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ВЪВЕДЕНИЕ 
 

Човешкото безплодие, което се дефинира като неспособност да се 
зачене след година на сексуален контакт без използване на контрацептиви, 
е един от основните проблеми на общественото здраве за двойките в реп-
родуктивна възраст, който засяга между 10% и 15% от тях. Мъжкото безп-
лодие е свързано с приблизително половината от тези проблеми (Yu et al., 
2015). Проучванията сочат, че в основата на този глобален проблем е вло-
шаването на качеството на спермата. В тази връзка, проучванията на много 
изследователи са насочени към установяване на причините, провокиращи 
все по-често изявяващите се негативни тенденции в световен мащаб. От-
чита се, че различни биологични и екологични фактори са свързани с по-
нижаване качеството на спермата, търсят се начини за разшифроване на 
механизмите, които са в основата на тези асоциации. Генетични причини, 
проблеми в урогениталната и репродуктивната система, фактори, наруша-
ващи хода на гаметогенезата и функциите на гаметите, аномалиите в про-
цеса на оплождането и ембрионалното развитие се изследват, анализират и 
обсъждат в контекста на връзката им с мъжкото безплодие. Много проуч-
вания показват, че върху мъжкия фертилитет и безплодие влияние оказват 
и редица фактори на околната среда, както и особености в начина на жи-
вот и наличието на вредни навици. Консумирането на алкохол и цигари, 
употребата на андрогенни анаболни стероиди, различни медикаменти, 
професионални вредности и социално-психо-поведенчески аспекти (вклю-
чително стрес) се анализират като възможни рискови фактори, свързани с 
мъжкото безплодие (Brezina et al., 2012; Yu et al., 2015). Въпреки, че вред-
ното влияние на алкохола и цигарите върху човешкото здраве е неоспори-
мо и доказано чрез разнообразни комплексни проучвания, понастоящем не 
съществува консенсус относно ефекта от консумацията на алкохол и цига-
ри върху качеството на семенните показатели и мъжкия инфертилитет ка-
то цяло. Не е проучен възможният синергичен и адитивен ефект между 
разнообразните вредни фактори, които могат да повлияят на мъжката пло-
довитост и в частност – на качеството на спермата (Martini et al., 2004). 
Затрудненията, свързани с интерпретирането на този въпрос произтичат и 
от факта, че в проучванията на някои автори, не се откриват отчетливи за-
висимости между тези вредни навици, репродуктивните способности и ка-
чеството на семенните показатели, което внася елемент на хаотичност и 
неотчетливост по отношение позицията на научната общност в това нап-
равление (Dikshit et al., 1987; Trummer et al., 2002).  

Обследването на проблема с мъжкото безплодие сочи, че факторите 
на околната среда и начина на живот повлияват не само качеството на 
спермалните показатели, но и други съществени компоненти, свързани с 
мъжкото репродуктивно здраве. В случаите, при които сперматозоидите 
имат структурни или функционални аномалии, това не би могло да се от-
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чете чрез конвенциален спермален анализ (Cunha et al., 2015) и се налага 
използването на разнообразни цитогенетични и молекулярно-генетични 
подходи. Сега е ясно, че нито един от прилаганите самостоятелно методи 
за анализ не е достатъчно чувствителен, за да определи точно качеството 
на сперматозоидите и мъжкия репродуктивен потенциал. Това е причина-
та, поради която в настоящия момент вниманието на много изследователи 
е фокусирано върху прилагането на комплексни подходи, осигуряващи по-
голяма точност и по-висока обективност при оценка на мъжкото репро-
дуктивно здраве (Standerholen et al., 2014; Sapanidou et al., 2015). 

В България целенасочените и комплексни проучвания в тази сфера 
са частични и непълни. Анализът на връзката между начина на живот, 
факторите на околната среда и мъжкия фертилитет показва, че причини-
те, водещи до нарушаването му, са сложни (Ouzounova-Raykova et al., 
2018), което всъщност е неоспорим факт.  

Направеният литературен обзор обхваща анализирането на 275 
литературни източника и показва наличие на противоречиви данни 
относно влиянието на определени фактори на средата и начина на 
живот върху мъжкото репродуктивно здраве. Анализът му сочи, че не 
е изяснен достатъчно убедително въпросът за промяната в качест-
вото на спермалните показатели и ролята на конкретните причини 
или комплексите от тях. Недостатъчно обстойно е разглеждана 
връзката „фактори на средата и начина на живот – качество на 
спермалните показатели – генетични синдроми и ДНК увреждания“. 
Комплексните проучвания, като цяло, са по-малко. В немалка част са 
базирани на разнообразни подходи и методични вариации, при използ-
ване на различна по размер извадка, без стандартизация, непозволява-
щи качествен сравнителен анализ. Изключение от казаното са проуч-
ванията, основаващи се на стандартизираните методи, представени 
в международните издания на СЗО (1992, 1999, 2010). В България сис-
тематизираните и комплексни изследвания по проблема, засягащ ге-
нетичната и средовата компонента на мъжкото репродуктивно 
здраве са ограничени и без достатъчно ясни и конкретни заключения. 
В същото време, този въпрос се оказва с глобално значение предвид 
факта, че е в основата на човешката репродукция и е от изключител-
на важност за страната ни, предвид негативните демографски тен-
денции за последните десетилетия. Работата по изследването на то-
зи казус би могла да е полезна при разработване на стратегии за по-
добряване на репродуктивното здраве в България.  

Всичко това мотивира необходимостта от осъществяването 
на настоящия дисертационен труд, неговата цел и конкретните му 
задачи. 
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ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 
 

Целта на настоящото изследване е да се проучат възможните 
асоциации между фактори на средата и начина на живот, някои 
качествени спермални показатели и генетични фактори, характе-
ризиращи комплексно особености на мъжкото репродуктивно здра-
ве в България. 

 

За осъществяването на предвидената цел е необходимо решаване-
то на следните специфични задачи: 

1. Проучване на медицинската история и събиране на данни от-
носно фактори на средата и начина на живот (тютюнопушене, алкохол, 
наркотици, анаболни стероиди, медикаменти, професионални вредности 
и стрес), които биха могли да повлияят на мъжкото репродуктивно 
здраве; 

2. Проучване на качеството на спермалните показатели: обем на 
еякулата (спермата); концентрация на сперматозоидите; подвижност на 
сперматозоидите и сперматозоидна морфология, както и отчитане на 
съпътстваща информация относно визкозитет и рН на еякулата, сперма-
тозоидна аглутинация и левкоцитна концентрация; 

3. Допълнително цитогенетично проучване в случаи на налични 
индикации за възможни хромозомни и геномни мутации; 

4. Откриване и характеризиране на микроделециии в определени 
райони на Y хромозомата на базата на молекулярно-генетичен анализ; 

5. Проучване на ДНК интегритета в спермалното ядро чрез прила-
гане на акридин оранж флуоресцентен тест; 

6. Изучаване и характеризиране на възможни ДНК увреждания в 
ядрата на сперматозоидите чрез прилагане на кометен анализ; 

7. Определяне и комплексно характеризиране на връзките между 
генетична и средова компонента при мъже с репродуктивни смущения. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ 
 

І. МАТЕРИАЛ 
Изследвани индивиди 
В хода на настоящото изследване за периода 2014 – 2017 г. общо 

1540 мъже на възраст между 18 и 64 години (33 ± 7,4 г.) са посетили ка-
бинет по репродуктивно здраве, подписали са лист за информирано съг-
ласие, попълнили са анкетна карта за снемане на анамнеза и са подло-
жили семенната си течност на анализ. 

Всички участници в проучването са отговорили доброволно на 
въпроси, включени в анкета като са предоставили данни за медицинска-
та си история. Така е получена информацията за местоживеене, за фак-
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тори на средата, за вредни лични навици и са уточнени данни относно 
приемани медикаменти, наркотици, анаболни и стероидни препарати, 
техния вид (категория) и продължителността на периода, в който са 
приемани (или се приемат), наличието на стрес в ежедневието или по 
време на работа. 

Тъй като преминали и/или съпътстващи заболявания на пикочо-
половата система носят важна информация и подпомагат точната интер-
претация на получените резултати, подробната медицинска история и 
диагностицирането на заболяването са проучени и извършени, съответ-
но, от медик специалист. Варикоцеле и крипторхизъм също са установе-
ни при физически преглед от лекар. 

Включените в това изследване мъже са от територията на Цент-
рална и Южна България. В процентно съотношение, най-голям е делът 
на живеещите в гр. Пловдив и в населени места от Пловдивска област – 
общо 63,7% . В изследваната извадка има пациенти и от областите Па-
зарджик, Стара Загора, Ямбол, Бургас, Кърджали и Смолян. Сред изс-
ледваните лица, 193 мъже не са пожелали да посочат данни относно 
местоживеенето си и конкретната причина за исканото изследване. 

Всички събрани семенни проби са подложени на конвенционален 
спермален анализ (WHO, 1999 ), при което са отчетени показателите 
спермален обем (обем еякулат), вискозитет, рН, спермална концентра-
ция, подвижност и морфология на сперматозоидите, както и наличие на 
други клетки, формени елементи, аглутинати. 

На случаен принцип от общия брой изследвани индивиди е отде-
лена извадка от 90 лица, сред които представители на всички заключе-
ния от спермалния анализ – нормозооспермия, астенозооспермия, оли-
гозооспермия, олигоастенозооспермия, тератозооспермия, олигоастено-
тератозооспермия, астенотератозооспермия и азооспермия, които са 
подложени на акридин оранж флуоресцентен тест и единично-клетъчна 
гел-електрофореза (кометен анализ). Отделно от това, с цел установява-
не на възможни микроделеции в Y хромозомата, чрез прилагане на Real 
time PCR са проучени 50 индивида с азооспермия и олигоастенотерато-
зооспермия. 

Пробите от еякулати, използвани при провеждането на кометния, 
акридин оранж флуоресцентния и микроделеционния анализ са замразе-
ни и съхранявани при еднакви условия (-20°С) и за еднакъв период (4 до 
6 месеца). 

 
ІІ. МЕТОДИ 
За целите на планираното проучване е приложен комплекс от ци-

тологични, цитогенетични и молекулярно-генетични методи. Снемането 
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на анамнеза и уточняването на детайли относно средовата компонента е 
осъществено чрез анкетиране и планирано събеседване. 

Преди старта на проучването (провеждане на анкета, събеседване, 
събиране на материал, конкретни анализи) всички включени в него мъ-
же са се запознали с целите и същността му и са подписали информира-
но съгласие за участието си в него. 

Съобразно целите и задачите на планираното изследване са изпол-
звани следните методи: 

1. Анкетиране и събеседване, снемане на анамнеза; 
2. Конвенционален спермален анализ – изготвяне и микроскопски 

анализ на спермограма; 
3. Цитогенетичен анализ – в случаи с налични показания за въз-

можни хромозомни или геномни промени; 
4. Молекулярно-генетичен анализ за наличие на микроделеции в 

Y хромозомата; 
5. Акридин оранж флуоресцентет тест; 
6. Кометен анализ; 
7. Статистически анализ. 
 
РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 
ОБЩИ РЕЗУЛТАТИ ОТ АНКЕТНОТО ПРОУЧВАНЕ 
 

Данните относно възрастта на изследваните мъже сочат, че 3,3% 
от включените в изследването мъже са на възраст до 20 г., 35,6% са на 
възраст между 21 и 30 г., 48,3% са между 31 и 40 г. и 12,8% са на въз-
раст над 40 години. Мъжете от възрастовата категория 31 – 40 години 
съставляват групата с най-висок процент. 

