliteta (crvene putanje-brzi
spermatozoidi, zelene-srednje brzi, plave-spori, Zute-static¢ni)
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Varijacije u kvalitetu semena mogu biti i uro-
denog karaktera kao posledica parenja u srod-
stvu i to u visokom stepenu heriditarnosti za:
broj spermatozoida i njihovu pokretljivost,
stopu zacec¢a i broj zivorodenih mladunaca
(0,125-0,558).

Aspermija, azoospermija i oligospermija
(prikazani prema teZini nalaza, od tezeg
ka laksem)

Ovi nalazi/problemi su sli¢no, kao i kod ljudi, sve
¢esc¢i i kod pasa. Kod ovih slucajeva treba krenu-
ti od starosti pasa. Ako su psi stari do jedne go-
dine, treba odloZiti novu analizu za 2-3 meseca,
a starije pse treba uputiti na proveru nivoa hor-
mona Stitne zlezde. Ako je nivo hormona nizak
(ili na donjoj granici normalnih vrednosti), ne-
ophodna je suplementacija hormonima T3/T4
Sto je pre moguce. Ova mana je uglavnom na-
sledna, pa je uputnije da se takve rodovske lini-
je ne favorizuju. Kada se nivo hormona Stitaste
zlezde vrati u normalu, treba sacekati 6-8 nede-
lja pre nove provere broja spermatozoida. Uko-
liko je broj spermatozoida joS uvek nizak, tre-

ba primeniti specificno hormonsko lecenje. Ovo
se odnosi na pse sa niskim brojem spermatozo-
ida i normalnim nivoom hormona Stitne Zlezde.
Hormoni koji se koriste za stimulaciju sperma-
togeneze su gonadotropni hormoni (nuspojava
indirektnog delovanja GnRH kod muzjaka), a on
takode pojacava proizvodnju prirodnog testo-
sterona koji stimuliSe libido. Kod oligospermic-
nih pasa moze se pokusati terapija sa 1 mg/kg
preparata GnRH, a efekte terapije treba proveri-
ti posle 4 nedelje. U slu¢aju pozitivnog odgovo-
ra, ponavlja se terapija preparatom GnRH i pas
se upucuje na parenje. Ukoliko nema pozitivnog
odgovora, treba pokusati terapiju humanim ho-
rionskim gonadotropinom (hCG), intramusku-
larno, sa 500 ili 1 000 IU po Zivotinji. Efekti se
mogu ocCekivati za 2-4 nedelje nakon tretmana.
Treba znati da su ovi efekti uglavnom kratkotraj-
ni, pa pozitivan skok i kvalitet semena, treba is-
koristiti za parenje i/ili zamrzavanje. Ova tera-
pija je retko efikasna kod azoospermicnih pasa.
Injekcije testosterona su kontraindikovane za
ovu grupu problemati¢nih pasa i nec¢e stimuli-
sati proizvodnju sperme, a ¢ak mogu dovesti do
dodatnog umanjenja broja spermatozoida.

Primer azoospermije psa

Primeri razli¢itog stepena oligospermije (svi CASA prikazi)

Slike 14-16. CASA prikazi azoospermije i oligospermije

Tabela 4. Primer izvestaja hormonske pretrage psa sa niskim nivoom testosterona, uz referentne vrednosti

IZVESTAJ O ISPITIVANJU

Analize

ENDOKRINOLOGIJA

Testosteron Vv 0,8

ng/mL

1.5-8.5 IMA#
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Citomorfoloska pretraga

Upotreba slozenijih mikroskopa (sa faznim kon-
trastom) sa ve¢im uvelicanjem (do 1000 x) i uz
upotrebu imerzionih objektiva poboljsava tac-
nost pregleda. Ovo se posebno odnosi na prepo-
znavanje oSteCenja akrozoma pri morfoloSkom
pregledu. U naSim ambulantama nema ovih mi-
kroskopa i to je razlog za obavljanje slozenijih
analiza u specijalizovanim laboratorijama.

