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Inseminacja jest metodą biotechnologiczną szeroko stosowaną 
w hodowli zwierząt. W ciągu roku na świecie wykonuje się oko-
ło 100 mln takich zabiegów u bydła [55]. W Europie około 90% 
loch i loszek jest zapładnianych tą metodą. Warto jednak za-
znaczyć, że ponad 99% zabiegów u trzody chlewnej wykony-
wanych jest z użyciem nasienia przechowywanego w stanie 
płynnym w temperaturze 15-20°C, w dniu jego pobrania od knu-
ra lub dnia następnego. Inseminację z użyciem mrożonego ma-
teriału wykonuje się najczęściej w przypadku, gdy nasienie po-
chodzi z importu [31]. Stosowanie inseminacji umożliwia szeroki 
dostęp do nasienia wybitnych reproduktorów oraz eliminację 
genów warunkujących wady rozwojowe. Inseminacja przyspie-
sza postęp hodowlany, ułatwia handel i międzynarodową wy-
mianę materiału biologicznego oraz zmniejsza ryzyko przenie-
sienia chorób zakaźnych. Głównym jej celem jest zachowanie 
ciągłości genetycznej oraz zapobieganie lub wyeliminowanie 
chorób przenoszonych drogą płciową [16]. 

Rutynowo wykonywane zabiegi inseminacji wymuszają 
przygotowanie ogromnej ilości porcji nasienia. Knury mają sto-
sunkowo krótki cykl spermatogenezy, dzięki czemu są najwięk-
szymi producentami nasienia wśród zwierząt gospodarskich 
[17]. Każda dawka inseminacyjna zawiera około 2,5-3,0x109 
plemników w 80-100 ml rozcieńczalnika. Dąży się do ciągłego 
zmniejszania ilości plemników w takiej dawce. Jednak aby mo-
gło dojść do zapłodnienia, w układzie rozrodczym samicy musi 
się znaleźć − biorąc pod uwagę straty nasienia związane z wy-
pływem nasienia z dróg rodnych, fagocytozą plemników w dro-
gach rodnych, a także rozległością powierzchni macicy − odpo-
wiednia ilość zdolnych do zapłodnienia plemników [7, 42].  

Wykazano, że wielkość dawki jest proporcjonalna do liczby pro-
siąt urodzonych w miocie, zatem zmniejszanie liczby plemników 
w dawce może negatywnie wpłynąć na rozród, przy zastosowa-
niu standardowej inseminacji do szyjki macicy. W przypadku, 
gdy nasienie wprowadzane jest do rogu macicy zmniejszanie 
dawek inseminacyjnych może być ekonomicznie wydajne [10].

Jakość nasienia używanego w inseminacji zależy od wielu 
czynników, takich jak: zastosowany rozcieńczalnik i sposób 
przechowywania nasienia oraz rasa i wiek knura, sposób jego 
żywienia, utrzymania i użytkowania [35, 37, 58], a także od 
czynników sezonowych [5, 38]. Wszystkie te elementy odgry-
wają dużą rolę, jednak szczególnie istotny, ze względu na wie-
loskładnikowość, wydaje się być rozcieńczalnik.

Rozcieńczalnikiem do nasienia jest wodny roztwór substan-
cji zwiększający objętość dawki nasienia i stanowiący źródło 
niezbędnych składników odżywczych dla plemników, mających 
wysokie wymagania metaboliczne podczas przechowywania 
oraz transportu w układzie rozrodczym samicy [20]. 

Każdy rozcieńczalnik zawiera składniki zapewniające źródło 
energii, właściwe pH, ciśnienie osmotyczne, ale także substan-
cje chroniące przed szokiem termicznym oraz hamujące wzrost 
bakterii [51]. Każda dawka inseminacyjna musi spełniać okre-
ślone normy sanitarno-weterynaryjne, zapewniając tym samym 
bezpieczeństwo epizootyczne [55]. Stosowane do rozrzedzania 
lub konserwacji preparaty, produkowane na bazie substancji 
pochodzenia zwierzęcego (mleko, żółtko jaj, krew, surowica, 
osocze), powinny pochodzić ze źródeł, które nie stanowią za-
grożenia dla zdrowia zwierząt [46]. Natomiast w przypadku sub-
stytutów roślinnych (białko soi, mleko kokosowe, cukry złożone 
i inne) powinny być pozyskane na terenach niezapowietrzo-
nych, tj. nieobjętych chorobą [55].