 

Таблица 1. Обща информация относно броя индивиди, предоставили дан-
ни за възраст, фактори на средата и начина на живот, и за годините инфертили-
тет в семейството 

Фактор 
Брой 

Възраст Повод Професия Вредности Цигари Алкохол 

Валиден 1327 1352 1038 1197 1236 1230 
Липса 213 188 502 343 304 310 
       
Фактор 
Брой 

Нарко-
тици 

Анаболни 
стероиди 

Медикаменти Заболява-
ния 

Стрес Години  
инфертилитет

Валиден 1226 1227 1234 1241 1235 808 
Липса 314 313 306 299 305 732 
 

Анализът на обработените анкети показва, че от всички изследва-
ни индивиди данни относно повод за изследване, професия, вредности, 
тютюнопушене, употреба на алкохол, наркотици, анаболни стероиди, 
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медикаменти и налични заболявания са предоставили от 1226 до 1352 
мъже. Липсващите данни (до общия брой, включени в изследването 
1540) са резултат от непосочена конкретна лична информация, липса на 
конкретен отговор по отделен поставен въпрос или несъответствия, изк-
лючващи данните от дискриптивния статистически анализ. (Таблица 1). 
По-голямата част от изследваните мъже (808) са уточнили годините, по-
казателни за инфертилитета в семейството им. 

При анализиране на обобщените данни относно повода за прове-
деното изследване (профилактика, инфертилитет, проследяване), резул-
татите показват, че 15,9% от мъжете са пожелали да го направят заради 
желание за профилактика, 72,8% – заради инфертилитет в семейството и 
11,2% – заради периодично проследяване на състоянието им в хода на 
провеждано лечение. Прави впечатление високият процент на лицата, 
посочили като причина наличието на инфертилитет в семейството. 

Предвид събраните и обработени данни относно професионалната 
заетост на изследваните индивиди, проучването показва, че 22,4% от тях 
са инженери, ИТ специалисти и работещи в офис, 20,5% – шофьори, ав-
томонтьори и сервизни работници, 18,3% – земеделски работници, 
11,8% – строители и дърводелци, 9,9% са безработни, 8,6% – студенти, 
6,6% – полицаи, пожарникари, военни и спортисти и 1,8% са готвачи и 
работници в кухня. В тази група на изследвани лица е важно да се отбе-
лежи, че три професионални категории са с най-много представители – 
общо занимаващи се с интелектуален труд, работещи в сферите на тран-
спорта и земеделието. 

Сред включените в проучването мъже 8,8% са декларирали, че рабо-
тят с химикали и в среда с вредни изпарения, 3,3% – че работят в различни 
промишлени производства (шивашка, текстилна, обувна, хранително-
вкусова промишленост) и 1,5% – че са подложени на действието на физи-
чески фактори – рентгенови лъчи, високи температури, лъчева терапия.  

Останалите 86,5% от изследваните лица не съобщават за работа 
при вредни условия на средата. От представените в таблицата данни е 
видно, че работещите в среда с химикали и вредни изпарения са с най-
висок процент – над 2 или 3 пъти по-висок от установения за останалите 
две категории, отчели присъствието на вредности в работната им среда 
или в средата на живот. 

Отделно от посочените по-горе данни, 5,2% от включените в изс-
ледването индивиди са декларирали, че работят или живеят под стрес. 
Макар и с невисок процент, тази група е от голям интерес за настоящото 
проучване заради въжможната връзка на фактора „стрес“ с други пока-
затели, засягащи мъжкото репродуктивно здраве. 

Анализът на данните от анкетното проучване показва, че 57,7% от 
изследваните индивиди са непушачи. Сред останалите 42,3%, 21,4% са 
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декларирали, че пушат до 10 цигари на ден, 17,3% – че пушат по 20 ци-
гари (1 кутия) на ден и 3,6% – че пушат по повече от 20 цигари на ден. В 
настоящото проучване като рискови са приети групите от мъже, пуше-
щи по 20 и над 20 цигари на ден и резултатите от изследването показват, 
че това са общо 21%. 

Сред включените в настоящото изследване индивиди 79% са зая-
вили, че не употребяват алкохол. От останалите мъже (общо 21%) 15,5% 
са декларирали, че пият повече от 1 бира или 1 чаша вино по-често от 3 
пъти седмично и 5,5% – че пият повече от 100 ml концентриран алкохол 
(> 35%) по-често от 3 пъти седмично. Именно тези две категории са 
включени за понататъшни анализи в хода на настоящото изследване. 

Така наречените „твърди“ наркотици са вещества, които водят до 
физическа зависимост. Такива са хероин, хидрокодон, морфин, метам-
фетамин, кокаин и др. Приема се, че „меките“ наркотици не причиняват 
физическа зависимост, но някои от тях могат да доведат до психическа 
зависимост. Към тях се отнасят канабис, мескалин, псилоцибин, LSD, 
DMT и др.  

Някои наркотични вещества не могат да бъдат категорично класи-
фицирани по този начин, тъй като имат характеристики както на твърди, 
така и на меки наркотици. Примери за такива са MDMA, известен като 
екстази, кетамин, метокситамин, синтетичен канабис, амфетамин, кофе-
ин и др. В настоящото проучване е събрана информация относно приема 
на наркотици, водеща до физическа и психическа зависимост като са 
отчетени данни за употреба на марихуана, кокаин, хероин и амфетами-
ни. Получените резултати сочат, че 94,1% от включените в анализа ин-
дивиди не употребяват наркотични вещества. Останалите 3,2% и 2,7% 
употребяват наркотици от групите на „твърдите“ и „меките“, съответно. 

Анаболните стероиди включват естествени (тестостерон) и синте-
тични андрогени (структурно сходни с тестостерона). Използването им е 
свързано с увеличаване на протеиновия синтез в клетките, особено в тези 
на скелетните мускули, а също така и с изявата на различни андрогенни и 
вирилизиращи ефекти, включително повлияващи развитието и поддържа-
нето на мъжки вторични сексуални характеристики. 

В настоящото проучване 96,1% от участниците са декларирали, че 
не употребяват анаболни стероиди и 3,9% – че употребяват такива. 

При събиране на данни от анкетното проучване, съществено внима-
ние е обърнато на приема на медикаменти (лекарствени препарати) като 
потенциален рисков фактор за мъжкото репродуктивно здраве. 

В този аспект, данните от проучването сочат, че 84,0% от участ-
ниците не приемат медикаменти. Останалите 16,0% съобщават за прием 
на различни лекарствени препарати, сред които антихипертензивни, ан-
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тихистамини, антидепресанти, антибиотици, хормони и витамини като 
съпътстваща част от провеждано лечение.  

Някои от приеманите лекарствени препарати са свързани с наличие 
на конкретни заболявания у изследваните мъже – сърдечно-съдови, алер-
гии, депресии, възпалителни процеси в организма (антихипертензивни, 
антихистаминови, антидепресанти, антибиотици), а други имат връзка с 
репродуктивния им отговор (прием на хормони, витамини и др.).  

Обобщените данни в хода на проучването относно негативните 
фактори на среда и начин на живот, съобщени от участниците показва, 
че 21% от тях са пушачи, 21% – употребяват алкохол, 16% употребяват 
медикаменти, 13% са подложени на професионални рискове, 5,9% – 
употребяват наркотици, 5,2% работят или живеят под стрес и 3,9% при-
емат анаболни стероиди (Таблица 2). 

 
Таблица 2. Брой индивиди (N) и валиден процент (%) на участниците в 

проучването с информация относно факторите на средата и начина на живот  
(F – фактор): N – брой инидивиди; % – процент; * 20 и повече от 20 цигари на ден; 
** повече от 500 ml вино или еквивалентно количество концентрат (> 100 ml,  
> 35% алкохол), повече от 3 пъти седмично 

F 
N/% 

Вредности Цигари* Алкохол**
 

Наркотици Анаболни 
стероиди

Медика-
менти 

Стрес 

Да 162/13,5 259/21,0 258/21,0 72/5,9 48/3,9 197/16,0 64/5,2 
Не 1035/86,5 977/79,0 972/79,0 1154/94,1 1179/96,1 1037/84,0 1171/94,8
Общо 1197/100 1236/100 1230/100 1226/100 1227/100 1234/100 1235/100

 
Събраната обща информация от анкетното проучване е добра 

основа за сравнителни анализи. Данните от проведените анкети са 
съпоставени с получените резултати от проведените анализи и с 
помощтта на подходящи статистически подходи са комплексно 
обработени, за да се идентифицират конкретни зависимости меж-
ду средови, общобиологични и генетични компоненти, кореспонди-
ращи с мъжкото репродуктивно здраве, каквато е и целта на нас-
тоящото проучване. 

 
СПЕРМАЛЕН АНАЛИЗ 
 

От всички индивиди, участвали в проучването спермалните пока-
затели обем на еякулат, сперматозоидна концентрация, подвижност и 
морфология са отчетени за 1294 до 1302 мъже. Липсващите данни се 
дължат на неинформативни проби или несъответствия, предоставили 
показания за изключването им от статистическия анализ. Данните за 
концентрация на левкоцити са отчитани само в случаите, при които са 
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установени показания за възможни или налични инфекции и поради то-
ва валидният брой мъже в тази група е по-малък. 

 
ВИСКОЗИТЕТ И рН 
В настоящото изследване от общо 1540 семенни проби, включени 

в спермалния анализ, в 47 от тях (3%) е отчетен повишен вискозитет (> 2 
sm). Този резултат е значително по-нисък от резултатите, представените 
в литературата (Esfandiari et al., 2002). При всички от тези случаи в на-
шето проучване не е регистрирана връзка с понижение в подвижността 
на сперматозоидите, както и не е констатирано повлияване на останали-
те семенни показатели – обем на еякулат, сперматозоидна концентрация 
и морфология. Поради тази причина пробите с повишен вискозитет не 
са подложени на допълнително обследване чрез статистически анализ. 
Независимо от това, трябва да се вземе под внимание обстоятелството, 
че причини за абнормалностите, свързани с вискозитета могат да се кри-
ят в нарушените функции на допълнителните полови жлези (Станисла-
вов и Николова, 2013). 

Киселинността на семенната течност е резултат от концентрацията 
на водородни йони в простатния секрет и секрецията на семенните ме-
хурчета (кисело и алкално рН, съответно), както и от отделящия се въг-
лероден диоксид и ефектите на химичните реакции, настъпващи след 
еякулацията. Приема се, че определянето на рН не предоставя особено 
значима допълнителна информация към тази, свързана с резултатите от 
конвенционалния спермален анализ, с изключение на случаите при кои-
то в еякулата няма сперматозоиди и обемът е относително малък. В тази 
ситуация, при наличие на рН < 7,0 може да се търси връзка с диагнозата 
агенезия на Волфовата проводна система. При това, заради липсата на 
алкалните секрети от семенните мехурчета, такова състояние би могло 
да е индикатор за наличие на азооспермия (Станиславов и Николова, 
2013). Като цяло, киселинността (рН) на семенната течност е важна за 
жизнеспособността, качеството и оплодителния потенциял на спермато-
зоидите. В ръководството на СЗО от 1999 (WHO, 1999) като референтни 
стойности на рН са посочени 7,2 и по-високи от тях. 

В настоящото изследване и по отношение на включените в него 
участници, не са регистрирани отклонния от посочените референтни 
стойности на СЗО за рН (7,2 – 8,6).  

 
ОБЕМ НА ЕЯКУЛАТ, КОНЦЕНТРАЦИЯ, ПОДВИЖНОСТ И 

МОРФОЛОГИЯ НА СПЕРМАТОЗОИДИТЕ 
Данни относно честотата и валидния процент на участниците в 

проучването с параметрите за качество на спермата в или извън норма 
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са представени в Таблица 3, от която може да се види, че 18,8% от 
включените в изследването индивиди имат намален обем на еякулата, 
23,1% от тях – снижена концентрация на сперматозоиди и 54,4% – под-
вижност на сперматозоидите, по-ниска от нормалната.  

По отношение на сперматозоидната морфология, аномалии са от-
четени при 16,5% от изследваните индивиди. Освен това, констатирани-
те морфологични дефекти са детайлно анализирани по групи и е опре-
делена честотата им на срещане, както поотделно, така и в разнообразни 
комбинации.  

Освен това, констатираните морфологични дефекти са детайлно 
анализирани по групи и е определена честотата им на срещане, както 
поотделно, така и в разнообразни комбинации.  

