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POPIS KRATICA

ABP (Androgen Binding Protein) = protein koji veze androgen

BSE (Breeding Soundnes Examination) = pregled rasplodne sposobnosti psa

CASA (computer aided semen analysis) = kompjutprska analiza sperme

ClI (confidence interval) = interval pouzdanosti

ELFA metoda (Enzyme Linked Fluoroscent Assay) = enzimski imunofluorescentni test
FSH = folikulostimuliraju¢i hormon

HOS test (hypoosmotic swelling test) = test hipoosmotskog bubrenja

MORH = Ministarstvo obrane Republike Hrvatske

OSRH = Oruzane snage Republike Hrvatske

VP = Vojna Policija
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1. UVOD

Smatra se da je pas (Canis familiaris) jedna od prvih domesticiranih Zivotinja u
svijetu (MOREY, 1994.), a istrazivanja su pokazala da je nastao prije 14 000 godina te da
je izravni potomak sivog vuka (Canis lupus). Psi su danas koriSteni u brojne svrhe poput
lovackih pasa, pasa za cuvarsku namjenu, pastirskih pasa, vodic¢a slijepih 1 invalidnih

osoba, pasa za spaSavanje te policijskih i radnih vojnih pasa.

OruZane snage Republike Hrvatske sluZzbene vojne pse koriste od 1992. godine. Te
godine obiljezeno je i1 ustrojavanje Satnije za obuku vodic¢a i sluzbenih pasa "Satnik

Kresimir Ivosevic¢", ¢iji su psi sudjelovali u izradi ovog znanstvenog rada.

Pravodobno planiranje uzgoja u skladu s potrebama Ministarstva obrane Republike
Hrvatske ukljucuje selekciju uzgojnih i radnih pasa u korist onih reproduktivno najboljih.
Zato je bitno pratiti njihov klini¢ki status i reproduktivni potencijal u smislu selekcije pasa
s najkvalitetnijim zdravstvenim i reproduktivnim karakteristikama kako bismo dobili

potomke s najboljim karakteristikama vojnog radnog psa.

UzgajivaCnica Satnije registrirana je pri  Hrvatskom kinoloSkom savezu 1
Ministarstvu poljoprivrede. Satnija se trenutno bavi uzgojem pasmina njemackih,
belgijskih te nizozemskih ovcara. Postoji nekoliko namjena pasa, a to su: zaStitno-tragacka,
zaStitna, tragaCka, Cuvarska, detekcija eksploziva, detekcija droga, detekcija duhana 1
duhanskih proizvoda. Radni vijek obu¢avanih pasa je do 8 godina, nakon Cega slijedi
zasluzena mirovina. Odluka o prestanku radnih aktivnosti pasa donosi se u okviru procjene
radne sposobnosti, nakon procjene zdravstvenog statusa od strane veterinarske struke
(VLAHOVIC, 2017.).

Uzgajivacnica Issy Top, ¢ije pse smo koristili u istrazivanju reproduktivnog
potencijala, dobila je ime po prvoj uzgojnoj zenki Satnije ,KreSimir Ivosevi¢“. Valja
napomenuti da psi koje smo pregledavali sudjeluju i u brojnim medunarodnim mirovnim
misijama i1 vjezbama, najvise u Afganistanu, gdje pokazuju velike uspjehe u radu, razvoju i
obuci. Stoga je vrlo bitno vrSiti selekciju nad najizdrZljivijim psima i psima sa
sposobnostima najbrze prilagodbe raznim klimatskim uvjetima. Ekstremni napori
sluzbenih i1 radnih pasa, okolina u kojoj pas zivi, stres, ekstremne temperature te drugi

nepovoljni uvjeti mogu biti uzrok smanjene plodnosti. Iz svega navedenog mozemo



ustanoviti da je nuzno ukljuciti niz pretraga, od klinickih do laboratorijskih, kako bi dobili

potpuni uvid u reproduktivni potencijal pasa.

2. HIPOTEZA

Pretpostavka je da proizvodnja sjemena u pasa ovisi 0 masi funkcionalnog tkiva
testisa. Ultrazvuéno odredivanje obujma testisa u pasa razli¢itih dobnih kategorija te
usporedba s kvalitetom polucenog ejakulata i razinom testosterona, pruziti ¢e detaljan uvid

u reproduktivni potencijal pasa te omoguciti selekciju najkvalitetnijih pasa za raspolod.

3. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Osnovni cilj ovog istrazivanja je ustanoviti reproduktivni potencijal vojnih
rasplodnih i radnih pasa Ministarstva obrane Republike Hrvatske. Reproduktivni potencijal
utvrduje se nizom pretraga koje ukljucuju klinicki 1 androloski pregled, hormonalni status,
ultrazvuéni pregled 1 pregled ejakulata. Povezivanjem reproduktivnih parametara s
kvalitetom ejakulata i razinom testosterona dobiti ¢emo precizniji uvid u reproduktivni

potencijal pasa.

3.1. SPECIFICNI CILJEVT:

1. usporediti reproduktivne parametre pasa dobivene ultrazvu¢nim pregledom testisa,
epididimisa i prostate pasa u dvije dobne kategorije

2. usporediti kvalitetu ejakulata pasa u dvije dobne kategorije

3. ispitati prezivljavanje pohranjenih spermija u komercijalnom razrjedivacu na 4 °C
nakon 24, 48 i1 72 sata;

4. odrediti razinu testosterona iz prikupljenih ostatnih uzoraka seruma

5. istraziti utjecaj dobi na reproduktivne parametre, kvalitetu ejakulata i razinu
testosterona

6. istraziti povezanost reproduktivnih parametara s kvalitetom ejakulata i razinom

testosterona.



4. PREGLED LITERATURE

4.1. ANATOMIJA | FIZIOLOGIJA MUSKIH SPOLNIH ORGANA

U muske spolne organe (organa genitalia masculina) ubrajamo:
1. dva testisa (testes, orchis), smjesteni u mosnji (scrotum)

2. sjemenovode (ductus deferens)

3. nuzjaja (epididymis)

4. uretru, mokracnicu (urethra masculina)

5. prostatu (glandula prostatica)

6. spolni ud (penis)

7. prepucij ili puzdru (praeputium).

Bladder
Prostate

Testicle

Bulbus
glandis i

Urethra
Slika 1. Spolni organi psa (izvor: MSD and the MSD Veterinary Manual, Merck & Co., Inc.,

Kenilworth, NJ, USA., preuzeto s https://www.merckvetmanual.com/dog-owners/reproductive-
disorders-of-dogs/the-gonads-and-genital-tract-of-dogs (21.07.2019))


https://www.merckvetmanual.com/dog-owners/reproductive-disorders-of-dogs/the-gonads-and-genital-tract-of-dogs
https://www.merckvetmanual.com/dog-owners/reproductive-disorders-of-dogs/the-gonads-and-genital-tract-of-dogs

4.1.1. Testisi (Testes)

Testisi pasa leze u skrotumu koji je bez dlake i Cesto pigmentiran. SmjeSteni Su
ispod repa u perinealnoj regiji. Njihova funkcija je proizvodnja spolnih stanica (spermija) i
lucenje androgenih hormona, odnosno testosterona koji je odgovoran za spermatogenezu i
spolno ponasanje muzjaka. Relativno su mali (veli¢ine oraha), $to ovisi i 0 veli¢ini
zivotinje, okruglog ili jajolikog oblika (ASPINALL, 2004.). Testise prekriva tanka, bijela,
serozna opna tunica vaginalis propria, koja je visceralni list peritoneuma. Ona prekriva
¢itavu povrSinu testisa, osim podrucja gdje iz sjemenog traka u testis ulaze krvne zile i
zivcei. Ispod nje nalazi se tunica albuginea testis, ¢ahura od gustog bijelog fibroznog tkiva i
glatkih miSiénih vlakana. UnutraSnja povrSina tunike albuginae sadrzi mnogo vijugavih
krvnih Zilica. Ona leZi na parenhimu testisa te zrakasto prodire u njega dijele¢i ga na
reznjice (lobuli testis). Svaki reznji¢ sastoji se od 2 do 3 zavijena sjemena kanali¢a (tubuli
contorti seu seminiferi) u kojima se odvija proces spermatogeneze. S obzirom da sjemeni
kanali¢i ¢ine priblizno 90% mase testisa, volumen testisa je vefinom odraz
spermatogeneze (LENZ i sur., 1993.). Sjemeni kanaliéi sastoje se od vezivne ovojnice, bazalne
membrane i1 zametnog epitela koji c¢ine dvije vrste stanica, Sertolijeve stanice i stanice
spermatogeneze. Sertolijeve stanice su velike vretenaste stanice, manje brojne od
spermatogonija. Nakon stimulacije s folikulostimuliraju¢im hormonom (FSH) proizvode
estrogene, inhibin i androgen binding protein (ABP), hranjive tvari koje pomazu
prezivljavanje spermija tijekom putovanja kroz tubule. Inhibin negativhom povratnom
spregom djeluje na lu¢enje FSH. Otoci¢i intersticijskog tkiva ili Leydigove stanice
razbacane su u manjim grupama izmedu reznji¢a parenhima testisa, u intersticiju s krvnim
zilama i zivcima. One izlucuju muske spolne hormone (testosteron i ostale androgene).
Zavijeni sjemeni kanali¢i tubuli contorti prelaze u tubuli recti, a oni ulaze u mrezicu
anastomoziraju¢ih kanala oblozenih epitelnim stanicama, poznatih kao rete testis. 1z rete
testis izlaze izvodni kanali (vasa efferentia) koji se udruzuju i prelaze u epididimis,
dugacku vijugavu cijev koja se pruza uz dorzolateralnu granicu testisa (CERGOLJ 1

SAMARDZIJA, 2006.).

Trenutno se koristi nekoliko metoda 1 tehnika u mjerenju 1 klinickoj procjeni
obujma testisa, uklju¢ujuéi orhidometar, ravnala, pomi¢nu mjerku i ultrazvuk. Precizno
utvrdivanje obujma testisa od velike je vaznosti pri pregledu pacijenata s raznim

poremecajima koji utjeCu na rast i razvoj testisa (PALTIEL i sur., 2002.) Nadalje,
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utvrdivanje to¢nog obujma testisa od velike je koristi u pracenju razvoja u pubertetu i
posljedica koje na reproduktivhu funkciju imaju razne bolesti, traume, orhitisi,
epididimitisi, vazektomije, skrotalne hernije te njihovo lije¢enje (CHIPKEVITCH i sur.,
1996., PALTIEL i sur., 2002.). lako je u veéini slucajeva dovoljno definirati veli¢inu
testisa na malu, srednju i veliku, u nekim klinickim slucajevima je potrebna puno veca
preciznost u mjerenju. Primjerice, u situacijama kada se poblize prate promjene u
pubertetu, prilikom pracenja patoloskih procesa na testisima ili pri procjeni terapeutskih i
hormonalnih ucinaka pojedinih pripravaka na testise. U navedenim, ali i ostalim
istrazivanjima (ZELLI 1 sur.,, 2013.), mjerenja obujma testisa pokazala su izravnu
povezanost s kvalitetom sjemena. lako se o najpreciznijoj metodi i dalje vode rasprave,
ultrazvuk se smatra najpouzdanijom metodom za procjenu obujma in situ (DIAMOND i
sur., 2000., SAKAMOTO i sur., 2008.).

4.1.2. Mosnja (Scrotum)

Mosnja je dvodijelna kozna vreca koja visi izvan trbusne Supljine, a u kojoj su
smjeSteni testisi 1 epididimisi te jednim dijelom sjemenovodi. Nalazi se na pola duZine

1izmedu preponskog podrucja i anusa.

U unutrasnjosti je podijeljena sredisnjom pregradom na dvije skrotalne vrece, a
svaka ima po jedan testis. Skrotum je kozna vreca gradena od mnos$tva fibroelasti¢nih i
misi¢nih vlakana, od kojih je najistaknutiji sloj tunica dartos. (NOAKES i sur., 2001.).
Unutar stijenki skrotuma je m. dartos, sloj glatkog misi¢ja. Kada se on kontrahira, povlaci
skrotalnu kozu, a time 1 testise blize tijelu. To se dogada za hladnog vremena $to podize
temperaturu testikularnog tkiva. U toplo vrijeme dogada se suprotno, skrotalna vreca se

izduzuje, a testisi vise dalje od tijela. Na taj na¢in odrzava se niza temperatura i osigurana

je spermatogeneza koja bi na visokim temperaturama bila inhibirana.
Skrotum se sastoji od sljede¢ih slojeva:

1. vanjski sloj, koza ili epidermis — tanka, glatka, elasticna, obrasla kratkim dlakama,
opskrbljena lojnim 1 znojnim zlijjezdama, koje odrzavaju temperaturu u testisima,

razdijeljena s raphe scroti.

2. tunica dartos - sastoji se od fibroelasticnog tkiva i glatkih misica, ¢vrsto prianja uz kozu,

tijesno je povezana sa tunicom vaginalis na dnu skrotuma. Tunica dartos djeluje kao



termoregulator jer kontrahira testise prema abdomenu kada je hladno i relaksira kada je
toplo.

3. fascia scroti — povrsna i duboka fascija te interfascijalni labavi, tanki sloj vezivnog tkiva
(stratum subdarticum) izmedu tunice dartos i parijetalnog sloja tunice vaginalis. Ovo tkivo

omogucuje testisima pomicanje u gornjem i donjem smjeru.

