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PRIMENA INDIREKTNE IMUNOFLUORESCENCE U
ODREDIVANJU ANTIGENSKIH KARAKTERISTIKA

SPERMATOZOIDA BIKA

M. Lazarevic, Svetlana Rodic, Jelena Ostojic. G. Jakovljevic i M. Jovicin *

lzvod: U ovom radu su izneti rezultati ispitivanja varijacija u titru antitela protiv
spermatozoida bika i razredivaca za spermu bikova u serumu kunica imunizovanih TRIS
zumanjcanim razredivacem, razredivacem Biociphos plus (IMV, France) i sadrzajem pajeta
za va krava pripremljenim pomocu njih. Ispitivanja su vrsena metodom indirektne imuno­
fluorescence a ukupno je testirano 12 bikova cmo-bele sarene rase. Postignuti rezultati
ukazuju da oba razredivaca dovode do nastanka antitela kod kunica a da je titar antitela na
antigene spermatozoida znacajno visi kada se za izvodenje testa koriste spermatozoidi iz
pajeta za va.

KUUL~ne reci: bik, spermatozoidi, antitela, razredivac, neplodnost.

Uvod

Dugogodisnja iskustva u primeni vestackog osemenjavanja krava u velikom
broju zemalja, ukljucujuci i nasu, ukazuju da su postignuti rezultati jos uvek ispod
ocekivanih vrednosti. Bez obzira na cinjenicu da se uslovi drzanja, ishrane i nege
konstantno unapreduju, reproduktivni rezultati mlecnih krava ne ispunjavaju zahte­
ve uzgajivaca, Sta vise, smetnje u reprodukciji su cesto razlog iskljucivanja grla iz
proizvodnje i mali broj jedinki ostaje na farmi vise od 4 do 5laktacija. Ova cinjenica
bez sumnje ima ekonomski nepovoljan efekat na celokupnu proizvodnju i vee dugo
je paznja strucnjaka usmerena na prevazilazenje problema u reprodukciji mlecnih
krava. Posebno mesto u patologiji reprodukcije ima bezsimptomski steriIitet iii
pravilnije receno subfertilitet koji se najcesce manifestuje kroz nemogucnost oplo­
dnje ili rane pobacaje bez drugih simptoma i kod nas se obicno naziva povadanje.
Zanimljivo je i istovremeno veoma znacajno da jedinke koje povadaju nisu sterilne
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ida se u uslovima prirodnog pripusta njihova plodnost vidno poboljsava (Vukotic,
1986).

Postoji veci broj dokaza da u nastanku bezsimptomskog steriliteta u uslovima
va vaznu ulogu imaju imunoloski faktori. Poznato je da pri uslovima prirodnog
parenja imunoloski sistem zenki ne stvara antitela na antigene spermatozoida iIi bar
ne u toj meri da nastanu reproduktivne smetnje (Shulman S. 1975). Jos ranije je
dokazano da se neplodnost zenki sisara moze indukovati vestackom imunizacijom
spermatozoidima iIi homogenatom testisa (Menge, 1967). Medutim, pri va krava
izmenjeni su prirodni uslovi karakteristicni za reproduktivne procese. Pre svega
zapremina semene plazme koja ima izrazena imunosupresivna dejstva (i ne dozvo­
ljava senzibilizaciju zenki antigenima sperme) je smanjena nekoliko desetina puta
zbog male zapremine pajeta i dodavanja razredivaca. Osim toga u sastavu razre­
divaca se nalaze novi antigeni na koje takode moze nastati imunoloski odgovor
(O'Conor i Saacke, 1978). Rezultati ispitivanja u ovoj oblasti imunologije repro­
dukcije su u izvesnoj meri kontradiktomi zbog razlicite metodologije i malog broja
zivotinja ukljucenih u ispitivanja.

