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Sazetak

Kvalitet ejakulata odreduje se ispitivanjem makroskopskih (volumen, gustina,
boja, miris) i mikroskopskih svojstava sperme (koncentracija spermatozoida u 1
ml i ukupan broj spermatozoida u ejakulatu, morfologija, vitalnost, pokretljivost
spermatozoida i integritet akrozomalne membrane). Kompjuterizovana analiza
sperme (CASA - computer assisted semen analysis) je automatizovani sistem
kojim se mere pokretljivost, kinetika i koncentracija spermatozoida. Neki sistemi
imaju modifikacije za procenu morfoloskih karakteristika spermatozoida. Procena
morfoloskih osobina spermatozoida se moze izvrSiti mikroskopskim pregledom
(zastupljenost normalnih i patoloSkih spermatozoida, integritet ¢elijske membrane
spermatozoida i abnormalnosti akrozoma). Metodom po Blomu se odreduje
vitalnost semena, a ono predstavlja bojenje razmaza sperme eozinom i
nigrozinom. U savremenom govedarstvu se sve vise koristi seksirano seme bikova
(seme iz koga ¢e se najverovatnije proizvesti musko ili zensko tele). Analiza
seksiranog semena a posebno poredenje njegovog kvaliteta sa konvencionalnim
semena je sve ¢eS¢i zahtev na trziStu govedarske proizvodnje. Cilj rada bio je da
se ispita kvalitet 15 uzoraka seksiranog semena bikova, poreklom iz uvoza.
Ispitivanja su obuhvatila utvrdivanje koncentracije i kinetike CASA sistemom,
kao 1 procenu vitalnosti 1 morfoloskih osobina bojenjem po Blomu. Prosecna
koncentracija spermatozoida u 15 uzoraka bila je 19,61x10%/ml ejakulata. Ukupna
pokretljivost iznosila je 39,42%, dok je nepokretnih spermatozoida u uzorcima
bilo 60,58%. Broj morfoloski normanih spermatozoida je varirao od 2,91x10° do
6,11x10° a procenat patoloSkih spermatozoida od 8% do 28%. Uzimajuéi u obzir
dobijene rezultata i odsustvo standarda vezanih za seksirano seme u trenutno
vazec¢em Pravilniku o nainu obelezavanja sperme, nacinu vodenja evidencije o
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proizvodnji sperme, kao i uslovima koje mora da ispunjava sperma u pogledu
kvaliteta (Sluzbeni glasnik Republike Srbije, 38/14), neophodno je cesce
sprovodenje analiza seksiranog semena CASA metodom a da bi se dobili
normativi koji bi postali sastavni deo Pravilnika i time olakSali manipulaciju
seksiranim semenom na trzistu.

Kljuc¢ne redi: seksirana sperma bikova, CASA, kvalitet sperme.

uvoD

Jedan od klju¢nih ciljeva govedarske proizvodnje jeste poboljsanje reproduktivnih
parametara stada i postizanje maksimalne eksploatacije reproduktivnih kapaciteta.
Kljuéno u ostvarivanju ovih ciljeva jeste implementacija savremenih
biotehnoloskih procedura, ali i metoda za kontrolu i obezbedenje kvaliteta
semena.

Kompjuterizovana analiza sperme (CASA - computer assisted semen analysis) je
metod analize semena, koji se stalno razvija i poboljSava, omogucava uvid u
svojstva kvaliteta ejakulata, znacajnih za njihovu fertilnu sposobnost, kako
konvencionalog, tako i seksiranog semena. CASA je metoda koja se smatra
objektivnom i pouzdanom, ali relativno skupom, pa se najces¢e koristi u velikim
centrima za veStacko osemenjavanje, odnosno pri proizvodnji inseminacionih
doza od genetski superiornih bikova (Maes i sar., 2011). CASA Kkoristi analizu
slike, na osnovu koje odreduje broj, odnosno koncentraciju spermatozoida.
Tacnost ovog sistema zavisi od optickih svojstava i podeSenosti instrumenata i
softvera, ali iskljucuje greske nastale kao posledica subjektivnosti analiti¢ara
(Amann i Waberski, 2014; Finelli i sar., 2021).