4. tunica vaginalis, parijetalni sloj (tunica vaginalis comunis) — fibroserozna vreéa koja se
nastavlja iz parijetalnog lista peritoneuma koji okruzuje unutarnji ingvinalni otvor. Proteze
se kroz ingvinalni kanal do dna skrotuma. Oblaze skrotum, u gornjem dijelu je tanka, a u

skrotalnom dijelu debela.

5. tunica vaginalis, visceralni sloj (tunica vaginalis propria) — prekriva testis, epididimis i

sjemensko uze.

4.1.3. Sjemensko uze (Funiculus spermaticus)

Funiculus spermaticus proteze se od ingvinalnog prstena i povezuje se s
dorzalnim krajem testisa. Sjemensko uze ¢ine: arteria spermatica, vena spermatica koja
tvori venozni pletez plexus pampiniformis oko arterije, limfne Zzile, simpaticki zivci oko
krvnih zila, ductus deferens, musculus cremaster internus te tunica vaginalis propria.
Glatki miSi¢i sjemenskog uZeta svojim kontrakcijama podizu testise blize tijelu (prema
ingvinalnom kanalu), a relaksacijom izduzuju skrotum. Zajedno s m. cremaster djeluje i
tunica dartos te m. dartos. Ovaj proces vazan je za odrzavanje niZze temperature testisa

potrebne za spermatogenezu (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

4.1.4. Nuzjaja (Epididymis)

Epididimisi su parni organi sastavljeni od zavijenih kanali¢a (ductus epididymis)
koji su vazni za skladiStenje, sazrijevanje i transport spermija. Povezani su s testisima s
fibroznim tkivom. Epididimis se sastoji od glave, tijela i repa. Proksimalni kraj epididimisa
zove se glava ili caput epididymis, intermedijalni dio je tijelo ili corpus epididymis, a
najduzi distalni kraj zove se rep ili cauda epididymis. Rep epididimisa nastavlja se duz
dorzomedijalne povrsine kao ductus deferens, koji ulazi u abdomen kroz ingvinalni kanal

te zavrSava u dorzalnom dijelu prostate (SEHIC i sur., 2006.) i glavno je mjesto



skladiStenja ejakulata. Glava epididimisa sastoji se od 6 - 12 izvodnih kanali¢a (ductuli
efferentes) koji izlaze iz rete testis i spajaju se u jedan glavni kanal, ductus epididymis. Taj
kanal prelazi u sjemenovod. Glava epididimisa je ¢vrsto povezana s testisom pomocu

njegovih odvodnih kanala, vezivnog tkiva i serozne membrane.

Epididimisi posjeduju trepetljikasti epitel koji pomaze pokretanju spermija s
peristaltiCkim kontrakcijama prema sjemenovodu. Prolaskom kroz epididimis spermiji
dobiju lipoproteinsku ovojnicu koja stiti spermije od vanjskih utjecaja i daje im negativni
elektriéni naboj. Zbog toga se spermiji medusobno odbijaju, sprijecena je aglutinacija
spermija i omoguceno im je progresivno gibanje. Spermijima je potrebno do petnaestak
dana za prolazak kroz epididimis, a postaju pokretljivi kada se pomijesaju sa sjemenom
plazmom. Tijekom sazrijevanja spermiji gube protoplazmatsku kapljicu. Na osnovu
protoplazmatske kapljice razlikujemo zrele od nezrelih spermija (CERGOLJ i
SAMARDZIJA, 2006.).

Epididimis regulira izlu¢ivanje spermija pri spolnom aktu i ne dopusta potpuno
praznjenje. Prekomjernim iskoriStavanjem mladog psa znacajno se smanjuje koliCina

spermija skladiStena u repu epididimisa, $to smanjuje plodnost (ASPINALL, 2004.).

4.1.5. Sjemenovod (Ductus deferens)

Ductus deferens je jednostavni produzetak epididimisa, a smjesten je od repa
epididimisa do uretre u zdjelici. Sjemenovodi su parni organi, tanki misi¢ni kanali, malog
lumena. Primarna uloga im je transport spermija od epididimisa do uretre. Protezu se
dorzalno kroz funiculus spermaticus, zatim prolaze kroz ingvinalni kanal, pa sve do uretre
(u blizini vrata mokra¢nog mjehura). Sjemenovodi se sastoje od sluznice ispod koje lezi

glatki miSi¢ koji provodi spermu za vrijeme ejakulacije (ASPINALL, 2004.).

4.1.6. Mokraénica (Urethra masculina)

Uretra muzjaka je dugacka miSi¢no-sluzni¢ka cijev koja se proteze od
mokra¢nog mjehura do glave penisa te sluzi za odvod urina i sperme. Uretra poc¢inje na
vratu mokra¢nog mjehura s orificium urethrae internum i zavrSava na vrhu penisa s
orificium urethrae externum (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.) Ona ide unatrag po dnu

zdjelice, obilazi ishijadi¢ni luk u oStrom zavoju, pa se nastavlja naprijed kao dio penisa
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okruzena spuzvastim tijelom uretre (SISSON, 1962.). U blizini vrata mjehura uretra je
povezana sa parnim otvorima sjemenovoda i okruzena je s prostatom. Dugacka pseca
uretra podijeljena je u tri dijela: zdjeli¢ni dio (pars pelvina), bulbus urethrae i penisni dio

uretre (pars externa).

4.1.7. Prostata (Glandula prostatica)

Prostata je akcesorna zlijezda tubuloalveolarnog tipa koja izlucuje bistar,
vodenasto-serozni luznati sekret koji u psa ¢ini veéinu trece frakcije sjemena (AROKIA i
sur., 2016.). Lezi na izlazu uretre iz mokra¢nog mjehura gdje se nalazi ve¢i broj izvodnih
kanali¢a koji se ulijevaju u uretru. Prostata psa reznjaste je strukture, podijeljena
medijanom pregradom i obuhvacdena kapsulom koja se sastoji od glatkog misi¢ja 1
fibroznog vezivnog tkiva. Kapsula ima pregrade koje se prostiru u parenhim prostate,
stvarajuéi reZnjeve parenhima Zlijezde (SEHIC i sur., 2006.). LuZnati sekret prostate je od
velikog znadenja za pokretljivost spermija koji su do mijeSanja s ovim sekretom bili
inaktivirani kiselim medijem epididimisa (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Veli¢ina i
polozaj zdrave prostate promjenjivi su i ovise o veli¢ini i dobi psa. Ovisna je o androgenim
hormonima, pa se povecava tijekom starosti u intaktnih pasa, a atrofira u kastriranih

muzjaka.

4.1.8. Udo (Penis)

Penis psa je muski kopulacijski organ, slicne grade kao i u ostalih domacih
zivotinja. Medutim, znacajna razlika je §to penis psa ima bulbus glandis na anteriornom
kraju penisa, koji se napuni krvlju u erekciji 1 omogucéuje kopulacijsko vezanje tijekom
parenja. Takoder, penis ima i kost (0s penis) lokaliziranu na kraju penisa, koja odrzava
rigidnost penisa u vagini tijekom parenja. Fleksibilan je 1 moZe se saviti za skoro 90°
tijekom kopulacijskog vezanja. Penis se pruza kranioventralno i prolazi izvan zdjelice u

prepucij.
Penis se sastoji od tri dijela:

- korijen (radix penis) koji ima dva kraka (crura penis), a koji idu od ishijadi¢cnog luka i

spajaju se u trupu penisa.



- trup ili tijelo(corpus penis), ¢ini glavninu organa

- glavi¢ (glans penis), prosireni slobodni kraj koji je dobro opskrbljen senzornim Zivcima
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Glavié¢ proizlazi iz kavernoznog tijela uretre. Koza

koja prekriva glavic je tanka, bez zlijezda i bogato opskrbljena zivcima.

Tijekom erekcije, bulbus (prva Cetvrtina) glavica penisa bubri. Tijekom koitusa,
vaginalni miSi¢i kuje ¢vrsto stisnu glavié, ograniavaju protok venske krvi iz erektilnog

tkiva Sto pomaze odrzavanju erekcije (JOHNSTON i sur., 2001.).

Glavi¢ je dugacak 1 pruza se po ¢itavoj duzini kosti. Prednji dio glavica (pars
longa glandis) je cilindrican, a iza Se njega nalazi okruglo proSirenje bulbus glandis. 1z
bulbusa proizlaze dvije dorzalne vene i sjedinjuju se kod ishijadicnog luka. Sa sjedisne
kvrge, obostrano, polazi mali misi¢ (m. compressor venae dorsalis penis). Ovaj misi¢

komprimira dorzalne vene i pomaze pri erekciji penisa i pri kopulaciji.

Penis je sastavljen uglavnom od erektilnog tkiva. Penis psa se u straznjem dijelu
sastoji od dva odvojena kavernozna tijela, a odvaja ih medijani septum penis. Penis je
graden od dugackog kavernoznog tijela (corpus cavernosum penis) koje prekriva debela
vezivno-tkivna kapsula, tunica albuginea. Ono zapocinje s obje strane ishijadi¢nog luka
kao crus penis koji je ulozen u m. ischiocavernosus. Ventralno od ovoga nalazi se
kavernozno tijelo uretre (corpus cavernosum urethrae), manja struktura koja okruzuje
izvanzdjeli¢nu uretru i nastavlja se u glans penis. Na korijenu penisa ¢ini prosirenje bulbus
urethrae. Ta dva tijela su spuzvaste strukture i podijeljena su u viSe prostora. Kavernozni
prostori su venskog karaktera, pune se iz vena koje dolaze iz prepucija, ispune se krvlju za

vrijeme spolnog uzbudenja i uzrokuju erekciju (SISSON, 1962.).

Dva su bitna miSi¢a povezana sa penisom: ishiokavernozni i erektilni misi¢ na
korijenu penisa. M. ischiocavernosus je kratki, snazni, parni misSi¢ koji polazi od sjedne
kvrge i okolnih dijelova Sirokog zdjelicnog ligamenta, a zavrSava na kraku i okolni je dio
tijela penisa. Povlaci penis prema zdjelici i odrzava erekciju ¢ine¢i kompresiju na dorzalne
vene penisa. M. retractor penis je glatki misi¢ koji se uzdiZe na ventralne povrsine prvog i
drugog repnog kraljeska, dijeli se i1 sastaje ispod anusa. MiSi¢ prolazi duljinom tijela
penisa, pri¢vrséen za tunicu albugineu penisa. Nakon erekcije povlaci penis natrag u

prepucij (SISSON, 1962.).



4.1.9. Puzdra (Preputium)

Prepucij je dvostruka invaginacija koZze koja potpuno prekriva slobodni dio
neerigiranog penisa. Psi imaju mali prepucij na ¢ijem je kraju otvor iz kojeg penis
prolabira. Vanjski otvor zove se ostium praeputiales, a na njemu sluznica prelazi u kozu.
Izvana se prepucij sastoji od sloja koze, a iznutra od sluznice koja prelazi na sluznicu

penisa (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

4.2. SPOLNOST

4.2.1. Pubertet i raspolodna zrelost

Pubertetom nazivamo razdoblje u kojem jedinka postaje sposobna imati potomstvo.

Ulazak muzjaka u pubertet ovisan je o pasmini. PSi manjeg rasta sazrijevaju ranije,
dok oni veceg rasta u adolescentnu dob i pubertet ulaze i sazrijevaju kasnije. Prosje¢na dob
ulaska u pubertet je 6-8 mjeseci starosti. Spermatogeneza zapocinje oko 20. tjedna Zivota, a
spermiji su u epididimisu prisutni nakon 32. tjedna starosti. Vecina pasa ¢e ejakulirati
spermije u dobi od 12 mjeseci, no rane ejakulacije mogu biti azospermic¢ne. Rasplodna
zrelost postize se u dobi od 18-30 mjeseci, ovisno o pasmini. Istrazivanja su pokazala da se
reproduktivni kapacitet pasa temelji na njihovoj starosti. Psi starosti 2- 3 godine imaju
najvec¢i volumen ejakulata te najvecu koncentraciju spermija, stoga se moze zakljuciti da je
upravo to adekvatna dob za kvalitetan rasplod (FILIPCIK i sur., 2011.). Koncentracija
testosterona raste nakon 24. tjedna Zivota, postizuci razinu odraslih pasa s otprilike 32
tjedna Zivota (JOHNSTON i sur., 2001.).

Zdravi muzjak moze pariti svakih 2-5 dana 1 time zadrZati optimalnu koncentraciju i
kvalitetu spermija. Spermatogeneza se u pasa odvija do kraja njihova zivota, no kako stare,
plodnost im opada. Iz tog razloga psi zavrSavaju reproduktivnu dob s 8 do 9 godina

starosti.
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4.2.2. Libido

Libido ili spolni nagon je ovisan o androgenim steroidnim hormonima koji utjecu

na agresivno ponasanje muzjaka, parenje i funkciju muskog spolnog sustava.

Spolni zivot pasa prirodan je i nagonski te dominira u svim fizickim i psihickim
zbivanjima u organizmu. Spolni nagon predstavlja najja¢i nagon u zivotinjskom svijetu.
Muzjak nije podlozan ciklickim promjenama kao kuja, a njegov se nagon budi se na
mirisni podrazaj iscjetka kuje koja se tjera (JOHNSTON i sur., 2001.). Spolni nagon
muzjaka posljedica je niza hormonalnih 1 Zivéanih podrazaja koji prouzroce erekciju
spolnog uda, opasivanje Zenke, kopulaciju i ejakulaciju (SENGER, 2012.). Svrha spolnog

ponasanja je produzenje vrste.

