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Kratak sadræaj

U okviru ovog rada prikazani su rezultati dobijeni odreœivanjem titra antitela IgA
i G klase protiv antigena spermatozoida i razreœivaåa za spermu bikova metodom
indirektne imunofluorescencije u krvnom serumu krava i junica. Za izvoœenje testa
koriãñeni su spermatozoidi pripremljeni za veãtaåko osemenjavanje suspendovanjem
u TRIS-æumanåanom i biljnom razreœivaåu „Biociphos+”. Ispitivane plotkinje su
bile podeljene u åetiri grupe na osnovu ukupnog broja osemenjavanja tokom æivota:
neosemenjene junice; krave i junice osemenjene 1-5 puta; 6-10 puta i grla koja su za
æivota osemenjene viãe od 10 puta. Dobijeni rezultati jasno ukazuju da postoji
sistemski humoralni odgovor imunoloãkog sistema plotkinja na spermatozoide i/ili
sastojke razreœivaåa. Titar ukupnih antispermalnih antitela raste sa brojem
osemenjavanja. Ovaj porast posledica je poveñanja titra antispermalnih antitela IgA
klase. Antitela protiv spermatozoida klase IgG, po svemu sudeñi nemaju znaåajniji
efekat u ovom smislu.

Kljuåne reåi: spermatozoidi, antitela, junice, krave, plodnost
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Abstract

In this paper are presented the results obtained by determining antibody titar of
IgA and IgG class against spermatozoal antigens and extenders for bull’s semen using
the method of indirect immunofluorescence in blood sera of cows and heifers. Sper-
matozoids, prepared for artificial insemination, were suspended in TRIS egg yolk and
herbal „Biociphos+” extender. Animals were divided in four groups according to the
number of total inseminations in their life: virgin heifers; cows and heifers insemi-
nated 1-5 times; 6-10 times inseminated cows and cows inseminated more than 10
times. The obtained results clearly point that there is a system humoral response of
the immune system towards spermatozoids and/or semen extender. Titers of total
antisperm antibodies increase with the number of inseminations. This increase is a
consequence of increased titer of antisperm antibodies of the IgA class. Obviously,
antibodies against spermatozoids of the IgG class have no important influence.
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UVOD

Krave sa asimptomatskim sterilitetom su jedinke koje nisu ostale steone nakon tri
i viãe uzastopna osemenjavanja, pri åemu ispoljavaju normalne intervale izmeœu
estrusa, imaju najmanje jedno teljenje kako bi se iskljuåile eventualne anomalije na
genitalnom traktu, mlaœe su od 10 godina, nemaju znakove kliniåkih promena niti
patoloãki iscedak prilikom rektalnog pregleda genitalnih organa (Tanabe i Casida,
1949). Grla koja povaœaju, nesumnjivo postavljaju najzahtevniju kauzalnu analizu za
struånjake iz oblasti reprodukcije. Uzroci povaœanja mogu biti posledica
nesinhronizovanosti hormona, poveñane stope abnormalnih embriona, patologije
materice sa histoloãki vidljivim lezijama, teãkoñe u otkrivanju estrusa (Youngquist i
Bierschwal, 1985).
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Problem prisustva specifiånih antitela u cervikalnoj sluzi i krvnom serumu krava
je nedovoljno istraæen, a åesto zanemaren u veterinarskoj medicini. Kanchev i sar.
(1993) i Max (1990) saopãtavaju da je 3,3%, odnosno 4,5% krava neplodno zbog
prisustva visokog titra ASA (antispermatozoalnih antitela). Wang i Xie (1990) su
ispitali 119 neplodnih krava dokazali prisustvo ASA kod 43 krave (36%), u odnosu na
3,8% kod gravidnih krava. Ovi autori su zakljuåili da se visok titar ASA moæe dokazati
i kod steonih krava ali je oåigledno da se samo kada je titar ASA visok i u serumu i u
lokalnom tkivu ispoljava negativan uticaj na plodnost. Seshagiri i sar. (1987) su
utvrdili ASA kod 59,4% krava koje ponovo dolaze u ciklus (povaœaju) i 14,5% kod
krava sa normalnom plodnoãñu. U ispitivanjima Farahanija i sar. (1981) je utvrœeno
da se u serumu krava koje su povaœale, steonih krava i steonih junica zastupljenost
ASA nalazi u 26%, 32%, odnosno 0%.