При определяне на сперматозоидната морфология са отчетени 
разнообразни аномалии, които в низходящ ред и съобразно честотата си 
на срещане са както следва: шиловидни глави (95,2%); шийни дефекти 
(88%); аморфни глави (87,2%); микроцефални сперматозоиди (79,2%); 
цитоплазматични остатъци (48,8%); макроцефални сперматозоиди 
(42,4%); опашни дефекти (39,2%) и наличие на двойни глави (25,6%). В 
единичен случай е констатирано наличие на ацефални сперматозоиди  
(< 0,8%), но заради малката честота на срещане, този случай е изключен 
от статистическия анализ за морфология. 

 
Таблица 3. Брой индивиди (N) и валиден процент (%) на участниците в 

проучването с информация относно параметрите за качество на спермата (обем 
на еякулат, концентрация и подвижност на сперматозоиди) в или извън норма* 
сравнени с референтните данни (WHO, 1999; Станиславов и Николова, 1913) 

N / % Качество 
на  

показателя 

Обем на 
еякулата 

(ml) 

Спермато-
зоидна  

концентра-
ция (106/ml)

Сперматозоидна 
подвижност 

(% прогресив-
ни) 

Сперматозоид-
на морфология
(% авнормални 

клетки) 
Референтни 
стойности*  

В норма (2,0 – 6,0) > 20 > 50 < 14 
Под норма  (< 2,0) < 20 < 50 > 14 

N/Валиден 
% 

В норма 1013/81,2 998/76,9 594/45,6 1089/83,5 
Под норма  234/18,8 300/23,1 708/54,4 215/16,5 
Общо 1247/100 1298/100 1302/100 1304/100 

 
При анализа на получените данни за сперматозоидна морфология 

прави впечатление фактът, че при отделните индивиди са налице комп-
лекси от морфологични аномалии, както следва: в 32,8% – сперматозои-
ди с шиловидни глави и макроцефални сперматозоиди в съчетание с 
шийни дефекти; в 27,2% – сперматозоиди с аморфни и шиловидни глави 
в съчетание с шийни дефекти; в 20,8% – сперматозоиди с аморфни глави 
и макроцефални сперматозоиди в съчетание с шийни дефекти и цитоп-
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лазматични остатъци; в 14,4% – всички отчетени дефекти с изключение 
на шийните; в 13,6% – сперматозоиди с аморфни и шиловидни глави, 
микроцефални сперматозоиди, опашни дефекти и цитоплазматични ос-
татъци; в 11,2% – сперматозоиди с аморфни и двойни глави, микроце-
фални сперматозоиди и опашни дефекти и в 7,2% – шиловидни глави, 
микроцефални и макроцефални сперматозоиди, съчетани с шийни де-
фекти (Таблица 4). 

 
Таблица 4. Честота на срещане на различни типове анормална морфоло-

гия на сперматозоидите и комбинации от тях при 125 мъже с Тератозооспермия: 
N – брой индивиди; % – процент на изява; ( + ) – наличие. Броят на индивидите 
надвишава 125 и процентът на мъжете с аномалии в морфологията надвошава 
100 заради изявата на различни аномалии у един и същ индивид. 

Дефекти в морфологията на анализираните сперматозоиди Честота 
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 +   +   +     +    +  17 13,6 

  +   +      +   41 32,8 

 +    +    +   +    14 11,2 

 +     +     +   +  26 20,8 

  +   +   +     +   9 7,2 

 +   +       +   34 27,2 

 +   +   +   +   +   +    +  18 14,4 
109 
87,2 

119 
95,2 

99 
79,2 

53 
42,4 

32 
25,6 

49 
39,2 

110 
88 

61 
48,8 

Общо: N 
% 

 

При анализа на получените данни е важно да се обърне внимание 
на обстоятелството, че морфологичните особености на сперматозоидите 
са във връзка с оплодителния капацитет на индивида и оценката на 
сперматозоидната морфология има прогностична стойност в асистира-
ната репродукция (Chemes and Alvarez, 2013). 

Резултатите от настоящото проучване показват, че Тератозоос-
пермията е хетерогенно състояние, включващо разнообразни изменения 
във формата на различни сперматозоидни компоненти. Морфологичните 
аномалии се съчетават и с различни функционални нарушения, с проме-
ни в качеството и функцията на сперматозоидния хроматин и с изявата 
на различни генетични аномалии, което повлиява негативно репродук-
тивния потенциал (Chemes and Alvarez, 2013).  
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Обобщаването на резултатите от проведения конвенционален 
спермален анализ в комплекс позволява извеждането и характеризира-
нето на определени заключения относно репродуктивния потенциал на 
включените в проучването мъже. 

Обобщените данни относно направените в настоящото проучване 
заключения от конвенционалния спермален анализ са представени в 
Таблица 5, от която е видно, че сред включените в изследването инди-
види 43,9% са с нормозооспермия. 

 

Таблица 5. Заключения от проведения конвенционалния спермален анализ: 
N – брой индивиди; % – процент  

Заключение N % Валиден % 
Нормозооспермия 572 37,1 43,9 
Астенозооспермия 398 25,8 30,6 
Олигозооспермия 18 1,2 1,4 
ОлигоАстенозооспермия 99 6,4 7,6 
Тератозооспермия 3 0,2 0,2 
ОлигоАстеноТератозооспермия 96 6,2 7,4 
АстеноТератозооспермия 29 1,9 2,2 
Азооспермия 87 5,6 6,7 
Валиден N/% 1302 84,5 100,0 
Липса 238 15,5  
Общо 1540 100,0  

 
За останалите изследвани чрез този анализ мъже, честотата на 

срещани отклонения е както следва: 30,6% са с астенозооспермия, 7,6% 
са с олигоастенозооспермия, 7,4% са с олигоастенотератозооспермия, 
6,7% са с азооспермия, 2,2% са с астенотератозооспермия, 1,4% са с 
олигозооспермия и 0,2% са с тератозооспермия.  

Установените в нашето проучване факти са тревожни, тъй 
като демонстрират, че над 50% от изследваните мъже са с някаква 
степен на репродуктивни проблеми, като в немалка част от тях при-
чината е комплексна и засяга качеството на повече от един сперма-
лен показател. В тази връзка прави впечатление констатацията, че 
при 6,7% от включените в проучването мъже изобщо няма производ-
ство на сперматозоиди, а при 7,4% от тях са налице значителни на-
рушения на трите променливи – концентрация, подвижност и мор-
фология на сперматозоидите. Това обстоятелство е важно да се разг-
леда и в контекста на връзката му с проучваните фактори на средата 
и начина на живот, от една страна, и възможните увреждания на 
ДНК в ядрата на сперматозоидите и наличието на хромозомни и ге-
номни мутации в организма, от друга страна, тъй като споменатите 
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фактори биха могли да са основните рискови компоненти, определя-
щи качеството на мъжкото репродуктивно здраве. 

В хода на нашия експеримент е направено и съпътстващо проучване 
по отношение концентрацията на левкоцити. Без това да има пряко отно-
шение към качеството на спермалните показатели, индиректно може да е 
индикатор за налични инфекции в половата система. Данните за концент-
рация на левкоцити са отчитани само за мъжете, при които са установени 
показания за възможни или налични инфекции (N = 718). Получените от 
нас резултати показват, че при 40,5% от подложените на това клинично 
изследване мъже, левкоцитите са над нормата. 

Левкоцитите произвеждат значимо количество свободни ра-
дикали – обстоятелство, което силно негативно може да повлияе 
функцията на сперматозоидите, а също и да има потенциален му-
тагенен ефект. Това обстоятелсво не е за пренебрегване и следва да 
се проучи по-детайлно чрез характеризиране на връзката между 
концентрацията на левкоцитите и възможните увреждания на 
ДНК в сперматозоидите. 

Включените в проучването мъже са анализирани и по отношение 
оценката за наличие на аглутинация. Това е важно, защото образуването 
на конгломерати от сперматозоиди намалява тяхната способност за 
прогресивно движение, което може да е свързано и с намаляване на 
плодовитостта.  

Могат да се характеизират 4 степени на аглутинация в семенната 
течност: изолирани аглутинати – в случаите, при които един аглутинат 
съдържа по-малко от 10 сперматозоиди, а повечето от клетките са сво-
бодни; средна степен на аглутинация – в случаите, при които в един аг-
лутинат има от 10 до 50 клетки, но има и свободни сперматозоиди; зна-
чителна степен на аглутинация – в случаите, при които аглутинатите съ-
държат повече от 50 клетки и само единични сперматозоиди са свобод-
ни; тежка степен на аглутинация – в случаите, при които аглутинатите 
са взаимосвързани и няма налични свободни сперматозоиди. Проучва-
нията показват, че наличието на аглутинация се свързва с имунологични 
причини, кореспондиращи с мъжкото безплодие. Установено е, че при 
мъже с антитела, при които е констатирана по-висока степен на аглути-
нация е налице и намалена сперматозоидна подвижност (Станиславов и 
Николова, 2013). 

Данните от нашето проучване сочат, че при 8,1% от включените в 
изследването мъже са налични различни по тип аглутинати. На базата на 
разположението на подвижните сперматозоиди в групи, са констатирани 
аглутинати от трите типа: глава – глава; опашка – опашка и глава – опаш-
ка. В хода на изследването е определена честотата на срещане на различ-
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ните типове аглутинати и е установено, че в 47,1% от лицата с налични 
аглутинации е налице типът „глава – опашка“, при 40,5% от тях – типът 
„опашка – опашка“ и при 12,4% – типът „глава – глава“. Предвид характе-
ризираните степени на аглутинация, резултатите от нашето проучване по-
казват, че откритите аглутинати при около 8%-те от изследваните мъже са 
преобладаващо от типа на изолираните, при които един аглутинат съдържа 
до 10 сперматозоида. 

Описателната статистика в това проучване е информативна относ-
но честотата на срещане на определен фактор на средата или начина на 
живот, както и по отношение характеризирането на качествените спер-
мални показатели сред проучваната извадка. От представените данни 
става ясно, каква част от включените в изследването индивиди употре-
бяват цигари, алкохол, наркотици, анаболни стероиди, работят и живеят 
в среда с вредности или под стрес, както и каква е професията им. В съ-
щото време, включените в проучването индивиди са с определени ка-
чествени спермални показатели и е известно, каква част от тях са с на-
мален обем на еякулата, с понижена сперматозоидна концентрация и 
подвижност, както и с повишен процент на морфологични аномалии в 
сперматозоидите. Статистическата обработка на тези описателни данни 
позволява да се търсят, установят и характеризират определени зависи-
мости между двете групи показатели – фактори на средата и начина на 
живот, от една страна, и качествени спермални показатели, от друга 
страна. 

При това характеризиране са използвани различни статистически 
подходи (χ2, Gamma, Fisher's exact test), с помощта на които да се уста-
нови статистическа значимост, както и в случаите на налична такава да 
се определи посоката на влияние на изследвания фактор. 

Анализът на резултатите от проучването показа, че факторите 
стрес, прием на лекарствата, тютюнопушене и консумацията на алкохол 
оказват най-голямо влияние върху качеството на спермата (обем на ея-
кулат, сперматозоидна концентрация и подвижност). Въздействието на 
професионалните вредности върху подвижността на сперматозоидите 
също е отчетливо (Таблица 6).  

В същото време, получените в хода на това изследване резултати 
не показват статистически значими зависимости между спермалните по-
казатели и употребата на наркотици и анаболни стероиди. 