4.2.3. Spolni refleksi

Spolni refleksi su reakcije organizma na vanjske podrazaje koje organizam prima
preko osjetilnih organa, a koji preko sredisnjeg Ziv€anog sustava nadrazuju spolne organe i

u njima prouzroce refleksni odgovor.

Da bi uopée doslo do spolnog akta, muzjak mora imati prirodene spolne reflekse, a
to su: refleks priblizavanja, refleks erekcije, refleks opasivanja, refleks kopulacije 1 refleks

ejakulacije (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

4.3. SPERMA

Sperma (gré. omépua, spérma; lat. semen) mutna je mlije¢nobijela do blijedozuta

tekucina koja se pod odredenim uvjetima izbacuje iz sjemenih puteva.

4.3.1. Ejakulat

Ejakulat se stvara od spolne zrelosti do senilnosti ejakulacijom ili polucijom.

Ejakulacija nastaje djelomi¢no praznjenjem sadrzaja testisa, epididimisa 1 prostate.
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Ejakulat se sastoji od spermija, epitelnih stanica i sjemene plazme. Sjemena plazma je
mjesavina sekreta akcesornih spolnih Zlijezda, nuzjaja, sjemenovoda i uretre. Sastoji se od
staniénih elemenata (spermiji, epitelne stanice, eritrociti, leukociti, lipidna i amiloidna
transportu. Izotoni¢na je tekudina u kojoj su Na, K, Mg, Ca, Zn, Mn, Cu, kloridi,
bikarbonati, fosfati, sulfati, fruktoza, limunska kiselina, alanin, glicin, tirozin, vitamini A,
D, E, C, B kompleksa, prostaglandini i razni enzimi, Fe u tragovima (CERGOLJ i
SAMARDZIJA, 2006.). Razumljivo je da ejakulat nije sterilna tekuéina, nego je bogata
raznovrsnom florom koja je normalan sastavni dio sjemene tekucine, stoga je prije samog
sakupljanja sjemena potrebno ocistiti prepucij 1 vrh penisa fizioloSkom otopinom

(FELDMAN i NELSON, 1996.).

4.3.2. Spermiji

Spermiji su specifi¢ne stanice koje ne rastu i ne dijele se. Imaju specifi¢an oblik, a
karakterizira ith moguénost samostalnog kretanja, sposobnost prezivljavanja (i oplodnje)
izvan organizma u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Imaju malu citoplazmu, $to ih
razlikuje od drugih stanica (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

stani¢na vrat

b srednji
membrana ,
rcp dio

aksijalni
filament repa
spermija

jezgra

akrosoma

Slika 2. Grada spermija (Izvor: CERGOLJ, M., M. SAMARDZIJA (2006))
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Grada spermija:

a) Glava je ovalnog oblika i spljostena dorzoventralno. Njezin asimetri¢an oblik
omogucuje joj pravocrtno i rotacijsko gibanje spermija. Na glavi spermija mozemo
razlikovati jezgru i citoplazmu. Jezgra (nucleus) ima tanak sloj protoplazme i sadrzi
kompletan genski materijal. Sastoji se od kromatinam DNK, RNK , bjelancevina te
alkalne fosfataze. Prednji dio spermija pokriva akrosoma (nalikuje kapi) koja je
bogata enzimima koji mogu razgraditi zonu pellucidu jajne stanice.

b) Srednji dio spermija sastoji se od vrata i tijela. Vrat je kratak i u njemu se nalazi
bazalno tjelesce od kojeg polaze dvije aksoneme- centralna i spiralna.

¢) Rep je najduzi dio spermija, izgleda poput bi¢a. Pokreée spermij brzinom od 4 mm
po sekundi. Sadrzi centralnu aksonemu koja je u podrucju srednjeg dijela omotana
spiralnom mitohondrijskom ovojnicom. Aksonema zavr$ava na samom repu poput
kista (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

4.4. ANDROLOSKI PREGLED

4.4.1. Reproduktivna anamneza

Pregled rasplodne sposobnosti pasa (engl. Breeding Soundnes Examination, BSE)
metoda je za ocjenjivanje rasplodnog potencijala (MEMON, 2007.). Princip pregleda
temelji se na utvrdivanju znaajki pomocu kojih je moguce predvidjeti rasplodni
potencijal, no unato¢ ve¢ utemeljenom misljenju o pozitivnim stranama te preporukama za
koriStenje BSE, do sada nije provedeno sveobuhvatno istrazivanje koje bi ukazalo na
razlike u BSE izmedu plodnih i neplodnih pasa.

Kljuéne znacajke BSE ukljucuju klinicki pregled reproduktivnog sustava, provjeru
libida, pregled i ocjenu kvalitete sjemena, endokrinolosko testiranje te ultrazvucni pregled
reproduktivnog sustava (MEMON, 2007., LOPATE, 2012.).

Prvi korak u pregledu rasplodne sposobnosti je uzimanje reproduktivne anamneze,
koja obuhvac¢a podatke o dosadasnjoj reprodukciji jedinke, ukljuc¢ujuci broj parenja, nacin

oplodnje (prirodnim parenjem, umjetnim osjemenjivanjem - vaginalna, transcervikalna ili
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kirur§ka metoda; umjetno osjemenjivanje svjezim, ohladenim ili smrznutim ejakulatom),
uspjesnost parenja/osjemenjivanja te veli¢inu legla.

Nakon toga slijedi op¢i klini¢ki pregled, gdje se osobita pozornost skrece na stanje
svakog pojedinog tjelesnog sustava ukljucujuc¢i kozu, o¢i, srce, pluca, abdomen 1 miSi¢no-
kostani sustav. Prilikom opce klinicke pretrage rasplodnja katreba uzeti u obzir njegovu
dob, spolno iskustvo, kondiciju, temperament i prikrivene bolesti. Tek nakon uc¢injenog
kompletnog klinickog pregleda slijedi pregled spolnog sustava (SODERBERG, 1986.,
KOLSTER, 2018.).

4.4.2. Androloski pregled

Androloski pregled ukljucuje pregled vanjskih spolnih organa, palpaciju testisa,
epididimisa, koze skrotuma i sjemenskog uzeta te pomicnost testisa u skrotumu.
Inspekcijom skrotuma i testisa ocjenjuje se odgovaraju li veli¢inom dobi i pasmini
rasplodnjaka, procjenjuje se simetri¢nosti lijeve i desne strane skrotuma i eventualno
prisustvo patoloskih promjena na skrotumu (ekcemi, rane, ozljede, ektoparaziti itd.).
Veli¢ina skrotuma i testisa mora odgovarati dobi i pasmini rasplodnjaka, a lijeva i desna
strana trebaju biti pribliZno simetricne, bez patoloSkih promjena (CERGOLJ 1
SAMARDZIJA, 2006.).

4.5. ULTRAZVUCNI PREGLED

Anatomska grada i1 smjeStaj testisa omogucava jednostavnost i pristupacnost
ultrazvuénom pregledu. Ultrazvuk omogucuje prikaz unutrasnjih struktura u testisima i

omogucava vizualizaciju eventualnih abnormalnosti.

Ultrazvu¢ni pregled testisa omogucava tocnu procjenu oblika, velicine 1 ehogenosti
testisa i1 epididimisa (ENGLAND, 1991.). Dosadasnji rad utemeljen je na B-mode
ultrazvuénom prikazu testisa i prostate (ENGLAND, 1991., SOUZA 1 sur., 2017.).
Analizom digitalne slike ultrazvuka opisujemo ehogene i heterogene karakteristike testisa i
prostate te ih usporedujemo s ostalim parametrima koji sudjeluju u procjeni kvalitete
sjemena (MOXON i sur., 2015.). Testis psa je ehogen s homogenom, osrednjom
ehostrukturom. Parijetalna i visceralna tunika tvore tanki hiperehogeni periferni eho.
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Medijastin testisa vidljiv je kao ehogena centralna linearna struktura srednjeg poduznog
smjera, a u srednjem popre¢nom smjeru kao centralni Zari$ni eho. Za izravnu usporedbu
svaki se testis zasebno moze oslikati u popre¢nom i dorzalnom smjeru. Rep epididimisa je
slabije ehogen u odnosu na parenhim testisa. Glava i tijelo epididimisa skoro su izoehogeni
s testisom. Zdrava prostata u mladih i nekastriranih pasa srednje dobi ima skoro homogenu
sliku, srednje do fine strukture. Razlicite je ehogenosti, a reznjevi se ne mogu pojedina¢no

razlu¢iti. U poduznoj slici prostata je okrugla do ovalna (SEHIC i sur., 2006.).

Ultrazvuk se nadalje koristi i kao zlatni standard u usporedbi raznih tehnika
mjerenja. Ipak, pojedini autori (PALTIEL i sur., 2002.) ukazali su na razne varijabilnosti u
ultrazvucnim procjenama koje ovise o klini¢aru koji obavlja taj pregled i formulama koje
koristi. U nedavno provedenom eksperimentalnom istraZivanju na psima zaklju€eno je da
je najpreciznija Lambertova empirijska formula za odredivanje volumena testisa: duzina

(L) x sirina (W) x visina (H) x 0,71 (LAMBERT, 1951., HSIEH i sur., 2009.).

4.6. POLUCIVANIJE EJAKULATA

Polu¢ivanje ejakulata i njegova pretraga sastavni je dio pregleda rasplodnih pasa. S
obzirom da kvaliteta ejakulata izravno utjece na reproduktivni potencijal pasa, razvile su se
1 brojne metode za analizu kakvoce ejakulata. Sjeme se uzima neposredno nakon
ultrazvuénog pregleda tehnikom manualne fiksacije penisa, uz ili bez prisutnosti kuje

(ENGLAND, 1999.). Razumljivo, odsustvo kuje moze negativno utjecati na broj spermija.

NajceS¢e koriStena metoda za uzimanje ejakulata je manualna fiksacija penisa
(FARSTAD, 2010., JOHNSTON i sur., 2001., LINDE FORSBERG, 2005.). Idealni uvjeti
za uzimanje ejakulata stvaraju se uz prisutnost kuje u estrusu koja uzbuduje muzjake
(MARKS i sur., 1994.). Pas se dovede sa straznje strane kuje i omoguéi mu se njusenje
stidnice §to dovodi penis u stanje erekcije. Uzimanje sjemena u psa se provodi u stabilnom
stojeéem poloZaju, a nikako na klizavom podu ili stolu. Osoba koja uzima ejakulat treba prici
muzjaku po moguénosti s lijeve strane, ako je deSnjak, a zatim izvuéi penis gurajuci
prepucij dorzalno preko bulbusa. Ostane li bulbus u prepuciju, jaka erekcija stvara kod psa
izrazitu bol. Pritiskom na penis, naroc¢ito na podrucju neposredno iznad bulbusa pojaca se

erekcija 1 pas poslije nekoliko koitalnih pokreta po¢ne ejakulirati (BLENDINGER, 2007.).
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Nakon zavrSenog polucivanja ejakulata, psa se moze udaljiti od kuje pri ¢emu treba
paziti da ne ozlijedi erigirani penis. Velike pasmine znatno bolje reagiraju na masazu
penisa od malih pasmina. Psi ejakuliraju frakcionirano u 3 medusobno odvojene frakcije.
Lucenje prve frakcije zapocinje vrlo brzo nakon vidnijeg bubrenja glansa i traje 30-ak
sekundi. Volumena je 0,2 do 2 mL i gotovo ne sadrzi spermije. Druga, spermom bogata
frakcija obi¢no se sakuplja zajedno s prvom frakcijom, izbacivanje traje 1-2 minute, Sivo
bijele je boje te volumena 1-3 mL. Izbacuje se kada je dosegnut vrhunac erekcije. Trec¢a
frakcija potjeCe iz prostate i najveceg je volumena, 30- 40 mL, Sto ovisi o odrzavanju
dovoljnog pritiska proksimalno od bulbusa penisa. Izbacivanje trece frakcije traje 5-30
minuta (GUNZEL-APEL, 1994; JOHNSTON i sur., 2001). Treéa frakcija je najbolji

pokazatelj prisutnosti bolesti prostate.

Idealni razmak izmedu uzimanja ejakulata je 2 do 5 dana, dok razmak veéi od 10
dana moze rezultirati povecanjem broja morfoloskih abnormalnosti i smanjenjem

pokretljivosti spermija (FRESHMAN, 2002., JOHNSTON i sur., 2001.).

4.7. METODE OCJENJIVANJA KVALITETE EJAKULATA

Spermij je sloZena stanica prilagodena transportu i njegova glavna uloga je predaja
muskog genoma jajnoj stanici u Zenskom reproduktivnom sustavu. Upravo zbog svoje
slozenosti, ne postoji jedan test koji ¢e pruziti potpuni uvid u oplodni potencijal ejakulata,

vec je potrebno kombinirati vise testova (IOANA 1 sur., 2012.).

Kod procjene kvalitete sjemena treba uzeti u obzir starost psa (HESSER i sur.,
2017.) jer se u mladih, kao 1 u starih pasa, u ejakulatu moze naci veci postotak patoloskih

spermija.

