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OSSZEFOGLALAS

A szerz8k vizsgalataikkal kimutattdk, hogy a himivarsejtek koncentracidjanak
mérésére alkalmazott kolorimétert kisszamu (n = 15) és sz(ik abszorbancia- (ABS-)
tartomanyl ondémintakkal kalibralva és kozottlk linearis osszefliggés feltéte-
lezve az ejakuldatumok kb. 5%-ban nagyon kicsi vagy negativ higitasi arany szu-
letett. Nagyobb szamuU ondéminta (n = 349) ezt kikliszobdlte, de exponencialis
Osszefliggés irta le leger6sebben a koncentracidval valé kapcsolatot. Tovabba
minél nagyobb volt egy ondéminta ABSZ-tartomanya, annal nagyobb lett a kolo-
riméterrel szamitott és a két ,gold standard”-kel (Makler kamra n = 170, CASA n =
179) mért koncentracidk kozotti kiilonbség, azaz csdkkent a koloriméterrel szami-
tott koncentraciok pontossaga.
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A sertéstenyésztésben mesterséges termékenyitéssel gazdasagosabban és biz-
tonsdgosabban lehet termelni, mint blgatassal. A gazdasadgossag egyik muta-
tészama az évente egy kocatdl valasztott malacok szama. Ez napjainkban - a
fajtaktol és a technoldgiaktdl fiiggéen — elér(het)i a 30-35 (1) malacot is. Ebben
a malacszamban az apai oldal szaporodasbioldgiai teljesitéképességének is

jelent8s szerepe van.

Egy kantdl akar tobb ezer vagy tobb tizezer malac is szilethet (14, 15). llyen termelési
mutatok mellett elkerllhetetlen, hogy a kanoktdl elvarhatd termékenyitdképességet —
a kocakhoz hasonléan - gazdasagossagi szempontbdl is megvizsgaljuk. A gazdasagos
szaporodasbiolégiai menedzsment alatt értjuk azt, hogy hogyan lehet egy ejakula-
tumbél a legnagyobb szamU termékenyité adagot eldallitani Ggy, mikdzben az egyes
termékenyitési adagokban az elfogadhatd vemhesliilési aranyhoz (85-95%) és almon-
kénti malacszamhoz sziikséges himivarsejtek szama biztositott (pl. friss-h{itdtt ondét
alkalmazd termékenyitések soran: cervikalis 2-3 x 10° onddsejt/term., intrauterin 1 x 10°
ondésejt/term., mély intrauterin 0,05-0,2 x 10° onddsejt/term.) (5, 9, 12, 13, 14, 17).

Egy éatlagos kan heréjének egy gramm csiraszbvete naponta ~23 x 10° spermi-
umot termel, a ketté here témege ~750 gramm. Ez kb. 17 x 10° 6sszes himivar-
sejt-termelést jelenthet naponta. Az egyes ejakulatumokban 1év3 O6sszes sejtszam
a spermavételek gyakorisdgaval valtoztathatd. A mesterséges termékenyitésben rutin-
szerlien (2-3x/hét) hasznalt kan ~45 x 10° onddsejt termelésére képes alkalmanként. Ez
az onddvételek gyakorisagaval jelentésen csokkenthetd (2x/nap = ~5 x 10%/ejakulatum)
vagy emelhetd (1x/hét > ~125x10%/ejakulatum). Ez az 6sszes sejtszam —egyéb in vitro para-
méterektdl (motilitds, morfoldgia), termékenyitési technoldgiaktdl (cervikalis, intraute-
rin, mély intrauterin) és termékenyitd adagtipusoktdl (friss-h{tott, mélyh{itott) fliggden
- hatarozza meg az egy ejakulatumbdl elkészithetd termékenyitd adagok szamat, de
nem tudjuk mérni, csak kdzvetett értékként kiszamolni. Az 6sszes sejtszamot az ejaku-
l&tum térfogatanak (ml) és a spermiumok koncentracidjanak szorzataval kapjuk. Az eja-
kuldtum térfogata pontosan és egyszer(ien a tdmeg alapjan mérhetd (~1 g/ml), de a kon-
centracié méréséhez kilonboz6 eszkozok allnak rendelkezésre. Ezeknek az eszkdzbknek
a mérési pontossaga hatarozza meg végsé soron az dsszes sejtszam nagysagat (17, 18).
A koncentracid mérése kozvetlen és kozvetett mérémodszerekkel lehetséges.
A kdzvetlen mérémaddszerek kdzé soroljuk mindazokat, amelyekkel a spermiumok a
vizsgaloé szem szamara lathatdak (pl. hemocitométerek: Makler, Blrker-kamra) vagy
egy digitalis kiértékeld szoftver szamara lattathatdak (pl. Computer Assisted Sperm
Analyzer — CASA, Hamilton Thorne Analyzer). A kdzvetett mddszerek leggyakrabban
alkalmazott forméja a koloriméter, amellyel az ondéminta abszorbanciajat (fényelnye-
|és, ABSZ) lehet mérni, és ebbdl a sejtkoncentraciot lehet kiszamolni (1, 2, 8, 10, 17).
Az ilyen tipuslU méréseknek hattere az a fizikooptikai tapasztalati 6sszefliggés, amely
szerint a fény abszorbcidja és a kdzeg tulajdonsagai kozott — amelyben a fény ter-
jed - lineéris kapcsolat van. Napjainkban ez Lambert-Beer-tdrvényként ismert (neve-
zik Bouguer-Lambert-Beer-térvénynek is, de az irodalomban megtaladlhatd a harom
név szinte minden variaciéja) (7). Vizsgalatunk célja az volt, hogy telepi korilmények
kozott az egyik legszélesebb kdrben alkalmazott koloriméter (WPA CO7500, Biochrom,
Cambridge, England) kalibraldsat és mérési pontossagat vizsgaljuk nagyszamu ondo-
minta alapjan két kézvetlen Un. ,gold standard” médszerrel (SpermVision™ version 3.5,
Minitube, Tiefenbach, Germany; Makler counting chamber, Sefi-Medical Instruments,
Haifa, Israel).