Poznato je da se pojedine komponente iz sastava razreœivaåa tako åvrsto vezuju za
membranu spermatozoida da se praktiåno ne mogu kasnije odvojiti (Cookson i sar.,
1984). Antitela protiv antigena razreœivaåa dovode do smanjenog fertiliteta kod
eksperimentalnih æivotinja i kod goveda (Hunter i Alsum, 1969; Swanson i Hunter,
1969; Griffin i sar., 1974; Coulter i sar., 1976). Dokazano da se kod svega 3% krava sa
normalnim reproduktivnim pokazateljima u serumu nalaze antitela protiv antigena
æumanåanog razreœivaåa, dok je u grupi krava koje povaœaju taj procenat 29%. U
istoj studiji utvrœeno je da 67% jedinki koje povaœaju ima antitela na antigene
razreœivaåa u cervikalnoj sluzi (Coulter  i sar., 1976).

Imunski odgovor u æenskom genitalnom traktu

Sekretorna antitela klase A su osnovni imunoglobulini u suzama, pljuvaåki i
kolostrumu, kao i u sekretima respiratornog, gastrointestinalnog i reproduktivnog
trakta. Lokalni sekretorni sistem postoji u æenskom reproduktivnom traktu ãto
dokazuje i prisustvo plazma ñelija koje proizvode IgA u jajovodu, cerviksu i vagini
(Kutteh i Mestecky, 1996). U sekretu iz lumena materice dominira nalaz
imunoglobulina klase G, a u vagini IgA. Samo se deo od ukupnih IgG1 koji se nalaze u
materiånoj sluzi sintetiãe lokalno u endometrijumu, a preostali deo IgG1 kao i
ukupan IgG2 pristiæe iz lokalnog krvotoka materice (Chacin i sar., 1990).

Postoji veliki broj podataka koji ukazuju na lokalnu proizvodnju ASA u
genitalnom traktu, iako antitela nisu prisutna u krvi. Pre svega nastaju
imunoglobulini klase A (Bronson, 1999). Kutteh i sar. (1988, 1990) ukazuju da ñe,
ukoliko se sprovode samo seroloãka ispitivanja u dijagnostici imuniteta protiv
spermatozoida, rezultati imati pogreãna tumaåenja u velikom procentu sluåajeva.
Danas preovlaœuje stanoviãte da prisustvo humoralnih antitela protiv spermatozoida
nije relevantan pokazatelj poremeñaja plodnosti, sve dok se ne dokaæe prisustvo
antitela u reproduktivnom traktu.

Lazareviñ i sar. (1996) su ispitivali titar spermaglutinina u serumu i
cerviko-vaginalnoj sluzi kod 29 junica i 35 krava crno-bele ãarene rase metodom
aglutinacije u æelatinu (eng. Kibrick-Belding-Meril test - KBM). U krvnom serumu,
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od ispitanih 29 krava, kod 14 (48,2%) zabeleæen je titar spermaglutinina 1:1024, dok
je u istoj grupi to bilo kod svega 8,5% junica. Sliåni rezultati su dobijeni ispitivanjem
cerviko-vaginalne sluzi, gde je broj junica sa nultim titrom bio znaåajno veñi nego
kod krava (9 junica i jedna krava), dok je 9 krava (31%) imalo titar spermaglutinina
1:16, u poreœenju sa 5 junica (14,3%). Oåigledno je da kod krava u toku ponovljenih
osemenjavanja postoji tendencija poveñanja titra spermaglutinina, ali se imunski
subfertilitet ne moæe procenjivati samo na osnovu ovog parametra.