Morfoloski nepromenjenih spermatozoida, u ejakulatima bikova koji se koriste za
vestacko osemenjavanje, treba da bude najmanje 70% (Menon i sar., 2011).
Sperma sa loSom morfologijom spermatozoida daje slabije rezultate veStackog
osemenjavanja, kao posledica smanjene oplodne sposobnosti sperme sa
povecanim brojem abnormalnih spermatozoida. Razli¢ite anomalije morfologije
spermatozoida, ¢elijske membrane 1 akrozoma mogu se ustanoviti histoloSkim
metodama bojenja. NajceSece je u upotrebi metoda bojenja po Blom-u (eozin-
nigrozin bojenje), na osnovu kojeg se mogu odrediti Zivi i mrtvi, odnosnho
morfoloski promenjeni spermatozoidi (WHO, 2010). Integritet akrozomalne
membrane koja pokriva 2/3 glave spermatozoida i sadrZi enzime potrebne za
penetraciju kroz oocit tokom procesa oplodnje, znacajan je pokazatelj oplodne
sposobnosti spermatozoida. Zbog toga, dobri ejakulati moraju imati vise od 51%
spermatozoida sa normalnim akrozomom (Vincent i sar., 2012). Anomalije grade
akrozoma se mogu ispitivati primenom razli¢itih metoda bojenja i pregledom
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takvih preparata fazno-kontrastnom mikroskopijom (Maes i sar., 2011) il
proto¢nom citometrijom (Vincent i sar., 2012). Duboko zamrzavanje moze
znacajno da poveca broj zivih spermatozoida sa oSteCenim akrozomom (Ugur i
sar., 2019).

Prose¢na brzina spermatozoida bika iznosi oko 100 pum u sekundi, odnosno 4-7
mm u 1 minutu. Ovom brzinom kretanja spermatozoid u jajovod krave stize za
dva sata. Kretanje se odvija rotacijom oko produzene ose s leva na desno,
frekvencijom od 3 do 15 rotacija u sekundi i sa 9 udara repom u vidu talasa.
Rotacija glave i repa se odvija u tri dimenzije uz istovremeno Kkretanje
spermatozoida unapred — progresivno kretanje (Miljkovi¢ i Veselinovié, 2005).
Pod seksiranim semenom se podrazumeva ejakulat koji je izdvojen tako da sadrzi
spermatozoide koji ¢e najverovatnoije proizvesti zeljeni pol potomstva (Seidel,
2014; Dragin i sar., 2016). Ogranicavajuci faktori za primenu seksiranog semena
je manji broj spermatozoida u dozi kojih u seksiranom semenu ima prose¢no 2
miliona u odnosu na 20 miliona koliko ih ima u konvencionalnom semenu. Neki
autori beleZze smanjenje stope koncepcije primenom seksiranog semena, kao
posledicu niskog broja spermatozoida u dozi, ali i potencijalnih fizickih ostecenja,
kao i greSaka u radu prilikom sortiranja (Frijters i sar., 2009).

Osim navedenog, nedostaci upotrebe seksiranog semena su i visoki troSkovi
nabavke i odrzavanja opreme, neophodna kvalifikovana radna snaga, spor proces
u kome se dobija mali broj spermatozoida u dozi i manji broj doza u jedinici
vremena (7-10 doza / sat), visok udeo sperme sa neodredenim polom (samo 30%
sperme je pravilno seksirano) i na kraju veca cena seksiranog semena (Frijters i
sar., 2009; Seidel, 2014).

Prednosti primene seksiranog semena su pre svega postizanje Zzeljenog pola
jedinke u visokom procentu. Navodi se da je odnos polova kod mlecnih rasa
goveda 85-90% zenske naspram 10-15% muske teladi. Znacajni su potencijali za
poboljSanje genetskog trenda u stadu, odabirom roditelja najboljih proizvodnih
potencijala 1 dobijanje Zenske teladi od najboljih krava u stadu. Takode,
zabelezeno je 1 smanjenje pojave teSkih teljenja i prate¢ih reproduktivnih
problema (Seidel, 2014).