A vizsgalatunkhoz 8 fajtakdrbe tartozd, 84 sertéskantdl szarmazd ejakulatumot

mindennapi gyakorlatnak megfelelGen - a sertéstelep spermalaborjaban végezték
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koloriméterrel, majd az ejakuldtumok koncentracidjat ismét
megmeértik az Allatorvostudomanyi Egyetem (kordbban SZIE
AOTK) Haszonallat-gydgyaszati Tanszék és Klinika Androlégiai
Laboratériumaban CASA-val (n = 179) vagy Makler-kamraval
(n =170).

Az ejakulatumokbdl és sperma higitobdl 1: 1 higitast készi-
tettek, amit még tovabb higitottak (200 pl az 1: 1 higitasbal
+ 4,8 ml 0,9%-0s NaCl-oldat). Ezeknek az ejakuldtummin-
taknak az abszorbanciaértékét 520 nm hulldamhosszisagu
fénnyel mérték. Ebbdl az abszorbanciaértékbdl egy linearis
egyenlettel - C = 2235,4 x ABSZ - 914,4 - hataroztak meg a
sejtkoncentraciot (C, 108/ml) (1. bra).

Az ejakuldtumokbdl higitast készitettiink (200 ul higitatlan
ondé + 2 ml 3 % NaCl-oldat), amit Makler-féle sejtszam-
1416 kamraba toltottink (10 ym rétegvastagsag). A Mak-
ler-kamra részét képezte annak a CASA-rendszernek (Mak-
ler-kamra + negativ faziskontraszt mikroszkép (Olympus
BX30, UPlan FINH 20X/0.5 Ph1, Olympus, Japan) + digitalis
kamera + szoftver), ami a higitott mintakrol 10 folytatdla-
gos fényképet készitett, amibdl a szoftver sejtkoncentra-
ciét szamolt (2. dbra).

1. ABRA. A koloriméter az ejakuldtumok sejtkoncentrdcié-

janak mérésére legszélesebb kérben alkalmazott méréméd-

szer telepi kériilmények k6zott

A mintak el8készitése a CASA-mérésekhez hasonldan tortént

FIGURE 1. The colorimeter is the most widely used method for (200 pl higitatlan ondd + 2 ml 3% NaCl-oldat). Ezekben az
sperm concentration assessment in the field esetekben is a Makler-kamrat és azonos negativ faziskont-

raszt-mikroszképot hasznaltuk, de a spermiumokat szem-

mel a kamra 100 négyzetében (1 négyzet = 100 x 100 pm)
egyenként szamoltuk meg. A négyzetekben megszamlalt sejtek 6sszege -
a higitds mértékét (1 : 10) figyelembe véve - adta a végsd sejtkoncentraciot
(106/ml) (3. dbra).

Az adatok elemzéséhez az R statisztikai szoftvert hasznaltuk. Az 6sszehason-
I1t6 tanulmany soran a fix és random hatasokat tartalmazo kevert ANCOVA-mod-
szert alkalmaztuk. Az ABSZ és a koncentraciok kozotti kapcsolatot Pearson-féle
korrelaciéval (R2) vizsgaltuk. A szignifikanciaszint minden esetben p < 0,05 volt.