Тестът Gamma се прилага за установяване посоката на влияние, в 
случаите при които факторът е статистически значим. Прегледът на дан-
ните в Таблица 6 показва, че обемът на еякулата статистически значимо 
негативно се влияе от тютюноушене, алкохол и стрес. Това означава, че 
при системно пушене по 20 и повече цигари на ден, при консумация на 
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алкохол 3 пъти седмично (500 ml бира или вино, или 100 ml концентрат) 
и при налични ситуации на стрес на работното място или в семейството, 
обемът на еякулата намалява. Факторите тютюнопушене, прием на меди-
каменти и стрес повлияват статистически значимо негативно спермато-
зоидната концентрация – при системно пушене, при прием на медика-
менти и при действие на стрес върху индивида, концентрацията на спер-
матозоидите намалява. Вредности като високи температури, лъчева тера-
пия и др., както и употребата на алкохол като фактори на средата повлия-
ват статистически значимо позитивно сперматозоидната подвижност, а 
приемът на медикаменти – негативно. Това означава, че при увеличаване 
въздействието на първите два фактора, сперматозоидната подвижност се 
увеличава, а при приема на медикаменти – намалява. 

 
Таблица 6. Статистически зависимости между включените в изследването 

спермални показатели и анализираните фактори на средата и начина на живот, 
установени чрез точните тестове χ2, Gamma и Fisher. Gamma тестът е приложен с 
цел установяване посоката на влияние, в случаите при които факторът е статис-
тически значим (P < 0,05) 

Фактор 
 

Статисти- 
чески тест 

Вред-
ности 

Цига-
ри 

Алко-
хол 

 

Наркоти-
ци 

Анабол-
ни стеро-

иди 

Медика-
менти 

Стрес

Обем на еякулат 
χ2 тест 0,815 0,018 0,002 0,730 0,331 0,112 0,021 
Gamma тест  -0,224 -0,164    -0,379
Точен тест на 
Фишер 
Fisher's exact test 

       

Сперматозоидна концентрация 
χ2 тест 0,231 0,008 0,894 0,952 0,956 0,000 0,024 
Gamma тест  -0,204    -0,300 -0,294
Точен тест на 
Фишер 
Fisher's exact test 

0,229 0,010 0,934   0,000 0,032 

Сперматозоидна подвижност 
χ2 тест 0,031 0,389 0,037 0,460 0,758 0,012 0,109 
Gamma тест 0,181  0,145   -0,197  
Точен тест на 
Фишер 
Fisher's exact test 

0,033 0,400 0,041  0,770 0,013 0,122 

 
Анализът на зависимостите между факторите на средата и начина на 

живот и сперматозоидната морфология демонстрира стойности на значи-
мост чрез χ2 теста, както следва: медикаменти – морфология (χ2 тест – 
0,147); вредности – морфология (χ2 тест – 0,017); професии – морфология 
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(χ2 тест – 0,003). Тези резултати показват, че има различия по отношение 
влиянието върху сперматозоидната морфология на използваните медика-
менти, практикуваните професии и вредностите на средата. Значимо по-
висока е вероятността вредности и професии да носят по-голям риск за ка-
чеството на сперматозоидната морфология. Тази страна на проблема под-
лежи на допълнително обследване. В настоящия труд, с цел доизясняване 
на въпроса, е планирано по-подробно проучване на връзката между уста-
новените аномалии в сперматозоидната морфология и уврежданията в 
ДНК на сперматозоидното ядро. 

Възможната роля на околната среда и начина на живот за качест-
вото на спермалните показатели е обсъждана от редица автори. Различ-
ни дебати, спекулации и противоположни възгледи могат да бъдат прос-
ледени в изследванията, посветени на този проблем (Dikshit et al., 1987; 
Vine, 1996; Torres-Calleja et al., 2001; Matzuk and Lamb, 2008; Li et al., 
2011; Brezina et al., 2012; Ouzounova-Raykova et al., 2018).  

В настоящото проучване, както вече бе коментирано, статис-
тически значимо негативно въздействие върху обема на еякулата е 
наблюдавано във връзка с тютюнопушенето, употребата на алкохол и 
състоянието на стрес – Gamma: -0,224; -0,164 и -0,379, съответно. На-
маляването на сперматозоидната концентрация се свързва статис-
тически значимо с тютюнопушенето, употреба на лекарства и със-
тоянието на стрес (Gamma: -0,204, -0,300 и -0,294, съответно). Пони-
жаването на сперматозоидната подвижност е статистически зна-
чимо свързано с употребата на медикаменти (Gamma: -0,197). Инте-
ресен е установеният факт на позитивно повлияване на подвиж-
ността на сперматозоидите от вредности и алкохол (Gamma: 0,181 и 
0,141, съотватно). Подобно на резултатите от изследванията на други ав-
тори (Auger et al., 2001; Dada et al., 2001; Iaizzo et al., 2010; Yu et al., 2014), 
данните от това проучване демонстрират значимото влияние на цигари, 
алкохол, медикаменти и стрес върху качеството на спермата. За разлика от 
получените тук резултати, в изследванията на други автори не се откриват 
такива отчетливи зависимости (Wong et al., 2000; Martini et al., 2004). Бази-
райки се на получените данни в хода на техните проучвания, те правят 
заключение, че консумацията на алкохол или цигари не променя спермал-
ното качество (Martini et al., 2004) и че пушенето на цигари изглежда е са-
мо незначителен рисков фактор (Wong et al., 2000) за мъжкото репродук-
тивно здраве. Резултатите от нашето проучване показват, че упот-
ребата на наркотици и анаболни стероиди не повлиява значимо пара-
метрите за качество на спермата, за разлика от установеното от други 
автори (Torres-Calleja et al., 2001; Cohen and Honig, 2005), които съобщават 
за констатиран висок процент на мъже с азооспермия и олигоспермия 
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(Torres-Calleja et al., 2001), за намалена концентрация и подвижност на 
сперматозоидите, както и за нарушения в тяхната морфология (Cohen and 
Honig, 2005) при мъже, употребяващи анаболни стероиди. 

 

ЦИТОГЕНЕТИЧЕН АНАЛИЗ 
В хода на настоящото проучване на цитогенетичен анализ са под-

ложени общо 17 мъже. Заключенията от конвенционалния спермален 
анализ за 11 от тях са азооспермия, а при останалите 6 индивида е диаг-
ностицирана тежка форма на олигоастенотератозооспермия. При цитоге-
нетичното анализиране на тази група от 17 мъже е установено, че значи-
ма част са с с нормален мъжки кариотип (70,6%). Сред останалите 29,4% 
са намерени три случая със синдром на Клайнфелтер (17,6%), един слу-
чай на балансирана транслокация 13/21 (5,9%) и един случай на хрома-
тидни разкъсвания с дислокации (5,9%) – Фигура 1. 

 

    
Фигура 1. Хромозомни и геномни аномалии: 1. Транслокация – метафазна  
пластинка – 45, XY, t (13;21) и хроматидна фрагментация с дислокация;  

2. Синдром на Клайнфелтер, 47, XXY – метафазна пластинка и кариограма 
 

Мъжете със синдром на Клайнфелтер се отнасят към групата на 
пациентите с азооспермия, а тези с констатирани структурни хромозом-
ни аберации – към групата на пациентите с олигоастенотератозооспер-
мия. И в двата случая връзката между установената мутация (геномна, 
хромозомна) и мъжкия инфертилитет е очевидна. В този аспект, данните 
от нашето проучване подкрепят установеното и от други автори (Ferlin 
et al., 1998; O'Flyn O'Brien et al., 2009), с тази особеност, че констатира-
ната от нас транслокация не е между 13 и 14, а между 13 и 21 хромозо-
ма. Важно е да се обърне внимание на констатираното обстоятелство, че 
структурни аберации, засягащи 13 хромозома вероятно кореспондират с 
мъжкия инфертилитет, независимо от това дали са в транслокационни 
обмени с 14 или с 21 хромозома. 

 

На базата на проведения цитогенетичен анализ може да се 
направи заключение, че геномни мутации от типа на синдрома на 
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Клайнфелтер и структурни мутации от типа на транслокации и 
хроматидни фрагментации имат пряко отношение към мъжкия 
инфертилитет и по-специално към състоянията на азооспермия и 
олигоастенотератозооспермия. 

 
АЗООСПЕРМИЯ 
Важна задача в хода на това проучване е проследяването и харак-

теризирането на различни причини, водещи до изявата на необструк-
тивна азооспермия, както и установяването на потенциални връзки меж-
ду генетични и екологични фактори, свързани с това заболяване.  

Както е видно от получените резултати, в 6,7% от изследваните 
мъже е налично заключението азооспермия (Таблица 5).  

В 3,4% от тази група е установено, че причина за азооспермия е 
цитогенетично установен класически синдром на Клайнфелтер (открит 
при трима мъже). 

Синдромът на Клайнфелтер е геномна мутация, при която се наб-
людава най-малко една допълнителна Х хромозома в мъжкия кариотип 
(47, XXY). Честота му на срещане е между 0,1% до 0,2% в общата попу-
лация и може да достигне до 3,1% в популации, за които е съобщена по-
висока честота на безплодие (Gudeloglu and Parekattil, 2013). Данните от 
нашето проучване показват, че сред мъжете, страдащи от азооспермия 
16% са пушачи, 11,1% – употребяващи алкохол, 8% – приемащи меди-
каменти, 5,1% са работещи в среда с професионални вредности, 4,9% са 
приемали анаболни стероиди и 1,3% – наркотици.  

По отношение на спермалния показател „обем на еякулат“, нашите 
данни сочат, че при 24,4% от мъжете с азооспермия този показател е под 
нормата (< 2,0 ml), а при 3,5% – над нормата (> 6 ml). При мъжете със син-
дром на Клайнфелтер, средният обем на еякулата е средно с 0,64 ml по-
малко, отколкото при другите пациенти. Констатирана е левкоцитоспер-
мия (над 1x106/ml) при 33,3% от мъжете в тази група. 

Анализът на данните от нашето проучване относно връзката между 
обема на еякулата и тютюнопушенето показва, че пушачите отделят сред-
но с 0,61 ml по-малко еякулат в сравнение с непушачите (U = 1,334, P = 
0,187). Сравнението на установения среден обем на еякулата по групи в 
зависимост от интензивността на тютюнопушенето сочи, че с увеличава-
нето на количеството изпушени цигари на ден се увеличава и обемът на 
отделения еякулат (Dzhoglov and Ivanova, 2016). Това най-вероятно се 
дължи на увеличеното производство на семенни мехурчета и секрети на 
простататна жлеза като израз на локалната ексудативна съдова реакция, 
която може да бъде резултат от интензивното пушене. Подобна тенденция 
е установена и за друг рисков фактор – алкохол. Не е констатирана значи-
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телна разлика в обема на еякулата между лицата, употребяващи наркотици 
и тези, които не употребяват. Данните от проучването ни показват също, 
че пациентите, които пушат марихуана, отделят значително по-малко по 
обем еякулат (1,25 ± 1.06 ml) в сравнение със средния обем на еякулата 
при цялата група (2,62 ml). В същото време, средният обем на еякулата 
при мъжете от „кокаиновата група“ е 3,43 ± 1,09 ml, което е значително по-
високо от средния обем на изследваната група.  

Обобщавайки данните от проучването, може да се направи 
заключение, че азооспермията е пряко свързана със синдром на 
Клайнфелтер, както и че фактори като тютюнопушене и употреба 
на алкохол са сред по-честите, кореспондиращи със заключението 
азооспермия.  

 
МИКРОДЕЛЕЦИИ В Y ХРОМОЗОМАТА 
Приблизително 5 до 10% от мъжете с азооспермия или тежка оли-

госпермия имат делеции в зоната на азооспермичния фактор (AZF) – 
Yq11, която съдържа гени, контролиращи процеси на сперматогенезата. 
Три различни AZF области (обозначавани като „a“, „b“ и „c“) са локали-
зирани в този регион от центромера до теломера на дългото рамо на Y 
хромозомата.  

В късото рамо на Y хромозомата е локализиран генът SRY (sex-
determining region of the Y chromosome – полово-определящ регион в Y 
хромозомата), който е отговорен за мъжката тенденция в развитието на 
гонадите, както и ZFY участъкът, хомоложен на ZFX, намиращ се в Х 
хромозомата – zinc finger protein genes, обозначаван като ZFX/Y.  