U ovom radu mi smo zeleli da ispitamo individualnu varijabilnost titra
antite1a protiv antigena spermatozoida razlicitih bikova i razredivaca za spermu
bika metodom indirektne imunofluorescence (IIF). Drugim recima, zeleli smo da
utvrdimo stepen reaktivnosti antiseruma dobijenih imunizacijom kunica prema
spermatozoidima pojedinih bikova. U tu svrhu je izvrsena imunizacija (po dva)
kunica sa dva razlicita razredivaca (TRIS zumanjcani razredivac i razredivac
Biciphos plus - IMV, France), sadrzajem pajeta za va pripremljenim u TRIS
zumanjcanom razredivacu i sadrzajem pajeta za va pripremljenim u razredivacu
Biociphos plus. Dobijene antiserume smo zatim testirali na prisustvo anti tela
(metodom IIF) prema antigenima spermatozoida 12 bikova prethodno suspen­
dovanim u jednom iii drugom razredivacu kao i prema nativnim spermatozoidima
istih bikova. Posebna paznja je posvecena razredivacima za seme bikova zbog toga
sto je poznato da se pojedine komponente iz njihovog sastava tako cvrsto vezuju
za membranu spermatozoida da se prakticno ne mogu kasnije odvojiti (Cookson i
sar. 1984). Osim toga poznato je da antitela protiv antigena razredivaca dovode do
smanjenog fertiIiteta kod eksperimentalnih zivotinja i kod goveda (Hunter i Alsum,
1969, Swanson i Hunter 1969, Griffin i sar. 1974, Coulter i sar. 1976).

Materijal i metode

Priprema antiseruma
Za dobijanje antiseruma koji su korisceni u ovim ispitivanjima izvrsena je

imunizacija osam kunica cincila rase, u uzrastu od 6 meseci i tezine od 1,5-2 kg.
Imunizacija kunica je vrsena subkutanom aplikacijom pripremljenog materijala u
pravilnim vremenskim intervalima od po 7 dana tokom 4 nedelje. Za prve dye
imunizacije materijal (sadrzaj pajeta iIi sam razredivac) je bio pripremljen sa
kompletnim Freundovim adjuvansom a za trecu i cetvrtu imunizaciju je upotre­
bljavan nekompletni adjuvans. Serumi kunica dobijeni pre imunizacije su korisceni
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kao negativni kontrolni serumi. Po isteku perioda od 6 nedelja kunici su zrtvovani
i izdvojeni su pojedinacni serumi. Od njih su napravljeni zbimi uzorei spajanjem
istih kolicina antiseruma dobijenih od po dva kunica imunizovana istim antigenom.
Ovako dobijeni antiserumi su inaktivisani u vodenom kupatilu na temperaturi od
56°C tokom 20 minuta. Antiserumi su do upotrebe cuvani na temperaturi od -18°C.

Dokazivanje prisustva antitela protiv antigena spermatozoida bika i razredi­
vaca za spermu bika vrseno je metodom indirektne imunofluoreseeneije (Noel i
sar., 1974). U ogled je bilo ukljuceno 12 bikova erno beIe sarene rase ali je tokom
rada ovaj broj zbog eliminacije nekih priplodnjaka bio smanjen na 10. Za utvrdi­
vanje antigenskih karakteristika spermatozoida korisceni su ejakulati istih bikova
pripremljeni za VO upotrebom dva razlicita razredivaca kao i spermatozoidi iz
nativnih ejakulata istih zivotinja (split metoda).

Test indirektne imunofluorescence (llF)

Za pripremu razmaza spermatozoida koriscen je sadrzaj 3 pajete poreklom
od istog bika. Otopljeni sadrzaj pajeta je prebacivan u epruvete od 12 ml u koje je
dodavano po 10 ml pufera zagrejanog na 37°C (PBS, pH 7,2). Sadrzaj epruveta je
zatim eentrifugiran na 1.800 obrtaja tokom 10 minuta. Posle odlivanja supernatanta
talog je resuspendovan u istom puferu i ceo postupak je ponavljan jos jednom. Sa
nativnim ejakulatima, dobijenim pomocu vestacke vagine, sprovoden je isti postu­
pak pri cemu je od svakog ejakulata korisceno po 0,5 ml. Posle drugog ispiranja
talog je resuspendovan u 0,5 ml PBS-a i pravljeni su razmazi na obezmascenim
mikroskopskim plocicama, Obezmascivanje je vrseno u trajanju od 24 sata, potapa­
njem u hrom sumpomu kiselinu. Plocice su ispirane u destilovanoj vodi i susene na
120°C a zatim hladene na sobnoj temperaturi.

