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1. UVOD

Umjetno osjemenjivanje (UO) je zahvat kojim spermije unosimo u spolne organe Zenki.
Pri tom postupku oplodnja se zbiva prirodno, unutar jajovoda, a umjetan je jedino nacin unosa
spermija u tijelo Zenke.

Umjetno osjemenjivanje kuja omogucuje koristenje vrhunskih rasplodnih pasa na
vecem broju kuja ¢ime se potice kvalitetna pasminska selekcija, a pritom se sprecava Sirenje
spolno prenosivih bolesti. To se postize uporabom svjezeg, ohladenog ili duboko smrznutog
sjemena pasa.

Umjetno osjemenjivanje najcesce se primjenjuje u vrijednih ¢istokrvnih kuja koje, zbog
razli¢itih razloga, ne mogu zaceti nakon koitusa. Umjetno osjemenjivanje je metoda izbora u
slucajevima kada Zenka ne prihvac¢a muzjaka, kada partner visokovrijednih pasmina ne moze
obaviti koitus zbog fizickih razloga, kada su partneri medusobno vrlo udaljeni, a vlasnik Zeli
osjemeniti kuju iz uzgojnih razloga, kod mladih i neiskusnih partnera te kod stecenih
malformacija na vagini.

Umjetno osjemenjivanje obuhvac¢a dobivanje ejakulata od psa, ocjenu ejakulata,
odredivanje optimalnog vremena za osjemenjivanje kuje i unos spermija u spolne organe kuje.

Zahvaljujuéi sve boljem razumijevanju reproduktivne fiziologije pasa, napredovanju
tehnika te povecanju osvijestenosti o prevencijama spolnih bolesti, interes uzgajivaca za UO
diljem svijeta brzo raste.

Uspjeh umjetnog osjemenjivanja je u odabiru to¢nog vremena za osjemenjivanje,
upotrebi kvalitetnog sjemena, pravilnom rukovanju sa sjemenom te ispravnom odabiru tehnike
Uo.

U ovom radu opisati ¢u postupak sa sjemenom pasa, kako odrediti optimalno vrijeme

za umjetno osjemenjivanje, metode umjetnog osjemenjivanja kuja te njihove prednosti i mane.



2. POLUCIVANJE EJAKULATA PASA I POSTUPAK SA SPERMOM

Ejakulat pasa polucuje se manualnom fiksacijom ili masazom penisa, a ejakulat se hvata
u steriliziranu staklenu ili plastiénu posudicu ili spermohvata¢. Za uzbudivanje muzjaka
najcesce se koristi Zenka u estrusu. Muzjak se priblizuje zenki i njusenje njene stidnice dovodi
do erekcije. Osoba koja polucuje spermu treba izvuci penis, gurajuéi prepucij dorzalno preko
bulbusa. Pritskom na penis, posebno na podrucje iznad bulbusa, erekcija se pojacava i pas
pocinje ejakulirati. Psi ejakuliraju frakcionarno, u 3 medusobno odvojene frakcije. Prva frakcija
sadrzi svega nekoliko kapi, druga 0.5 — 3 ml, a tre¢a 4-50 ml, ovisno o pasmini. Prvu i treu
frakciju Cini tekucina iz prostate 1 prozirna je, dok je druga spermom bogata frakcija mlije¢no
bijele boje. Za UO svjezim ejakulatom koriste se prva, druga i 1-2 ml tre¢e frakcije, dok se za
UO ohladenim ili duboko smrznutim sjemenom koristi samo druga, spermom bogata frakcija.
Sjeme pasa uglavnom se primjenjuje nerazrijedeno i odmah po polu¢ivanju se ocjenjuje, za Sto

se koristi prva i druga frakcija (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Slika 1. Spermohvatac

2.1. Duboko smrznuto i ohladeno sjeme

Kod upotrebe svjezeg sjemena, osim $to je postupak UO jednostavniji za izvedbu,
uspjesnost osjemenjivanja i broj Stenadi su jednaki kao kod prirodnog pripusta. Upotrebom

duboko smrznute sperme, osim zahtjevnije tehnike 1 skupljeg zahvate, postotak oplodnje 1 broj



Stenadi nesto je nizi (FARSTADT, 1984.; LINDE — FORSBERG, 2000.). No, prednost duboko
smrznutog sjemena je Sto se ono moze pohraniti na neodredeno vrijeme, Cime se pruza
mogucénost dobivanja potomstva i nakon uginuéa rasplodnjaka. Isto, upotreba duboko
smrznutog sjemena omogucuje dobivanje potomstva od jedinki koje Zive u razli¢itim krajevima

svijeta, bez troskova i stresa koje izaziva putovanje zivotinje na parenje.

2.1.1. Ohladeno sjeme

Ohladeno sjeme ¢uva se na temperaturi od 4-5°C i ovisno o vrsti razrjedivaca, ostaje
upotrebljivo 2-10 dana. Razrjedivaci Stite membranu spermija od temperaturnog Soka i
mehanickih trauma tijekom transporta, a osiguravaju stabilan pH. Za osjemenjivanje se uzima
druga, spermom bogata frakcija ejakulata Prednosti koriStenja ohladenog sjemena, osim vec
spomenutih, su jednostavnost postupka, niski troskovi opreme i zadovoljavajuéi postotak
koncepcije nakon intravaginalnog osjemenjivanja. Vaginalnim osjemenjivanjem ohladenim
sjemenom dobre kakvoce postize se koncepcija od oko 80%, dok se kod ejakulata slabije
kakvoce preporuca transcervikalno osjemenjivanje (TCI) kako bi se povecao postotak
koncepcije. Ohladeno sjeme nakon polaganja u spolne organe kuja prezivljava 24-72 sata

(LOJKIC i sur., 2012.).