В хода на настоящото проучване на PCR микроделеционен анализ 
на Y хромозомата са подложени общо 48 мъже с азооспермия и тежка 
олигоастенотератозооспермия. Получените резултати показват присъст-
вие на микроделеции, както в зоната на азооспермия AZF в дългото ра-
мо на Y, така и в късото рамо на тази хромозома, по-специално в учас-
тъците SRY и ZFX/Y.  

Като резултат от нашето изследване се установи, че поотделно на-
личните микроделеции в Y хромозомата на включените в проучването 
мъже с азооспермия и тежка олигоастенотератозооспермия са с честота на 
срещане в рамките на тази група, както следва: AZFa – 20,8%;  
AZFb – 35,4% от тях; AZFc – 33,3%; SRY – 66,7% и ZFX/Y – 25%. 

Данните, представени в Таблица 7 показват, че при 29,2% от изс-
ледваните мъже от тази група не са открити микроделеции в Y хромозо-
мата. Сред всички останали, самостоятелно микроделециране е констати-
рано в субрегиона AZFa на Yq (2,1%) и в SRY зоната на Yp (22,9%). За 
всички останали мъже с азооспермия и олигоастенотератозооспермия са 
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установени различни комбинации от микроделеции в два (AZFb + AZFc, 
AZFa + SRY, AZFb + SRY, AZFc + SRY и SRY + ZFX/Y с честота за вся-
ка комбинация от 2,1%), три (AZFa + AZFc + SRY – честота 2,1%, AZFb + 
AZFc + SRY – честота 8,3% и AZFb + SRY + ZFX/Y – честота 2,1%), че-
тири (AZFa + AZFb + AZFc + SRY – честота 4,2%, AZFa + AZFb + SRY + 
ZFX/Y – честота 2,1%, AZFa + AZFc + SRY + ZFX/Y – честота 2,1% и 
AZFb + AZFc + SRY + ZFX/Y – честота 8,3%) или пет (AZFa + AZFb + 
AZFc + SRY + ZFX/Y – честота 6,3%) участъка/субучастъка едновремен-
но (Таблица 7). Прави впечатление високият процент аномалии в SRY 
региона – самостоятелно и в комбинации – общо 66,7% – при обследва-
ната извадка от мъже с азооспермия и олигоастенотератозооспермия. 

 
Таблица 7. Честота на срещане на установени микроделеции в Y хромо-

зомата по райони в късото и дългото ѝ рамо и комбинации от тях при анализира-
ните (48) мъже със заключение азооспермия и олигоастенотератозооспермия 

Микроделеции по райони и установени 
комбинации от тях 

Брой индивиди (N) Валиден % 
в изолираната  

извадка 
Липса  14 29,2 
AZFa 1 2,1 
AZFb + AZFc 1 2,1 
SRY 11 22,9 
AZFa + SRY 1 2,1 
AZFb + SRY 1 2,1 
AZFc + SRY 1 2,1 
AZFa + AZFc + SRY 1 2,1 
AZFb + AZFc + SRY 4 8,3 
AZFa + AZFb + AZFc + SRY 2 4,2 
SRY + ZFX/Y 2 4,2 
AZFb + SRY + ZFX/Y 1 2,1 
AZFa + AZFb + SRY + ZFX/Y 1 2,1 
AZFa + AZFc + SRY + ZFX/Y 1 2,1 
AZFb + AZFc + SRY + ZFX/Y 4 8,3 
AZFa + AZFb + AZFc + SRY + ZFX/Y 3 6,3 
Общо 48 100,0 

 
Предвид това установено обстоятелство, в хода на нашето проуч-

ване са анализирани и възможните статистически значими зависимости 
между наличието на микроделеции в SRY региона от Yp и микроделе-
циите в другите изследвани зони на Y хромозомата. Детайлният анализ 
на тези възможни асоциации показва, че микроструктурните аномалии в 
този регион са статистически значимо обвързани с микроделеции в 
ZFX/Y региона на Yp и в AZFa, AZFb и AZFc субрегионите на Yq (зна-
чимост по χ2 тест: 0,005; 0,079; 0,003; 0,005, съответно и по точния тест 
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на Fisher: 0,003; 0,078; 0,002 и 0,004, съответно). При всички тези зна-
чими зависимости е изчислен и статистическият показател Gamma, чрез 
който може да се определи и посоката на установената зависимост. Дан-
ните от изследването сочат, че за всички по-горе описани зависимости 
Gamma е с положителна стойност (0,709; 0,875; 0,860 и 1,0, съответно за 
връзката между SRY региона и AZFa, AZFb и AZFc от Yq и ZFX/Y от 
Yp. Това означава, че структурните хромозомни аберации в SRY регио-
на провокират осъществяването на микроделеции в останалите опоме-
нати субрегиони. 

Отделно от това са установени и някои статистически значими за-
висимости по отношение на микроделециите в Y хромозомата при мъже 
с азооспермия и олигоастенотератозооспермия и някои от качествените 
спермални показатели, от една страна, и проучваните фактори на средата 
и начина на живот, от друга страна. В хода на проучването е конста-
тирано конкретно следното: 1) Установените микроаберации в SRY 
региона са в статистически значима зависимост с тютюнапушене-
то; (значимост: χ2 тест – 0,016; точен тест на Fisher – 0,02); 2) Конста-
тираните микроделеции в AZFa субрегиона на Yq са в статистичес-
ки значима зависимост с обема на еякулата (значимост: χ2 тест – 0,05; 
точен тест на Fisher – 0,04); 3) Откритите микроделеции в ZFX/Y реги-
она на Yp са в статистически значима зависимост с обема на еяку-
лата (значимост: χ2 тест – 0,014; точен тест на Fisher – 0,06).  

Освен посочените асоциации, може да бъде обобщено и следно-
то: 1) Съобразно характеристиките на тази проучвана група, качес-
твените показатели подвижност и морфология на сперматозоидите 
за всички изследвани мъже е под нормата, предвид факта, че тези 
индивиди са лишени изцяло от сперматозоиди при диагноза азоос-
пермия или са с намален брой сперматозоиди (< 20 × 106/ml) при диаг-
ноза олигоастенотератозооспермия; 2) От изследваните мъже с азо-
оспермия и тежка олигоастенотератозооспермия в тази група проб-
лемите в SRY региона са преобладаващи; 3) При диагнозите азоос-
пермия и тежка олигоастенотератозооспермия в тази група проб-
лемите в останалите проучвани региони/субрегиони на Y хромозома-
та в по-голямата си част са съпроводени с проблем в SRY региона. 

Нашето проучване показа висока честота на срещане на микро-
аберациите в SRY региона –самостоятелно и в комбинации, както и 
микроаберации в ZFX/Y само в комбинации. Подобни комплексни ре-
зултати по отношение на свързаността на микроделециите в двете 
рамена на Y хромозомата не открихме като описани в проучваната 
литература и това ни дава основание да ги приемем за оригинални.  
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ФЕРТИЛИТЕТЕН ПОТЕНЦИАЛ И АКРИДИН ОРАНЖ ФЛУО-
РЕСЦЕНТЕН ТЕСТ 

Интегритетът на ДНК в сперматозоидните ядра би могъл да се разг-
лежда като маркер за качеството на сперматогенезата и потенциала за 
мъжки фертилитет. Установено е, че около 10% от сперматозоидите на 
фертилните мъже и приблизително 20 – 25% от тези на мъжете с инферти-
литет имат измерими нива на увреждане на ДНК (Smith et al., 2006).  

За проучване на ДНК интегритета в сперматозоидите при мъже с 
репродуктивни проблеми е използван акридин оранж флуоресцентен тест 
(Фигура 2). В този анализ са включени 87 мъже – представители на всич-
ки заключения от спермалния анализ – нормозооспермия, астенозоос-
пермия, олигозооспермия, олигоастенозооспермия, тератозооспермия, 
олигоастенотератозооспермия, остенотератозооспермия и азооспермия, 
които са подложени на акридин оранж флуоресцентен тест.  

 

   
Фигура 2. Микрофотографии, представящи висока степен на ДНК  

увреждане в сперматозоидите на изследваните мъже 
 

Получените резултати са базирани на четиристепенна скала, отго-
варяща на процента на клектите с ДНК увреждания в ядрата им 
(Evenson et al., 1999).  

Данните относно броя и валидния процент на участниците в акри-
дин оранж флуоресцентния тест и качеството на фертилитетният потен-
циал, определено на базата на четиристепенната скала в зависимост от 
процента на сперматозоиди с нарушен интегритет на ДНК в ядрата им 
са представени в Таблица 8, а информация относно качеството на спер-
малните показатели при мъжете, проучвани чрез акридин оранж флуо-
ресцентния тест е представена в Таблица 9.  

Данните от Таблица 8 показват, че почти половината от изследвани-
те мъже в тази група имат отличен фертилитетен потенциал. Заедно с тези, 
които имат добър такъв, съставляват общо 58,6%. Smith et al. (2006) обръ-
щат внимание на факта, че около 20 – 25% от сперматозоидите на мъжете 
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с инфертилитет имат увреждания на ДНК в ядрата си. Анализът на ре-
зултатите от нашето изследване показва, че общо 41,4% от изслед-
ваните мъже имат ДНК фрагментации в над 20% от ядрата на спер-
матозоидите си. Важно е да се отбележи, че сред тези индивиди значи-
телно по-голям е делът на мъжете с лош фертилитетен потенциал 
(32,2%), отколкото на тези със задоволителен такъв (9,2%). При тези 
установени от нас високи нива на ДНК увраждания, е изключително важ-
но да се анализира възможността за асоциации между нарушения ДНК ин-
тегритет на сперматозоидните ядра и качеството на анализираните чрез 
конвенционален спермален анализ показатели. 

 
Таблица 8. Брой (N) и валиден процент на индивиди с ДНК фрагментации 

в сперматозоидните ядра съгласно четиристепенната скала на Evenson et al. 
(1999) за фертилитетен потенциал: отличен – увредени клетки под 15%; добър – 
увредени клетки между 15% и 20%; задоволителен – увредени клетки между 
20% и 30%; беден (лош) – увредени клетки повече от 30%. 

Ниво на ДНК фрагментации и фертилитетен потенциал N Валиден % 
Отличен 43 49,4 
Добър 8 9,2 
Задоволителен 8 9,2 
Беден/лош 28 32,2 
Общо 87 100,0 
 

Данните от Таблица 9 сочат, че 41,4% от изслезваните в тази група 
мъже имат прогресивна сперматозоидна подвижност под нормата, 20% 
от тях са с понижена под нормата концентрация на сперматозоиди и 
11,5% имат над 14% сперматозоиди с абнормална морфология. Резулта-
тите от нашето проучване в ограничената извадка, макар и в по-слаба 
степен, отколкото за цялата изследвана група от над 1500 мъже, показ-
ват тенденции към зависимости между изследваните спермални показа-
тели (концентрация, подвижност и морфология на сперматозоидите) и 
някои от факторите на околната среда и начина на живот. Не са устано-
вени конкретни зависимости с висока статистическа значимост, а тен-
денции, както и възможната посока на действие на определения фактор, 
които съвпадат с вече коментираните по отношение резултатите от кон-
венционалния спермален анализ.  

Статистически данни за зависимостите между качествените спер-
мални показатели и нивата на фрагментации на ДНК в ядрата на спер-
матозоидите са включени в Таблица 10 (P < 0,001). 

В настоящото проучване не са установени също категорични зави-
симости между факторите на средата и начина на живот, от една страна, 
и отчетените нива на ДНК фрагментациите в ядрата на сперматозоиди-



26 

те, от друга, и според нас този факт се дължи на малкия размер на изс-
ледваната извадка – 87 индивида.  