A sertéstelepen a sejtkoncentracidkat egy korabban, kisszamu (n = 15) és szlk
abszorbanciatartomanyba esé (ABSZ: 0,62-1,17) ondémintakbdl felallitott linearis
egyenlettel szamoltdk (C = 2235,4 x ABSZ - 914,4) (4. dbra).

Ez azt eredményezte, hogy az ejakuldatumok 2,5%-ban (ABSZ ¢ 0,4) a sza-
mitott koncentraciéértékek negativ tartomanyba estek és tovabbi 2,5%-ban
(ABSZ: 0,4-0,46) kisebbek lettek, mint 120 x 10¢/ml (a sejtkoncentracié elfogad-
hatd alsé hatara a sertés mesterséges termékenyitésben), habar mikroszképos
vizsgalattal ezekben az ejakuldtumokban is értékelhetd szamban voltak jelen a
spermiumok. Ebbdl adéddan ez az egyenlet csak a 0,46-nal nagyobb abszorban-
ciaju ejakuldtumok esetén adott a felhasznalé szamara elfogadhaté koncent-
racidértéket. Ezek a megfigyelések vezettek arra, hogy a kolorimétert nagyobb
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2. ABRA. A CASA az ejaku-
Iatumkoncentrdaciok méré-
sére is alkalmas automati- "

zalt, digitalis mérérendszer

(www.minitube.de)

FIGURE 2. The computer
assisted sperm analysis
(CASA) is an automatic
method for sperm concentra-
tion assessment

(www.minitube.de)

3. ABRA. A higitatlan
humdn ondé sejtkoncentrd-
ciéjanak mérésére alkalmas
Makler-féle sejtszamldlo

kamara

FIGURE 3. The Makler coun-
ting chamber is a device for
human sperm concentration
assessment from undiluted

specimen
0’ T QQ‘Q %
V. S0.mm 0pe O
DicaL wst®
4. ABRA. A koncentrdcié 2500 ®
szadmoldsa - kis szamu 9
(n = 15) mintdval - az ab- ‘:_‘é :E\ 1875
szorbancidk alapjdn % S 1250
g S
FIGURE 4. Concentration Mo = 625
assessment - with the small 0
number (n = 15) of samples - 0,4 0,6 0,8 1 1,2

based on absorbances

Abszorbancia



TABLAZAT. A koloriméterrel
mért abszorbancidk és a
CASA-val vagy Makler-féle
sejtszamlalé kamraval
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) D CASA
meért koncentrdciok kozotti
kapcsolat CASA
Makler
TABLE. The Makler counting CASA
chamber is a device for Makler
human sperm concentration
. CASA
assessment from undiluted
specimen Makler
§ —|—e— Koloriméter °
N [—e— CASArendszer

—e— Makler seitszamlalé kamra

1500

Koncentracié (10%/ml)
1000

Abszorbancia

5. ABRA. A koloriméter sejtkoncentrdcié szamitdsa -
nagyobb szadmu minta alapjan - a koncentrdciék pontjaira
(CASA vagy Makler-féle sejtszamldlé kamra) illesztett expo-
nencidlisan illeszkedd vonalakkal

FIGURE 5. Concentration measurement of colorimeter - based
on the large number of samples - with an exponential line
drawn among the concentration points (CASA or Makler counting

chamber)

15 0,62-1,17 linearis 0,64
132 0,62-1,17 linearis 0,12
132 0,62-1,17 linearis 0,22
179 0,24-1,77 linearis 0,39
170 0,44-1,39 linearis 0,31
179 0,24-1,77 exponencialis 0,46
170 0,44-1,39 exponencialis 0,34

szamuU minta alapjan Ujrakalibraljuk két kdzvetlen vizs-
galdmodszerrel: CASA-val és Makler-féle sejtszamlald
kamraval. Ha tovabbra is sz(k - a korabbi kalibracié-
hoz hasonlé - ABSZ-tartoméanyban, de nagyobb szamu
CASA- és Makler-koncentracidval is linearis kapcsolatot
feltételezve végeztik a kalibralast, akkor az ABSZ és a
koncentracidk kozotti 6sszefliggés tovabbra is pozitiv
maradt, de jelent8sen csokkent (0,12-0,22). Ha vala-
mennyi onddminta CASA- és Makler-koncentracidjat
alkalmaztuk a kalibralashoz - tovabbra is linearitast fel-
tételezve az ABSZ-k és koncentraciok kozott -, akkor a
kapcsolat mindkett8 esetben erésebb (0,39-0,31) lett.
Ez kismértékben még tovabb emelkedett (0,46-0,34),
ha exponencialis dsszefliggéssel vizsgaltuk az értékek
kozotti kapcsolatot (1. tdbldzat).