2.1.2. Duboko smrznuto sjeme

Psec¢e sjeme se tijekom dubokog smrzavanja hladi na temperaturu tekué¢eg dusika od -
196 °C. Klasi¢an protokol za smrzavanje pseceg sjemena sastoji se od frakcioniranog
polucivanja ejakulata, razrjedivanja druge frakcije razrjediva¢em, hladenja na 4°C kroz 1-2 sata,
punjenja u pajete i hladenja u aparatu za smrzavanje ili u parama tekuceg dusika (LOJKIC i
sur., 2012.). Na kvalitetu odmrznutog sjemena utjece na€in postupanja sa sjemenom te uvjeti
pripreme i smrzavanja. Takoder treba imati na umu i individualnu predispoziciju pojedinih
smrzavanjem (SCHAFER-SOMI i sur., 2006.). Koncentracija spermija u dozi i volumen isto
tako utjeCu na uspjeSnost koncepcije nakon umjetnog osjemenjivanja. NajceSce koriStena
koncentracija je 100-200x10° spermija/ml, uz 70% progresivno pokretljivih spermija i manje
od 20% morfoloSkih abnormalnost .

Odmah po odmrzavanju sperma se stavlja na zagrijanu podlogu (37°C) te se ocjenjuje

pokretljivost te morfologija spermija svjetlosnim mikroskopom. Ukoliko je progresivna
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pokretljivost preko 50%, sperma se smatra dobrom, oko 50 % se smatra prosje¢nom, a ispod
50% se smatra losom. Losa je i1 ukoliko je postotak abnormalnih spermija veci od 20%, bez

obzira na pokretljivost (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

2.2.  Ocjena ejakulata i spermija

Sperma se ocjenjuje kako bi se odredila svojstava dobivenog ejakulata, za kontrolu
prezivljavanja spermija nakon pohrane, konzerviranja ili prije osjemenjivanja te za ocjenjivanje
plodnosti, odnosno utvrdivanje neplodnosti rasplodnjaka (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Razlikujemo sanitarnu i makroskopsku ocjenu ejakulata te ocjenu kvalitete spermija.

Sanitarna ocjena ejakulata, osim pregleda, obuhvaca i ocjenu zdravlja rasplodnjaka
(klini¢ke pretrage). Zivotinja koja se koristi za UO mora biti potpuno zdrava, a njezin ejakulat
bez primjesa ili vanjskih necistoca.

Makroskopskim pregledom biljezimo volumen, boju, konzistenciju i1 miris ejakulata.
Volumen ejakulata pasa iznosi 1-50 ml i ovisan je o pasmini, odnosno veli¢ini psa. Boja je
vodenasto-bijela 1 ovisna je o koncentraciji spermija u ejakulatu. Frakcioniranim uzimanjem
ejakulata primjecujemo da su prva i druga frakcija fizioloski prozirne, dok je druga frakcija
mlije¢no-bijela. Konzistencija je sli¢na konzistenciji mlijeka, a miris je specifican. Ocjenjuje
se 1 pH koji je kod pasa 6,0-7,0. Vrijednost pH utvrdujemo indikator papirom ili pomocéu
tekucine univerzalnog indikatora koji pomijesan sa spermijima, mijenja boju, ovisno o stupnju
pH.

Mikroskopska ocjena sluzi za ocjenu pokretljivosti spermija, udjela zivih spermija u
ejakulatu te ocjenu morfologije.

Prilikom odredivanja pokretljivosti spermija vazno je koristiti zagrijane predmetnice te
zagrijan stoli¢ mikroskopa. Moze se primijetiti da se neki spermiji kre¢u pravocrtno naprijed —
progresivnim gibanjem, neki se vrte u krug — manjeznim ili kruznim gibanjem, a neki se kre¢u
u smjeru suprotnom od glave — retrogradnim gibanjem. Neki spermiji se gibaju sporije od
ostalih, a neki su nepomicni i oni su, kao 1 svi koji se ne krecu progresivno naprijed, nesposobni
za oplodnju. Kod pasa mogu koristiti ocjene 4,3,2,1,0, za vrstu pokretljivosti (npr. 4 - brzo
progresivno kretanje; 3 - umjereno progresivno kretanje, 2 — sporo kretanje; 1 —pokretni,
neprogresivni, 0 — nepokretni).

U svakom ejakulatu, kada ga mikroskopski pregledamo, na¢i ¢emo spermije koji nisu