Od czasu opisania pierwszych rozcieńczalników (glukoza − 
siarczan, glukoza − winian) przez Milovanova w roku 1962, po-
wstało wiele receptur przygotowania podłoża dla nasienia róż-
nych gatunków zwierząt [31]. Każdy rozcieńczalnik musi za-
pewniać optymalne warunki, w celu utrzymania gamet w dobrej 
kondycji. Plemniki pozyskują energię z procesu glikolizy prze-
prowadzanej w mitochondriach, a substratem reakcji tego pro-
cesu jest glukoza, która stanowi źródło energii i tym samym jest 
podstawowym składnikiem każdego rozcieńczalnika [20].
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Świeże nasienie knura ma pH w granicach 7,2-7,5, poniżej 
tych wartości ruchliwość i metabolizm plemników gwałtownie 
spadają. W celu regulacji i stabilizacji pH nasienia do rozcień-
czalników dodaje się bufory, np. cytrynian sodu i/lub dwuwę-
glan sodu, TES, HEPES. TES i HEPES spełniają również funk-
cję wychwytywania metali ciężkich [31]. Badania wykazały, że 
pH rozcieńczalnika pozostaje niestabilne nawet do 90 minut od 
momentu jego przygotowania, a wpływ tych zmian na nasienie 
nie jest znany [43]. W latach sześćdziesiątych nowością było 
wprowadzenie EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy), który 
chelatując jony metali dwuwartościowch (głównie Ca+) zapobie-
ga procesowi kapacytacji [20]. Wśród związków jonowych 
wchodzących w skład rozcieńczalnika znajduje się również 
chlorek sodu, którego zadaniem jest utrzymanie działania pom-
py sodowo-potasowej Na+-K+ [31]. 

Plemniki knura tolerują ciśnienie osmotyczne w granicach 
240-380 mOsm, tj. w niewielkim zakresie ciśnienia panującego 
wewnątrz gamety. Stwierdzono, że rozcieńczalniki izotoniczne 
lub lekko hipertoniczne zapewniają najlepsze warunki przecho-
wywania nasienia [20].

Ze względu na swoją funkcję odżywczą rozcieńczalnik sta-
nowi sprzyjające środowisko do wzrostu drobnoustrojów [11], 
pochodzących z dróg moczopłciowych knura, zanieczyszczeń 
podczas jego pobierania, badania lub przechowywania [9, 41]. 
Drobnoustroje najczęściej spotykane w nasieniu to [23]:

− chorobotwórcze – Brucella suis, Leptospira spp., Mycopla-
sma spp.;

− warunkowo chorobotwórcze – Staphylococcus aureus, Sta-
phylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escheri-
chia coli, Streptococcus hemoliticus, Corynebacterium pyogenes 
oraz grzyby: Aspergillus, Candida, Trichosporum;

− saprofityczne – Proteus spp., Streptococcus faecalis i inne. 
Odnotowano również obecność: Micrococcus spp., Citrobacter 
spp., Proteus spp., Enterobacter spp., Bacillus spp., a także in-
nych szczepów wyżej wymienionych rodzajów bakterii [3]. 
Zaobserwowano predyspozycje do występowania pewnych ro-
dzajów bakterii tylko w określonym sezonie [4]. 

Występowanie w nasieniu licznych bakterii wymusza suple-
mentację rozcieńczalników substancjami antydrobnoustrojowy-
mi. Obecność bakterii skutkuje spadkiem ruchliwości plemni-
ków, a także powoduje aglutynację komórek bakteryjnych do 
plemników i pomiędzy plemnikami, co prowadzi do uszkodzenia 
błony komórkowej gamety. Identyfikacja i wykonanie antybio-
gramów jest długotrwałe i kosztowne, dlatego zamiast celowa-
nego stosowania danego leku wobec konkretnego drobnoustro-
ju stosuje się skojarzoną chemioterapię o możliwie najszerszym 
spektrum działania [56]. Najczęściej stosuje się antybiotyki z 
rodzaju aminoglikozydaz, ß-laktamy i linkozamidy [3]. Jest to 
kombinacja antybiotyków: streptomycyny z penicyliną (SP) 
oraz linkomycyny ze spektynomycyną (LS). Stosunkowo nową 
mieszaniną antybiotyków dodawaną do rozcieńczalnika jest 
GTLS, zawierający: gentamycynę, tyrozynę, linkomycynę oraz 
spektynomycynę [1]. Rozporządzenie MRiRW w sprawie szcze-
gółowych wymagań weterynaryjnych mających zastosowanie 

do nasienia świń, jasno określa sposób zabezpieczenia nasie-
nia przed drobnoustrojami, podając rodzaj i ilość antybiotyku, 
która musi znajdować się w końcowym rozcieńczeniu (500 IU w 
ml streptomycyny i penicyliny, 150 µg w ml linkomycyny, 300 µg 
w ml spektynomycyny). Mieszanina antybiotyków może być 
inna, jeśli zapewni równie skuteczne przeciwdziałanie mętwiko-
wi, leptospirom i mykoplazmom [46].