Postoje brojne supravitalne boje koje se mogu
koristiti za ovu namenu, a dve najceSc¢e su eo-
zin-nigrozin i Wright-Giemsa. Nasa laborato-
rija koristi kombinaciju po Jovi¢inu (eozin-ni-
grozin i tripan plavo), kojom se nedvosmisleno
moze razlikovati, ne samo morfologija sperma-
tozoida, ve¢ i njihova vitalnost. Zivi spermato-
zoidi ne primaju boju i ostaju beli, dok sperma-
tozoidi sa oSteCenom membranom propustaju
boju i boje glave spermatozoida crvenom bojom.
Ona se, opet, jasno razlikuje od pozadine (pla-
vicasto-tamne boje). Takode se jasno uocavaju
primarna i sekundarna oStecenja spermatozoi-
da, ostecenja akrozoma (zakljuc¢no sa trenutkom

odvajanja akrozoma) ili se oboji samo postakro-
zomalni region (trenutak uginuca spermatozo-
ida, slike 20. i 21), prisustvo eritrocita, upalnih
Celija i bakterija (slike 22-25).

Morfoloske abnormalnosti ukazuju na stepen
(tezinu promena) i lokalizaciju oStecenja (testis,
epididimis), a jednim delom i na duzinu trajanja
procesa (time i na duzinu potencijalnog opo-
ravka). Abnormalnosti se klasifikuju kao: pri-
marne, koje se pojavljuju tokom spermatogene-
ze ili sekundarne koje nastaju tokom sazrevanja
ili pripreme uzorka za analizu. Nezrele forme se
odlikuju protoplazmatskim kapljicama (PPK).
Proksimalne nastaju u ranoj fazi i predstavljaju
veli problem, dok distalne nastaju kasnije i taj
problem je manji. Uzrok visokog udela PPK mo-
Ze biti viSestruk i nespecifican (intenzivna pol-
na eksploatacija, visoka ambijentalna tempera-
tura, lokalne infekcije ili prisustvo mikotoksina
u hrani, eventualno i blago povecan broj leuko-
cita u semenu). Ovaj nalaz moze biti sa ili bez
urinarne infekcije niskog intenziteta (rezultat
nalaza urinokulure). Bitno je da je ukupan broj

Normalan morfoloski
nalaz

Dominiraju nezrele
forme (protoplazmatske
kapljice)

Degenerisane forme
(3) i upalne ¢elije
(limFociti-4)

Savijeni repovi u vidu
petlje

Slike 17-20. Citomorfoloski prikazi semena psa (eozin-nigrozin/tripan plavo; uveli¢anje 1000x)

Nivoi ostec¢enja akrozoma i membrane

Eritorociti u
spermi psa

Bakterije (sperma
psa)

LimFociti u
spermi psa

Slike 21-25. Cito-morfoloski prikazi semena psa i razli¢iti nalazi ¢elija (eozin-nigrozin/tripan plavo;
uvelicanje 1000 x)
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patoloskih formi minimalan. Uklanjanjem pri-
marnog uzroka oporavak je brz (obi¢no od 2 do
5 nedelja).

Stabilnost membrana se ogleda u vidu stabilno-
sti akrozoma (celovita ili nabubrela membrana,
kljunasti akrozom i akrozom u trenutku odva-
janja) ili celovitosti membrane spermatozoida.
ne na njemu su prvi indikator smetnji. Morfolo-
Ske abnormalnosti mogu biti nasledne, kao Sto
su kljunasti ili nabubreli akrozomi, okrugle gla-
ve, DAG defekat (presavijen rep spermatozoida
sa zadrzavanjem i bez zadrzavanja citoplazmat-
ske kapljice), uski-kruskoliki vratovi i tzv. dija-
dema defekt. Krajnje faze problema neplodnosti
su aspemija ili obilje degenerisanih-abortivnih
formi spermatozoida.

Drugi tipovi ¢elija koje se mogu ocekivati u eja-
kulatu su: epitelne celije prostate ili uretre,
nezrele germinativne Ccelije, eritrociti ili celi-
je nastale u zapaljenskom procesu, bakterije i
gljivice. Ovo je jasno vidljivo na razmazu (slike
21-25). Kvantifikacija leukocita se moze izraziti
u procentima (na 100 spermatozoida). Kod nor-
malnih muskih pasa, moZe se izbrojati do 2 000
leukocita/ml u prvoj i drugoj frakciji ejakula-
ta. Nalaz upalnih cCelija nije u jasnoj korelaciji sa
znacajnim porastom bakterija iz semena pasa i
kod 44 procenata pasa bez zapaljenskih ¢elija u
spermi, nalaze se u znacajnoj meri aerobne bak-
terije.