normalnog oblika i nas zanima da li je broj takvih teratoloskih oblika u dopusStenim granicama
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jer su takvi spermiji manje plodni. Prema nastanku, razlikujemo primarne i sekundarne
patoloSke oblike spermija (BLOM, 1950.). Primarni nastaju tijekom spermatogeneze, a
sekundarni nakon spermijacije tj. u epididimisu ili kasnije. Uzrok primarnih mogu biti
degenerativne 1 upalne promjene u testisima, poremecaji termoregulacije u testisima,
avitaminoza E i deficitarna prehrana te urodene anomalije. Sekundarni su naj¢esée uzrokovani
hipotonijom i hipertonijom. Ce$¢a je podjela abnormalnosti spermija prema mjestu nastanka i
tu razlikujemo abnormalnosti glave, akrosome, vrata, spojnog dijela i repa Teratomni oblici
spermija imaju visestruke glave i repove, samo repove, visestruke repove poput meduze, a tu
ubrajamo i razvojne stadije spermija (spermatocite, spermatide). U ejakulata psa je dozvoljeno
naéi samo 2 % nezrelih spermija s protoplazmatskom kapicom (CERGOLJ i SAMARDZIJA,
2006.). Postoji nekoliko metoda pripreme 1 bojenja preparata za odredivanje morfologije
spermija. Metoda po Bloomu prakti¢na je jer se ujedno procjenjuje i broj zivih i mrtvih
spermija, no postoje i druge metode poput bojenja po Giemsi i Papanicolau. Primjenjuje se i
bojenje spermija po Diff-Quick metodi te Spermac metodi, dok se moderni centri za UO za
morfoloSku ocjenu spermija koriste 1 kompjuterskom obradom ejakulata (CASA).

Osim toga vazno je odrediti koncentraciju spermija u ejakulatu. Klasi¢éna metoda za
ocjenu broja spermija u odredenoj zapremini ejakulata je brojanje u komorici po Thoma-i (sluzi
za brojanje krvnih stanica). Komorica ima 16 velikih kvadrata razmjestenih u 4 reda, a svaki
od 16 kvadrata, podijeljen je na 16 manjih kvadrati¢a. Spermiji se broje u Cetiri velika kvadrata
dijagonalno, odozgo prema dolje te u petom koji se nalazi u suprotnom lijevom ili desnom kutu.
Spermije za brojanje pripremamo u melanzerima za brojanje leukocita, a prije brojanja ih je
potrebno usmrtiti. Ejakulat pasa sadrzi 0,004 — 0,400 milijardi, u prosjeku 0,125 milijardi
spermija po mL. U novije vrijeme se koriste 1 elektronski aparati (CASA) koji automatski
razrjeduju ejakulat i daju precizne podatke o njegovoj gustoéi (CERGOLJ i SAMARDZIJA,
2006.).

Biljezi se i broj bijelih krvnih stanica u ejakulatu koji upuéuju na moguci upalni proces
1 zahtijevaju bakterioloSku obradu ejakulata. Isto je vazna i koncentracija alkalne fosfataze
podrijetlom iz epididimisa koja ukazuje na mogucu opstrukciju sjemenovoda ili nepotpunu
ejakulaciju.

Vazna je 1 ocjena integriteta stani¢ne membrane spermija i akrosome spermija te ocjena
morfologije. Za odredivanje integriteta membrane najcesce se koriste HOS test i bojenje po
Bloom-u koje nam daju broj zivih i mrtvih spermija u ejakulatu. Kroz ovojnicu mrtvog spermija
prolazi crvena boja eozin, dok kroz ovojnicu Zivog spermija ne prolazi pa ¢e se mrtvi spermiji

obojati, a zZivi ¢e ostati bijeli. Kod supravitanog bojanja po Bloom-u koristi se 5%-tna vodena
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otopina eozina i 10%-tna otopina nigrozina, koja sluzi kao kontrastna boja razmaza. Na
zagrijanu predmetnicu se stavlja kap ejakulata, a pored nje se stavlja kap eozina i dvostruko
veca kap nigrozina. Odmah se pomjeSa kap eozina i ejakulata, a zatim se umjesa 1 kap nigrozina
te se napravi razmaz. Cijeli postupak ne smije trajati viSe od 15 sekundi i izvodi se na sobnoj
temperaturi ( oko 20 °C). Za ocjenu rezultata se koristi fazno — kontrastni mikroskop. U svakom
vidnom polju se biljezi koliko ima crvenih 1 bijelih spermija, dok se oni ¢ija je glava napola
obojana u bijelo, a napola u crveno, smatraju mrtvima. Broji se ukupno 200 spermija.
Supravitalnim bojanjem najc¢eS¢e se sluzimo prilikom ocjene svjezeg ejakulata, no moze se
primijeniti i za ocjenjivanje razrijedenog sjemena, dok za ocjenjivanje smrznutog — odmrznutog
sjemena, nije prikladna. U preparatima takoder moZemo zabiljeZiti i teratoloSke oblike spermija
(vise glava, viSe repova, deformacija repa) te postotak nezrelih spermija s protoplazmatskom
kapicom.

Test hiposomatskog bubrenja ili HOS test koristi se za ocjenu funkcionalnosti
membrane spermija i znacajni je pokazatelj njihove sposobnosti za oplodnju. Promjene na
spermijima nakon izlaganja hipoosmotskoj otopini mogu se koristiti za predvidanje kvalitete
sperme. Promjene su vidljive pomoc¢u fazno - kontrastnog mikroskopa. Nabubreni spermiji ili
HOS pozitivni ( HOS +) imaju funkcionalno intaktnu membranu, dok spermiji s oSte¢enom
membranom ne bubre. Mikroskopom se broji najmanje 200 spermija i razvrstava u 5 skupina,
od slova A do E. Tip A predstavlja maksimalno bubrenje, B 1 C predstavlja srednji stadij, tip D
predstavlja poetni stadij i tip E neaktivni, ne nabubreni spermiji (CERGOLJ i SAMARDZIJA,
2006.).