Usled unakrsnih reakcija sa obiljem mikroflore, pogotovo kod preæivara, oåekuje
se postojanje „prirodnih” ASA koje, po svemu sudeñi, nemaju uticaj na reprodukciju,
osim ukoliko su prisutne u serumu u visokom titru i dospeju u cervikalni sekret, kada
mogu da spreåe koncepciju kod krava i junica (Bratanov i sar., 1975). Kod veñine
jedinki se oåekuje porast titra ASA sa poveñanjem broja osemenjavanja, sve do
postizanja nivoa koji bi mogao da ugrozi plodnost. Svakako da dokaz ASA u serumu
ili åak u genitalnom traktu ne podrazumeva sigurnu neplodnost, ali su moguñnosti za
oplodnju smanjene. Imunitet na spermatozoide ne funkcioniãe po mehanizmu „sve
ili niãta” (Schumacher, 1988), pa ga treba prihvatiti kao relativni, a ne kao apsolutni
uzrok steriliteta.

Cilj ovog rada je da se kod veñeg broja plotkinja holãtajn-frizijske rase (oko 200)
utvrdi korelacije izmeœu titra antispermatozoalnih antitela klasa IgA i IgG u uzorku
krvnog seruma protiv spermatozoida suspendovanih u TRIS-æumanåanom razreœ-
ivaåu i „Biociphos+” (IMV, Francuska), u zavisnosti od ukupnog broja
osemenjavanja.

MATERIJAL I METODE RADA

Naãim ispitivanjima je bilo obuhvañeno 181 krava i 20 junica holãtajn-frizijske
rase. Krave i junice su bile locirane na tri govedarske farme koje su u proseku imale po
600 grla. Uzorkovanje krvi punkcijom v. jugularis vrãeno je na dan osemenjavanja.
Krvi serumi åuvani su na -20°C do momenta ispitivanja. Titar je odreœivan metodom
indirektne imunofluorescencije po Noel-u i sar. (1974), a za izvoœenje testa su
koriãñeni spermatozoidi iz pajeta za VO prethodno suspendovani u
TRIS-æumanåanom razreœivaåu i razreœivaåu „Biociphos+” (IMV, Francuska).
Veñina plotkinja od kojih su uzimani uzorci za ova ispitivanja je veñ imala kontakt sa
spermatozoidima suspendovanim u obe vrste razreœivaåa

Za dokazivanje prisustva antispermatozoalnih antitela IgG klase koriãñena su
komercijalna antiantitela (ICN Biomedicals, Inc., Aurora, Ohio, USA; Cat. ¹ 654
421), konjugovana florescein izotiocijanatom (Fluorescein S Isothiocyanate - FITC
Conjugated, Sigma; Cat. ¹ 222-042-0). Za dokazivanje prisustva antispermatozoalnih
antitela IgA klase koriãñena su komercijalna antiantitela (ICN Biomedicals, Inc., Au-
rora, Ohio, USA; Cat. ¹ 641 751).

Oåitavanje uzoraka vrãeno je na fluorescentnom mikroskopu (Olympus, BX-40,
Japan) sa B-2A filterom i uveñanjem od 400×. Pojava izraæene fluorescencije glave,
vrata ili repa smatrana je pozitivnim rezultatom. U sluåaju pozitivne reakcije sa
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antiantitelima klase G, fluorescencija je obiåno vidljiva na akrozomu, dok je kod
antiantitela klase A fluorescencija izraæena na vratu i repu spermatozoida. Vrednosti
titra antispermatozoalnih antitela su izraæene kao -log2 n (1:2 = 1, 1:4 = 2 itd.) prema
Sjurin-u i sar. (1984). Stepen statistiåke znaåajnosti razlika izmeœu srednjih
vrednosti je odreœivan Mann-Whitney i LSD testom pomoñu statistiåkog programa
Statistica 5 (Poljoprivredni fakultet, Novi Sad).