Steele i sar. (2020) su opisali analizu seksiranog semena CASA metodom (n=15
bikova) koja je pokazala znacajno smanjene procenta progresivne pokretljivosti
brzih i sporih spermatozoida u poredenju sa konvencionalnim semenom (25,6% 1
4,3% u odnosu na 60,8% 1 13,3%, pojedinacno). Isti autor navodi da je procenat
nepokretnih spermatozoida znacajno povecan kod seksiranog semena i iznosi
64,3% u odnosu na 18,4% iste klase spermatozoida kod konvencionalnog.
Utvrdeni broj spermatozoida po dozi seksiranog semena iznosi 2,1x10°. Ova
koli¢ina je znacajno niZa od broja spermatozoida u konvencionalnoj dozi semena
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bikova koja iznosi u proseku oko 20x10°. Junice, kao i krave rase hol$tajn rase
imaju isti procenat zaceca kada su osemenjene seksiranim semenom od 2x10° ili
konvencionalnim semenom od 3,5x10° spermatozoida po dozi, medutim, ne samo
kod junica ve¢ 1 kod krava, postoji povecan procenat zaceca kada se osemene sa
konvencionalnim semenom u dozi od 15x10° spermatozoida (Macedo i sar.,
2013).

Procenat nepokretnih spermatozoida kod seksiranog semena 3 bika holStajn rase i
jednog angusa odmah posle otapanja kretala se 33%, 30%, 47% i 50% ispitano
CASA metodom, da bi posle tri sata procenat nepokretnih spermatozoida bio
53%, 71%, 77% kod holStajn rase bikova i 82% kod angusa (Brogliatti i sar.,
2003). Isti autor navodi da je procenat progresivno pokretljivin spermatozoida
odmah posle otapanja iznosio 23,1+4,9% a posle tri sat procenat je smanjen na
3,7+3,2%.

Minimalne uslove u pogledu kvaliteta semena bikova propisuje ¢lan 5. Pravilnika
o nacinu obelezavanja sperme, nacinu vodenja evidencije 0 proizvodnji sperme,
kao i o uslovima koje mora da ispunjava sperma u pogledu kvaliteta (Propis,
2014). Navedeni propis ne reguliSe pojam seksiranog semena i ne propisuje
uslove dobijanja, kao ni zahteve kvaliteta koje mora da ispuni seksirano seme u
prometu. Zahtevi savremenog trzista, na kome je seksirano seme komercijalno
dostupno namecu potrebu za zakonskom regulativom koja ¢e definisati
proizvodnju, promet, kao i uslove kvaliteta i bezbednosti ovog proizvoda.

Cilj ovog rada jeste da se ispita kvalitet seksiranog semena bikova iz uvoza
kompjuterski asistiranom analizom semena CASA.

MATERIJALI | METODE

Analiza uzoraka seksiranog semena CASA metodom i bojenje uzoraka po
Blomu

Ispitano je 15 uzoraka seksiranog semena, poreklom iz uvoza. Ispitivanja su
izvrSena na Katedri za porodiljstvo, sterilitet i veStatko osemenjavanje, Fakulteta
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.

Koncentracija spermatozoida, njihova pokretljivost i brzina utvrdeni su CASA
(Computer Assisted Semen Analysis) sistemom. Za potrebe CASA koriscen je
poduzorak od 5 pl koji se nanosi na leje-komorice (Proiser D4C20, Valensija,
Spanija), duboke 20um, postavljene na grejnoj plo¢i mikroskopa. Nakon
prestanka pasivnog kretanja spermatoida, izvrseno je slikanje na svih 7 definisanih
polja komorice. Broj analiziranih spermatozoida po uzorku iznosio je od 1500-
5000, odnosno 150-250 spermatozoida po snimku. Program je podeSen na analizu
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25 slika u sekundi, sa ekspozicijom snimka od 2 sekunde (ukupno 50 slika).
Nakon obrade slike dobijeni su slede¢i parametri:

- koncentracija spermatozoida (x10% u ml i u dozi);

- procentualnu zastupljenost pojedinih  klasa spermatozoida prema
pokretljivosti (progresivno pokretni, neprogresivno prokretni i nepokretni),
kao i prema brzini (brzi, srednje brzi, spori i stati¢ni spermatozoidi).