3. FIZIOLOGIJA REPRODUKCIJE KUJA

3.1. Faze spolnog ciklusa

Pubertet u kuja javlja se u dobi od 6 do 23 mjeseca starosti, u prosjeku od 10 do 14 mjeseca
starosti. Kuja je monoestri¢na zivotinja, sa meduestrusnim intervalom od 4 do 13 mjeseci, u
prosjeku 7 mjeseci. Faze spolnog ciklusa kuja su proestrus, estrus, diestrus i anestrus (EDENS

i HEATH, 2003.).

3.1.1. Proestrus

Proestrus traje od 3 do 17 dana, u prosjeku 9 dana. U ovoj fazi kuja je seksualno atraktivna,
ali odbija muZzjaka. Stidnica je oteCena, prisutan je serozno krvavi iscjedak koji potjeCe iz
endometrija maternice. Razvoj folikula uzrokuje povecanu koncentraciju estrogena, Cija
koncentracija dostize svoj vrhunac 2 do 3 dana prije estrusa, a tada u fazi estrusa naglo pada.
Povecanje estrogena dovodi do hiperplazije i oroZnjavanja vaginalnih epitelnih stanica. U
ranom proestrusu kada je koncentracija estrogena niska u vaginalnom obrisku najviSe ima
parabazalnih i intermedijalnih stanica. Kasnije, kako koncentracija estrogena raste prevladavaju
superficijalne stanice, tako da na kraju estrusa superficijalnih stanica ima vise od 80% svih
epitelnih stanica. Eritrociti su brojni u poc€etku proestrusa, a kasnije se njihov broj smanjuje.
Koncentracija progesterona u serumu tijekom proestrusa je manja od 2 ng/ml (EDENS i

HEATH, 2003.).

3.1.2. Estrus

Estrus traje od 3 do 21 dan, u prosjeku oko 9 dana. Estrus po¢inje onda kada kuja dozvoljava
koitus. Stidnica je edematozna, mekane konzistencije, a vaginalni iscjedak je smanjen. U
endokrinoloSkom smislu estrus obicno pocinje u vrijeme vala luteiniziraju¢eg hormona (LH),
koji traje 24 do 48 sati. Istovremeno dolazi do smanjivanja koncentracije estrogena i rasta
koncentracije progesterona. Vaginalni obrisak sadrzi viSe od 90% superficijalnih epitelnih
stanica, mali broj eritrocita, a neutrofili nisu prisutni. Koncentracija progesterona kreée se u
rasponu od 5 do 8 ng/ml za vrijeme ovulacije i od 4 do 20 ng/ml u fertilnom periodu (EDENS

1 HEATH, 2003.). Kuje ovuliraju oocite u nezrelom obliku kao primarne oocite i one ne mogu



odmabh biti oplodene. Do oplodnje dolazi nakon maturacije primarne oocite, koja traje oko 48
sati 1 dolazi do formiranja sekundarne oocite. Ovulaciju izaziva val luteiniziraju¢eg hormona
(LH) u plazmi. Do ovulacije dolazi 2 dana nakon vala LH. Oocite unutar jajovoda ostaju

sposobne za oplodnju oko 4 do 5 dana (ENGLAND i CONCANNON, 2002.).

3.1.3. Dioestrus

Trajanje diestrusa je 56 do 58 dana od ovulacije. U tom periodu kuja ne dozvoljava
parenje. Stidnica viSe nije edematozna. Unutar 24 do 36 sati mijenja se nalaz vaginalne
citologije. Vaginalni obrisak sadrzi oko 60% intermedijalnih stanica. Prisutan je velik broj
neutrofila. Koncentracija progesterona ostaje povisena kroz cijeli diestrus. (EDENS 1 HEATH,
2003). Anestrus traje od 2 do 9 mjeseci. To je period involucije maternice. Za potpunu
involuciju potrebno je 70 dana u negravidnih kuja i 90 dana u kuja nakon poroda. Vaginalna
citologija otkriva nam prisustvo parabazalnih i intermedijalnih epitelnih stanica. Koncentracija

progesterona pada (EDENS 1 HEATH, 2003.).

3.1.4. Anoestrus

Anestrus traje od 2 do 9 mjeseci. To je period involucije maternice. Za potpunu
involuciju potrebno je 70 dana u negravidnih kuja i 90 dana u kuja nakon poroda. Vaginalna
citologija otkriva nam prisustvo parabazalnih i intermedijalnih epitelnih stanica. Koncentracija

progesterona pada (EDENS i HEATH, 2003.).



4. ODREDIVANJE OPTIMALNOG VREMENA ZA OSJEMENJIVANJE

Postoji nekoliko metoda za odredivanje optimalnog vremena parenja, koje ukljucuje
odredivanje koncentracije progesterona u plazmi, vaginalnu citologiju i vaginalnu endoskopiju.
Neuspjeh odredivanja optimalnog vremena parenja predstavlja znac¢ajan problem i najces¢i je
uzrok neplodnosti kuja (ENGLAND i CONCANNON, 2002.). Poznajuéi faze spolnog ciklusa,

klini¢ke znakove 1 fiziologiju spolnog ciklusa mozemo poboljsati postotak koncepcije.