Odmah po wuzimanju ejakulata c¢ini se provjera CistoCe ejakulata, zatim
makroskopska 1 mikroskopska ocjena te odredivanje gustoCe ejakulata. Ocjena sjemena
vazan je dio u ocjenjivanju plodnosti muZzjaka i trebala bi se obaviti rutinski prije uzgojnog
ispitivanja. Sjeme je potrebno ocijeniti prije umjetnog osjemenjivanja ili pohrane. Sjeme
treba pregledati odmah nakon uzimanja uzorka te pazljivo s njime rukovati tijekom svih
postupaka. Brza promjena temperature moze biti Stetna za gibljivost i strukturu spermija te
moze utjecati na rezultate ocijene. Svako kaSnjenje u ocjeni sjemena moze smanjiti

postotak pokretljivih spermija i istovremeno povecati postotak mrtvih spermija. Zato je
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pozeljno svu opremu za uzimanje sjemena cuvati na 37°C (CHRISTIANSEN, 1984.;
FELDMAN i NELSON, 1996.; LINDE-FORSBERG, 1991.).

Ocjena sjemena ukljucuje odredivanje izgleda i volumena ejakulata, koncentracije,

pokretljivosti i postotka morfoloski normalnih spermija.

4.7.1. Makroskopska ocjena
Boja. Boja ejakulata ovisi o volumenu trece frakcije, koncentraciji spermija i mogucoj prisutnosti
stranih primjesa u ejakulatu. Bistri, prozirni uzorak ejakulata ne sadrzi spermije, dok
zamuceni ili mlije¢no bijeli uzorak sjemena vjerojatno sadrzi. Normalna boja cjelokupnog
ejakulata je sivkasto-bijela. Zuta boja ejakulata indicira prisutnost urina u uzorku kojeg
proucavamo. Zeleno-siva je tipi¢na za prisutnost gnoja u sjemenu. Crvena ili smeda boja
ukazuju na prisutnost krvi u uzorku ejakulata (JOHNSTON i sur., 2001). Najées¢i uzrok
pronalaska krvi u ejakulatu su bolesti prostate ili traume u podrucju penisa (ROOT
KUSTRITZ, 2007.). Bilo koja kontaminacija iskljuuje uzorak iz postupaka pohrane sjemena i

umjetnog osjemenjivanja.

Volumen. Volumen ejakulata nije indikator kvalitete sjemena. Ipak, potrebno ga je mjeriti
kako bi se mogao izracunati ukupan broj spermija u ejakulatu. Volumen je razlicit, a ovisi
o tome koliko je sekreta prostate skupljeno, te naravno o veli¢ini psa. Raspon volumena
krece se od < 2 do > 20 ml, ali uglavnom je oko 5 mL (BLENDINGER, 2007.). Smanjeni
volumen sjemena dobije se u slu¢ajevima benigne hiperplazije prostate, cista prostate,
upalnih lezija prostate i testisa, upale epididimisa, sjemenovoda ili uretre i kod slabog
libida (PAYAN-CARREIRA i sur., 2011.).

pH. Vrijednost pH utvrduje se stavljanjem kapi sjemena na indikator papir. Normalne

vrijednosti su u rasponu od 6,5 do 7,0. Promjene pH mogu upudivanti na upalu prostate
(OLSON, 1984.).

4.7.2. Mikroskopska ocjena
Pokretljivost. Pokretljivost spermija je manifestacija strukturne i funkcionalne osobitosti
spermija, iako postotak progresivne pokretljivosti uglavnom pozitivno korelira s
integritetom plazmine membrane (KUMI- DIAKA, 1993., RODRIGUEZ- GIL i sur.,
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1994.). Muzjake optimalnog reproduktivnog potencijala karakterizira proizvodnja visokog
broja progresivno pokretljivih, vitalnih i morfoloski normalnih spermija (AROKIA i sur.,
2016.). Pokretljivost se treba ocijeniti neposredno nakon uzimanja ejakulata. Optimalna
temperatura za ocjenu pokretljivosti pse¢e sperme je 37-39° C. Kap sjemena stavi se na
zagrijanu predmetnicu i prekrije pokrovnicom te pregledava pod povecanjem od x200 i
x400. Ako je spermom bogata frakcija visoko koncentrirana, sjeme treba razrijediti do
koncentracije koja omogucuje pregled spermija pojedinacno. Visoko koncentrirani uzorci
mogu se razrijediti sa sekretom prostate, fosfathom puferskom soli ili 2,9% otopinom
natrijeva citrata (BLENDINGER, 2007.). Ocjenjivanje pokretljivosti temelji se na procjeni
prosje¢nog postotka progresivno pokretljivih spermija u nekoliko razli¢itih vidnih polja.
Normalno sjeme psa sadrzi 7 - 90% progresivno pokretljivih spermija, iako postotak moze
biti manji nakon duze seksualne apstinencije ( JOHNSTON i sur., 2001., IGUER- OUADA
i VERSTEGEN, 2001., GUNZEL-APEL, 1994., FELDMAN i NELSON, 1996.).
Pokretljivost je u pozitivnoj korelaciji s integritetom membrane spermija i normalnom
morfologijom (JOHNSTON i sur., 2001.).

Morfologija spermija. Razmazi nerazrijedenog ejakulata mikroskopski se pregledavaju
radi utvrdivanja strukturnih abnormalnosti spermija. Kapljica svjeZeg, nerazrijedenog
sjemena stavi se na predmetnicu te prekrije s pokrovnicom. Morfologija se najcesce
ocjenjuje bojanjem sjemena i gledanjem pod povecanjem x1000. NajceS¢e se Kkoristi
bojanje po Giemsa-Wrightu (DiffQuick), eozin/nigrozin i Spermac® (OETTLE, 1993.).
Prilikom morfoloske ocjene treba ocijeniti abnormalnosti glave, srednjeg dijela 1 repa
svakog spermija. Abnormalnosti ukljuuju odvojene glave, prevelike i premale glave,
¢voraste akrosome, odvojene akrosome, proksimalne i distalne citoplazmatske kapljice,
zavinut srednji dio, savijen rep, repove cvrsto namotane preko srednjeg dijela 1
proksimalno namotane repove (BLENDINGER, 2007.). Abnormalnosti se klasificiraju u
primarne, nastale tijekom spermatogeneze i sekundarne, koje su nastale tijekom
sazrijevanja ili pripreme uzoraka ( OETTLE i SOLEY, 1988.). Prema drugim
klasifikacijama, abnormalnosti spermija se mogu podijeliti u znacajne nedostatke koji su u
negativnoj korelaciji sa plodnoséu te u manje nedostatke nepovezane s plodnosti
(OETTLE, 1993.). Ukupan postotak abnormalnosti trebao bi biti < 10 - 20% ( FELDMAN
I NELSON, 1996., FRESHMAN, 2001., PURSWELL i sur., 1992.)

Koncentracija i ukupan broj spermija. Koncentracija spermija u sjemenu se odreduje se

elektronskim brojac¢em ¢iji rezultat predstavlja broj spermija u mililitru ejakulata. Uredaj je
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prije svake upotrebe potrebno kalibrirati. Ejakulat se u svrhu odredivanja koncentracije
treba razrijediti tako da se u kiveti pomijesa 0,9%-tna otopine NaCl sa nativnim sjemenom,
a kiveta se zatim stavlja na oCitanje. Rezultat predstavlja broj spermija u mililitru ejakulata.
Ukupan broj spermija u ejakulatu dobiva se umnoSkom volumena i koncentracije ejakulata
(ENGLAND, 1999.). On bi trebao biti > 200 x 10°, odnosno veéi od 400 x 10° u velikih
pasa (BLENDINGER, 2007.).

Koncentracija spermija u sjemenu takoder se odreduje citometrickom metodom, u
hemocitometru, kao §to su Thoma, Thoma-Neu, Biirker ili Neubauer komore, sa sjemenom
razrijedenim 1:200. Kako bi se odredio broj spermija po ml, broj spermija u jednom ili
Cetiri kvadrata (ovisno o komorici) mnozi se sa 500 000. Broj spermija x 10° je
koncentracija spermija/ml. (PAYAN-CARREIRA i sur., 2011.). Koncentracija spermija u
ukupnom ejakulatu zdravog psa obi¢no prelazi 80 x 10° spermija/ml. Smatra se da broj
pokretljivih spermija potreban za uspjeSno umjetno osjemenjivanje treba iznositi > 150 x

10° (LINDE-FORSBERG, 1991.).

Velike su razlike ukupnog broja spermija po ejakulatu u razli¢itih pasmina. Broj
varira izmedu 50 x 10° sve do 1575 x 10° spermija (LINDE-FORSBERG, 1991.,
OETTLE, 1993.). Male pasmine ne proizvode puno spermija kao velike jer je proizvodnja
spermija ovisna 0 masi testikularnog tkiva. Kod njih je volumen ejakulata i ukupan broj
spermija relativno nizak (< 100 x 10° spermija/mL). Broj spermija u ejakulatu varira i o dobi,
veli€ini psa 1 seksualnoj aktivnosti (AMANN, 1986.). Ukupan broj spermija u ejakulatu

moze biti smanjen u mladih i starijih pasa.

Vitalnost spermija. Vitalnost spermija procjenjuje se na temelju broja onih s intaktnom
plazmatskom membranom. Test hipoosmotskog bubrenja (HOS test) procjenjuje
funkcionalni integritet plazmine membrane spermija ¢ime ukazuje na oplodnu sposobnost
spermija. Tijekom HOS testa spermiji su izlozeni hipoosmotskoj otopini. Spermiji s
intaktnom membranom bubre zbog priljeva tekucine u stanicu pa dolazi do savijanja
njihova repa (SILVA i GADELLA, 2006., MOCE i GRAHAM, 2008., ZELLI i sur.,
2013.). Osim HOS testom, integritet membrane moguce je utvrditi supravitalnim bojenjem
po Bloom-u. Odredivanje postotka zivih i mrtvih spermija temelji se na pretpostavci da
mrtvi spermiji imaju raspadnutu stanicnu membranu koja propusta eozin. Prema tome,

postotak eozin pozitivnih spermija obojanih s eozin/nigrozin bojom smatra se postotkom
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mrtvih stanica (DOBRANIC i sur., 2005.). Normalno sjeme psa sadrzi maksimalno 30%
mrtvih spermija (PAYAN-CARREIRA i sur., 2011.).

4.8. NAPREDNE METODE OCJENJIVANJA SJIEMENA

Ocjena pseceg sjemena do sada se rutinski izvodila tehnikama konvencionalnog
svjetlosnog mikroskopa. Ogranicenja ovih metoda su subjektivnost, promjenljivost,
analiziran mali broj spermija te losa korelacija s plodnos$¢u. U posljednjem desetljecu
uvedeno je nekoliko novih in vitro tehnika za ocjenu pseéeg ejakulata, koje omoguéuju
detaljniju procjenu viSe karakteristika spermija. Ocjena sjemena konvencionalnim
svjetlosnim mikroskopom sada se zamjenjuje tehnikama fluorescentnog bojanja,

kompjutorskom analizom sperme (CASA) i proto¢nom citometrijom.

Fluorescentno bojanje. Metoda fluorescentnog bojanja koristi se za ocjenjivanje
integriteta membrane, procjenu zivih i mrtvih stanica te mitohondrijski status.
Kombiniranom upotrebom nekoliko fluorescentnih boja (npr. propidium jodid PI i
karboksifluorescein diacetat SYBR-14) omoguéava se identifikacija zivih stanica. Zive
stanice fluoresciraju, $to se odrZzava u intaktnoj membrani stanica. Mrtvi spermiji su
obojeni crveno zbog prolaska propidij jodida kroz oste¢enu membranu (RIJSSSELAERE i
sur., 2005., HEWITT i ENGLAND, 1998., PENA i sur., 1998.; SILVA i GADELLA,
2006.)

Kompjutorska analiza sperme (CASA). Za objektivnu procjenu pokretljivosti spermija
koristi se racunalni sustav za analizu sjemena (engl. Computer Assisted Semen Analysis,
CASA). Moguc¢nosti koje pruza CASA su odredivanje parametara motilnosti za spermije
pojedinacno, karakterizacija motilnosti spermija prema prosjecnoj brzini, putanji 1
amplitudi kretanja te frekvenciji krizanja. No, glavni nedostaci ove metode su visoka
financijska ulaganja i potreba za standardizacijom i provjerom valjanosti sistema prije
svake upotrebe (IGUER-OUADA i VERSTEGEN, 2001., SMITH i ENGLAND, 2001.).

Test vezanja zone pellucide (ZBA). Za utvrdivanje potencijalne plodnosti spermija koristi
se test vezanja zone pellucide (engl. Zona Pellucida Binding Assay). Za izvodenje testa
koriste se intaktne homologne jajne stanice, ZBA (ZP- binding assay) ili prepolovljene
hemizone, HZA (hemizona binding assay). Broj spermija vezan za zonu pellucidu broji se

pod fazno-kontrastnim mikroskopom. Broj vezanih spermija oznac¢ava se kao broj plodnih
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spermija (HERMANSSON i sur., 2006., KAWAKAMI i sur., 1998., RIUSSELAERE i sur.,
2005., STROM-HOLST i sur., 2001.)

S. MATERIJALI | METODE

Fakultetsko vije¢e Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu temeljem clanka
31. Statuta Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, na prijedlog Povjerenstva za
etiku u veterinarstvu, na 16. redovitoj sjednici odrzanoj 21. veljace 2018. godine donijelo
je odluku da se odobrava provodenje ovog istrazivanja (klasa 640-01/18-17/04, ur. broj
251-61-44/168-18-02).