MorfoloSke analize semena su sprovodene u cilju utvrdivanja odnosa Zzivih i
mrtvih spermatozoida, nalaza intaktnih i oSte¢enih akrozoma, protoplazmatskih
kapljica, kao i primarnih, sekundarnih i ukupno patoloskih formi spermatozoida
specificnim supravitalnim bojenjem po Blomu.

Odredivanje ukupnog broja Zivih aerobnih mikroorganizama u duboko
zamrznutom semenu bikova
Ukupan broj zZivih aerobnih mikroorganizama odredivan je standardnom metodom
ISO/TR 8607 (I1SO, 1991).

Statisticka obrada podataka
Normalna raspodela podataka je testirana koriste¢i D'Agostino & Pearson test
normalnosti. Posto su podaci bili normalno distribuisani (p>0,05) za poredenje
statisticki znacajnih razlika izmedu dve grupe koriS¢en je t-test za nezavisne
uzorke. Statisticka obrada eksperimentalnih podataka je izvrSena pomocu softvera
GraphPad Prism verzija 6 (GraphPad, San Diego, CA, USA).

REZULTATI
Rezultati ispitivanja koncentracije i pokretljivosti ispitanih uzoraka semena
utvrdeni CASA metodom prikazani su Tabeli 1.

Tabela 1 Parametri koncentracije i pokretljivosti semena utvrdeni CASA metodom

Broj

uz;)rk " lco‘g/”ml) (cho%’/‘ dgzi) (% (FO’ /E’) BS (%) | SS(%) | LP (%) | N (%) | C (%)
1 15,43 3,85 3447 | 2814 | 1850 | 951 | 634 | 6553 | 0.3
2 16,72 4,18 36,14 | 3041 | 10,76 | 1965 | 573 | 6386 | 0,00
3 17,81 4,45 40,40 | 3480 | 24,70 | 1010 | 560 | 59,60 | 0,00
4 21,72 5,43 3141 | 2259 | 1314 | 945 | 882 | 6859 | 0,00
5 12,90 3,22 3485 | 31,82 | 2424 | 758 | 308 | 6515 | 0,00
6 19,75 4,93 4554 | 4257 | 2178 | 2079 | 297 | 5446 | 0,00
7 15,40 3,85 4444 | 3810 | 2317 | 1492 | 635 | 5556 | 0,00
8 19,65 4,91 4551 | 4247 | 2158 | 2059 | 291 | 5436 | 0,00
9 17,30 4,32 41,13 | 3627 | 2881 | 7.46 | 48 | 5887 | 0,00
10 20,61 5,15 5652 | 5273 | 39,20 | 1336 | 3,79 | 4348 | 0,08
11 24,28 6,08 4242 | 3503 | 1839 | 1651 | 7,38 | 5758 | 0,13
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12 23,46 5,86 35,00 27,02 13,33 13,57 7,98 65,00 0,12
13 21,06 5,25 33,70 25,53 15,97 9,29 8,17 66,30 0,28
14 28,44 7,11 4423 | 37,66 22,31 15,13 6,57 55,77 0,23
15 19,59 4,89 25,55 19,36 12,28 7,09 6,19 74,45 0,00

Legenda: Con — koncentracija spermatozoida u mL; Con D — koncentracija spermatozida u dozi;
UP — ukupna pokretljivost; PP — progresivna pokretljivost; BS — brzi spermatozoidi; SS — spori
spermatozoidi; LP — lokalno pokretljivi spermatozoidi; N — nepokretni; C — cirkularni ili
spermatozoidi koji se kre¢u u krug;

Nakon statisticke analize gore navedenih uzoraka seksiranog semena dobijeni su
slede¢i rezultati: ispitivanjem Kkoncentracije spermatozoida u 15 uzoraka
seksiranog semena utvrdena je prose¢na koncentracija od 19,61 +3.958 x 10%/ml
cjakulata (Tabela 2). Najniza utvrdena koncentracija bila je 12,9 x 10%ml, a
najvisa 28,44 x10°ml. NajniZa koncentracija spermatozoida u dozi iznosila je
3,22x10%doza, a najveca 6,0810%/doza.