4.1. Klinicki pregled kuje

Kod kuje su vanjski znakovi estrusa oc€iti 1 traju razmjerno dugo. Potrebno je pratiti
promjene na spolnim organima te vladanje kuje. Rade se inspekcija i palpacija stidnice i
perineuma. Za vrijeme proestrusa, stidnica se poveca i otvrdne te se pojavljuje krvavi iscjedak.
Pocetkom estrusa stidnica postaje meksa, smanjuje se edem i prestaje krvavi iscjedak iz rodnice.
Takoder, kada je kuja spremna za oplodnju, prisutni su i spolni refleksi: dizanje repa, Sirenje
nogu 1 podizanje stidnice. Kuja stoji mirno kada ju pas zasko¢i i odmice rep pri njuskanju

stidnice (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

4.2. Vaginalna citologija

Vrhunac razdoblja plodnosti je od prvog do Sestog dana od LH vala, odnosno od drugog
dana prije, do Cetvrtog dana nakon ovulacije. Istrazivanja govore da nema razlike u broju
Stenadi bez obzira da li se radi se o jednom ili o viSe parenja tokom navedenog perioda. Ista
istrazivanja pokazuju da parenje prije ili nakon navedenog perioda rezultira manjim postotkom
graviditeta, dok parenje nakon navedenog perioda uglavnom rezultira i manjim brojem Stenadi.
Najpovoljnije razdoblje za rasplod je 4 do 6 dana po otpustanju LH vala. Kada je moguce
osigurati viSekratno parenje, prvo parenje treba biti jedan do dva dana prije drugoga.

No, kada se primjenjuje duboko smrznuto sjeme, kuju treba osjemenjivati iskljucivo tijekom
fertilizacijskog perioda.

Mikroskopski pregled oljuStenih epitelnih vaginalnih stanica je jednostavna metoda za
kontroliranje faze spolnog ciklusa. Vaginalne stanice se mogu uzeti pomo¢u pamucnih Stapica
za bris ili aspiracijom plasticnim kateterom. Tijekom proestrusa porast koncentracije estrogena

uzrokuje zadebljanje sluznice rodnice te povecanje broja slojeva stanica. Epitel sluznice mijenja



se iz niskog kvadraticastog u slojeviti plocasti keratinozni epitel. PovrSinske stanice mijenjaju
oblik, veli¢inu i boju. Prvo postaju veée, nepravilne i plocaste s jezgrom 1 kao takve se nazivaju
»intermedijarne stanice®. Kasnije prelaze u oroZnjale plocaste stanice bez jezgre i nazivaju se
,»superficijanlne stanice® (CONCANNON i DIGREGORIO, 1986.). Pra¢enjem promjena moze
se odrediti u kojoj je fazi ciklus, a osjemenjivati treba kada je vise od 80% stanica

superficijalnog tipa, koje su karakteristi¢ne za fertilizacijsko razdoblje.

Slika 2. Proestrus Slika 3. Estrus

Preuzeto: Vaginalna citologija (www.ivis.com).

Pojava stanica superficijalnog tipa je moguca od devetog do drugog dana prije ovulacije,
a postotak im moze doseci ¢ak 1 90-100 % ( LINDSAY i CONCANNON, 1986.), tako da se
ova metoda ne moze s potpunom sigurnosc¢u koristiti za odredivanje vremena za oplodnju. Na
kraju fertilizacijskog razdoblja, koncentracija estrogena pada, a progesterona raste. Zbog toga
se vaginalni epitel ljusti 1 broj slojeva stanica se smanjuje. Polimorfonuklearni leukociti koji
nisu bili prisutni tijekom plodnog perioda sada se pojavljuju u velikom broju. Stanice koje u
tom periodu dominiraju su intermedijarne i parabazalne stanice te polimorfonuklearni leukociti.
One oznaCavaju kraj estrusa te pocetak metestrusa ili diestrusa (CONCANNON i
DIGREGORIO, 1986.).

Odredivanje optimalnog vremena za parenje moze se odrediti utvrdivanjem vremena

porasta LH, a izravnim klinickim metodama moze se procijeniti vrijeme ovulacije te razdoblja
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plodnosti i fertilizacije. Klinicke metode ukljucuju: palpaciju stidnice, vaginalni bris, vaginalnu

endoskopiju te mjerenje razine hormona tijekom proestrusa i estrusa.

Slika 4. Diestrus

Preuzeto: Vaginalna citologija (www.ivis.com)

4.3. Vaginalna endoskopija

Vaginalnom endoskopijom se pregledava povrS§ina mukoze rodnice, a postupak se temelji na
promatranju nabora, kontura i boje, promjena koje uslijede prilikom prijelaza proestrusa u
estrus kao i prisustva iscjetka. Uglavnom se koriste rigidni endoskopi s optickim vlaknom no

mozemo koristiti 1 fleksibilne endoskope (ENGLAND i CONCANNON, 2002.).

Slika 5. Oprema za vaginoskopiju

Preuzeto: Folnozi¢, 2009.
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Tokom anestrusa, sluznica je relativno ravna, suha i ruzicaste boje, veoma tanka, krhka i izrazito

osjetljiva na traumu ( LINDSAY 1 CONCANNON, 1986.)

Za vrijeme estrusa nabori postaju veci, edematozni i ruZi¢asto — bijele boje, a izmedu nabora se
primjecuje serozno krvavi iscjedak, porijeklom iz maternice. Za nastanak promjena zasluzan je
porast estrogena. Za vrijeme LH vala dolazi do naglog pada estrogena i posljedi¢ne dehidracije
sluznice, gubitka edema te sluznica poprima naborani izgled (WILSON, 2005), dok su 3-4 dana
nakon ispuStanja LH nabori potpuno stisnuti i angularnog oblika, zadrzavaju¢i kremasto bijelu
boju. Za fertilizacijsko razdoblje su karakteristicni duboki nabori po cijeloj mukozi sa
karakteristicnom zavojima dok se prestanak fertilizacijskog perioda ocituje smanjivanjem
naboranosti te otanjivanjem mukoze 1 “iSaranoS¢u” iste (LINDSAY i CONCANNON, 1986.),
Sto znaci da je ona na nekim podrucjima i dalje bjelkasta i zadebljala, a na drugim postaje tanka

i crvenkasta. Navedeno je karakteristi¢no za period metestrusa ili diestrusa.