Odredivanja strukture hromatina
spermatozoida (SCSA test)

U poslednjoj dekadi, prikupljeni su brojni poda-
ci o rezultatima oplodne sposobnosti semena lju-
di i Zivotinja koji ukazuju da stepen fragmentaci-
je (degeneracije) DNK spermatozoida ocigledno
ima negativan uticaj na plodnost i broj potoma-
ka kod pluriparih zivotinja (Evenson i sar., 2002).
Bitno je naglasiti da ovaj pokazatelj apsolutno nije
povezan sa pokretljivoséu spermatozoida i ne mora
biti u korelaciji sa promenama morfologije sper-
matozoida. U humanoj andrologiji, SCSA se navodi
kao jedini metod koji je demonstrirao jasne i kli-
nicki korisne grani¢ne vrednosti za ocenu oplod-
ne sposobnosti muskaraca. Ovo je standardizovan
test i vrsi se u skladu sa strogim protokolom koju
su ustanovili Evenson i saradnici jos 1985. godine.

Primer uticaja povisenog udela ostecenih
hromozoma kod sperme psa rase pit bul

Anamnesticki podaci: starost psa - dve godine; pet
pripusta sa 5 kuja (starih 2-4 godine); dobijeno
1-3 Steneta po leglu: prosecno 2,4. Sistemom CASA
je uocena blaza oligospermija (62,8 x 10° sperma-
tozoida/ml ali je ukupan broj spermatozoida u do-
zi dovoljan: 571 x 10°. Pokretnih spermatozoida je
bilo 84,3 procenata, od ¢ega 42,9 progresivno po-
kretnih i 32,2 neprogresivno pokretnih. Zivih sper-
matozoida sa intaktnim akrozomom je bilo 84,0
procenata. Uzrok subfertiliteta psa koji se ogledao
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Levo-normalan nalaz: 3,97 procenta fragmentisanih hromozoma na SCSA testu;
Srednji plot: granicna vrednost od 29,48 procenta fragmentisanih hromozoma;
Desno: izrazito visoko osStecenje od 75,26 procenata.

Slika 26. Prikaz plotova SCSA testa protocne citometrije sa primerima razli¢itog stepena ostecenja
hromozoma psa.
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u manjem broju Stenadi po leglu je bio posledica
fragmentacije DNK (¢ak 75,26 procenata sperma-
tozoida sa oStecenim hromozomom).

Bakterioloska ispitivanja

Gornja vrednost za ukupan broj bakterija u sper-
mi iznosi 10 000 CFU/ml i u nasim uzorcima pri-
sustvo urinarnih infekcija je vrlo ¢esto. Ukupan
broj bakterija iz nativne sperme uglavnom zavi-
si od higijene prilikom kolekcije i zdravstvenog
statusa genitalnih organa. Izvori mikrobioloske
kontaminacije sperme mogu biti Zivotinjskog
porekla kao Sto su opsta ili lokalna infekcija te-
stisa ili drugih tkiva genitalnog trakta. Ona mo-
Ze poticati i od prepucijalne povrsine i izmeta
tokom kolekcije. Kontaminacija neZivotinjskog
porekla potice od od lica koje prikuplja spermu.
U svakom slucaju, dobra praksa kolekcije seme-
na za bakteriologiju podrazumeva uzimanje po-
duzorka iz srednjih mlazeva ili iz zbirnog uzor-
ka, ali sa odbacivanjem prve frakcije.

Bakterioloska ispitivanja se vrse kultivacijom na
krvnom agaru sa 5 procenata defibrinisane ov¢i-
je krvi, McConkey agaru i Sabouraud dekstroza
agaru. Test za odredivanje ukupnog broja aerob-
nih mikroorganizama sprovodi se iz serije raz-
redenja (10'-10°) u puferizovanom peptonskom
rastvoru, koji se inokuliSe na Petrijeve ploce ko-
je se zalivaju Tripton-Soja agarom. PlocCe se inku-
biraju tokom 48h, pri temperaturi od 37°C, pod
aerobnim uslovima.