Badania nad zastosowaniem antybiotyków, jako składników 
porcji nasienia, pokazują narastającą lekooporność szczepów 
patogennych [15, 16, 26, 52, 54]. Stwierdzono ponadto, że anty-
biotyki, oprócz hamowania wzrostu drobnoustrojów patogen-
nych, nie pozostają bez wpływu na plemniki. Wykazano, że 
obecność antybiotyków negatywnie oddziałuje na ruchliwość, 
powoduje zmiany w morfologii plemników [2], zakłóca prawidło-
wy ruch plemników [53], długowieczność plemników i integral-
ność ich błon [1]. Problemy związane z wykorzystaniem anty-
biotyków zmuszają do poszukiwania alternatywnych i równie 
skutecznych rozwiązań w eliminacji drobnoustrojów patogen-
nych z nasienia. Dubiel i wsp. [15] wykazali pozytywny wpływ 
stosowania terapii bakteriofagowej u knurów zakażonych Pseu-
domonas aeruginosa. Zahamowanie wzrostu bakterii występu-
jących w nasieniu knura (E. coli, Aerobacter sp., Proteus sp., 
Corynebacterium sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus sp. i 
Bordetella sp.) zaobserwowano również po dodaniu do rozcień-
czalnika polimiksyny b [54]. W ostatnim czasie zwraca się uwa-
gę również na właściwości antybakteryjne peptydów (AMP), 
takich jak cykliczne heksapeptydy i pochodne magaininy, które 
mogą hamować wzrost drobnoustrojów, m.in. E. coli i Bacillus 
subtilis, w nasieniu knura [47].

Wśród dodatków do rozcieńczalnika sprzyjających proceso-
wi zapłodnienia wymienia się również glutation. Spełnia on 
ważną rolę w mechanizmie obrony komórek przeciwko stresowi 
oksydacyjnemu [40]. Badania pokazały, że dodanie glutationu 
do rozcieńczalnika podczas rozmrażania nasienia powoduje 
wzrost zdolności plemników do zapłodnienia komórki jajowej 
[22]. Działanie to tłumaczy się polepszeniem parametrów ruchu 
plemników, wzrostem liczby żywych plemników, u których nie 
rozpoczął się proces kapacytacji oraz spadkiem liczby plemni-
ków, u których wystąpiły zmiany w białkach błonowych [21].

Właściwości antyoksydacyjne wykazuje również fumaran 
magnezu, którego dodatek wydłuża czas życia plemników, jed-
nak powoduje uszkodzenie ich chromatyny. Lepszy okazał się 
hydrochlorek L-cysteiny, prekursor wewnątrzkomórkowej bio-
syntezy glutationu, który w określonej ilości chronił przed 
uszkodzeniami nasienie podczas przechowywania w 15°C [51], 
a także w –196°C [34].

W literaturze pojawiły się również informacje dotyczące su-
plementu w postaci preparatu homeopatycznego Avena sativa 
6CH, który korzystnie wpływa na wskaźniki rozrodu [48]. Więk-
sza liczba porodów i mniej loch z problemami związanymi z za-
płodnieniem w badanej grupie związana była ze zwiększeniem 
aktywności metabolicznej poprzez zwiększenie ruchliwości i 
żywotności komórek spermy [49]. 
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Z praktycznego punktu widzenia wyróżnia się rozcieńczalni-
ki do krótkoterminowego (1-3 dni) oraz długoterminowego prze-
chowywania nasienia (4-10 dni). Rozcieńczalniki długotermino-
we pozwalają transportować nasienie na większe odległości, a 
także umożliwiają przeprowadzenie testów diagnostycznych 
nasienia przed jego zastosowaniem [20]. 