Na osusene razmaze spermatozoida stavljano je zatim 50 ul seruma kunica
odgovarajuceg razblazenja (od 1:4 do 1:528) u PBS-u, a plocice su inkubirane u
termostatu na 37°C tokom 20 minuta u vlaznoj sredini. Po zavrsenoj inkubaciji,
plocice su ispirane u PBS puferu 3 puta u trajanju od po 5 minuta a zatim osusene
na sobnoj temperaturi tokom 15-20 minuta. Na obelezeno mesto, gde je prethodno
bio stavljen serum kunica, postavljano je zatim 50 ul antiseruma na ukupne Ig G
kunica obelezenog fluoreseinom (SIGMA F 0382) razblazenog PBS-om u odnosu
1:50 i plocice su inkubirane na 37°C tokom 20 minuta u vlaznoj sredini. Zatim je
vrseno ponovno ispiranje plocica na isti nacin (u PBS puferu 3 puta u trajanju od
po 5 minuta) a do citanja rezultata plocice su drzane na vlaznom i tamnom mestu.
U svakoj seriji ispitivanjakao negativni kontrolni serumi korisceni su serumi kunica
dobijeni pre postupka imunizaeije. Mikroskopiranje je vrseno na fluoreseentnom
mikroskopu NIKON EFD LB, uz upotrebu filtera B-2A, pod uvecanjem od 1.600x
a pojava fluoresenee na glavi, vratu iIi repu spermatozoidaje predstavljalapozitivan
nalaz. Vrednosti za titar antitela izrazavane su po Sjurinu kao log, n (l :4=2; 1:8=3;
1:16=4 i td.).

Statisticka analiza podataka je izvrsena izracunavanjem srednjih vrednosti,
i standardnih devijacija a oeena znacajnosti dobijenih razlika Studentovim t testom.
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Rezultati i diskusija

U tabeli 1 su izneti rezultati odredivanja vrednosti titra antitela u serumu
imunizovanih kunica kada su za test lIF korisceni spermatozoidi bikova iz pajeta
za VO pripremljenih u TRIS - zumanjcanom razredivacu,

Tab. 1. Titar antitela u serumu imunizovanih kunica protiv antigena spermatozoida bika
suspendovanih u TRIS zumanjcanom razredivacu

PAJETA TRIS + S
BIK/SERUM anti T antiB antiT+S anti B + S

1 . . . 5
2 4 0 5 5
3 2 0 5 5
4 . . . 5
5 2 0 6 2
6 4 0 9 5
7 4 0 6 2
8 2 0 5 5
9 2 0 5 4
10 4 0 6 4
11 2 0 5 4
12 2 0 6 2

X± SD 2.8 ± 1.03 0 5.80 ± 1.23 4.25 ± 1.28

anti T - serum kunica imunizovanih TRIS zumanjcanim razredivacem
anti B - serum kunica imunizovanih razredivacem Biociphos plus
anti T + S - serum kunica imunizovanih sadrzajem pajete sa TRIS zumanjcanim
razredivacem
anti B + S - serum kunica imunizovanih sadrzajem pajete sa razredivacem Biociphos plus

Iz podataka iznetih u tabeli 1. rnoze da se zakljuci da sarno serumi kunica
imunizovanih razredivacem Biociphos plus nisu pokazivali pozitivnu reakciju u
testu IIF kada se za njegovo izvodenje koriste spermatozoidi suspendovani u TRIS
- zumanjcanom razredivacu, Najveci titar dobijen je upotrebom seruma kunica
imunizovanih sadrzajem pajete za VO sa TRIS zumanjcanim razredivacem kao sto
se i moglo ocekivati.