 
Таблица 9. Данни относно качеството на спермалните показатели при 

мъжете, проучвани чрез акридин оранж флуоресцентния тест: N – брой индиви-
ди; % – валиден процент на участниците в теста; *референтни стойности по Ста-
ниславов и Николова (2013) и WHO, (1999) 

N / % Качество на 
спермалния 
показател 

Сперматозоидна 
концентрация 

(106/ml) 

Сперматозоид-
на подвижност 
(% прогресив-

ни) 

Сперматозоидна 
морфология 

(% абнормални 
клетки) 

Референтни 
стойности*  

В норма > 20 > 50 < 14 
Под норма  < 20 < 50 > 14 

Данни от 
проучването 

В норма 69/79,3 51/58,6 77/88,5 
Под норма  18/20,7 36/41,4 10/11,5 

 Общо 87/100 87/100 87/100 
 

Таблица 10. Разлики между сравняваните групи и статистически значими 
зависимости, базирани на χ2 и Gamma* тестовете, между изследваните спермални 
показатели и качеството на фертилитетния потенциал, определено чрез нивото на 
ДНК фрагментации в сперматозоидните ядра. *Gamma тестът е използван за оп-
ределяне посоката на влияние в случаите, при които факторът е значим (P < 0,001) 

Фертилитетен 
потенциал 

Качество на  
спермалния показател 

Отличен Добър Задоволи-
телен 

Лош χ2 
тест 

Gamma 
тест 

Подвижност на сперматозоидите 
Под норма 8,4% 2,8% 19,4% 69,4% 0,000 -0,929 
В норма  78,4% 13,7% 2,0% 5,9% 

Концентрация на сперматозоидите 
Под норма 5,6% 0,0% 0,0% 94,4% 0,000 -0,947 
В норма  60,9% 11,6% 11,6% 15,9% 

Морфология на сперматозоидите 
Под норма 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,000 -1,000 
В норма  55,8% 10,4% 10,4% 23,4% 
 

В хода на настоящото проучване са отчетени статистически 
значими зависимости между изследваните качествени спермални 
показатели (концентрация, подвижност и морфология на сперма-
тозоидите) и нивата на ДНК увреждания в сперматозоидните яд-
рата (Таблица 10). Отрицателните стойности на показателя 
Gamma демонстрират, че с намаляване на сперматозоидната кон-
центрация, подвижност и нормална морфология, честотата на 
ДНК фрагментациите в ядрата се увеличава.  
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Както може да се види от Таблица 10, За всичките 69,4% от изс-
ледваните в тази група мъже с намалена подвижност на сперматозоиди-
те, 94,4% с концентрация на сперматозоиди под нормата и 100% от тях с 
абнормна морфология на сперматозоидите са с лош фертилитетен по-
тенциал и високи нива на ДНК увреждания. В същото време, мъжете с 
нормални спермални показатели – подвижност, концентрация и морфо-
логия на сперматозоидите демонстрират високи нива на ДНК фрагмен-
тации, съответно в 5,9%, 15,9% и 23,4%. 

Резултатите от нашето проучване сочат, че измерените нива 
на ДНК увреждания в ядрата на сперматозоидите чрез прилагане на 
акридин оранж флуоресцентния тест са значимо демонстративни 
за качеството на спермалните показатели. Идентифицираните в 
нашето изследване статистически значими зависимости между 
спермални показатели и нива на ДНК увреждания в сперматозои-
дите са достатъчно ясни и отчетливи и биха могли да се използват 
в бъдещи детайлни изследвания, посветени на мъжкото репродук-
тивно здраве и на потенциалните рискове за влошаването му. 

Въпреки, че в нашето проучване не са отчетени статистически 
значими зависимости (значимост по χ2 теста – 0,9) между обследваните 
възрастови групи и нивата на ДНК увреждания може да се коментира 
тенденцията с увеличаване на възрастта да се увеличава и често-
тата на ДНК фрагментации в сперматозоидните ядра.  

В контекста на използвания за характеризиране на ДНК интегри-
тета в сперматозоидните ядра акридин оранж флуоресцентен тест, след-
ва да се обърне внимание на още едно интересно обстоятелство, отчете-
но в хода на настоящия експеримент – концентрацията на левкоцитите 
за включените в обследваната извадка мъже (Таблица 11).  

 

Таблица 11. Зависимост между концентрацията на левкоцити и качеството 
на фертилитетен потенциал на база ниво на ДНК увреждания, установено чрез ак-
ридин оранж флуоресцентен тест: значимост по χ2 теста – 0,024; Gamma – 0,473 

Левкоцити Фертилитетен 
потенциал

N/%  

Отличен Добър Задоволи-
телен 

Лош Общо 
N/% 

В норма Брой  29 4 2 10 45 
%  64,4% 8,9% 4,4% 22,2% 100 
% от общия брой 35,4% 4,9% 2,4% 12,2% 54,9 

Над норма Брой  13 2 6 16 37 
%  35,1% 5,4% 16,3% 43,2% 100 
% от общия брой 15,9% 2,4% 7,3% 19,5% 45,1 

Общо Брой  42 6 8 26 82 
%  51,2% 7,3% 9,8% 31,7% 100 
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Данните от проучването сочат наличие на статистически зна-
чима зависимост между левкоцитната концентрация и нивото на 
ДНК увреждания в анализираната група (значимост по χ2 теста – 0,024). 
Положителната стойност на показателя Gamma (0,473) демонстрира, че с 
увеличаване на концентрацията на левкоцитите нараства и вероят-
ността (рискът) от увеличаване честотата на ДНК фрагментации в 
сперматозоидните ядра. От Таблица 11 е видно, че при 59,5% от мъжете, 
при които е отчетена левкоцитна концентрация над нормата е установен и 
задоволителен (16,3%) или лош (43,2%) фертилитетен потенциал. 

На базата на проведения конвенционален спермален анализ са нап-
равени заключения относно комплексните нива на негативни промени в 
качествените показатели за концентрация, подвижност и морфология на 
сперматозоидите, а на базата на проведения акридин оранж флуоресцентен 
тест са отчетени нивата на ДНК увреждания в сперматозоидните ядра. Би-
остатистическият анализ на двете групи признаци показва категорично на-
личието на статистически значими зависимости между тях (значимост по 
χ2 теста – 0,00), а положителната стойност на показателя Gamma (0,932) 
води към заключението, че пониженото качество на проучваните 
спермални показатели е свързано с понижено качество на фертили-
тетния потенциал (Таблица 12).  

Таблица 12. Зависимости между направените с конвенционален сперма-
лен анализ заключения и качеството на фертилитетния потенциал, определен на 
база ниво на ДНК увреждания, установено чрез акридин оранж флуоресцентен 
тест: значимост по χ2 теста – 0,00; Gamma – 0,932 

Заключение Фертилитетен 
потенциал

N/%  

Отличен Добър Задоволи-
телен 

Лош Общо

Нормозооспермия Брой  40 7 1 3 51 
%  78,4 13,7 2,0 5,9 100,0 
% от общия брой 46,0 8,0 1,1 3,4 58,6 

Астенозооспермия Брой  2 1 7 6 16 
%  12,5 6,3 43,8 37,5 100,0 
% от общия брой 2,3 1,1 8,0 6,9 18,4 

Олигоастено-
зооспермия 

Брой  1 0 0 9 10 
%  10,0 0,0 0,0 90,0 100,0 
% от общия брой 1,1 0,0 0,0 10,3 11,5 

Олигоастенотера-
тозооспермия 

Брой  0 0 0 8 8 
%  0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 
% от общия брой 0,0 0,0 0,0 9,2 9,2 

Астенотерато-
зооспермия 

Брой  0 0 0 2 2 
%  0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 
% от общия брой 0,0 0,0 0,0 2,3 2,3 

Общо Брой  43 8 8 28 87 
%  49,4 9,2 9,2 32,2 100,0 
% от общия брой 49,4 9,2 9,2 100,0 100,0 
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Налице са достатъчно основания да се приеме, че акридин 
оранж флуоресцентният тест е достатъчно информативен за ка-
чеството на фертилитетния потенциал, защото отчетените чрез 
него нива на ДНК фрагментации са в статистически значими зави-
симости с качествените спермални показатели.  

 

ФЕРТИЛИТЕТЕН ПОТЕНЦИАЛ И КОМЕТЕН АНАЛИЗ 
Резултатите от флуоресцентната микроскопия, визуалното класи-

фициране на наблюдаваните комети, както и статистическите данни от 
проведения кометен анализ са представени в поредица от таблици и 
микрофотографии. 

На Таблица 13 е обобщена информация относно качеството на ко-
метните показатели % на ДНК в опашката, дължина на опашката и опашен 
момент като са отчетени минимални, максимални и средни стойности за 
всеки един от класовете от 1 до 4. В частта „Материал и методи“ е обясне-
но, че класифицирането на кометите е направено на базата на % ДНК в 
опашката. Използваната скала е подобна на приложената при отчитане на 
резултатите от акридин оранж флуоресцентния тест (Evenson et al., 1999), 
но е съобразена с конкретните получени резултати от кометния анализ и е 
в съответствие с прилагането на подобни скали от други изследователи 
(Castillo et al., 2015; Cunha et al., 2015). Клетките с цяла, ненарушена ДНК в 
ядрата микроскопски изглеждат като „слънца“. Техните ядра са интактни с 
разположено около тях симетрично хало от ДНК. Към класовете от 1 до 4 
са класифицирани клетки с различна степен на ДНК увреждания – от нис-
ка (до 12% ДНК в опашката) до значителна (≥ 30% ДНК в опашката), кое-
то отговаря, съответно и на много добър, добър, задоволителен и лош фер-
тилитетен потенциал. Микроскопски те наподобяват „комети“, чиято глава 
съдържа неувредена ДНК, а опашката – фрагментирана (Фигура 3). 

 

   
Фигура 3. Различни класове комети с различен % ДНК в опашката  

и с различна дължина на опашката 
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Резултатите от анализа на заснетите при флуорeсцентната микрос-
копия микрофотографии показват, че при обследваните в тази извадка, 
най-висок е процентът (46,8%) на мъжете с преобладаващи комети от 
клас 1 (Таблица 13). 

Кометите от класове 2 и 3 се отчитат при 8,9% и 10,1% от изслед-
ваните лица, съответно. Данните от проучването ни сочат, че е съществ-
но висок и процентът (34,2%) на мъжете с преобладаващи комети от 
клас 4 (Таблица 13, Фигура 3). 

Това демонстрира, че в анализираните клетки са налице различни 
по обхват ДНК фрагментации, което определя и наличието на генетични 
увреждания с различна степен. За това свидетелстват средните, мини-
мални и максимални стойности на показателя % ДНК в опашката от 
данните за изследвани индивиди, както и стойностите на останалите два 
отчетени кометни показателя – дължина на опашката и опашен момент 
(Таблица 13). 

 

Таблица 13. Данни относно качеството на кометните показатели – средни, 
минимални и максимални стойности, стандартно отклонение – SD и стандартна 
грешка – SE (Р < 0.001) 

Качество 
кометен 
показател 

N 
% 

Средна 
стойност 

SD SE 95% интервал 
на достоверност 

за средна 
стойност 

Мин. 
стойност 

Макс. 
стойност

Долна 
граница

Горна 
граница

% на ДНК в опашката 
Клас 1 37/46,8 6,970 3,315 0,545 5,864 8,075 1,752 18,136 
Клас 2 7/8,9 12,727 5,800 2,192 7,363 18,090 4,596 21,148 
Клас 3 8/10,1 11,231 5,871 2,076 6,323 16,139 4,606 20,486 
Клас 4 27/34,2 13,954 7,030 1,353 11,173 16,735 4,481 31,418 
Общо 79/100 10,298 6,142 0,691 8,923 11,674 1,752 31,418 

Дължина на опашката 
Клас 1 37/46,8 5,272 3,560 0,585 4,0852 6,460 0,012 14,818 
Клас 2 7/8,9 9,815 5,875 2,220 4,382 15,248 1,396 17,429 
Клас 3 8/10,1 9,003 5,193 1,836 4,661 13,344 2,162 18,654 
Клас 4 27/34,2 13,704 8,226 1,583 10,450 16,958 4,388 39,985 
Общо 79/100 8,934 6,913 0,778 7,386 10,483 0,012 39,985 

Опашен момент 
Клас 1 37/46,8 0,773 0,719 0,118 0,533 1,012 0,000 3,629 
Клас 2 7/8,9 2,115 1,641 0,620 0,597 3,633 0,392 4,373 
Клас 3 8/10,1 2,285 2,509 0,887 0,188 4,383 0,420 7,711 
Клас 4 27/34,2 3,280 3,217 0,619 2,008 4,553 0,330 13,419 
Общо 79/100 1,902 2,396 0,270 1,365 2,439 0,000 13,419 
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В проучваната извадка не е установено преобладаващо присъствие 
на комети от клас 0, което би могло да се обясни с наличието на извес-
тен брой фрагменти, експресирани въпреки неутралните условия на ин-
кубиране и електрофореза като резултат от специфичната компактиза-
ция на хроматина в сперматозоидните ядра. 