Tabela 2 Deskriptivne statisticke vrednosti analize parametara seksiranog semena -
koncentracija spermatozoida u mL [10%/mi]

Koncentracija n £ SD SE X min X max CV (%)
semena 15 19,61 3,958 1,022 12,9 28,44 20,18

Ispitivanjem pokretljivosti spermatozoida u 15 uzoraka seksiranog semena,
utvrdena je ukupna pokretljivost od 39,424+7,528%, a procenat spermatozoida koji
su bili nepokretni u uzorcima je bio 60,58+7,528% (Tabela 3).

Tabela 3 Deskriptivne statisticke vrednosti analize parametara seksiranog semena [%]

Parametar n x SD SE X min X max CV (%)
Ukupna pokretljivost 15 39,42 | 7,528 1,944 25,55 56,52 19,10
Progresivna pokretljivost 15 33,64 | 8,659 2,236 19,36 52,73 25,74
Brzi spermatozoidi 15 20,56 | 7,389 1,908 16,47 24,66 35,93
Spori spermatozoidi 15 13,01 | 4,844 1,251 7,09 20,79 37,23
Lokalna pokretljivost 15 5,783 1,927 | 0,4975 2,97 8,82 33,32
Nepokretni 15 60,58 7,528 1,944 43,48 74,45 12,43
kruzna pokretljivost 15 0,065 | 0,094 | 0,0242 0,00 0,28 145,05

Progresivna pokretljivost je varirala od 19,36% do 52,73%, a prosecne vrednosti
su iznosile 33,64+8,659%, procenat brzih spermatozoida u uzorku u proseku se
kretao 20,56+7,389% (od 10,75% do 39,29%), a procenat sporih spermatozoida u
proseku je bio 13,01%+4,844% (od 7,09% do 20,79%). ProseCan procenat
spermatozida koji se krecu u krug ispitanih uzoraka iznosio je 0,065+0,094%, a
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lokalno pokretljivih spermatozoida odnosno titranje u mestu bilo je u proseku
5,783+1,927%.

Procenat zivih spermatozoida kretao se kod ispitivanih uzoraka seksiranog semena
od 34% do 60%. Procenat promena na glavi i repu spermatozoida kretao se od 2%
do 12%, a promena na srednjem delu spermatozoida bilo je manje i iznosio je od
2% do 6%. Broj morfoloski normalnih spermatozoida u uzocima seksiranog
semena je varirao od 2,91x10° do 6,11x10°, a procenat patoloskih spermatozoida
od 8% do 28% (Tabela 4).

Tabela 4 Vrednosti citomorfolodkih parametara semena, metodom po Blomu

Promene Ukupan Broj morfolodki
. 5 . . | Promene Promene - -
Broj Zivilmrtvi na glavi na na repu broj normalnih
uzorka % % srednjem % patoloskih spermatozoida u dozi
delu % formi % (x10°)
1 44 | 56 4 / 4 8 3,55
2 40/60 4 4 8 16 3,51
3 48/52 4 2 8 14 3,83
4 60/40 8 / 4 12 4,78
5 52/48 2 2 6 10 2,91
6 58/42 / / 12 12 4,35
7 52/48 2 / 6 8 3,39
8 58/42 / / 12 12 4,32
9 56/44 4 2 8 14 3,73
10 60/40 8 / 12 20 3,50
11 44/56 8 6 8 22 4,61
12 48/52 8 2 6 16 3,55
13 40/60 6 2 2 10 4,73
14 52/48 6 2 6 14 6,11
15 34//66 12 4 12 28 3,53
DISKUSIJA