REZULTATI I DISKUSIJA

U tabeli 1, 2, 3. i 4. prikazani su proseåan titar ASA IgG i IgA klase protiv
spermatozoida suspendovanih u TRIS-æumanåanom razreœivaåu (T) i „Biociphos+”
(B) u krvnom serumu junica i krava, u zavisnosti od broja ukupnih osemenjavanja.
Statistiåka ocena znaåajnosti utvrœenih razlika izmeœu srednjih vrednosti prikazana
je u Grafikonu 1 i 2.

Tabela 1. Proseåan titar IgG antitela protiv spermatozoida suspendovanih u
TRIS-æumanåanom razreœivaåu (IgG-T) u krvnom serumu junica i krava, u
zavisnosti od broja ukupnih osemenjavanja

Broj veãtaåkih osmenjavanja - VO
Ig G-T u krvnom serumu (-log2 n)

N x SD Sx CV% I.V.

(J) VO 0 20 2,15 1,09 0,24 50,67 0-4

(K) VO 1- 5 69 2,72 1,96 0,24 72,01 0-8

(K) VO 5,1 - 10 60 2,22 1,50 1,50 67,52 0-5

(K) VO 10,1 i > 52 2,46 1,71 0,24 69,42 0-6

J - junice; K - krave

Srednja vrednost titra IgG protiv spermatozoida suspendovanih u
TRIS-æumanåanom razreœivaåu (T) najniæa je kod junica (2,15±1,09), a najviãa kod
krava koje su osemenjene od 1-5 puta (2,75±1,96). Moæe se uoåiti da su standardne
devijacije u svim grupama plotkinja niske (1,09-1,96). Primenom Mann-Withney
testa nisu uoåene statistiåki znaåajne razlike titra ASA klase IgG u krvnom serumu (p
0,05) junica i krava, kada su za izvoœenje reakcije koriãñeni spermatozoidi bikova
prethodno suspendovani u TRIS-æumanåanom razreœivaåu.
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Tabela 2. Proseåan titar IgG protiv spermatozoida u krvnom serumu junica i krava,
suspendovanih u „Biociphos+” razreœivaåu (IgG-B) u zavisnosti od broja ukupnih
osemenjavanja

Broj veãtaåkih osmenjavanja - VO
Ig G-T u krvnom serumu (-log2 n)

N x SD Sx CV% I.V.

(J) VO 0 20 2,50 0,95 0,21 37,84 0-4

(K) VO 1- 5 69 2,25 1,69 0,20 75,35 0-6

(K) VO 5,1 - 10 60 2,07 1,58 0,20 76,57 0-5

(K) VO 10,1 i > 52 2,10 1,83 0,25 87,23 0-6

J - junice; K - krave

Srednje vrednosti titra IgG protiv spermatozoida suspendovanih u razreœivaåu
„Biociphos+” najviãe su kod junica (2,50±0,95), a najniæe kod krava koje su
osemenjavane 5,1-10 puta (2,07±1,83). Sve izraåunate srednje vrednosti za ovaj
parametar kretale su se u uskom opsegu od 2,07-2,50, tako da je standardna devijacija
0,95-1,83. Takoœe se i ovde, primenom Mann-Withney testa nisu uoåene statistiåki
znaåajne razlike titra ASA.

Tabela 3. Proseåan titar IgA protiv spermatozoida suspendovanih u
TRIS-æumanåanom razreœivaåu (IgA-T) u krvnom serumu junica i krava, u
zavisnosti od broja ukupnih osemenjavanja

Broj veãtaåkih osmenjavanja - VO
Ig G-T u krvnom serumu (-log2 n)

N x SD Sx CV% I.V.