Rezultati ispitivanja titra antitela u serumu imunizovanih kunica kada su za
test IIF korisceni spennatozoidi bikova iz pajeta za VO pripremljenih u razredivacu
Biociphos plus prikazani su u tabeli 2.
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Tab. 2. Titar antitela u serumu imunizovanih kunica protiv antigena spennatozoida bika
suspendovanih u razredivacu Biociphos plus

PAJETA Biociphos + S
BIK/SERUM antiT anti B anti T + S anti B + S

1 - 6 - -
2 0 4 5 6
3 0 7 4 8
4 - 6 - .
5 0 2 4 6
6 0 6 8 9
7 0 2 6 6
8 0 7 8 7
9 0 2 6 8
10 0 6 5 8
11 0 4 6 8
12 0 6 6 8

X± SD 0 4.83 ± 1.94 5.80 ± 1.39 7.40 ± 1.07

anti T - serum kunica imunizovanih TRIS zumanjcanim razredivacem
anti B - serum kunica imunizovanih razredivacem Biociphos plus
anti T + S - serum kunica imunizovanih sadrzajem pajete sa TRIS zumanjcanim
razredivacem
anti B + S - serum kunica imunizovanih sadrzajem pajete sa razredivacem
Biociphos plus

Kada su za izvodenje testa IIF korisceni spermatozoidi bikova prethodno
suspendovani u razredivacu Biociphos plus oni su najveci stepen reaktivnosti
pokazivali sa serumom kunica imunizovanih sadrzajem pajeta pripremljenih sa
istim razredivacem. Nize vrednosti titra su dobijene sa serumima kunica imuni­
zovanih sadrzajem pajeta pripremljenim u TRIS zumanjcanom razredivacu a
najnize sa serumom kunica imunizovanih samim razredivacem, Serum kunica
imunizovanih sarno TRIS zumanjcanim razredivacem nije reagovao sa sperma­
tozoidima bika suspendovanim u razredivacu Biociphos plus.

Vrednosti titra antitela u serumu imunizovanih kunica kada su za test IIF
korisceni nativni spermatozoidi istih bikova prikazani su u tabeli 3.
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Tab. 3. Titar antitela u serumu imunizovanih kunica protiv antigena nativnih spermatozoida
bika

Nativni soc rmatozoidi
BIK/SERUM anti T antiB anti T + S anti B + S

1 . - - -
2 0 0 7 6
3 0 0 5 6
4 0 0 7 6
5 0 0 5 6
6 0 0 7 6
7 0 0 6 6
8 0 0 5 6
9 0 0 7 6
10 0 0 5 6
11 0 0 6 6
12 - - - -

X± SD 0 0 6.00 ±0.93 6.00±OO

anti T - serum kunica imunizovanih TRIS zumanjcanim razredivacem
anti B - serum kunica imunizovanih razredivacem Biociphos plus
anti T + S - serum kunica imunizovanih sadrzajem pajete sa TRIS zumanjcanim
razredivacem
anti B + S - serum kunica imunizovanih sadrzajem pajete sa razredivacem Biociphos plus

Kao sto se moze zakljuciti iz podataka iznetih u tabeli 3. serumi kunica
imunizovanih sarno razredivacima (anti T i anti B) ne reaguju sa nativnim spermato­
zoidima bika. Serumi kunica imunizovanih sadrzajem pajeta pokazuju isti stepen
reaktivnosti prema nativnim spermatozoidima bez obzira na korisceni razredivac.