5.1. DIZAJN ISTRAZIVANJA | POSTUPAK SA ZIVOTINJAMA

Istrazivanje je provedeno na 16 spolno zrelih vojnih rasplodnih i radnih pasa u
vlasni$tvu Ministarstva obrane Republike Hrvatske. Psi su dio sastavnice Pukovnije VVojne
policije, Satnije za obuku vodi¢a i sluzbenih pasa ,,Satnik KreSimir Ivosevi¢®. Prema
namjeni raspodijeljeni su u dvije kategorije: zastitno-tragacku (obuka traje Sest mjeseci) i
detekciju eksploziva (obuka traje sedam mjeseci). Razli¢itih su dobnih kategorija, starosti
od 1 do 9 godina, tjelesne mase u rasponu od 23,5 do 36,5 kg. Jedan je pas dokazane
plodnosti, dok ostali nisu nikada bili pareni. Istrazivanje je provedeno na muzjacima
pasmina njemackog (8), belgijskog (7) i nizozemskog ovéara (1). Od ukupnog broja, 12
pasa drzano je u boksu vojarne, a 4 u redovitoj pratnji vodi¢a u obitelji.

Psi su podijeljeni u 2 dobne kategorije: psi mladi od 2 godine i psi stariji od 2
godine. U grupi pasa mlade dobne kategorije 4 belgijska ovc¢ara starosti 12 mjeseci te 3
njemacka ovc€ara starosti 16 mjeseci, bili su iz istog legla. Prosje¢na dob pasa mlade dobne
kategorije (<2 godine) iznosila je 1,24 + 0,19 godina i kretala se u rasponu od 12 do 16
mjeseci, s prosje¢nom tjelesnom masom od 30,12 + 0,52 kg. U grupi zrelih pasa (>2
godine) prosjecna dob je iznosila 6,26 + 2,48 godina i kretala se u rasponu od 3,5 do 9
godina, s prosje¢nom tjelesnom masom 33,21 + 0,64 kg.

Svi su psi hranjeni komercijalnom suhom hranom (Eukanuba™ Premium
Performance) za odrasle pse u obliku briketa. Uredno su cijepljeni protiv bjesnoce i

zaraznih bolesti. Istrazivanje je provedeno u razdoblju od 4 tjedna, a psi su uvijek
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pregledavani u isto vrijeme (izmedu 9.00 i 11.00 sati) da bi se izbjegao utjecaj cirkadijskog
ritma na cirkulaciju.

5.2. KLINICKI I ANDROLOSKI PREGLED

U sklopu opceg klinickog i androloskog pregleda uzeta je opsezna anamneza o
namjeni, kondiciji te temperamentu psa, kao i o naCinu drzanja zZivotinja te dosadasnjem
koristenju u rasplodu. U tu je svrhu Koristen jednoobrazni obrazac za androlosku pretragu.

Tjelesna kondicija pasa ocijenjena je na skali od 1 do 9 inspekcijom i palpacijom
rebara, lumbalnih kraljezaka, zdjeli¢nih kostiju i korijena repa (LAFLAMME, 1997.).
Tjelesna masa odredena je vaganjem zivotinja. Op¢i klini¢ki pregled obuhvadao je
uzimanje vrijednosti trijasa, sluznice konjunktiva, nosa i ustiju te palpaciju limfnih
¢vorova.

Androloska pretraga obuhvacdala je inspekciju i palpaciju vanjskih spolnih organa:
prepucij, sluznicu prepucija i glansa penisa te pomicnost penisa u prepuciju. Prilikom
palpacije skrotuma posebna se paznja obracala na veli¢inu, simetri¢nost, temperiranost,
konzistenciju testisa 1 repa epididimisa te pomic¢nost testisa u skrotumu.

Shematski prikaz dizajna istrazivanja reproduktivnog potencijala rasplodnih i radnih pasa
MORH-a prikazan je na slici 1.
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Anamneza — Opéiklinicki i androloski pregled — UZV testisa

} }

Ostatni uzorak seruma (T) B-mode
1. Duzina
2. Sirina
Poluéivanje ejakulata ——p | * Centrifuga (5 min. na 700 x g) 2 \él;lr.]a
* Razrjedivanje ejakulata ' ujam
l (200 x 108 spz/mL)
DO
HLADENJE EJAKULATA
1. Volumen
2. Boja 24h
3.pH * hladenje na 4° C kroz 24 h 1. Pokretljivost
4. Pokretljivost —_— 2 HOS test
5. Koncentracija 48h 3. Vitalnost
6. Morfologija * hladenje na 4° C kroz 48 h '
7. Vitalnost 72h
8. HOStest * hladenje na 4° C kroz 72 h

Slika 3. Shematski prikaz dizajna istrazivanja rasplodne sposobnosti pasa. T: testosteron
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5.3. ULTRAZVUCNI PREGLED

Ultrazvucni pregled testisa, epididimisa i1 prostate ucinjen je s pomocu ultrazvucnog
uredaja SONOVET R5 (Samsung Medison, J. Koreja) s mikrokonveksnom sondom od 4
do 9 MHz-a za B-oblik (svjetlosni oblik) u realnom vremenu te dvodimenzionalni prikaz
protoka krvi (Power Doppler). Sve su preglede obavila 2 operatera. Postavke aparata
ustanovljene su prilikom prvog pregleda u skladu s najboljom kvalitetom slike i ostale su
nepromijenjene za sve preostale preglede koji su provedeni u razdoblju od 4 tjedna. Testisi
I epididimisi pregledani su na psima u stoje¢em stavu, a za ultrazvuéni pregled prostate psi
su stavljeni u ledni polozaj. Svakom testisu izmjerena je po 3 puta duzina (D) i visina (V) u
sagitalnoj projekciji te Sirina, (S) u transverzalnoj projekciji te je odredena srednja
vrijednost za svaku od vrijednosti. Medijastin testisa je bio referentna tocka za svaku od
projekcija: u transverzalnom presjeku medijastin se vidi kao centralno ehogeno Zzariste
(slika 3), a u sagitalnom kao ehogena linearna struktura u centralnom dijelu testisa (slika
2.). Na zamrznutoj i pohranjenoj slici pomoc¢u pomi¢ne mjerke izracunata je svaka od
navedenih vrijednosti. ZabiljeZena je ehostruktura i homogenost te eventualne promjene u
strukturi testisa. Volumen testisa odreden je prema Lambertovoj empirijskoj formuli:
obujam = D x V x §x 0,71 (LAMBERT, 1951., HSIEH i sur., 2009.).

- DR-CAN-S # 0 7 .- OR-CAN-911/17
N LASSO ISSY TOP y 3m (] CN4-S :03 MEDISON | ASSO ISSY TOP

Slika 4. UZV mjerenje duzine (D) i visine  Slika 5. UZV mijerenje Sirine (S) testisa u
(V) testisa u sagitalnoj projekciji. Strelicom  transverzalnoj projekciji. Strelicom je
je oznacen medijastin testisa oznacen medijastin testisa
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5.4. UZIMANJE EJAKULATA

Uzorci ejakulata uzeti su u tihoj i izoliranoj prostoriji Klinike za porodnistvo i
reprodukciju, uz prisustvo vodica ili poznatog sluzbenika MORH-a. Prije svakog
polucivanja ejakulata, psima je omoguceno prethodno upoznavanje prostora u kojem se
nalaze, uz igru s vodi¢em (SCHUBERT i SEAGER, 1991.). U svrhu lak$eg postizanja
erekcije psi su olfaktorno stimulirani obriscima vaginalnog sekreta kuja u estrusu, radi
ispoljavanja spolnog nagona. Ejakulat je poluéen u stabilnom stoje¢em polozaju psa, S
lijeve strane (SEAGER, 1986., JOHNSTON i sur., 2001., FRESHMAN, 2002.). Uzimanje
ejakulata zapocCeto je njeznim masiranjem bulbusa penisa preko prepucija. Kada je
seksualno uzbudenje naraslo te posljedi¢no doslo do erekcije penisa i bulbusa glandisa,
prepucij je povucen natrag preko bulbusa, prije postizanja pune erekcije. Na taj nacin
sprije¢ena je pojava boli, nepotpuna ejakulacija i osigurano je da bulbus ne ostane
zaglavljen u prepuciju. Cvrstim pritiskom iza bulbusa glandisa omoguéen je nastavak
ejakulacije. Sjeme je skupljano u frakcijama, u zasebne 15 mL epruvete (Falcon™, SAD)
spojene s lijevkom (MiniTube™, Njemacka). Nakon prestanka ejakulacije i
detumescencije, psima je pregledan prepucij kako bi bili sigurni da se penis adekvatno

vratio u svoj polozaj unutar prepucija.

ol g

= a2 O 3
R

Slika 6. Polu¢ivanje ejakulata Slika 7. Frakcije ejakulat

25



5.5. OCJENA EJAKULATA

Pregled druge, spermom bogate frakcije ejakulata u¢injen je odmah po prikupljanju
sjemena, a obuhvacao je provjeru Cistoce i volumena, zatim makroskopsku i mikroskopsku
procjenu te odredivanje koncentracije spermija u ejakulatu. Volumen druge frakcije
ejakulata odreden je pomocu graduirane epruvete. Boja, konzistencija i miris procijenjeni
su organolepticki. Oc¢itavanje pH obavljeno je pomoc¢u indikator papira na koji je stavljena
kapljica sjemena. Ukupno i progresivno gibanje spermija procijenjeno je subjektivno
pomoc¢u binokularnog fazno-kontrastnog mikroskopa (Olympus BX51, Tokyo, Japan) s
grijanim postoljem (37 °C). Kapljica sjemena volumena 10 pL stavljena je na zagrijanu
predmetnicu i prekrivena zagrijanom pokrovnicom. Uzorci su pregledani pod poveéanjem
200 x (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Postupak ocjenjivanja pokretljivosti temelji se
na procjeni prosjecnog postotka progresivno pokretljivih spermija u nekoliko razli¢itih
vidnih polja. Pri tome su se zbrajali samo spermiji koji su se gibali progresivno. Prosudba

progresivne gibljivosti spermija izraZena je u postotcima (%).

5.5.1. Ocjena integriteta stanicne membrane spermija

Integritet stanicne membrane spermija odreden je testom hipoosmostskog bubrenja
(HOS test). U 1 mL hipoosmotske otopine (0,73 g Na- citrata i 1,35 g fruktoze u 100 mL
destilirane vode, osmolarnost 100 mOsm/kg) zagrijane na 37 °C dodano je 50 pL sjemena.
Sjeme je inkubirano 60 minuta na 37 °C, nakon Cega je kapljica dobro promijeSanog
sjemena stavljena na predmetnicu i pokrivena pokrovnicom fiksiranom bezbojnim lakom.
Brojano je 200 spermija po uzorku, a broj onih sa zavinutim repom (spermiji s intaktnom
stanicnom membranom) izrazen je u postotcima. Za ocjenu HOS testa koriSten je fazno

kontrastni mikroskop (Olympus BX 51, Tokyo, Japan) i poveéanje 400 x.

5.5.2. Metoda supravitalnog bojanja spermija po Bloom-u

Radi odredivanja vitalnosti i morfologije spermija koristeno je supravitalno bojanje
spermija po Bloom-u. Na odmasc¢enu i zagrijanu predmetnicu stavljena je kap sjemena i
kap eozina. Obje kapi njezno su pomijesane. Nakon toga, dodana je dvostruko veca kap
nigrozina i promijeSana s mjeSavinom sjemena i eozina. Napravljen je tanki razmaz
pomocu predmetnice s bruSenim rubom. Nakon suSenja brojano je 200 spermija pod
imerzijskim povecanjem mikroskopa (1000X, Olympus CX 21, Tokyo, Japan). Postotak

spermija s neobojenim glavama iskazan je kao postotak zivih spermija. S obzirom da ova
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metoda omoguduje vizualizaciju glave, akrosome, srediSnjeg dijela 1 repa spermija,
razlikovani su morfoloski normalni od patoloskih oblika, a patoloski su oblici svrstani u 4
kategorije, ovisno o mjestu oSte¢enja (glava, srednji dio, rep te nezreli spermiji). Broj

patoloski promijenjenih spermija iskazan je u postotcima (%).

5.5.3. Koncentracija i ukupan broj spermija

Koncentracija spermija u drugoj frakciji (broj spermija u 1 mL ejakulata) odredena
je elektronskim broja¢em (AccuRead, IMV Technologies, Francuska). Uredaj je prije
svake upotrebe kalibriran. Ejakulat se u svrhu odredivanja koncentracije razrijedio tako da
se u kiveti pomijesa 3960 uL 0,9%-tne otopine NaCl i 40 uL nativnog sjemena, a kiveta se
zatim stavlja na ocitanje, a rezultat predstavlja broj spermija u mililitru ejakulata. Ukupan

broj spermija u ejakulatu dobiven je umnoskom volumena i koncentracije ejakulata

(ENGLAND, 1999.).

roller 14

Slika 8. Elektronski broja¢ spermija Slika 9. Grijano postolje za ocjenu
progresivne pokretljivosti
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5.5.4. Prezivljavanje ohladenog sjemena

Nakon inicijalne ocjene, druga frakcija sjemena centrifugirana je kroz 5 minuta na
700 x g, nakon Cega je uklonjen nadtalog. U talog sjemena dodan je razrjedivaé za
ohladeno sjeme do konaéne koncentracije od 200 x 10° spz/mL. Kao razrjediva¢ koristen je
CaniPlus Chill (Minitube, Tiefenbach, Njemacka) uz dodatak 20% Zumanjka. Epruveta s
razrijedenim sjemenom stavljena je u staklenu ¢aSu napunjenu vodom sobne temperature i
sve je zajedno pohranjeno u hladnjak na 4° C kroz 3 dana (LOJKIC i sur., 2012.). Voda u
staklenoj ¢asi osiguravala je postepeno hladenje spermija kako bi se izbjegao temperaturni
Sok i eventualne varijacije u temperaturi tijekom razdoblja pohrane sjemena. Pokretljivost,
vitalnost i integritet membrane ocjenjeni su nakon 24 (T24), 48 (T48) i 72 sata (T72), kao

Sto je prethodno opisano.