(J) VO 0 20 2,60 1,19 0,27 45,68 0-4

(K) VO 1- 5 69 4,30 2,69 0,32 62,40 0-12

(K) VO 5,1 - 10 60 4,70 2,83 0,37 60,22 0-12

(K) VO 10,1 i > 52 5,23 2,91 0,40 55,59 0-10

J - junice; K - krave

Srednje vrednosti titra IgA u krvnom serumu protiv spermatozoida
suspendovanih u TRIS-æumanåanom razreœivaåu (T) pokazuju tendenciju
konstantnog rasta sa poveñanjem broja osemenjavanja. Najniæe vrednosti su
zabeleæene u krvnom serumu junica koje nisu osemenjavane (2,60±1,19), a najviãe
kod krava koje su osemenjene viãe od 10 puta (5,23±2,91).

Ustanovljena je visoko statistiåki znaåajna razlika kada se uporede junice sa
kravama koje su osemenjene 1-5 puta (p 0,01), dok je razlika vrlo visoko statistiåki
znaåajna izmeœu neosemenjenih junica i krava koje su osemenjene 5,1-10 i krava
osemenjenih viãe od 10 puta (p 0,001). Najmanja statistiåki znaåajna razlika postoji
izmeœu grupa krava koje su osemenjene 1-5 puta i viãe od 10 puta (p 0,05).
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Tabela 4. Proseåan titar IgA protiv spermatozoida suspendovanih u razreœivaåu
„Biociphos+” (IgA-B) u zavisnosti od broja ukupnih osemenjavanja u krvnom
serumu junica i krava

Broj veãtaåkih osmenjavanja - VO
Ig G-T u krvnom serumu (-log2 n)

N x SD Sx CV% I.V.

(J) VO 0 20 2,70 1,22 0,27 45,12 0-4

(K) VO 1- 5 69 3,81 2,73 0,33 71,61 0-11

(K) VO 5,1 - 10 60 4,00 2,74 0,35 68,43 0-12

(K) VO 10,1 i > 52 4,73 2,61 0,36 55,08 0-9

J - junice; K - krave

Srednje vrednosti titra IgA u krvnom serumu protiv spermatozoida
suspendovanih u „Biociphos+” pokazuju istovetnu tendenciju poveñanja titra sa
brojem osemenjavanja, kao u sluåaju spermatozoida suspendovanih u
TRIS-æumanåanom razreœivaåu (T) (tabela 4.). Najniæe vrednosti su zabeleæene u
krvnom serumu junica koje nisu osemenjavane (2,70±1,22), a najviãe kod krava koje
su osemenjene viãe od 10 puta (4,73±2,61).

Statistiåka znaåajnost razlika u srednjim vrednostima titra ustanovljena je izmeœu
neosemenjenih junica i krava koje su osemenjene od 5,1-10 (p 0,05), kao i kod grupe
krava osemenjenih 1-5 puta i krava sa 10,1 osemenjavanja, dok je ova razlika visoko
statistiåki znaåajna kada se uporede junice sa kravama osemenjenim 1-5 puta (p
0,01).

Na grafikonu 1 prikazani su rezultati dobijeni ispitivanjem proseånog titra
antitela IgG i IgA klase protiv spermatozoida suspendovanih u TRIS-æumanåanom
(T) i „Biociphos+” (B) razreœivaåu u krvnom serumu junica i krava, u zavisnosti od
broja ukupnih osemenjavanja.
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Grafikon 1. Proseåan titar antitela IgG i IgA klase protiv spermatozoida
suspendovanih u TRIS-æumanåanom (T) i „Biociphos+” (B) razreœivaåu u
zavisnosti od broja ukupnog osemenjavanja u krvnom serumu junica i krava

Iz podataka prikazanih na grafikonu 1 zapaæa se da ne postoje statistiåki znaåajne
razlike u srednjim vrednostima titra ASA klase IgG u krvnom serumu (p 0,05) junica
i krava, kada su za izvoœenje reakcije koriãñeni spermatozoidi bikova prethodno
suspendovani u TRIS-æumanåanom i „Biociphos+” razreœivaåu.