Utvrdeni broj spermatozoida po dozi seksiranog semena u nasem radu iznosi u
proseku 4,9x10°, Sto je za 57% viSe nego Sto opisuju u svom radu Macedo i sar.
(2013) gde ona iznosi 2,1x10° Brogliatti i sar. (2003) navode da je procenat
progresivno pokretljivih spermatozoida odmah posle otapanja iznosio 23,1+4,9%,
a posle tri sata procenat je smanjen na 3,7+3,2% dok smo mi u naSim
istrazivanjima dobili progresivnu pokretljivost odmah nakon otapanja uzorka
33,64+8,659%. Seidel i sar. (1997) su ustanovili radom na terenu sa seksiranim
semenom da doze za osemenjavanje junica u rasponu od 1x10° do 2,5x10°
spermatozoida daju zadovoljavajucu stopu zaceca koja iznosi od 35% do 48%.

Steele i sar. (2020) su utvrdili da je procenat progresivno pokretljivih brzih i
sporih spermatozoida iznosio 25,6% i 4,3%, dok smo mi u naSem radu utvrdili da
je procenat brzih spermatozoida iznosio 20,56%7,389% i sporih spermatozoida
13,01%=+4,844%. Dakle, u naSem radu je bio mnogo vec¢i procenat sporih
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spermatozoida nego Sto je utvrdio gore navedeni autor. Isti autor navodi da je
procenat nepokretnih spermatozoida kod seksiranog semena iznosio 64,3%, Sto je
slicno naSim rezultatima ovog parametra kvaliteta semena (60,58+7,528). Za
razliku od naSih rezultata dobili su mnogo manji procenat nepokretnih
spermatozoida kod seksiranog semena i on je iznosio 33%, 30% i 47% kod tri
bika rase holStajn i 50% kod bika rase angus.

Na osnovu Pravilnika o nacinu obelezavanja sperme, nac¢inu vodenja evidencije o

proizvodnji sperme, kao i 0 uslovima koje mora da ispunjava sperma u pogledu
kvaliteta (Propis, 2014), koji propisuje oplodnu sposobnost semena bikova nakon
odmrzavanja, progresivna pokretljivost spermatozoida treba da bude najmanje
50%, Sto ne ispunjava Cetrnaest uzoraka seksiranog semena u nasem radu, tako da
se procenat progresivne pokretljivosti kod uzoraka kretao u proseku 33,64+8,659.
Samo je jedan uzorak imao progresivnu pokretljivost veéu od 50% (52,73%). Stav
2. Pravilnika propisuje da procenat morfoloski promenjenih spermatozoida treba
da bude do 30%, Sto svi uzorci u nasem radu ispunjavaju i on iznosi manje od
28%. Stav 4. Pravilnika propisuje da broj progresivno pokretnih i morfoloski
normalnih spermatozoida u dozi posle odmrzavanja treba da bude najmanje 10
miliona, S§to nije moguce ispuniti kod seksiranog semena, jer njihova
koncentracija u dozi iznosi od 3,22 do 7,11 x10° dok je broj morfolodki
normlanih spermatozoida u uzorcima seksiranog semena varirao od 2,91x10° do
6,11x10°. Svi uzorci semena su bili bakterioloski i mikolodki negativni, $to je u
skladu stavom 5. istog Pravilnika koji propisuje da ukupan broj bakterija u uzorku
mora da bude do 500 CFU/ml.

ZAKLJUCAK

Vaze¢i Pravilnik o nacinu obelezavanja sperme, nacinu vodenja evidencije o
proizvodnji sperme, kao i 0 uslovima koje mora da ispunjava sperma u pogledu
kvaliteta (Sluzbeni glasnik Republike Srbije, 38/14) ne propisuje parametre
kvaliteta seksiranog semena. Uzimaju¢i u obzir trend povecane upotrebe
seksiranog semena od strane farmera neophodno je ¢eS¢e sprovodenje analiza
seksiranog semena CASA metodom a u cilju dobijanja normativa koji bi postali
sastavni deo Pravilnika. Time bi se olakSala manipulacija seksiranim semenom na
trzistu i utvrdili standardi za procenu kvaliteta seksiranog semena.
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