Anagyszamui minta esetén nem linearis, hanem expo-
nencialis egyenletek (CASA: C=181,8 x 4,17°8%Z yvagy Mak-
ler: C =144,2 x 4,17*%5%) adtak meg legpontosabban egy
ABSZ-bblszamitottkoncentracié nagysagat. Ezek - bizo-
nyos ABSZ-tartomanyokban - jelentésen eltértek attdl,
amit a kordbban kis mintaszam alapjan felallitott linea-
ris egyenlettel kaphattunk volna (5. dbra, fekete vonal).
A CASA alapjan kalibralt koloriméter koncentraciéi -
adtlagosan kb. 26%-kal - szignifikdnsan nagyobbak
(p = 0,0001) voltak, mint a Makler-kamréaval kalibralt
koloriméter koncentracidi. Tovabba minél nagyobb volt
egy onddéminta ABSZ-tartoméanya, annal nagyobb lett
a koloriméterrel szamitott és CASA-val vagy Maklerrel
mért koncentracidok kozotti kildonbség, azaz csokkent a

koloriméterrel szamitott koncentracidok pontossaga. Ez a klildnbség egyes ese-
tekben akar a -65,2%-t vagy +168,4%-t is elérte (5. dbra).

A mesterséges termékenyitd allomasok, az allattartd telepek és az androldgiai
laboratériumok rendszeresen vizsgaljak a himivarsejtek kilonbo6z48 tulajdonsa-
gait (pl. koncentracié, motilitds, morfoldgia stb.). Ezek kdzott az egyik legfonto-
sabb - klUléndsen a sertésagazat szamra — a sejtkoncentracié. A koncentracio,
az 6sszes sejtszam, majd az ebbdl elkészithetd termékenyitési adagok szama
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hatarozza meg egy kanallomas gazdasagos mikodését (19). Az androldgiai labo-
valamilyen kdzvetlen mdbdszert, pl. szamlaldkamrat alkalmaz. Ezek kozott talal-
juk a vérsejtek vizsgalatara, de a spermiumok szamolaséara is alkalmas Burker-,
Thoma-kamrat, valamint elsGként a human spermiumok higitas nélkdli szamo-
lasara kifejlesztett Makler-kamrat. Ezeknek a sejtszamlaldknak a hasznalata id&-
igényes, mivel az elblt spermiumokat mikroszkdép alatt szdmos négyzetracs-
ban kell végigszamolni, hogy a lehetd legpontosabb koncentracidértéket kapjuk.
Tovabbi probléma, hogy egy onddéminta koncentracidja kilonbozd lehet, ha az
eredmény kiulonboz8 kamrakkal végzett és/vagy kilonbdzd vizsgaldtdl szarma-
zik, de befolyasold tényezd lehet a pipetta tipusa, a higitds mértéke és a sperma
viszkozitasa is. Pl. a Makler-kamraval végzett mérések kdvetkezetesen nagyobb
koncentraciéértéket adtak, mint mas kamrak (Burker, Leja) (2, 3, 11). Habar ezek
a megfigyelések megnehezitik a laboratériumok kozott az egyes koncentra-
ciok O6sszehasonlithatésagat, a sejtszamlalé kamrak, pl. a Blrker, napjainkban
még ,gold standard”’-ként a kalibrdldsra elfogadott mér6maddszer (20). A fen-
tiekben emlitett mddszerek hatranyait probaljak kiklszobdlni az automatizalt
rendszerek pl. a CASA. A CASA - a sejtszamlald kamrakhoz hasonlbéan - sej-
tek képi megjelenitését teszi lehetdvé, de a feldolgozast a szoftver végzi. Ez a
maodszer kizarja a sejtszamlalas soran a szubjektivitast, azonban koltséges, ami
korldtozza telepi hasznalatat (1, 4). A koloriméterek telepi korilmények kézott az
egyik legszélesebb korben elterjedt koncentracidt vizsgald eszkozok. Ez az ana-
litikai technoldgia a fényelnyelésen alapul. A koncentraciészamolas alapja az a
Lambert-Beer-tdrvény, ami egyenes aranyossagot allapit meg az oldott anyagok
koncentracidja - jelen esetben a spermiumok - és a fényelnyelés mértéke kozott
(7). Ezeket a késziilékeket nem kizardlagosan spermiumok, hanem oldott anya-
ban nem csatolnak ,spermium koncentracidomérés hasznalati utasitast”, hanem