5.5.5. Odredivanje razine testosterona

Razina testosterona odredena je iz ostatnih uzoraka seruma. Krv je uzeta u sklopu
op¢eg klinickog pregleda pasa, centrifugirana na 3500 okretaja/min kroz 10 min i
pretocena u Eppendorpf posudice te su uzorci pohranjeni u hladnjaku na -20 °C tijekom 2
do 6 tjedana. Razina testosterona u serumu pasa izmjerena je komercijalnim kitom
VIDAS® Testosterone (BioMerieux, Francuska), koji koristi ELFA metodu (Enzyme
Linked Fluoroscent Assay). Princip testa je kombinacija dvostupanjskog sendvi¢

enzimskog imunotesta s krajnjim ocitavanjem fluorescencije.
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5.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka analiza podataka ucinjena je pomocu programskog paketa SAS 9.4
(Statistical Analysis Software 2002-2012 by SAS Institute Inc., Cary, SAD). Deskriptivna
statistika napravljena je pomo¢u modula PROC MEANS i PROC FREQ.

Dob pasa je kategorizirana u dvije skupine: skupina 1 (<2 godina), skupina 2 (>2
godine). Normalna raspodjela podataka testirana je pomocu modula PROC TRANSREG.
Kada su pretpostavke normalne distribucije analiziranih zavisnih varijabli bile narusene te
kod heterogenosti varijanci, nacinjena je transformacija varijabli pomoéu BOX-COX
transformacije. Analiza varijance je upotrjebljena za kvantitativne varijable (PROC
MIXED) te je u analizu ukljucen fiksni efekt skupine te slucajni efekt Zivotinje. Proporcije
su analizirane pomoc¢u procedure GLIMMIX s binomialnom distribucijom i funkcijom
logit link. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti najmanjih kvadrata (LSM - least
squares means) i standardna pogreska. Za usporedbu srednjih vrijednosti koriStena je
Tukey-Kramer-ova metoda usporedbi na razini statisticke znacajnosti p<0,05. Podatci su
nakon analize, ukoliko su bili transformirani, obrnutom transformacijom vraceni na
originalne vrijednosti 1 one su kao takve prikazane u tablicama. Korelacije su radene
pomocu procedure CORR (Pearson i Spearman koeficijent korelacije) te su prikazane u
tablici samo one gdje je koeficijent korelacije (r) bio ve¢i od 0,80 za parametre kvalitete
nativnog ejakulata nakon polucivanja te ako je bio veéi od 0,70 za parametre kvalitete

ejakulata nakon pohrane na 4 °C.
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6. REZULTATI

Od ukupnog broja pasa (n=16) 7 ih je bilo starijih od 2 godine (u rasponu od 3,5 do
9 godina), a 9 je pasa bilo starosti od 1 do 2 godine. Nakon obavljenog op¢eg klinickog
pregleda te pregleda vanjskih spolnih organa i ultrazvuka testisa, iz grupe pasa starije
dobne kategorije, isklju¢ena su 2 psa: zbog pododermatitisa i promjena na sluznici usta u
njemackog ovcara starog 4,5 godine te dijagnosticiranog tumora testisa kod belgijskog
ovcara starog 9 godina. Kod tog je psa inspekcijom i palpacijom testisa utvrdena asimetrija
lijevog i desnog testisa, a promijenjeni je testis bio tvrde elasti¢ne konzistencije. Rendgen
prsnog kosa i abdomena nije pokazao meta promjene, a svi su hematoloski i biokemijski
parametri bili u normalnim granicama. Taj je pas zbog ultrazvuc¢no dijagnosticiranog
tumora testisa podvrgnut kastraciji te je patohistoloSkom pretragom utvrdeno da se radilo o

seminomu testisa (slika 8).
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Slika 10. Seminom testisa u 9-godisnjeg belgijskog ovéara

Polucivanje ejakutata bilo je uspjesno u svih preostalih pasa starijih od 2 godine
(n=5). U pasa mladih od 2 godine nismo uspjeli poluciti ejakulat kod 2 psa starosti 12
mjeseci zbog slabog libida i zaigranosti te je u toj dobnoj kategoriji ejakulat uspjesno

polucen od 7 pasa (n=7).
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6.1. Rezultati ultrazvucnog pregleda testisa i1 prostate te odredivanja razine

testosterona u serumu pasa razli¢itih dobnih kategorija

Prosjecna dob pasa po kategorijama, tjelesna masa te Sirina, duzina, visina i obujam
testisa utvrdenih ultrazvuénim pregledom u 3 mjerenja prikazani su u tablici 1. Prosjecna
vrijednost obujma testisa bila je statisticki zna¢ajno veca u pasa starije dobne kategorije,

kod kojih je i tjelesna masa bila statisti¢ki znacajno veca u odnosu na mlade pse (p<0,05).

Tablica 1. Prikaz srednje vrijednosti i standardne pogreske tjelesne mase te obujma, Sirine,
duZine, visine testisa u pasa mlade (< 2 godine) i starije (> 2 godine) dobne kategorije

mean+std testis
parametar qodine masa obujam Sirina duzina  visina
(kg) (cm®) (cm) (cm) (cm)

<2god  1,24+0,19  30,1240,52*  14,90+0,72% 2,15+0,04*  4,14+0,04  2,32+0,05%

>2g0d 6,262,448  3321£0,64*  20,25+£0,89%  2,55+0,05%  4,15+0,05  2,61+0,06*

skupina

*statistiCka znacajnost izmedu uzoraka na razini p<0,05

Obujam testisa iznosio je 14,90 + 0,72 cm®kod pasa mladih od 2 godine, dok je kod
starijih pasa iznosio 20,25 + 0,89 cm®. Ove statisticki znacajne razlike pratili su prosje¢na
Sirina i visina testisa (p<0,05), dok je prosjecna duZina testisa bila podjednaka u mladih i
starijih pasa. Prema rezultatima, obujam testisa pozitivno korelira sa Sirinom (r=0,89,
p<0,0001) i visinom testisa (r=0,90, p<0,0001). Tjelesna masa i dob pozitivno koreliraju s
obujmom testisa i veli¢inom prostate.

Prosjecne vrijednosti veliCine prostate te razina testosterona u serumu pasa mlade 1

starije dobne kategorije prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Prikaz srednje vrijednosti i standardne pogreske parametara prostate i
testosterona u pasa mlade (< 2 godine) i starije (> 2 godine) dobne kategorije

godine prostata testosteron
parametar - o
meanzstd Sirina (cm) duzina (cm) (ng/ml)
o <2god  1,24+0,19 1,86+0,08* 2,15+0,09* 4,84+1,23
5
5 > 2 god 6,26+2,48 2,63+0,11%* 2,9240,13%* 7,38+1,43

*statisticka znacajnost izmedu uzoraka na razini p<0,05
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Veli¢ina prostate bila je znacajno veca u pasa starije dobne kategorije u odnosu na
mlade pse (p<0,05). Kod jednog psa starosti 9 godina ustanovljena je benigna hipertrofija
prostate.

Razina testosterona u serumu bila je viSa u pasa starije dobne kategorije (7,38 +
1,43 ng/mL), iako bez statisticki znacajne razlike, zato $to je postojala velika varijabilnost
razine testosterona u pasa mlade dobne kategorije koja se je kretala od 0,96 do 10,19
ng/mL (CI 95% 2,14-7,54).

6.2. Rezulatati ocjene ejakulata u pasa razli¢itih dobnih kategorija

Rezultati ocjene polu¢enog ejakulata u pasa mlade (<2 godine) i starije (>2 godine)
dobne kategorije prikazani su u tablici 3. Ukupni volumen ejakulata iznosio je kod pasa
mladih od 2 godine 3,02 + 1,48 mL, dok je kod starijih pasa iznosio 6,92 + 1,55 mL
(p<0,05). Koncentracija spermija po mL i ukupna koncentracija spermija u ejakulatu bila je
znacajno veca u pasa starijih od 2 godine (p<0,05) dok je udio Zivih spermija bio statisti¢ki
znacajno veci u pasa mladih od 2 godine (p<0,05). Slika 9 i 10 prikazuju Zive (neobojane) i
mrtve (crveno obojane) spermije. Statisticki znacajne, negativne korelacije zabiljeZzene su
izmedu dobi pasa i progresivne pokretljivosti (r= - 0,61, p<0,05), integriteta membrane
(HOS test) (r=- 0,7, p<0,0001) i normalne morfologije (r=- 0,32, p<0,01).

Tablica 3. Prikaz srednje vrijednosti i standardne pogreske parametara ocjene ejakulata u
pasa mlade (< 2 godine) i starije (> 2 godine) dobne kategorije

| koncentracija ukupna prﬁgrelgivna udio zivih spermija (%)
parametar volumen pH spermija oncentr_a_lcua pokret jI_\_/OSt
(mi) (108/mL) spermija spermija
(105 (%) HOS BLOOM

<2 god  3,02+1,48* 6,21+0,15 210,0+0,02* 591,9+0,08* 76,43+0,02 0,95+0,004*  0,93+0,01*

>2 god 6,92+1,55* 6,32+0,17  411,2+0,02* 976,5+0,08* 75,00+0,03 0,89+0,006*  0,86+0,02*

*statisticka znacajnost izmedu uzoraka na razini p<0,05

‘Cl=confidence interval
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Slika 11. Zivi spermiji normalne Slika 12. Mrtvi, crveno obojeni spermiji
morfologije (strelica)

Morfoloske karakteristike ejakulata prikazane su u tablici 4. Dob pasa utjecala je na
udio morfoloski normalnih spermija u ejakulatu, gdje je u pasa mlade dobne kategorije taj
udio bio znacajno veci (87,29 + 0,008%) u odnosu na pse starije dobne kategorije (82,20 +
0,011%, p<0,05). Abnormalnosti glave i srednjeg dijela spermija znacajno su veci u pasa
starijih od 2 godine u odnosu na mlade pse (p<0,05). Neke morfoloske abnormalnosti
spermija obojenih po Bloom-u prikazane su na slikama 11-18.

Tablica 4. Prikaz srednje vrijednosti i standardne pogreske morfoloskih karakteristika

ejakulata u pasa mlade (< 2 godine) i starije (> 2 godine) dobne kategorije

udio abnormalnost
normalnih  abnormalnost  abnormalnost srednjeg protoplazmatska
parametar spermija % glave % repa % dijela % kapljica %
<2 god 87,29+0,008* 2,29+0,002*  5,14+0,007 3,86+0,004*  6,43+0,01

>2 god 82,20+0,011* 3,60+0,003*  3,20+0,006 6,00+0,006*  5,20+0,01

*statistiCka znacajnost izmedu uzoraka na razini p<0,05

Slika 13. Suzena glava Slika 14. Prelomljen srednji dio
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Slika 15. Nabiranje i zavrnuce srednjeg Slika 16. Proksimalna protoplazmatska
dijela spermija tzv. dag defect kapljica

Slika 17. Distalna protoplazmatska kapljica

Slika 19. Presavijen distalni dio repa Slika 20. Zavrnuti distalni dio repa

Tablica 5 prikazuje postotak pokretljivih i vitalnih spermija nakon perioda pohrane
na 4 °C kroz 24, 48 i 72 sata. lako dob pasa nije znaajno utjecala na progresivnu
pokretljivost spermija, vidljivo je da je u pasa starijih od 2 godine pokretljivost znac¢ajno
padala kroz period pohrane od 72 sata (p<0,05), dok je u pasa mladih od 2 godine taj pad

34



bio neznatan. Pad vitalnosti zabiljezen je u obje dobne kategorije kroz period pohrane od

72 sata (p<0,05).

