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(57) Rezumat:

Inventia se referd la o0 metoda de diagnosticare a unui
material seminal de berbec, Tn vederea utilizarii
acestora in tehnici de reproducere asistatd. Metoda
conform inventiei constd din colectarea de celule
spermatice solitare de berbec, care se dilueazd in
proportie de 1:1 cu tampon Tris §i centrifugate, urmata
de indepdrtarea supernatantului, resuspendarea sedi-
mentului intr-un mediu de prefixare, dupd care sus-
pensia se centrifugheazd si se decanteazg, iar sedi-
mentul este din nou prefixat si spalat in aceleasi
conditii, urmand s& fie portionat in specimene cu latura
de 0,5 mm, care se fixeaza separat cu acid osmic 2%,

timp de 1 h, la 4°C, specimenele se spald cu tampon i
sunt apoi deshidratate in bai de 10 min, cu alcool etilic
de concentratii crescatoare, la a 2-a spdlare cu alcool
fadcandu-se contrastarea in acetat de uranil 0,5% si acid
fosfotungstic 1%, urmatd de doud bai cu propilen oxid,
in final se efectueazd etapa de impregnare si inclu-
derea specimenelorin rsini epoxidice, materialul astfel
preparat obfinut fiind supus analizei la un microscop
electronic.
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Procedeu de includere a celulelor spermatice de berbec si tap pentru

examinare electrono-microscopica

Inventia se refera la un procedeu de diagnostic morfologic al spermei de
berbec si tap (celule spermatice de berbec si de tap), in vederea utilizérii
acesteia In tehnici de reproductie asistata cu aplicabilitate in domeniul medicinei
veterinare.

Este cunoscut faptul ca, in general, celulele solitare (de tip celule
spermatice, alge, protozoare, celule sanguine etc.) se proceseaza folosind
metode uzuale de includere care se centrifugheaza repetat dupa fiecare faza
(colectare, prefixare, fixare, spalare, deshidratare) rezultand un preparat
deteriorat cu artefacte specifice (aplatizari excesive ale nucleului, fracturi
membranare). Mai mult, in timpul deshidratarii celulele devin usoare, plutesc in
deshidratantul respectiv (alcool sau acetond) iar pentru concentrarea acestora
este nevoie de centrifugari la turatii mai mari de 3000 g.

Dezavantajul principal al metodelor cunoscute este faptul ca specimenul
final contine foarte putine celule spermatice.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta din evaluarea rapida a
calitatilor morfologice ale unui material seminal ovin conservat in vederea
utilizarii acestuia in tehnici de reproductie asistata.

¢ Metoda de diagnostic morfologic a unui material seminal de berbec, in
vederea utilizarii acestuia in tehnici de reproductie asistatd, conform
inventiei, elimind dezavantajele mentionate prin aceea ca, intr-o prima
etapa, un material biologic conservat de tip celule solitare spermatice de
berbec si tap se dilueaza sub agitare lenta cu tampon Tris, pH 6,9 in
proportie de 1:2 (v/v), omogenatul rezultat se centrifugheaza la 800 g la
temperatura camerei timp de 15 minute, este indepartat supernatantul prin
aspirare cu o trompa de vid, dupa care intr-o a doua etapa sedimentul

rezultat este resuspendat intr-un mediu prefixator format din tampon
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cacodilat 1M si glutaraldehida 2,7%(m/v) cu adaos de 0,1M zaharoza la
temperatura de +5°C, la care se mentine timp de 2 h. Suspensia celulara
prefixata este supusa unei a doua centrifugari la rece, la 800 g timp de 15
minute si la 1300 g timp de 10 minute, dupa care supernatantul este
indepartat prin decantare. Sedimentul de celule spermatice este plasat in
tampon cacodilat 1M fara glutaraldehida cu adaos de 0,1M zaharoza si
este portionat in specimene cu latura de 0,5 mm, care intr-o a treia etapa
sunt fixate cu acid osmic 2 % dizolvat in apa bidistilata, timp de 1 h la
+4°C, iar specimenele oxidate sunt spalate de doua ori cu tampon
cacodilat rece, dupa care, intr-o a patra etapa acestea sunt deshidratate
in bai seriate de alcool etilic, in concentratie de 30%, 50% si 70%, in care
se realizeaza contrastarea, la temperatura camerei, timp de 14 h.
Deshidratarea specimenelor se continua la temperatura camerei cu alcool
de concentratie 90%, 95%, 2 bai in alcool etilic 100% si 2 bai de propilen
oxid. In a cincea etapa, specimenele cu celule spermatice sunt
impregnate cu un amestec de rasini epoxidice, format din DDSA, MNA si
DMP30 in proportie de 1/1 cu propilen oxid, la temperatura camerei timp
de 16 h, fiind plasate in capsule transparente care sunt umplute cu rasina
epoxidica, unde sunt mentinute 3 h la temperatura camerei. Polimerizarea
se face timp de 72 ore in termostat la temperatura de 67°C, dupa care
specimenele polimerizate rezultate sunt supuse sectionarii, colorarii $i
analizei calitative la un microscop electronic.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

se obtine rapid un material biologic de tip celule spermatice de berbec si
tap care prezinta un prognostic de evaluare adecvat pentru utilizarea
acestora n tehnici de reproductie;

creste densitatea celulelor care se examineaza cu efect asupra preciziei
diagnosticului morfologic al celulelor,

reducerea perioadei de lucru cu cel putin 1,5 ore;

eliminarea centrifugarilor repetate care deterioreaza celulele, metoda

folosind numai 2 operatii de centrifugare.

WAl
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Se da in continuare un exemplu de realizare a metodei, conform inventiei.