Na rynku obecnych jest wiele rozcieńczalników krótkotermi-
nowych, jednym z nich jest BTS (Beltsville Thawing Solution), 
który został opracowany do rozmrażania nasienia, ale później 
zmodyfikowano go do przechowywania nasienia w stanie płyn-
nym [29, 31, 36]. Zawiera on, oprócz głównych składników, tj. 
glukozy, EDTA, cytrynianu i dwuwęglanu sodu, także niewielką 
ilość potasu, dzięki czemu utrzymuje wewnątrzkomórkową rów-
nowagę jonową. Obecność EDTA charakteryzuje nie tylko BTS, 
ale także rozcieńczalnik KIEV [29, 31]. Komercyjne krótkotermi-
nowe rozcieńczalniki to również: IVT, PIGPEL-5 [12, 20], MR-A 
3 days® (Kubus, Hiszpania), DZNB (Multidesign, Bułgaria) [13], 
X-cellTM (IMV Technologies, Francja) [28, 39], Kortowo-3 (UWM 
Olsztyn) [18]. Oprócz rozcieńczalników komercyjnych stosuje 
się również rozcieńczalniki oparte na składnikach naturalnych, 
jak żółtko i mleko, zawierających różne dodatki, np.: żółtko-glu-
koza-dwuwęglan [44], bufor Tris-żółtko [30], laktoza-żółtko [22, 
45], mleko-żółtko, mleko-cytrynian, mleko-żółtko-glicerol [24]. 

Z upływem czasu maleje zdolność plemników do zapłodnie-
nia komórki jajowej. Dlatego też do dłuższego przechowania 
nasienia stosuje się rozcieńczalniki o bogatszym składzie: 
ZORLESCO (zawierający oprócz podstawowych składników 
bufor TRIS, kwas cytrynowy, BSA i cysteinę) oraz znacznie 
częściej stosowany ANDROHEP (zawierający bufor HEPES i 
BSA) [29, 31, 39], ANDROHEP PLUS [14]. Znane są również 
liczne modyfikacje rozcieńczalnika Zorlesco, np. MODENA 
(większa ilość glukozy, bez BSA), ZORPVA i Reading (zawiera-
ją alkohol poliwinylowy PVA). A także rozcieńczalnik MR-A, któ-
rego skład nie został ujawniony, jednak podczas długotrwałego 
przechowywania daje dobre efekty [20]. Stosowane są również: 
BIOSOLWENS (przechowywanie 3-5 dni, Biochefa, Polska) 
[25, 51], BIOSOLWENS PLUS (przechowywanie 7-10 dni, Bio-
chefa Polska) [32], Androstar (Minitub, Niemcy), Androstar Plus 
(Minitub, Niemcy), M III (Minitub, Niemcy) [19], NUTRIXcell® 
(IMV Technologies, Francja), VITASEM LD (przechowywanie 
7-8 dni, Magapor, Hiszpania), Duragen (przechowywanie 12-15 
dni, Magapor, Hiszpania), Dofu goldTM (Dofu AI Technology Co., 
Chiny) [33].

Większość nasienia knurów stosowanego w inseminacji jest 
przechowywana w temperaturze 15-17°C. Związane jest to z 
dużą wrażliwością błony plemników na uszkodzenia podczas 
zamrażania, które powoduje serię uszkodzeń gamet, prowa-
dząc do nieefektywnej inseminacji [6]. Taka temperatura nie 
hamuje jednak wzrostu komórek bakteryjnych, dla których roz-
cieńczalnik stanowi bogate podłoże do wzrostu. Correa i wsp. 
[12] przeprowadzili badania wykazujące, że przechowywanie 
nasienia w temperaturze 5°C w odpowiednim rozcieńczalniku 
(PIGPEL-5) zapewnia zachowanie jego wysokiej jakości oraz 
zapobiega wzrostowi drobnoustrojów. Podobne rezultaty w ba-

daniach nad przechowywaniem nasienia w tej temperaturze 
uzyskali Pursel i wsp. [44].