a felhasznaldknak kell kalibralni (6). A kalibralds egyik lehetséges moddja, hogy
egyetlenegy ejakuldtumbél nyolclépcsés higitasi sort kell késziteni (1:1->1: 64),
amiknek az ABSZ-értékeit koloriméterrel, a hozza tartozé koncentracidikat sejt-
szamlalé kamraval kell mérni (17). igy a mintak kdzott lesznek kelléen alacsony
ABSZ-értékek, amivel elkerilhetd, hogy kisebb ABSZ-értéknél - pl. a korabbi line-
aris egyenletiinkkel 0,4 ABSZ alatt (C = 2235,4 x ABSZ - 914,4) — a gyakorlat sza-
mara nehezen értelmezhetd negativ higitasi aranyt kapjunk. Telepi kérilmények
kozott a higitasi sor készitése gyakorlatias, mivel jelent8sen rovidebb ideig tart,
de a kalibralas alapja nem az ondéminta szama, hanem egy minta tdbb higi-
tdsa. A vizsgalatunkban alkalmazott nagyszamu ejakuldtum (Makler: n = 170 és
CASA: n =179) alapjan elvégzett kalibralds idSigényes, de szamos Gj észrevételre
vezetett, amelyek alacsonyabb mintaszam esetén nem jutnak a vizsgald tudo-
masara. Habar nagy mintaszammal szintén széles ABSZ-tartomannyal lehetett
szamolni, de - a Lambert-Beer-térvénnyel ellentétben - nem lineéris, hanem
exponencialis egyenlet adta a legpontosabb koncentracidt. A valasz valdszin(-
leg az ejakulatumok sajatossagaiban keresendd. A kolorimétereket elséként nem
Osszetett bioldgiai rendszerek - pl. spermium - koncentracidéjanak mérésére
alkalmaztak, hanem kisebb molekulakra (pl. bilirubin, glikdéz), ahol teljesilt a
torvény alkalmazhatésdganak néhany feltétele. Az abszorbeald részecskéknek
egymastol fuggetleneknek kell lennilk, és az abszorbealé kdzeg eloszlasanak
egyenletesnek kell lennie. Ezek a feltételek egy ejakulatummal kapcsolatban
tobb formaéaban is sérllhetnek, mivel pl. a spermiumok 6sszecsapddhatnak,
himivarsejt nagysagl részecskék (szennyez8dés) lehetnek jelen, a spermiumok
kildnboz8 mértékben és forméban mozognak (2, 10). Ezek valamennyien hoz-
zajarulhatnak ahhoz, hogy a Lambert-Beer-torvény alapjan feltételezett line-
aritds a spermiumokkal kapcsolatban inkdbb exponencialis. A spermiumok és
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kornyezete kozotti kapcsolat eredményezhette azt is, hogy minél nagyobb volt
egy onddminta ABSZ-értéke, annal nagyobb lett a koloriméterrel szamitott és
CASA-val vagy Maklerrel mért koncentracidk kozotti kilonbség. Kilondsen nagy
ABSZ-k esetén a koncentraciék koloriméterrel elkerllhetetlendl nagyobbra vagy
kisebbre lettek értékelve. Ez a kiildnbség egyes esetekben akar a -65,2%-t vagy
+168,4%-t is elérhette. Tovabbi kérdés a vizsgald szamara, hogy a Makler-kamréat
vagy a CASA-rendszert vehetjlk-e alapul egy koloriméter kalibraldsadhoz, hiszen a
CASA-val kalibralt koloriméter koncentraciéi kdvetkezetesen 26%-kal nagyobbak
(p < 0,05) voltak, mint Makler-kamraval. Véleményink szerint barmelyik médszer
alkalmazhatd, mert a vemheslulést és elfogadhaté malac/alom nagysagot széles
hatarok kozott valtozd dsszes sejtszammal (1-3 x 10° spermium) is el lehet érni
(16). Tapasztalataink alapjan sokkal fontosabbnak tartjuk azt, ha egy sertéste-
lep - az egyes mobdszerek eltéré pontossaga ellenére - alkalmazzon barmilyen
koncentraciomérést, igy a higitasok mértékét nem a ,lombik nagysaga vagy a
termékenyitéshez szikséges adagok szama” hatarozza meg.

A kbzleményben ismertetett vizsgalatok az OTKA K 108571 projekt tamogatasaval

készultek.
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