Tablica 5. Prikaz srednje vrijednosti i standardne pogreske pokretljivosti, vitalnosti i
integriteta membrane spermija ocjenjenin 24 (T24), 48 (T48) i 72 sata (T72) nakon
pohrane na 4 °C

kakvoca ejakulata

vrijeme ~ godine udio zivih spermija
parametar (sati) pokretljivost (%) (%)

mean=tstd HOS BLOOM
g <2god 1,24+0,19 66,0+3,2 84,8+1,8%  82,842,2°
_§ > 2 god > 6,26+2,48 70,0+3,12 84,6£1,9°  85242,1°
g <2god 1,24+0,19 63,0+3,3 78,242,1%  77,042,4%
;f > 2 god * 6,26+2,48 64,0+3,3% 77,0£2,2°  77,0+2,4°
& <2god 1,24+0,19 60,0+3,3 72,242,3%  70,642,6
§ > 2 god & 6,26+2,48 56,0+3,4 68,042,4°  66,6+2,7°

abcstatisticka zna¢ajnost izmedu vremena unutar iste skupine na razini p<0,05

Statisticki znacajne korelacije postoje izmedu pokretljivosti, HOS testa i rezultata
metode supravitalnog bojanja spermija po Bloom-u nakon hladenja. Pokretljivost nakon
perioda pohrane na 4 °C pozitivno korelira s progresivnom pokretljivos¢u nativnog
sjemena (r=0,79, p=0,006), HOS testom (r=0,79, p<0,0001) i Bloom testom (r=0,80,
p<0,0001). Porast jedne varijable prati rast druge varijable. Statisticki znacajne korelacije
izmedu Sirine, visine 1 obujma testisa, ukupne i1 progresivne pokretljivosti te pokretljivosti 1

vitalnosti spermija nakon pohrane ejakulata na 4 °C prikazane su u tablici 6.
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Tablica 6. Statisticki znacajne korelacije izmedu Sirine, visine i obujma testisa, ukupne i progresivne pokretljivosti te pokretljivosti i vitalnosti
spermija nakon pohrane ejakulata na 4 °C.

obuiam ukupna rodresivna pokretljivost HOS test BLOOM test
Parametar Sirina testisa | Visina testisa J pokretljivost progres| nakon nakon nakon
testisa . pokretljivost . . .
spermija otapanja otapanja otapanja
Sirina testisa n.s. pizoé?)%l n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
visina testisa n.s. r=0,90 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
p<0,0001
. . r=0,89 r=0,90
obujam testisa 0<0,0001 0<0,0001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
ukupna -
pokretljivost n.s. n.s. n.s. 2600?3(31 n.s. n.s. n.s.
spermija <>,
progresivna s n.s s r=0,90 r=0,79 n.s n.s
pokretljivost - " e p<0,0001 p=0,006 " "
pokretljivost s s s s r=0,79 r=0,79 r=0,80
nakon otapanja - " - ~ p=0,006 p<0,0001 p<0,0001
HOS test nakon n.s N s ns N r=0,79 r=0,98
otapanja e . - - e p<0,0001 p<0,0001
BLOOM test s n.s s n.s n.s r=0,80 r=0,98
nakon otapanja - " - ~ " p<0,0001 p<0,0001
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7. RASPRAVA

Poznato je da mnogi Cimbenici utjeCu na kvalitetu i koncentraciju spermija u
ejakulatu, ukljucujuéi vrstu i pasminu zivotinja, dob, hranidbu, opce zdravstveno stanje,
na¢in drzanja i koriStenja zivotinja, temperaturu okolisa, klimu i sl. Veliki je broj
uzgajivacnica pasa, no da bi uzgajivacnica bila uspjesna, psi moraju proizvoditi dovoljnu
koli¢inu kvalitetnog ejakulata sposobnog za oplodnju (FILIPCIK i sur., 2011.). Pravilna
morfologija i pokretljivost spermija klju¢ni su ¢imbenici za oplodnju jajne stanice koje
kvalitetan rasplodni pas mora zadovoljiti jer su ti su parametri izravno povezani s

plodnoscu pasa.

Ultrazvuéna pretraga testisa omogucava tocno i dosljedno odredivanje velicine i
obujma testisa te se moze rutinski koristiti za ocjenu rasplodne sposobnosti muzjaka. Isto
tako, predstavlja vrijedno dijagnosticko sredstvo za utvrdivanje razli¢itih patoloskih stanja
testisa i prostate. U naSem smo istrazivanju kod pasa starijih od 2 godine uo¢ili statisticki
znacajno veci obujam testisa, uz isto tako znacajno veci volumen ejakulata te koncentraciju
spermija u ejakulatu. ENGLAND i sur. (2016.) nisu utvrdili povezanost izmedu volumena
testisa, heterogenosti i subjektive ehogenosti tkiva testisa s kvalitetom polucenog ejakulata.
Nasuprot tome, ZELLI i sur. (2013.) te MOXON i sur. (2015.) pokazali su da mjerenje
ehogenosti i heterogenosti testisa u kombinaciji s mjerenjem protoka krvi testisa mogu
posluziti za predvidanje kvalitete sjemena i ocjenu rasplodne sposobnosti pasa. SOUZA i
sur. (2017.) takoder su ustanovili pozitivnu korelaciju izmedu obujma testisa, tjelesne mase

pasa i volumena ejakulata s ukupnom koncentracijom spermija u ejakulatu zdravih pasa.

Testosteron ima vaznu ulogu u spermatogenezi i ispoljavanju spolnih refleksa u
muzjaka, pa mjerenje razine testosterona u serumu omogucava indirektan uvid u funkciju
testisa. Nasi rezultati istrazivanja prosjecne razine testosterona u serumu pokazali su da je
ona bila viSa u pasa starije dobne kategorije (7,38 + 1,43 ng/mL), iako bez statisticki
znacajne razlike, zato Sto je postojala velika varijabilnost razine testosterona u pasa mlade
dobne kategorije. Prosjecna razina testosterona kretala se unutar referentnih vrijednosti
karakteristi€nih za pse (MARTINS 1 sur., 2006.). Ovi su istrazivaci isto tako utvrdili da je
razina testosterona u tropskom podrucju (Brazil) ovisna o godiSnjem dobu te da je najvisa
u proljeée i1 u jesen, a najniza tijekom ljeta. Brojna istraZivanja pokazala su da dob ne

utjeCe na razinu testosterona U pasa (BERRY i sur., 1986., LOWSETH i sur., 1990.).
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MINTER i DELIBERO (2008.) utvrdili su da je razina serumskog testosterona kod kojota
u Sjedinjenim Americkim Drzavama bila najviSa tijekom sijecnja, a najniza u listopadu te
da je bila u pozitivnoj korelaciji s volumenom testisa koji su najve¢i obujam (20,24 + 5,4
cm?) imali tijekom veljade, a najmanji (3,9 + 0,7 cm?) tijekom mjeseca srpnja. Isto tako,
utvrdili su pozitivne korelacije visoke razine testosterona i veéeg volumena testisa s ve¢im
volumenom 1 boljom kvalitetom ejakulata kojota poluc¢enog elektrostimulacijom. Ovi se
rezultati mogu objasniti ¢injenicom da su kojoti sezonska vrsta koja se pari krajem zime i
pocetkom proljeca, no kuje su monoestricna poliovulatorna vrsta koja nije ovisna o sezoni.
Sukladno tome, ALBRIZIO i sur. (2013.) nisu utvrdili statisticki znacajne razlike izmedu
razine serumskog testosterona i parametara kvalitete ejakulata tijekom godine, ali su
utvrdili statisticki znacajnu razliku razine testosterona u sjemenoj plazmi koja je bila
najvisa tijekom listopada, a najniza u travnju. Nasuprot tome, progresivna pokretljivost
spermija bila je u negativnoj korelaciji s razinom testosterona u sjemenoj plazmi te je bila
najvisa u ozujku i travnju te Stoga smatraju da je pas kao vrsta na taj nacin zadrzao
reprodukecijski obrazac svojih predaka i da je to mehanizam koji omogucuje da dode do

oplodnje u vrijeme kada su okoli$ni uvjeti najbolji za odgoj mladuncadi.

Morfologija, pokretljivost i vitalnost spermija predstavljaju parametre koji nam
pruzaju uvid u kvalitetu ejakulata te pomocu kojih moZemo otkriti poremecaje testisa i
epididimisa. Tijekom istrazivanja, na osnovi laboratorijske ocjene ejakulata, utvrdili smo
da postoji statisticki znacajna razlika u volumenu ejakulata izmedu pasa mlade 1 starije
dobne kategorije. MAJIC BALIC i sur. (2012.) su u istrazivanju provedenom na bikovima
simentalske pasmine mlade i starije dobne kategorije pokazali da su stariji bikovi imali
veci volumen ejakulata u odnosu na mlade, dok se koncentracija spermija nije razlikovala
izmedu ovih dviju grupa. Prosjecna vrijednost volumena ejakulata u nasem istraZivanju u
pasa mladih od 2 godine iznosi 3,02 + 1,48 mL, dok prosje¢an volumen ejakulata pasa
starijin od 2 godine iznosi 6,92 + 1,55 mL. Obzirom da u dostupnoj literaturi postoji
nekoliko studija u kojima su psi, kao i u naSem modelu istrazivanja, podijeljeni u dobne
kategorije neophodno je dobivene rezultate ovog istrazivanja usporediti s dostupnima iz
literature. FILIPCIK i sur. (2011.) su proveli istrazivanje medu populacijom njemackih
ovcara i time potvrdili da je volumen ejakulata ve¢i u starijih pasa te da medu psima mlade
i starije dobne kategorije postoji statisticki znacajna razlika. U svojim rezultatima opisali
su da je prosjecan volumen ejakulata pasa starosti od 1,5-2 godine 6,00 + 1,48 mL, u pasa

starosti od 2-3 godine je 11,05 + 4,31 mL, a u pasa starosti od 3-5 godina iznosi 8,00 +
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2,35 mL. Volumen ejakulata ponajprije ovisi o koli¢ini sekreta prostate koji se izluci
tijekom trece frakcije ejakulacije. U pasa starije dobne kategorije prostata je bila znacajno
veca, Sto je vjerojatno utjecalo i na volumen ejakulata. Vec¢i volumen ejakulata pasa starije
dobne skupine moze se povezati i s veCom tjelesnom masom pasa iste dobne kategorije. U
nasSim rezultatima moze se vidjeti da dob i tjelesna masa znacajno koreliraju s volumenom
ejakulata, postotkom normalnih spermija, koncentracijom spermija i ukupnim brojem
spermija u ejakulatu, S$to je u suglasju s drugim istrazivanjima (AMAN, 1986.,
RIJSSELAERE i sur., 2007.). Ovi rezultati pokazuju da je proizvodnja sjemena u pasa
ovisna o koli¢ini funkcionalnog tkiva testisa, a koje je vece u vecih pasa (OLAR 1 sur.,

1983.), kao $to pokazuju i nasi rezultati ultrazvu¢nog mjerenja testisa.

U humanoj medicini obavljen je cijeli niz istraZivanja kojima se povezuje utjecaj
dobi na funkciju testisa, dnevnu proizvodnju spermija (JOHNSON i sur., 1984,
MATOSKA i TALERMAN, 1989.) i kvalitetu ejakulata (SCHWARZ i sur., 1983.).
Nasuprot tome, u veterinarskoj medicini postoji mnogo manje studija objavljenih na tu
temu. Ta istrazivanja objasnjavaju da porastom dobi psa opada postotak morfoloski
normalnih spermija, §to istodobno nema ucinak na pokretljivost spermija (HENDRIKSE i
ANTONISSE, 1984., RIJSSELAERE i sur., 2007., BHANMEECHAO i sur., 2018.). U
pasa od 1 do 11 godina starosti PRINOSILOVA i sur (2005.) su primijetili da se
pokretljivost spermija kre¢e od 35 do 95%, uz prosjecnu vrijednost od 77%. I naSe
istrazivanje pokazalo je da nema statisticki znacajnih razlika u pokretljivosti spermija
izmedu dobnih kategorija. U rezultatima smo prikazali da je pokretljivost spermija pasa
mlade dobne kategorije 76,43 £ 0,02%, dok je u starijoj dobnoj kategoriji pasa taj postotak
iznosio 75,00 £ 0,03%. Isto tako, u pasa mlade dobne kategorije naden je statisticki
znacajno veéi udio normalnih spermija (87,29 + 0,008%), nego u pasa starije dobne
kategorije (82,20 + 0,011%). Patoloski promijenjeni spermiji uoceni su u ve¢em postotku u
starijih pasa. Radi se o uocCenim statisticki znacajnim razlikama u smislu abnormalnosti
glave spermija pasa mladih od 2 godine (2,29 + 0,002%) i pasa starijih od 2 godine (3,60 +
0,003%). Isto tako, primijecena je statisticki znaCajna razlika medu abnormalnostima
srednjeg dijela spermija mlade dobne kategorije (3,86 + 0,004%) i starije dobne kategorije
(6,00 + 0,006%). ROTA i sur. (2016.) u svom istrazivanju isticu da je udio normalnih
spermija u mladih pasa mnogo ve¢i (68,6%) u odnosu na starije pse (44,0%), §to je u
skladu s rezultatima naseg istrazivanja. Isti autori navode ve¢i udio abnormalnosti srednjeg

dijela i proksimalnih citoplazmatskih kapljica u starijih pasa. Udio proksimalnih
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citoplazmatskih kapljica u naSem istrazivanju nije se znacajno razlikovao izmedu dvije
dobne skupine, ¢ak je u mladih pasa bio neznatno veéi, vjerojatno radi ¢injenice $to SU U
mladoj dobnoj skupini 2 psa bila starosti 12 mjeseci, §to za veliku pasminu poput
njemackog ovcCara znaci da pas nije postigao punu rasplodnu zrelost. U istoj je skupini
zabiljezena i manja koncentracija testosterona, $to moze upucivati na jo$ nepotpunu
funkciju epididimisa. Negativan utjecaj dobi na morfoloske karakteristike spermija moze
biti posljedica poremecene spermatogeneze (LOSWETH i sur., 1990.) ili degeneracije
testisa (CAMARA 1 sur., 2014.), ¢ime se objasnjava pad plodnosti pasa iza sedme godine
zivota (JOHNSTON i sur., 2001.).