Slika 6. Estrus Slika 7. Diestrus

Preuzeto : Wilson, 2005.
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4.4. Odredivanje koncentracije LH i progesterona u serumu
LH test

Mjerenje koncentracije LH u plazmi je pouzdana i tocna metoda za odredivanje optimalnog
vremena za rasplod. No, u vecini zemalja ne postoji gotov komercijalni test i za mjerenje je
potreban radioimunoloski test (RIA), a to je metoda koja zahtjeva vrijeme, novac a rezultati se
ne dobivaju odmah.

U prodaji postoji nekoliko komercijalnih ELISA kit za mjerenje LH u serumu koji su provjereni
(ROOT-KUSTRIZ, 2001.) i uspjesno se koriste. Nedostatak je Sto se mora upotrebljavati
svakodnevno kako bi se odredio porast LH. Sa ispitivanjima je dovoljno poceti 7 dana od
pocetka proestrusa Jednom kada se zna to¢an dan, oplodnja ili UO se planiraju za 4-6 dan nakon

ispustanja LH vala.

Progesteron u plazmi i progesteron test

Koncentracija progesterona pocinje rasti 2 tjedna prije ovulacije. Od pocetka njegovog rasta,
potrebno je uzimati uzorke krvi svaki dva do tri dana te mu mjeriti koncentraciju.

Na dan otpustanja LH vala, sa poCetne razine od < 1.5 ng/ml, koncentracija progesterona raste
do 0.9 do 3 ng/ml, za vrijeme ovulacije on iznosi 2 do 8 ng/ml, a Sestog dana nakon otpustanja
LH vala postize maksimum i iznosi 8 do 20 ng/ml. Osjemenjivanje treba planirati za 4 — 6 dana

nakon ispustanja LH vala, odnosno 2 do 4 dana nakon ovulacije.

I koncentracija progesterona takoder se moze mjeriti pomocu radioimunoloskog testa (RIA) te

ELISA Kkita, a to¢nost im je u dan do dva u ve¢ini slucajeva.

4.5. Ultrazvucni pregled jajnika

Redovitim pregledom je moguce pratiti rast folikula i odrediti vrijeme ovulacije. U pocetku
i sredinom proestrusa folikuli su veli¢ine 2-3 mm, u kasnom proestrusu 5 mm, a u periodu

poslije odpustanja LH vala i ovulacije veli¢ina iznosi 7-10 mm.
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4.6.  Split estrus

U kuja sa laznim estrusom, u kojih izostaje LH val 1 zbog Cega posljedicno izostaje 1
ovulacija, sve ostale promjene, fizicke, klini¢ke i promjene ponaSanja su prisutne, iako pocetak
estrusnog ponasanja moze biti slabije izrazen i intermitentan. Jedini nain za razaznavanje, da
li je posrijedi split estrus jest odredivanje koncentracije progesterona nakon ovulacije.
Koncentracija bi trebala rasti do 10 ng/ml u periodu od 2 do 3 tjedna. Takoder, split estrus ¢esto

karakterizira ponovljanje proestrusa za 1-10 tjedana.
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5. METODE UMJETNOG OSJEMENJIVANJA KUJA

Za umjetno osjemenjivanje kuja se koriste dvije osnovne metode, intravaginalno i
intrauterino umjetno osjemenjivanje. Kod intrauterinog osjemenjivanje postoji ne kirurSka
tehnika upotrebom Norvesko/Skandinavskog katetera sa ili bez endoskopa te kirurSka, odnosno

laparoskopska tehnika.

5.1. Intravaginalno osjemenjivanje kuja

Intravaginalno se osjemenjuje upotrebom plasti¢nog katetera (npr. govedi uterinog katetera
odrezan na odredenu duzinu) na koji je pricvrS¢ena jednokratna plasticna brizgalica
(FARSTAD, 2010.). Pipeta se uvodi u rodnicu dok kuja stoji i umece se pazljivo do baze
paracerviksa, paze¢i da se izbjegne ulaz u uretru. Sjeme se aplicira duboko intravaginalno.
Pipetu treba navlaziti ejakulatom ili razrjediva¢em te njezno uvesti u vaginu po dorzalnoj
stijenci. Pritom je preporucljivo pipetu rotirati lagano lijevo — desno. Smjer uvlacenja je prvo
dorzokranijalan, a poslije usporedan sa kraljeznicom. Kada prilikom guranja osjetimo ¢vrs¢i
otpor, prestanemo s guranjem i po¢nemo sa polaganom aplikacijom sjemena. Ako je pipeta na
pravom mjestu i kuja spremna na osjemenjivanje, negativan tlak pomagat ¢e istjecanju sjemena
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Za vrijeme postupka osjemenjivanja i kroz sljede¢ih 10
minuta kuja se drzi u polozaju sa podignutim straznjim dijelom tijela i spustenom glavom, da
ne bi doslo do istjecanja sjemena. Prilikom osjemenjivanja moze se moze koristiti balon kateter
koji ima dio koji se napuhuje i zada¢a mu je da oponasa bulbus penisa kod erekcije (FARSTAD,

2010.).