Analiza statisticke znacajnosti utvrdenih razlika u titru antitela prema antige­
nima spermatozoida bika i razredivaca ukazala je da ako se za izvodenje testa IIF
koriste antiserumi kunica dobijeni imunizacijom sadrzajem pajete za VO priprem­
ljene u TRIS zumanjcanom razredivacu (anti T + S) nema statisticki znacajnih
razlika u titru bez obzira koji se spermatozoidi koriste u testu (p > 0,05). Srednje
vrednosti titra iznose: za spermatozoide u TRIS zumanjcanom razredivacu
5,8±1,23, za spermatozoide u Biociphos plus razredivacu 5,8±1,39 i za nativne
spermatozoide 6,0±0,93. Medutim, ako se u istom testu koristi antiserum dobijen
imunizacijom kunica sadrzajem pajete pripremljene u Biociphos plus razredivacu
(anti B + S) postoje statisticki znacajne razlike u titru u zavisnosti od koriscenih
spermatozoida. Ove srednje vrednosti iznose: za spermatozoide u TRIS zuma­
njcanom razredivacu 4,OO±1,28, za spermatozoide u Biociphos plus razredivacu
7,4±1,07 i za nativne spermatozoide 6,O±O,OO.

Zanimljivi rezultati se dobijaju ako se saberu vrednosti titra anti tela na
antigene spermatozoida bika, razredivaca i njihove mesavine za pojedine bikove.
Kao sto se vidi u tabeli 4 sarno dva bika pokazuju odstupanja u ovom smislu dok
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se kod svih ostalih zbir krece oko vrednosti 40. Bik br. 5 ima najnizi ukupni titar
(33), a bik 6 najvisi (54) tako da se ne moze govoriti 0 izrazenim individualnim
antigenskim razlikama.

Tab. 4. Ukupni titar antitela u serumu imunizovanih kunica prema spermatozoidima
pojedinih bikova

BIK UKUPNI TITAR
1 Nepotpuni podaci
2 42
3 43
4 Nepotpuni podaci
5 33
6 54
7 38
8 45
9 40
10 44
11 41
12 Nepotpuni podaci

Postignuti rezultati jasno dokazuju da se primenom metode IIF mogu utvrditi
antigenske razlike izmedu spermatozoida istih bikova pripremljenih za VO upotre­
born razlicitih razredivaca i ova metoda moze da bude od velike koristi u daljem
ispitivanju imunoloskog subfertiliteta junica i krava. Ovim ispitivanjima potvrdili
smo nase nalaze dobijene primenom metode aglutinacije u zelatinu (Jacevic i sar.,
1997, 1999). Na osnovu ranijih analiza koje su pokazale da se titar spermaglutinina
u serumu i cervikalnoj sluzijunica i krava povecava sa brojem vestackih osemenja­
vanja (Lazarevic i sar., 1996) smatramo da dalja proucavanja prisustva i speci­
ficnosti antitela protiv spermatozoida bika i razredivaca koji se trenutno primenjuju
imaju puno strucno i naucno opravdanje.

Zakljucak

Imunizacija kunica TRIS zumanjcanim razredivacem i razredivacem Bio­
ciphos plus kao i sadrzajem pajeta za VO pripremljenim pomocu njih dovodi do
nastanka antitela kod kunica. Titar antitela na antigene spermatozoida i razredivaca
za seme bika je znacajno visi kada se za izvodenje testa indirektne imunofluo­
rescence koriste spermatozoidi iz pajeta za VO i antiserumi dobijeni imunizacijom
sadrzajem istih pajeta.
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INDIRECT IMMUNOFLUOROSCENCE IN EVALUATION
OF BULLS SPERM ANTIGENIC CHARACTERISTICS

M. Lazarevic, Svetlana Redic. Jelena Ostojic, G. Jakovljevic and M. Jovicin"

Summary

Our investigations were conducted in order to evaluate variations in anti-sperm
antibodies in rabbits sera. Rabbits were previously immunized with TRIS - egg yolk
extender, Biociphos plus extender (IMV, France) and with content of insemination straws
prepared with same extenders. We investigated sperm celJs from ejaculates of 12 black and
white spotted bulJs by indirect immunofluorescence method. Both extenders and content of
insemination straws were capable in raising antibody production. Titer of antibodies had
the highest values when sperm cells from insemination straws were used for the test.

Key words: bull, sperm cells, antibody, extender, infertility.
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