Kvaliteta sperme ocjenjivana je pomocu progresivne pokretljivosti te strukturalne i
funkcionalne cjelovitosti membrane spermija. HOS test koristi se u procjeni integriteta
membrane spermija u brojnih vrsta (CORREA i ZAVOS, 1994., NIE i WENZEL, 2001.),
pa tako i pasa (DOBRANIC isur., 2005., KRAGER i sur., 2016.). GOERICKE — PESCH i
FAILING (2012.) izvijestili su da su spermiji s intakthom membranom u pozitivnoj
korelaciji s progresivnom pokretljivosti i normalnom morfologijom. ZELLI i sur. (2013.)
dobili su negativne korelacije izmedu ovih parametara i HOS pozitivnih spermija. Nase
istrazivanje pokazalo je znacajne, vrlo jake, pozitivne korelacije izmedu HOS testa i
pokretljivosti spermija nakon pohrane na 4 °C (r= 0,79, p<0,0001), zatim izmedu HOS
testa i supravitalnog bojenja (r= 0,98, p<0,0001), te izmedu pokretljivosti nakon pohrane i
supravitalnog bojenja (r= 0,80, p<0,0001). To je ocekivano jer pokretljivost spermija
djelomi¢no ovisi o funkcionalnoj cjelovitosti membrane, a djelomi¢no i o drugim
biokemijskim aktivnostima poput metabolizma spermija. Slicne rezultate u svom
istrazivanju dobili su DOBRANIC i sur. (2005.) koji su utvrdili znagajne, vrlo jake,
pozitivne korelacije izmedu HOS testa i progresivne pokretljivosti te supravitalnog
bojenja. Dugoro¢no prezivljavanje spermija tijekom pohrane na 4 °C omogucuje bolji uvid
u kvalitetu ejakulata 1 moguénost medunarodne trgovine kvalitetnim genetskim
materijalom. Kada se spermiji ohlade na 4 °C, njihova oplodna sposobnost zbog
usporenog metabolizma ostaje oCuvana tijekom duzeg vremenskog razdoblja (AMANN i
PICKETT, 1987.). lako prema brojnim istrazivanjima sperma pohranjena na 4 °C moze
prezivjeti i do 20 dana, a kuje uspjesno koncipirati 7-11 dana nakon polucivanja ejakulata
(TSUTSUI, 2003., VERSTEGEN i sur., 2005.), spermiji zadrzavaju optimalnu plodnost
48-96 sati nakon polucivanja (TSUTSUI, 2003.). NasSe je istrazivanje pokazalo da dob pasa

nije znacajno utjecala na progresivnu pokretljivost spermija tijekom vremena pohrane od
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24,48 1 72 sata. Unato¢ ocekivanom padu pokretljivosti u obje dobne skupine s porastom
vremena pohrane, pokretljivost, a pogotovo vitalnost sjemena bili su visoki, S§to potvrduje
da je ejakulat ovih pasa visokog rasplodnog potencijala. VERSTEGEN i sur. (2005.)
dokazali su da pokretljivost, odnosno nepokretljivost spermija ne predstavlja vjerodostojan
kriterij u procjeni oplodne sposobnosti spermija nakon pohrane, jer nepokretni spermiji
mogu povratiti pokretljivost u mediju bogatom glukozom.

Zakljucno, ovo je istrazivanje pokazalo da dob i tjelesna masa znacajno utjecu na
obujam testisa, a time i volumen ejakulata te koncentraciju i morfologiju spermija.
Povezivanje in vivo plodnosti u pasa s kvalitetom sjemena tesko je radi ogranicenog broja
parenja, tj. umjetnog osjemenjivanja, s obzirom na specifi¢nosti spolnog ciklusa kuja.
Upravo zato, nuzno je ukljuéiti niz pretraga, od klinickih do laboratorijskih, kako bi dobili
potpuni uvid u reproduktivni potencijal pasa te za rasplod odabrali najkvalitetnije pse.
Rezultati ocjene polucenog ejakulata vojnih rasplodnih i radnih pasa MORH-a pokazali su
da je ejakulat ovih pasa visokog rasplodnog potencijala i prikladan za pohranu i

medunarodnu trgovinu kvalitetnim genetskim materijalom.
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8. ZAKLJUCCI

Iz rezultata dobivenih ovim istrazivanjem mozemo zakljuditi:

Dob i tjelesna masa pasa znacajno utjeCu na obujam testisa, a time i volumen
ejakulata te koncentraciju i morfologiju spermija. Volumen ejakulata ovisan je o koli¢ini
sekreta prostate koji se izluéi tijekom trece frakcije ejakulacije, zbog Cega je u pasa starije

dobne kategorije koji su imali ve¢u prostatu i volumen ejakulata bio veci.

Dob pasa utjecala je i na udio vitalnih spermija te morfoloski normalnih spermija u
ejakulatu te je u pasa mlade dobne kategorije taj udio bio znacajno ve¢i u odnosu na pse
starije dobne kategorije. Abnormalnosti glave i srednjeg dijela spermija znac¢ajno su veci u

pasa starijih od 2 godine u odnosu na mlade pse.

Kvaliteta sjemena nakon pohrane kroz 72 sata bila je vrlo dobra u obje dobne skupine,
Sto je pokazalo da su ejakulati ovih pasa visokog reproduktivnog potencijala i prikladni za

pohranu i medunarodnu trgovinu genetskim materijalom.

Kako je povezivanje in vivo plodnosti u pasa s kvalitetom sjemena tesko radi
ogranicenog broja parenja, tj. umjetnog osjemenjivanja, s obzirom na specificnosti spolnog
ciklusa kuja, nuzno je ukljuéiti niz pretraga, od klinickih do laboratorijskih, kako bi dobili
potpuni uvid u reproduktivni potencijal pasa te za rasplod odabrali najkvalitetnije pse.
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SAZETAK
Tena Propadalo

PROCJENA REPRODUKTIVNOG POTENCIJALA RASPLODNIH | RADNIH
PASA MINISTARSTVA OBRANE REPUBLIKE HRVATSKE

Svrha ovog istrazivanja bila je ustanoviti reproduktivni potencijal vojnih rasplodnih
i radnih pasa Ministarstva obrane Republike Hrvatske (MORH). Istrazivanje je provedeno
na 16 spolno zrelih vojnih rasplodnih i radnih pasa na kojima je proveden klinicki pregled,
ultrazvuéni pregled testisa, epididimisa i prostate te je ocjenjena kvaliteta ejakulata nakon
polucivanja i nakon pohrane na 4 °C tijekom 24, 48 i 72 sata. Psi su podijeljeni u dvije
dobne kategorije: < 2 godine (1,24 = 0,19 godine) i > 2 godine (6,26 + 2,48 godina). Za
op¢i klini¢ki i androloski pregled koriSten je jednoobrazni obrazac. Nakon polucivanja
ejakulata ocijenjen je volumen, pH, progresivna pokretljivost, koncentracija i vitalnost
spermija (HOS test i bojenje po Bloom-u). Razrijedeno sjeme pohranjeno je na 4° C kroz

te su pokretljivost, vitalnost i integritet membrane ocjenjeni nakon 24, 48 i 72 sata.

Prosjecna vrijednost obujma testisa, veliine prostate i tjelesne mase bila je
statisticki znacajno veca u pasa starije dobne kategorije, $to je pozitivno koreliralo s
volumenom ejakulata i koncentracijom spermija u ejakulatu. Znaajne, negativne
korelacije zabiljeZzene su izmedu dobi pasa i progresivne pokretljivosti, integriteta
membrane i normalne morfologije spermija. U pasa < 2 godine udio spermija normalne
morfologije bio zna¢ajno veéi u odnosu na pse > 2 godine. Abnormalnosti glave i srednjeg
dijela spermija bili su znacajno veéi u pasa > 2 godine u odnosu na mlade pse. Znac¢ajne
korelacije postoje izmedu pokretljivosti, HOS testa i rezultata supravitalnog bojenja po
Bloom-u nakon pohrane sjemena kroz 72 sata. Pokretljivost nakon pohrane na 4 °C

pozitivno korelira s progresivnom pokretljivos¢u nativnog sjemena

Ovim istraZivanjem pokazalo se da je nuzno ukljuciti niz pretraga, od klini¢kih do
laboratorijskih, kako bi dobili potpuni uvid u rasplodni potencijal pasa te za rasplod
odabrali one najkvalitetnije. Rezultati ocjene polucenog ejakulata rasplodnih i radnih pasa
MORH-a pokazali su da je ejakulat ovih pasa visokog rasplodnog potencijala, a odli¢ni
rezultati preZivljavanja pohranjenih spermija na 4 °C nakon 24, 48 1 72 sata omogucavaju i

medunarodnu trgovinu kvalitetnim genetskim materijalom.

Kljuéne rijeci: vojni rasplodni i radni psi, rasplodni potencijal, ocjena ejakulata

o1



SUMMARY

Tena Propadalo

BREEDING SOUNDNESS EXAMINATION OF MILITARY BREEDING AND
WORKING DOGS OWNED BY THE MINISTRY OF DEFENSE OF THE
REPUBLIC OF CROATIA

The aim of this study was to evaluate the breeding soundness of military breeding
and working dogs owned by the Ministry of Defense of the Republic of Croatia (MDRC).
Sixteen sexually mature military dogs were subjected to a clinical examination, B-mode
ultrasonography of the testes, epididymis and prostate, semen evaluation at collection and
after storage at 4 ° C for 24, 48 and 72 h. Dogs were divided into two age categories < 2
years (1,24 + 0,19 years) and > 2 years (6,26 + 2,48 years). For clinical examination
uniform database sheet was used. Semen was evaluated using the following parameters:
colour, volume, pH, progressive motility, concentration and viability (HOS test and Bloom
staining). Diluted semen samples were stored at 4 °C and the motility, viability and
functional integrity of sperm membrane was evaluated after 24, 48 and 72 hours. Average
testicular volume, prostate size and body weight were significantly higher in dogs > 2
years, which positively correlated with the semen volume and concentration of
spermatozoa in the ejaculate. A negative correlations existed between the age of dogs and
motility, membrane integrity (HOS test) and normal sperm morphology. In dogs < 2 years
the percentage of normal spermatozoa was significantly higher compared to dogs > 2
years. Head and midpiece abnormalities were significantly higher in dogs > 2 years
compared to younger dogs. Significant correlations were established between motility,

HOS test results and supravital staining by Bloom after 72 hours of storage.

This research has shown that it is necessary to include variety of clinical and
laboratory methods in order to get a complete insight into breeding potential of dogs and
choose those with the highest quality characteristics for reproduction. Our results of semen
quality evaluation at collection and after storage indicate high reproductive potential of
military breeding and working dogs of MDCR and offer a possibility of international trade

of high quality genetic material.

Key words: military breeding and working dogs, reproductive potential, semen quality
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ZIVOTOPIS

Rodena sam 02. 09. 1994. u Zagrebu gdje sam pohadala osnovnu $kolu i XI.
gimnaziju. Nakon mature 2013. godine upisala sam Veterinarski fakultet SveuciliSta u

Zagrebu.

Tijekom studija volontirala sam na Klinici za porodniStvo i reprodukciju
Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Od ak. god. 2014./2015. do ak. god.
2017./2018. sudjelovala sam u nastavi kao demonstrator na Zavodu za kemiju i biokemiju.

S izri¢itim zanimanjem za porodni§tvo i1 reprodukciju, odlucila sam pristupiti
istrazivanju reproduktivnog potencijala rasplodnih i radnih pasa Ministarstva obrane
Republike Hrvatske. Na temelju istrazivanja napisala sam rad pod naslovom ,,Procjena
reproduktivnog potencijala rasplodnih i radnih pasa Ministarstva obrane Republike
Hrvatske®, pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Ive Getz i izv. prof. dr. sc. Martine Lojki¢ te
za isti osvojila Rektorovu nagradu za individualni znanstveni i umjetnicki rad u

akademskoj godini 2017./2018. godini.

Tijekom studija Cesto sam boravila na Fakultetu i mimo nastavnih aktivnosti
sudjelovanjem na stru¢nim seminarima i znanstvenim kongresima kao $to su ,,Veterinarska
znanost i struka®, trodnevna regionalna konferencija veterinara Isto¢ne Europe ,,Eastern
European Regional Veterinary Conference®, 5. Kongres veterinara male prakse Hrvatske u

organizaciji Odjela veterinara male prakse (OVMPH), Kinoloski struéni seminar i sl.

Znanje koje sam stekla na fakultetu nastojim kontinuirano nadogradivati te ¢u u
listopadu 2019. godine aktivno sudjelovati na 8. medunarodnoj konferenciji ,,Veterinarska

znanost i struka® u vidu oralnog prezentiranja svog znanstvenog rada na engleskom jeziku.

U svibnju 2019. godine, uz predsjednika Kinoloskog kluba Velika Gorica,
organizirala sam Kinoloski stru¢ni seminar na kojem su odrzana dva stru¢na predavanja te

predstavljeni proizvodi farmaceutske tvrtke Medical Intertrade d.o.o.

Na K9 medunarodnoj konferenciji u hotelu 1, Zagreb, predstavljala sam
proizvode koje zastupa, uvozi i distribuira tvrtka DJD ZAGREB d.0.0., za koju duze
vremena radim. Bavim se promocijama i odrzavam edukacije o veterinarskoj hrani i

dodacima prehrani na mjestima kao $to su izlozbe pasa, veterinarske ljekarne, Pet centar,
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novootvoreni pet shopovi itd. Osim toga sam radila u veterinarskoj ljekarni i pet shopu

Belugo plus.

Kao aktivni ¢lan uredniStva Portala kuéni ljubimci ve¢ nekoliko mjeseci iznosim aktualne
teme iz zivotinjskog svijeta te pisanjem ¢lanaka nastojim upoznati javnost s veterinarskom

problematikom.

Aktivno se sluzim engleskim i njemackim jezikom.
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