Przechowywanie nasienia w niskich temperaturach pozwala 
na transportowanie go na duże odległości, a także umożliwia 
tworzenie rezerw genetycznych. Po licznych niepowodzeniach, 
pierwszy udany zabieg inseminacji z użyciem mrożonego na-
sienia knura wykonano w roku 1970. W praktyce zamrażania 
nasienia stosuje się metodę kulkową, dużych słomek lub ma-
krotub [8]. Obserwuje się dużą zmienność podczas mrożenia 
nasienia knurów zarówno pomiędzy rasami, ale także osobni-
kami, a nawet ejakulatami danego knura [8, 45]. Plemniki knura 
charakteryzują się dużą wrażliwością na zabiegi związane z 
zamrażaniem i rozmrażaniem. Skutkiem tych procedur są 
uszkodzenia błony komórkowej oraz organelli wewnątrzkomór-
kowych, co powoduje stres osmotyczny i szok związany ze 
spadkiem temperatury, a to w konsekwencji prowadzi do zani-
żenia parametrów rozrodu [27]. Największą podatność na 
uszkodzenia plemniki wykazują podczas obniżania temperatury 
z 15°C do 5°C. Aby temu zapobiec, stosuje się na przykład do-
datek żółtka jaja kurzego do rozcieńczalnika oraz powolne, z 
prędkością 1°C na minutę, ochładzanie nasienia [57].

Rozcieńczalniki stosowane w mrożeniu nasienia można po-
dzielić na nie zawierające buforu (żółtko-glukoza, żółtko-lakto-
za, żółtko-sacharoza-EDTA-sole Mg i Ca) oraz zawierające 
bufory (glicyna-fosforan i glukoza-fosforan, żółtko-glukoza-cy-
trynian, Beltsville F3 i F5, Tris-fruktoza-EDTA-żółtko, Tris-gluko-
za-EDTA-żółtko) [31].

Rozcieńczalniki stosowane do zamrażania nasienia, oprócz 
składników występujących w mediach do przechowywania na-
sienia w stanie płynnym, posiadają krioprotektant zapobiegają-
cy uszkodzeniom podczas mrożenia. Substancje ochronne 
można podzielić na takie, które nie wnikają do wnętrza komórki 
(mleko, żółtko jaja kurzego, trehaloza, aminokwasy, dekstryny) 
oraz penetrujące komórkę (glicerol, glikol etylenowy, dimetylo-
sulfotlenek − DMSO). Krioprotektanty nie wnikające do wnętrza 
komórek ochraniają plemnik modyfikując jego błonę komórko-
wą lub obniżając temperaturę zamarzania rozcieńczalnika, 
ograniczając tym samym formowanie zewnątrzkomórkowych 
kryształków lodu. Krioprotektanty wnikające do komórki roz-
puszczają cukry i sole będące składnikami rozcieńczalnika. Ten 
rodzaj substancji ochronnych zmienia ustawienie lipidów i bia-
łek wchodzących w skład membrany komórkowej, powodując 
zwiększenie jej płynności, obniżenie uwodnienia komórki pro-
wadzące do ograniczenia formowania kryształów lodu w ko-
mórce [6]. Wśród najczęściej pojawiających się w literaturze 
dodatków do rozcieńczalników do mrożenia nasienia wymienia 
się glicerol i Orvus ES Paste, mające na celu zachowanie zdol-
ności plemników do zapłodnienia komórki jajowej [8, 31]. Współ-
działając z żółtkiem jaja kurzego Orvus ES Paste (OEP), będą-
cy syntetycznym detergentem, działa ochronnie podczas mro-
żenia nasienia [31]. Najnowsze wyniki badań pokazują, że do-
datek lipoprotein izolowanych z żółtka jaja strusia afrykańskie-
go jest skutecznym krioprotektantem dodawanym do rozcień-
czalnika [50].
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Nasienie knurów zamraża się dopiero po 18-24 h od pobra-
nia, podczas gdy nasienie innych gatunków zwierząt już po 6 h. 
Przedłużenie tego okresu powoduje uzyskanie pewnej odpor-
ności na powstawanie wad podczas procesu zamrażania [6, 
31]. Po pozyskaniu nasienia rozcieńcza się je w podstawowym 
rozcieńczalniku (najczęściej BTS), poddaje się ocenie, a na-
stępnie zamraża w rozcieńczalniku zawierającym np. LEY-Gly-
cerol-Orvus ES Paste [6, 21].

W zależności od sposobu przechowywania nasienia − w roz-
cieńczalniku w stanie ciekłym czy stałym, wykorzystuje się pod-
łoża o odpowiednim składzie. Na wybór rozrzedzalnika ma rów-
nież wpływ długość okresu przechowywania nasienia, jeśli do 3 
dni − rozcieńczalnik do przechowywania krótkoterminowego, 
jeśli ponad 3 dni − do długoterminowego. Przy tak szerokiej ga-
mie rozcieńczalników należy wybrać ten, przy którego zastoso-
waniu uzyska się najlepsze wskaźniki rozrodu w określonych 
warunkach. 
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