Миграцията на ДНК в резултат на генотоксичен ефект на даден 
фактор се отчита чрез показателите % на ДНК в опашката и дължина на 
опашката. Смята се, че показателят % на ДНК има предимство, защото 
може да бъде стандартизиран в хода на изследването и съпоставен със 
стойности, получени при други изследвания (Collins et al., 2008). Този 
показател се приема за най-подходящ при оценка на генотоксичния 
ефект, тъй като нараства успоредно с увеличаване на интензивността на 
токсичните агенти и е независим от условията на визуалния анализ.  

Препоръчва се показателят дължина на опашката да не се използва 
като единствен критерий за оценка на генотoксичен ефект, тъй като ко-
метната опашка може да нараства и при ниски нива на увреждания в 
различни електрофоретични условия. Като недостатък на този показател 
се приема и неговата висока чувствителност по отношение на фоновата 
интензивност при анализа на микрофотографиите, което е свързано с 
определянето на края на опашката. От друга страна, заради своята чувс-
твителност, показателят дължина на опашката позволява да се изгради 
бърза визуална представа за конкретна ситуация, а отчитането му е от 
значение за изчисляване на опашния момент. 

Показателят опашен момент отчита едновременно както миграци-
ята на увредена ДНК в опашката, така и относителното количество на 
ДНК в опашката. При ниски дози на генотоксично действие, стойността 
му проявява отклонение от установената линейна зависимост от дозата и 
за него липсват строго определени стандартни единици. Този показател 
разкрива зависимостта между определен клас на получените комети и 
директното ниво на увреждане на клетките. Тъй като дължината на 
опашката участва в изчисляването на опашния момент, а е известно, че 
клетки от различни тъкани и биологични видове могат да имат специ-
фична изява в дължината на опашката, е възможно при близки нива на 
увреждане да се получат различни стойности на опашния момент. Това е 
още една причина, за оценка на геномните увреждания да се предпочита 
показателят % ДНК в опашката, чиято стойност не се повлиява от посо-
чените обстоятелства (Collins et al., 2008). Независимо от това, използ-
ването на този показател е препоръчително за провеждането на качест-
вени генотоксични изследвания (Burlinson et al., 2006). 
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В хода на нашето проучване са разгледани и анализирани стойнос-
тите и на трите посочени кометни показатели. Сравнителният анализ на 
получените данни показва наличието на статистически значими разли-
чия при високи нива на достоверност между стойностите на трите ко-
метни показатели за отделните групи, различаващи се по качество на 
фертилитетния потенциал (ANOVA: Р < 0,001). В същото време, t тестът 
показва статистически значими зависимости между кометните парамет-
ри % ДНК в опашката, дължина на опашката и опашен момент, от една 
страна и качествените спермални показатели концентрация, подвижност 
и морфология на сперматозоидите, от друга страна. 

По-подробна информация за това е представена в Таблица 14, от ко-
ято е видно, че % на ДНК в опашката на кометите, отчетени при мъже с 
концентрация на сперматозоиди под нормата (15,632) е почти два пъти по-
висок в сравнение с установения при индивиди с нормална сперматозоид-
на концентрация (8,725). Отчетливи са разликите при двете сравнявани 
групи (под норма и в норма) и по отношение на кометните показатели 
дължина на опашката (15,550 и 6,982) и опашен момент (3,997 и 1,284), 
съответно. В същата посока на взаимодействие са и установените статис-
тически значими зависимости с другите два спермални показатели – спер-
матозоидна подвижност и морфология. От данните, представени в Табли-
ца 14 е видно, че при намалена под нормата подвижност на сперматозои-
дите, средните стойности на трите кометни показатели (% ДНК в опаш-
ката, дължина на опашката и опашен момент) са по-високи (12,920; 
12,375 и 2,910), отколкото при отчетените за мъжете с нормална сперма-
тозоидна подвижност (8,213; 6,198 и 1,100), съответно. Статистически 
значима е и връзката между трите кометни показатели и морфологията на 
сперматозоидите. От представената в Таблица 14 информация става ясно, 
че процентът на ДНК в опашката, дължина на опашката и опашен момент 
са със значително по-високи стойности при мъжете, за които са отчетени 
високи нива на морфологични аномалии и нормална морфология под 
норма (16,998; 16,818 и 4,774, съответно), в сравнение с тези, при които 
процентът на клетките с нормална морфология е в норма (9,328; 7,792 и 
1,486, съответно). Изчислената чрез t теста значима достоверност за слу-
чаите със статистически значими зависимости е P ≤ 0,05. 
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Таблица 14. Зависимости между средните стойности на кометните показа-
тели (% ДНК в опашката, дължина на опашката и опашен момент) и качеството на 
спермалните показатели (концентрация, подвижност и морфология на сперматозо-
идите): N – брой индивиди; SD – стандартно отклонение; SE – стандартна грешка 
(P ≤ 0,05) 

Кометен  
показател 

Качество на  
спермален показа-

тел 

N Средно SD SE 

Концентрация 
% ДНК  
в опашката 

под норма 18 15,632 7,211 1,700 
в норма 61 8,725 4,823 0,618 

Дължина на 
опашката 

под норма 18 15,550 8,809 2,076 
в норма 61 6,982 4,810 0,616 

Опашен момент под норма 18 3,997 3,618 0,853 
в норма 61 1,284 1,432 0,183 

Подвижност 
% ДНК  
в опашката 

под норма 35 12,920 6,723 1,136 
в норма 44 8,213 4,760 0,718 

Дължина на 
опашката 

под норма 35 12,375 7,904 1,336 
в норма 44 6,198 4,472 0,674 

Опашен момент под норма 35 2,910 3,080 0,521 
в норма 44 1,100 1,194 0,180 

Морфология 
% ДНК  
в опашката 

под норма 10 16,998 9,153 2,894 
в норма 69 9,328 4,963 0,597 

Дължина  
на опашката 

под норма 10 16,818 10,988 3,475 
в норма 69 7,792 5,327 0,641 

Опашен момент под норма 10 4,774 4,599 1,454 
в норма 69 1,486 1,5487 0,186 

 
От представените в таблицата данни може да се отчете, че в слу-

чаите с понижена сперматозоидна концентрация и подвижност, както и 
при наличие на сперматозоиди с абнормална морфология извън нормата, 
формираните комети имат осезаемо по-дълги опашки, което отчетливо се 
визуализира и при класифицирането им (Фигура 3). 

Прилагането на Oneway теста показва статистически значими зави-
симости между трите кометни показатели и установените с помощта на 
конвенционалния спермален анализ диагнози (заключения) – Таблица 15. 

Sheikh et al. (2008) констатират в свое проучване 4 пъти по-висок 
процент на ДНК увреждания при инфертилни мъже и наличие на нега-
тивна корелация със спермалните показатели подвижност и морфоло-
гия, без да установят сходна зависимост с показателя концентрация на 
сперматозоиди.  
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Таблица 15. Установени зависимости между средните стойности на ко-
метните показатели и заключенията от спермалния анализ: N – брой индивиди; 
SD – стандартно отклонение; SE – стандартна грешка; P < 0,001 

Заключение  
(диагноза) 

N Средна 
стойност 

SD SE 95% интервал на 
достоверност за 
средна стойност 

Мин. 
стой-
ност 

Макс. 
стой-
ност 

Долна 
граница 

Горна 
граница 

% на ДНК в опашката 
Нормозооспермия 44 8,213 4,760 0,718 6,766 9,660 1,752 21,148 
Астенозооспермия 15 9,944 4,619 1,193 7,387 12,503 4,606 19,782 
Олигоастенозоос-
пермия 

10 13,304 4,519 1,429 10,072 16,537 9,418 22,194 

Олигоастенотера-
тозооспермия 

8 18,542 9,0889 3,213 10,943 26,140 5,413 31,418 

Астенотератозо-
оспермия 

2 10,822 8,966 6,340 -69,734 91,377 4,482 17,161 

Общо 79 10,298 6,142 0,691 8,923 11,674 1,753 31,418 
Дължина на опашката 

Нормозооспермия 44 6,198 4,472 0,674 4,839 7,558 0,012 17,429 
Астенозооспермия 15 8,489 4,437 1,146 6,032 10,946 2,162 18,654 
Олигоастенозоо-
спермия 

10 13,758 5,954 1,883 9,499 18,017 6,518 27,754 

Олигоастенотера-
тозооспермия 

8 17,791 11,512 4,070 8,166 27,415 4,594 39,985 

Астенотератозоо-
спермия 

2 12,928 11,000 7,778 -85,906 111,762 5,149 20,706 

Общо 79 8,934 6,913 0,778 7,386 10,483 0,012 39,985 
Опашен момент 

Нормозооспермия 44 1,100 1,194 0,180 0,737 1,463 0,000 4,373 
Астенозооспермия 15 1,669 1,821 0,470 0,661 2,678 0,387 7,711 
Олигоастенозоос-
пермия 

10 2,909 1,764 0,558 1,647 4,171 1,228 6,789 

Олигоастенотера-
тозооспермия 

8 5,358 4,897 1,732 1,264 9,451 0,609 13,419 

Астенотератозоо-
спермия 

2 2,438 2,981 2,108 -24,343 29,218 0,330 4,545 

Общо 79 1,902 2,396 0,270 1,365 2,439 0,000 13,419 

 
Chi et al. (2011) установяват също негативна корелация между спер-

мални показатели и нивото на ДНК увреждания, което намалява, когато 
спермалната подвижност и нормална морфология се увеличават. 

За разлика от тяхното проучване, в което не е констатирана коре-
лация със спермалната концентрация, нашите резултати сочат такава 
статистически значима зависимост. 
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Резултатите от настоящото проучване са сходни с тези на Aydos et 
al. (2015), които установяват негативни зависимости между ДНК увреж-
дания и спермални показатели, но също така и високо ниво на ДНК 
аномалии (повече от 32%) при олигоастенотератозооспермия. 

По отношение на факторите възраст, вредности, алкохол, нарко-
тици и медикаменти проведеният чрез тестовете Oneway и t статисти-
чески анализ не показва отчетливи статистически значими зависимости 
със стойностите на кометните показатели за отделните групи с различен 
фертилитетен потенциал. 

При комплексното разглеждане на кометните и спермалните пока-
затели, не е констатирана статистически значима зависимост с обема на 
еякулата, както и с концентрацията на левкоцитите.  

Независимо от липсата на висока статистическа достоверност, по-
тенциалните тенденции в нашето проучване биха могли да се характери-
зират на базата на конкретните получени стойности. Сред сравняваните 
възрастови групи трите кометни показатели (% ДНК в опашката, дъл-
жина на опашката и опашен момент) имат най-високи стойности при 
възрастовата група от 21 до 30 години (11,965, 10,131 и 2,457, съответ-
но) и сравнително по-високи стойноститите на тези показатели за мъже-
те на възраст от 31 до 40 години (9,870, 8,614 и 1,796, съответно), което 
насочва вниманието към тези вазрастови категории като потенциално 
рискови по отношение на ДНК увреждания в ядрата на сперматозоидите 
им. Данните от проведения t тест по отношение на зависимостите с фак-
тора вредности показват, че различните вредности статистически зна-
чимо могат да се асоцират с кометните показатели % на ДНК в опашка-
та и опашен момент (Р < 0,05), но не и с показателя дължина на опашка-
та (0,5 > Р > 0,1). В този аспект резултати показват, че при мъжете, под-
ложени на вредни влияния като химикали, изпарения, лъчетерапия, хи-
миотерапия и вредни промишлени производства и трите кометни пока-
затели са с по-високи стойности, в сравнение с отчетените за лицата, 
които не са декларирали подобни вредни въздействия. 