Meœutim, razlike u srednjim vrednostima titra ASA klase IgA u krvnom serumu
na spermatozoide suspendovane u TRIS-æumanåanom razreœivaåu su visoko
statistiåki znaåajne kada se uporede virgilne (joã neosemenjene) junice sa kravama
koje su osemenjene 1-5 puta (p 0,01), dok je razlika vrlo visoko statistiåki znaåajna
izmeœu neosemenjenih junica i grupe krava koje su osemenjavane 5,1-10 puta, kao i
izmeœu neosemenjenih junica i krava koje su osemenjene viãe od 10 puta (p 0,001).

Razlike su statistiåki manje izraæene izmeœu grupa kada se razmotre vrednosti pri
upotrebi spermatozoida bikova prethodno suspendovanih u „Biociphos+”
razreœivaåu. Statistiåka znaåajnost je ustanovljena izmeœu virgilnih junica i krava
koje su osemenjene od 5,1-10 puta i krava sa 1-5 i 10,1 i viãe osemenjavanja (p 0,05).
Ova razlika je visoko statistiåki znaåajna kada se uporede junice sa kravama
osemenjenim 10,1 i viãe puta (p 0,01). Najniæe vrednosti titra (-log2 n) su zabeleæene
u krvnom serumu junica koje nisu osemenjavane (2,70±1,22), a najviãe kod krava
koje su osemenjene viãe od 10 puta (4,73±2,61).

Posmatrajuñi sa aspekta da je kritiåna koncentracija ASA koja moæe da ugrozi
uspeh oplodnje i razvoj zametka viãa od 1:64 (-log2=6); (prema Bratanovu i Dikovu,
1959), izvrãena je trijaæa krava na osnovu visine ASA IgA klase protiv spermatozoida
suspendovanih u TRIS-æumanåanom razreœivaåu i „Biociphos+” u krvnom serumu
(Milovanoviñ, 2005). Visoka statistiåka znaåajnost razlika postojala je u duæini servis
perioda. Grla sa niæim titrom imala su proseånu duæinu servis perioda od 185,18 ±
107,35 dana, u odnosu na krave sa titrom veñim od 1:64, gde je servis period iznosio
243,64 ± 126,21 dan (TRIS-æumanåani razreœivaå, p 0,05). Sliåne vrednosti su
dobijene za duæinu servis perioda kada su koriãñeni spermatozoidi suspendovani u
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Grafikon 2. Distribucija titra IgG-T i IgG-B u KS

Titar antitela IgG klase u krvnom
serumu samo izuzetno prelazi
vrednost od 1:64 (-log2=6),
za koji se smatra da moæe znaåajnije
ugroziti plodnost (Bratanov i Dikov,
1959). Distribucija titra IgG
u TRIS-æumanåanom razreœivaåu
prema „Biociphos+” pokazuje
korelaciju veñim delom krive
grafikona (grafikon 2).



razreœivaåu „Biociphos+”. Razlika u broju osemenjavanja u poslednjem ciklusu je
visoko statistiåki znaåajna izmeœu ove dve grupe (2,33±1,46 : 3,84±2,46; p 0,01), a
vrlo visoko statistiåki znaåajna prema broju osemenjavanja po steonosti (3,65±2,14 :
4,40±2,04; p 0,001) i ukupnom broju osemenjavanja (7,85±5,22 : 10,36±5,16; p
0,001), kada su se kao antigeni koristili spermatozoidi suspendovani u
TRIS-æumanåanom razreœivaåu.