5.2. Intrauterino osjemenjivaje kuja

Glavne indikacije za intrauterino osjemenjivanje su slaba gustoa svjezeg sjemena te

upotreba smrznutog — otopljenog sjemena

5.2.1. Intrauterino osjemenjivanje upotrebom Norvesko/Skandinavskog katetera

Da bi se olakSao postupak palpacije cerviksa, kuja mora imati prazan zeludac i

ispraznjen mokraéni mjehur. Uvodenje katetera je olakSano ako je stidnica kuje podignuta do
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ispod anusa, u polozaju kao kad se priprema za parenje. Sjeme se aplicira izravno u maternicu
bimanualnom metodom. Jednom rukom se fiksira cerviks preko abdomena a drugom rukom se
uvodi skandinavski kateter intracervikalno u maternicu (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).
Skandinavski kateter se sastoji od 1-2 mm Sirokog ¢eli¢nog katetera ¢iji je vrh Sirok 0.75 — 1
mm, a duzina mu moze biti 20, 30 ili 40 cm. Oprema za osjemenjivanje se sastoji od
skandinavskog katetera 1 plasti¢ne vodiljne cijevi koji sluzi sa zaStitu i stabilnost katetera, za
Sirenje vagine i za za$titu sluznice vagine tokom umetanja katetera.

To je ne kirurSka metoda koja zahtjeva praksu, no kada se jednom savlada omoguc¢ava UO u ne

sediranih kuja koje stoje kroz nekoliko minuta. Ova metoda je jednostavna i jeftina

(FARSTAD, 2010.).

Slika 8. Tri veli¢ine Norvesko — Skandinavskog za intrautrino UO 1 dvije veli¢ine rigidnog

plasti¢nog katetera za intravaginalno UO

Preuzeto: LINDE — FORSBERG, 2010.

5.2.2. Transcervikalno endoskopsko osjemenjivanje

Tehnika ukljucuje palpaciju cerviksa preko trbusne stjenke, vizualizaciju cerviksa
koriste¢i rigidni endoskop i prolaz plasticnog katetera kroz cervikani kanal. Prednost
endoskopske tehnike je mogucnost vizualizacije cerviksa i cervikalnog kanala (WILSON,
2003). Za transcervikalno osjemenjivanje koristi produzeni cistouretroskop duzine 29 cm i 22
Fr promjera. Vaginoskop se sastoji od rigidnog teleskopa sa kutom gledanja od trideset
stupnjeva, izvora hladnog svjetla i kamere. Endoskop moze biti koriSten i bez kamere ali bez

sumnje njezina prisutnost olaksava cijeli zahvat. Kateterizaciju cerviksa izvodimo urinarnim
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kateterom promjera 6-8 Fr (WILSON, 2003). Kuje u vrijeme trajanja estrusa mogu biti
jednostavno obuzdane na specijalno dizajniranom postolju, tako da ne mogu sjesti. Endoskop
uvodimo kroz dorzalnu komisuru stidnih usana da izbjegnemo klitoris koji se nalazi unutar
ventralnih komisura. Kut uvodenja moramo prilagoditi nagibu vestibuluma i osigurati lagan
prolaz preko ruba zdjelice izbjegavajuéi orificij uretre. Kad lociramo cervikalnu os, vrh katetera
uvodimo u os zajednickom manipulacijom cisouretroskopa i katetera te apliciramo sjeme.
Kateter pomic¢emo pazljivim okretanjem (WILSON, 2003). Ovaj postupak zahtjeva upotrebu
skupe opreme, no prednosti su Sto vlasnik moze pratiti cijeli postupak na ekranu i §to ova
oprema omogucuje pregled reproduktivnog trakta kao i mogucénost njegove biopsije
(FARSTAD,2010.). Ovom tehnikom je moguce osjemeniti Sirok spektar pasmina, iako velike i

pretile pasmine mogu predstavljati problem.

Slika 9. Rigidni endoskop

Preuzeto: LINDE — FORSBERG, 2010.

5.2.3. Operativna tehnika - laparotomija

Ova tehnika je potrebna ukoliko postoje anatomske prepreke u vagini ili cerviksu koje
mogu sprijecavati umetanje katetera ili endoskopa. Postupak zahtjeva anesteziju i laparotomiju.
Sjeme se moze polozZiti pomocu igle i1 brizgalice ili pomocu katetera nakon zarezivanja

maternice skalpelom. (FORSTAD, 2010.). Ova tehnika nije u potpunosti eticki prihvacena.
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Obzirom da je lumen maternice malen, kod intrauterinog UO, da ne bi dosSlo do
njegovog povratka u rodnicu, ukupni volumen sjemena koji se koristi za oplodnju, ne bi trebao
biti ve¢i od 1 ml za male pasmine, 2 ml za srednje 1 3 do 4 ml za velike pasmine (FARSTAD,
2010.). Kod intravaginalnog osjemenjivanja koli¢ina iznosi 3 do Sml, takoder ovisno o veli¢ini
kuje. Intravaginalno UO sa svjezim i sa smrznutim sjemenom zahtjeva 10% vise spermija za
dobivanje istih rezultat u broju legala u odnosu na intrauterno osjemenjivanje (TSUTSUI 1989,
LINDE - FORSBERG i sur., 1999).