По отношение влиянието на тютюнопушенето може да се отчете, 
че и трите кометни показатели са с по-високи стойности при мъжете 
пушачи, както следва: 11,544; 10,576 и 2,382 в сравнение с непушачите: 
9,784; 8,418 и 1,728, съответно за % ДНК в опашката, дължина на опаш-
ката и опашен момент.  

Влиянието на фактора алкохол върху кометните показатели също 
не е статистически значимо, но данните от проучването ни отново показ-
ват наличие на по-високи стойности на кометните показатели при мъже-
те, употребяващи алкохол, в сравнение с тези, които не употребяват. 
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За да се провери дали има статистически значими зависимости 
между фактора наркотици и кометните показатели, е приложен Oneway 
тестът. Получените резултати не демонстрират значима достоверност 
между фактор и показатели (ANOVA: 0,6 > Р > 0,2), но независимо от то-
ва може да се отчете обстоятелството, че стойностите на кометните пока-
затели са по-високи при мъжете, декларирали употреба на „меки“ нарко-
тици, в сравнение с тези, посочили употреба на „твърди“ наркотици. 

В нашето проучване не бяха констатирани статистически значими 
зависимости и по отношение влиянието на факторите медикаменти и 
анаболни стероиди върху трите кометни показатели, но и тук са налице 
различия в изявата на ДНК увреждания между лицата, употребяващи 
такива препарати и тези, които не упогребяват. 

В хода на статистическата обработка на резултатите е направен и 
регресионен анализ по отношение на трите кометни показатели. Данните 
от този анализ са категорични, че чрез познаване стойността на единия от 
показателите, е възможно да се предскажат стойностите на другите два с 
висока статистическа достоверност (P = 0,00). В регресионния анализ кое-
фициентът R показва качеството на прогнозата, а размерът (големина) на 
ефекта е мярката, която определя относителната важност на статистически 
значимите резултати. Интерпретацията относно големината на ефекта (в 
абсолютна стойност), съгласно Cohen (1988) сочи, че при R > 0,7 ефектът е 
много по-голям от типичния – обстоятелство, което се отчита и при резул-
татите от нашето проучване (R = 0,782; 0,847 и 0,846). 

Може да се обобщи, че резултатите от кометния анализ де-
монсрират наличие на отчетливи статистически значими зависи-
моти, както следва: 1) между самите кометни показатели % ДНК в 
опашката, дължина на опашката и опашен момент (R > 0,7);  
2) между анлизираните кометни показатели % ДНК в опашката, 
дължина на опашката и опашен момент, от една страна и спер-
малните показатели концентрация, подвижност и морфология на 
сперматозоидите, от друга страна (P < 0,05); 3) между анлизирани-
те кометни показатели % ДНК в опашката, дължина на опашката 
и опашен момент, от една страна и направените заключения (диаг-
нози) с помощта на конвенционалния спермален анализ (P < 0,001). 

Независимо от липсата на статистически значими зависи-
мости, могат да се имат предвид следните тенденции: 1) при въз-
растовите категории 21 – 30 и 31 – 40 години средните стойности 
на кометните показатели са по-високи; 2) факторите вредности, 
тютюнопушене, алкохол и анаболни стероиди повлияват негативно 
кометните показатели; 3) „меките“ наркотици оказват по-силно 
влияние върху кометните показатели в сравнение с „твърдите“. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЯ И ИЗВОДИ 
 
Проведеният в хода на настоящото изследване комплексен анализ 

на причините за влошаване качеството на мъжкото репродуктивно здра-
ве предоставя информация относно генетични и средови компоненти, 
свързани с него. Чрез прилагането на разнообразни методи на изследва-
не са проучени фактори на средата и начина на живот, конвенционални 
спермални, цитогенетични и молекулярно-генетични показатели, които 
носят потенциален риск за мъжкия фертилитетен потенциал. 

 

Получените в настоящото изследване резултати, обсъждането 
им и направените анализи и обобщения дават основание за извеж-
дането на следните изводи: 

 

1. Събраната обща информация дава основания да се приеме, че 
фактори на средата и начина на живот като професия, вредности, тютю-
нопушене, употреба на алкохол, наркотици, анаболни стероиди, меди-
каменти, налични заболявания и стрес са потенциално рискови за мъж-
кото репродуктивно здраве в България; 

2.  Анализът на качествените спермални показатели сочи, че над 
50% от изследваните мъже са с някаква степен на репродуктивни пробле-
ми, като в немалка част от тях причината е комплексна и засяга качеството 
на повече от един от спермалните показатли. Констатирано е, че при 6,7% 
от анализираните мъже няма производство на сперматозоиди, а при 7,4% 
от тях са налице значителни нарушения на трите спермални променливи – 
концентрация, подвижност и морфология на сперматозоидите.  

3. Установени са статистически значими зависимости между про-
учваните спермални показатели и факторите на средата, както следва: 
тютюнопушенето, употребата на алкохол и работата (или живота) в ус-
ловия на стрес повлияват статистически значимо негативно обема на ея-
кулата; тютюнопушенето, употребата на лекарства и състоянията на 
стрес водят до намаляване на сперматозоидната концентрация; употре-
бата на медикаменти води до понижаване на сперматозоидната подвиж-
ност, а анализираните вредности и употребата на алкохол – до повиша-
ването ѝ; 

4. Геномни мутации от типа на синдрома на Клайнфелтер и 
структурни хромозомни мутации като транслокации и хроматидни абе-
рации имат пряко отношение към мъжкия инфертилитет и по-специално 
към състоянията на азооспермия и олигоастенотератозооспермия, а фак-
тори на средата и начина на живот като тютюнопушене и употреба на 
алкохол са сред по-честите, кореспондиращи със заключението азоос-
пермия; 
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5. Микроделеционният анализ на Y хромозомата показва, че: ус-
тановените микроаберации в SRY региона са в статистически значима 
зависимост с тютюнапушенето, а констатираните микроделеции в 
ZFX/Y региона на Yp и в AZFa субрегиона на Yq са статистически зна-
чимо обвързани с обема на еякулата; 

6. Установена е висока честота на срещане на микроаберациите в 
AZFa, AZFb и AZFc субрегионите от дългото рамо на Y хромозомата, 
както и на микроаберации в SRY и ZFX/Y регионите от късото рамо на 
Y хромозомата; 

7. Проблемите в SRY региона на Yp са преобладаващи при изс-
ледваните мъже с азооспермия и тежка олигоастенотератозооспермия, а 
установените аномалии в останалите проучвани региони/субрегиони на 
същата хромозомата, в по-голямата си част са съпроводени с такива в 
SRY региона; 

8. Общо 32.2% от изследваните с акридин оранж флуоресцентен 
тест мъже и 34,2% от изследваните чрез кометен анализ имат ДНК ув-
реждания в над 30% от сперматозоидите си; 

9. Чрез прилагане на акридин оранж флуоресцентния тест са отче-
тени статистически значими зависимости между изследваните качествени 
спермални показатели и нивата на ДНК увреждания в сперматозоидните 
ядра, както и между заключенията от конвенционалния спермален анализ 
и установените нива на ДНК увреждания. Установено е, че с увеличаване 
честотата на ДНК фрагментации, сперматозоидната концентрация и под-
вижност, както и броят клетки с нормална морфология намаляват. Конс-
татирана е статистически значима зависимост между левкоцитната кон-
центрация и нивото на ДНК увреждания в анализираната група като е ус-
тановено, че с увеличаване на концентрацията на левкоцитите нараства и 
рискът от увеличаване честотата на ДНК фрагментации в сперматозоид-
ните ядра. 

10. Резултатите от кометния анализ демонстрират наличие на от-
четливи статистически значими зависимости между: трите кометни по-
казатели; между анлизираните кометни показатели и спермалните пока-
затели и между анализираните кометни показатели и направените с по-
мощта на конвенционалния спермален анализ заключения. 

11. Установените в настоящото изследване зависимости биха мог-
ли да се използват при анализ, прогноза и превенция на мъжкия ферти-
литет, както за изготвяне на стратегия за подобряване качеството на 
мъжкото репродуктивно здраве в България. 
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ПРИНОСИ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 
 

Приноси с оригинален научен характер:  
1. Оригинален принос на дисертационния труд е прилагането на 

комплексен подход за проучване на генетична и средова компонента на 
мъжкото репродуктивно здраве, установяването и характеризирането 
чрез конвенционални, цитогенетични и молекулярно-генетични подходи 
на статистически значими зависимости между фактори на средата, 
спермални показатели и нива на ДНК увреждания в сперматозоидите; 

2. С оригинален характер е установеното, че над 50% от изслед-
ваните мъже са с някаква степен на репродуктивни проблеми, като при-
чините са комплексни и засягат качеството на повече от един от спер-
малните показатели, че при 6,7% от анализираните мъже няма произ-
водство на сперматозоиди, а при 7,4% от тях са налице значителни на-
рушения на трите спермални променливи – концентрация, подвижност и 
морфология на сперматозоидите; 

3. С оригинален характер е установеното обстоятелство, че проб-
лемите в SRY региона на Yp са преобладаващи при изследваните мъже с 
азооспермия и тежка олигоастенотератозооспермия, а установените 
аномалии в останалите проучвани региони/субрегиони на същата хро-
мозома, в по-голямата си част са съпроводени с такива в SRY региона и 
като цяло са с висока честота; 

4. Оригинални по характер са установените обстоятелства, че 
между 32% и 35% от включените в изследването мъже имат ДНК ув-
реждания в над 30% от сперматозоидите си. 

Приноси с оригинален научно-приложен характер: 
1. Установено е, че фактори като професия, вредности, тютюно-

пушене, употреба на алкохол, наркотици, анаболни стероиди, медика-
менти, налични заболявания и стрес са свързани с мъжкото репродук-
тивно здраве и крият потенциален риск за него, което предполага и не-
обходимост от популяризиране на установеното и разработване на дей-
ности по превенция и профилактика; 

2. Данните от проведения регресионен анализ са категорични, че 
чрез познаване стойността на единия от изследваните кометни показате-
ли, с висока статистическа достоверност е възможно да се предскажат 
стойностите на другите два – обстоятелство, което би могло успешно да 
се прилага за прогностична дейност; 

3. Установеното в хода на проучването демонстрира, че комплек-
сното прилагане на трите използвани молекулярно-генетични подходи е 
препоръчително с оглед на възможността да бъдат разгледани в детайли 
различни генетични аспекти на мъжкото репродуктивно здраве и да бъ-
дат характерезирани по-обстойно генетичните причини за мъжкия ин-
фертилитет. 
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Приноси с потвърдителен характер 
1. Потвърдено е изказаното и от други автори мнение, че конвен-

ционалният спермален анализ следва да се прилага в комбинация с дру-
ги експериментални подходи с оглед увеличаване на ефективността му, 
както и че са налице зависимости между качеството на спермалните по-
казатели и нивата на ДНК увреждания в ядрата на сперматозоидите; 

2. Потвърдено е, че синдромът на Клайнфелтер и други хромо-
зомни аномалии са значима причина за азооспермия; 

3. Потвърдено е, че микроделециите в AZF района на дългото рамо 
на Y хромозомата са свързани с азооспермия и олигозооспермия. 

Приноси с методичен характер 
1. Избрана, описана и приложена е оптимална и ефективна ком-

бинация от конвенционални, цитогенетични, молекулярно-генетични и 
биостатистически подходи за детайлни анализи на генетична и средова 
компонента при мъже с репродуктивни смущения.  
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