Jañeviñ i sar. (1999) koji su utvrdili da se stepen aglutinacije spermatozoida
antitelima iz krvnog seruma i cervikalne sluzi junica i krava u veñini uzoraka znaåajno
smanjuje kada se za izvoœenje testa upotrebe spermatozoidi prethodno suspendovani
u razreœivaå pod komercijalnim nazivom „Biociphos+”. Plotkinje od kojih su
uzimani uzorci za ova ispitivanja bile su iskljuåivo osemenjavane spermatozoidima
suspendovanim u TRIS-æumanåanom razreœivaåu. U naãem ispitivanju veñina
plotkinja je imala kontakt sa spermatozoidima suspendovanim u obe vrste
razreœivaåa. Jasnija saznanja o uticaju vrste razreœivaåa na visinu stvorenih antitela
postigla bi se formiranjem grupa plotkinja koje bi bile osemenjavane samo
spermatozoidima suspendovanim u pojedinim razreœivaåima.

Ovi rezultati jasno ukazuju da postoji sistemski humoralni odgovor imunoloãkog
sistema plotkinja na spermatozoide i/ili sastojke razreœivaåa. Porast vrednosti ASA u
krvnom serumu proporcionalan je broju VO, ãto je u saglasnosti sa drugim autorima
(Griffin i sar., 1973; Vukotiñ, 1986; Jañeviñ, 1998; Lazareviñ i sar., 2003). Na osnovu
rezultata naãih ispitivanja moæe se zakljuåiti da je ovaj porast posledica poveñanja
titra ASA IgA klase. Antitela protiv spermatozoida klase IgG, po svemu sudeñi nemaju
znaåajniji efekat u ovom smislu.

Kako titar ASA raste sa poveñanjem broja osemenjavanja i naruãavanjem
plodnosti, uspostavlja se „zaåarani krug”. Iz tog razloga, Zralý i sar. (2003) savetuju
da se plotkinje osemenjavaju tek nakon potpunog izleåenja puerpueralnih oboljenja i
saniranja endometrijalnih lezija. Grla koja su bila ukljuåena u naã ogled su u proseku
imala visok indeks osemenjavanja, produæen servis period, sa dosta rutinskih
tretmana u vidu ispiranja materica. Ovo su predisponirajuñi faktori koji kod izvesnog
broja plotkinja sa znatno produæenim servis periodom omoguñavaju ulazak u
„zaåarani krug”, gde sa srazmerno veñim brojem osemenjavanja nalazimo
signifikantno viãi titar ASA IgA u krvnom serumu.

ZAKLJUÅCI

1. Izmeœu grupa neosemenjenih junica, krava i junice osemenjenih 1-5 puta, krava
osemenjenih 6-10 puta i krava, koja su za æivota osemenjene viãe od 10 puta,
tehnikom IIF nisu uoåene statistiåki znaåajne razlike u titru ASA IgG klase protiv
spermatozoida suspendovanih u obe vrste razreœivaåa (TRIS-æumanåanom i
„Biociphos+”). Titar antitela IgG klase uglavnom ne prelazi vrednosti od 1:64, za
koje se smatra da potencijalno mogu ugroziti plodnost stada. Antitela protiv
spermatozoida klase IgG, po svemu sudeñi, nisu od znaåaja u ovom smislu.
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2. Analiza titra ASA IgA klase u krvnom serumu izmeœu ispitanih grupa krava
jasno ukazuje na postojanje sistemske reaktivnosti imunskog sistema plotkinja
protiv spermatozoida suspendovanih u TRIS-æumanåanom i „Biociphos+”
razreœivaåu.

3. Izmeœu visine titra ASA IgA klase i broja osemenjavanja postoji direktna
zavisnost i sa poveñanjem broja osemenjavanja poveñava se statistiåka znaåajnost
razlika u visini titra ASA IgA klase u krvnom serumu plotkinja.

4. Titar ASA IgA klase u krvnom serumu virgilnih junica je znaåajno manji u
odnosu na grupe krava sa razliåitim brojem ukupnih osemenjavanja i postoji
jasan porast titra ASA IgA klase sa brojem ukupnih osemenjavanja, bez obzira na
vrstu koriãñenog razreœivaåa.
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