Postotak Stenjenja prilikom upotrebe krioprezerviranog sjemena i njegove intrauterine
aplikacije iznosi 75 — 90%, dok je kod intravaginalne aplikacije svjezeg sjemena 50 %.
Osjemenjivanjem intrauterinom metodom dobiva se veci broj legala nego kod intavaginalnog
UO, bilo da se koristi smrznuto (51%), ohladeno (44%) ili svjeze (30%) sjeme. Broj Stenadi u
leglu kod osjemenjivanja intrauterinom metodom je takoder znatno ve¢i nego kod
intravaginalnog osjemenjivanja (LINDE — FORSBERG i FORSBERG 1993., LINDE
FORSBERG i sur. 1999, LINDE — FORSBERG 2002.).

Ukoliko je moguce, postupak UO treba ponoviti nakon 24 - 48 i to uvelike pridonosi
postotku oplodnje te broju plodova (LINDE - FORSBERG, 2000.).

18



6. ETICNOST UMJETNOG OSJEMENJIVANJA

Nema sumnje da UO ima mnoge prednosti kao $to su: moguénost koriStenja zenki ili
muzjaka koji se zbog anatomskih ili patoloskih razloga ne mogu pariti, sakupljeno sjeme se
moze upotrijebiti za oplodnju vise zenki, jednostavno je za koristenje sa ciljem genetickih
unapredenja, omogucava kontroliranje spolno prenosivih zaraznih bolesti, omogucava pregled
kvalitete sjemena, krioprezervacija omogucava cuvanje vrijednih gena muzjaka i nakon
njegovog uginuca, nije potrebno transportiranje zivotinja, a to umanjuje moguénost stresa i
bolesti, itd.

No, umjetno osjemenjivanje ima i svoje mane, a neke od njih mogu biti: uzrokovanje
psihicke ili fizicke traume tokom UO, moguénost prenoSenja nasljednih bolesti ili
abnormalnosti, moguénost prekomjernog iskoriStavanja muzjaka, moguénost zamjene sjemena
i posljedi¢no ne imanje spoznaje o o¢instvu.

Zbog navedenih razloga protivnici UO postavljaju mnoga pitanja vezana uz eti¢nost UO kuja,
posebice vezanih uz operativnu tehniku UO.

Da bi olaksala odluka i da bi se smanjio eticki rizik vezan uz tehnologiju trebalo bi bolje
objasniti klinicke razloge za koristenje UO, dati viSe informacija klijentima o postupku kao i

dati viSe informacija o moguc¢im posljedicama UO.
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7. ZAKLJUCCI

1. Kuju treba osjemenjivati u vrijeme fertilizacijskog perioda, odnosno od cetvrtog do Sestog

dana nakon otpustanja LH vala, odnosno dva do cetiri dana nakon ovulacije

2. Upotreba krioprezerviranog sjemena zahtjeva primjenu intrauterine metode umjetnog
osjemenjivanja, dok kod primjene svjezeg sjemena moze se primjenjivati intravaginalna

metoda osjemenjivanja.

3. Primjena krioprezerviranog sjemena i intrauterine metode osjemenjivanja rezultira ve¢im

postotkom Stenjenja.

4. Primjena intrauterine metode osjemenjivanja rezultira ve¢im brojem legala i ve¢im brojem

Stenadi u odnosu na intravaginalnu metodu osjemenjivanja.
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8. SAZETAK

Umyjetno osjemenjivanje je postupak unosenja spermija u spolne organe Zenki nakon ¢ega
se oplodnja unutar jajovoda odvija prirodnim putem. Prednosti UO pasa su brojne i iz tog
razloga interes uzgajivaca za UO diljem svijeta brzo raste. Postupak umjetnog osjemenjivanja
obuhvaca dobivanje ejakulata od psa, ocjenu ejakulata, odredivanje optimalnog vremena za
osjemenjivanje kuje 1 unos spermija u spolne organe kuje. Sjeme koje se koristi za UO moze
biti svjeZe, ohladeno ili duboko smrznuto. Postoje dvije dvije osnovne metode UO,
intravaginalno i intrauterino, dok kod intrauterinog postoje dvije tehnike, ne kirurska,
upotrebom Norvesko/Skandinavskog katetera sa ili bez endoskopa te kirurS$ka, odnosno
laparoskopska tehnika. Uspjeh umjetnog osjemenjivanja ovisi o odabiru to¢nog vremena za
osjemenjivanje, upotrebi kvalitetnog sjemena, pravilnom rukovanju sa sjemenom te ispravnom

odabiru tehnike UO.

Kljuéne rijeci: kuja, umjetno osjemenjivanje, intravaginalno UQ, intracervikalno UO
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9. SUMMARY

Artificial insemination is the procedure of depositing of sperm in the female reproductive
organs, after which fertilization naturally takes place inside the fallopian tubes. Benefits of Al
are numerous and therefore the interest of breeders for the Al worldwide is growing rapidly. The
procedure is artificial insemination includes obtaining semen from a dog, semen evaluation,
determination of the optimal time for insemination of bitches and election of the method of
depositing of semen into the reproductive organs of bitches. Semen which is used for artificial
insemination can be fresh, chilled or frozen. There are two basic methods of Al , vaginal
deposition and transcervical intrauterine artificial insemination, while for the intrauterine there
are two techniques, non-surgical, while using a Norwegian / Scandinavian catheter with or
without an aid of endoscope, and surgical or laparoscopic techniques . The success of artificial
insemination depends on choosing the correct time for insemination, use of quality seeds,

proper handling and proper election of the Al method.

Key words: bitch, artificial insemination, vaginal Al, transcervical Al
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