Sperma se ispituje i na prisustvo mikoplazmi
molekularnom PCR tehnikom ili na specijalizo-
vanim podlogama za mikoplazme. Slika 29 pri-
kazuje karakteristican rast mikoplazmi. Poziti-
van nalaz se belezi u oko 40 procenata testiranih

uzoraka sperme pasa koji su analizirani usled re-
produktivnih problema. Ova statisticka obrada
je ivrSena na 80 analiziranih uzoraka u NIV-NS.

Znacaj prisustva bakterija zavisi od njihovog broja,
vrste i osetljivosti na antibiotike. Negativni efekti
se su spermicidno delovanje i kompeticija za hran-
ljivim materijama i energijom. Njihovom aktivno-
$¢u dolazi do pada pH vrednosti, smanjenja nivoa
glukoze i drugih Secera u razredivacu Sto ima ne-
gativan uticaj na kvalitet i odrzivost semena.

0d bakterijskih izolata se tokom infekcija najce-
S¢e nalaze:

= Streptococcus canis (obi¢no u visokom broju
>5 000 CFU/ml). Uzroc¢nik je poznat po upala-
ma moKkracénih puteva odraslih pasa, stvaranju
apscesa na prostati i ranim pobacajima. Moze
se prenositi prilikom parenja, a prema antibi-
ogramu je osetljiv na penicilinske preparate i
fluorhinolone.

= Escherichia coli (hemoliticki soj) i Ps. aeru-
ginosa su uglavnom u visokom broju i razlici-
tog su stepena rezistencije, uglavnom, visokog
(slike 27.128).

Najcesci tretmani

U zavisnosti od nalaza, daje se odgovarajuca pre-
porukaito: od antibiotske terapije na osnovu anti-
biograma, potporne terapije, hormonske terapije,
promene hrane, izbegavanja direktnom izalagnju
sunca ili boravak u pretoplim/prehladnim pse¢im
kucicama i SiSanje psa u letnjem periodu. U zavi-
snosti od antibiograma, savetuje se uglavnom pe-
roralni antibiotski tretman tokom 14 dana (fluo-
rohinoloni u tabletama, doksiciklin, cefalosporini
4. generacije), ili dugodeluju¢i lekovi (tulatromi-

30
e
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Porast mikoplazmi na
hranljivoj podlozi

Visok stepen rezistencije naizolate iz semena na Ps. aeruginosai E. coli
(senzitivnost na 1/13 i 2/13 antibiotika).

Slike 27-29. Dopunska analiza ejakulata semena psa (bakterioloska pretraga, antibiogram,
detekcija mikoplazmi - kultivacija na specijalnim podlogama).
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Nekoliko primera uspesne terapije pasa:

Mikrofotografije razmaza PRE TRETMANA

Mikrofotografije razmaza NAKON TRETMANA

Kavkaski ovcar: prisustvo bakterija u semenu (gore levo)

Degenerativne i patoloske Fovrme vratairepa,
aglutinacije, 30% pokretnih; ZIA 4%; patoloskih 65%.

Srednjeazijski ovcar:
malo celija (5,19 miliona).

| Dominiraju patoloske
forme spermatozoida -
savijen rep i degenerativne
forme (patoloskih celija
62%). Pokretnih 47%.

Pas Brion (bulmastif):
Uk. i pr. pokr.34,7% i
26,9%:; 32=46%; ZIA=23%,
PAT=27% savijen rep,
degenerativne forme,
otkinute glave i PPK. Bele
.pege” su upalne ¢elije
(limFociti).

cin 0,2 ml za 7 kg TM, odnosno, 0,3ml za 13 kg
TM, pet puta na 5 dana). Preporucuje se jedno-
kratni tretman vitaminsko-mineralnim preparati-
ma AD,E i/m, uz kontinuiranu terapiju razli¢itim
komercijalnim preparatima - promotorima sper-
matogeneze, u vidu raznih mineralno-vitamin-
skih dodataka, karnitina, esencijalnih masnih ki-
selina i antioksidanata, takode peroralno. Nakon
antibiotskog tretmana, potrebno je izvrsiti po-
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novnu kontrolu kvaliteta semena (20 do 40 dana
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