In scopul determinarii modificarilor ultrastructurale dupa congelarea si
decongelarea in azot lichid, metoda, conform inventiei consta din examinarea
electrono-microscopica a celulelor solitare de tip celule spermatice de berbec si
tap) prin parcurgerea a 5 etape si anume:

- colectare si dilutie,

prefixare,

fixare,

deshidratare,

includere in rasini epoxidice.
Etapa 1. Colectarea si dilutia spermei

Sperma colectata cu vagina artificiala conservata prin refrigerare (prin
care sperma este mentinutd la temperaturi de +4 - +5°C pana la folosire) se
dilueaza cu tampon Tris, pH 6,9 in proportie de 1:2 (v/v). Tamponul are
temperatura de 32°C. Dupa agitare lenta, omogenatul se centrifugheaza la 800 g
care constituie prima centrifugare, la temperatura camerei timp de 15 minute.
Supernatantul este indepartat prin asiprare cu o trompa de vid. Prin aceasta
operatiune este indepartata plasma seminala.
Etapa 2. Prefixare in tampon cacodilat 1M cu glutaraldehida (GA) 2,7%

Sedimentul rezultat este resuspendat in mediu prefixator format din
tampon cacodilat 1M, zaharoza 1M si GA 2,7%, la temperatura de + 5°C. Se
omogenizeaza si se mentine la ternperatura de +4°C timp de 2 ore. Omogenatul
prefixat se centrifugheaza la 800 g care constituie a doua centrifugare timp de 15
minute, si inca 10 minute la 1300 g. Operatiunea se realizeaza cu o centrifuga cu
racire. Supernatantul este indepartat prin decantare, iar sedimentul este suficient
de condensat, atasat de partea inferioara a tubului de centrifugare. Intr-o sticl
de ceas se pune tampon cacodilat 1M si zaharoza 1M, fara GA, la +4°C | in care
se plaseaza sedimentul ferm de celule spermatice desprins de pe tub. Acesta
este portionat in specimene mici, cu latura de 0,5 mm. Lichidul de spalare este
indepartat si prin aceleasi manopere se efectueaza a 2-a spalare care are rolul

de a indeparta excesul de fixator.
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Etapa 3. Fixarea in acid osmic 2%.

Specimenele cu celule spermatice sunt plasate in tuburi mici de sticla care
contin 2 ml de mediu fixator rece, format din acid osmic (OsQO4) 2 % (m/v) dizolvat
in apa bidistilati. Fixarea propriu zisa se face timp de 1 ora la +4°C. In acest
interval specimenele devin negre datorita oxidarii lor de acidul osmic, aceasta
arata ca fixarea s-a facut bine. Fixatorul este indepartat lent prin decantare si
inlocuit cu mediu tampon cacodilat si zaharoza rece pentru spalare si
indepartarea excesului de osmiu. Operatiunea de spalare se face de 2 ori cu
tampon cacodilat rece. Fiecare spalare dureaza cate 5 minute.

Etapa 4. Deshidratarea specimenelor

Pentru deshidratare se folosesc bai seriate de alcool etilic rece, in
concentratie de 30%, 50% si 70%. in fiecare baie de alcool specimenele se tin
cate 10 minute. In aceasta faza a deshidratdrii se face contrastarea
specimenelor in a doua baie de alcool etilic 70%, care contine 0,5% acetat de
uranil si 1% acid fosfotungtic. Contrastarea se face la temperatura camerei, timp
de 14 ore, dupa care se continua deshidratarea specimenelor la temperatura
camerei cu alcool etilic in concentratie de 90%, 95% urmate de 2 bai in alcool
etilic100% si 2 bai de propilen oxid. Fiecare baie dureaza 10 minute.

Etapa 5. Includerea in rasini epoxidice.

Specimenele cu celule spermatice sunt plasate in amestec Epon812,
(format din DDSA, MNA si DMP30 ca agent de polimerizare) in proportie de 1/1
cu propilen oxid. Impregnarea se face la temperatura camerei timp de 16 ore,
dupa care sunt preluate si plasate in capsule transparente. Capsulele sunt
umplute cu EPON812 pur, mentinute 3 ore la temperatura camerei si 72 ore in
termostat incalzit la temperatura de 67°C. La sfarsitul polimerizarii specimenele
de culoare neagra se afla in varful capsulei. Specimenele astfel pregatite sunt
supuse evaluarii din punct de vedere al calitatilor morfologice.

Aprecierea morfologiei celulelor spermatice. Profilul morfologic al
spermatozoizilor a fost apreciat prin caracterizarea modificarilor aparute la nivelul

integritati membranei celulare la toate structurile (cap, acrozom, piesa
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intermediara, piesa principala si piesa terminala). Au fost analizate cel putin 200

de celule pe sectiuni seriate.

Aprecierea motilitatii spermatozoizilor inainte de procesare

Motilitatea s-a apreciat prin tehnica evaluarii manuale in preparat umed, la
microscopul optic (x100 marire) dotat cu placa incalzitoare mentinuta la 37°C si
camera foto. Integritatea structurala a membranelor plasmatice (viabilitatea) s-a
apreciat prin metoda coloratiei eozina-nigrozina (Baril si colab., 1993).

Procentul spermatozoizilor cu anomalii

Examenul morfologic al spermatozoizilor consta in determinarea
numarului de spermatozoizi cu aspect anormal. Determinarea spermatozoizilor
anormali se face prin utilizarea acelorasi metode de colorare utilizate pentru
determinarea viabilitatii, deoarece acestea permit si aprecierea anumitor aspecte

de structura.

Parametrii ultrastructurali

Modificarile ultrastructurale aparute la nivel membranar dupa decongelare
au fost evaluate prin microscopie electronica de transmisie (TEM), prin
sectionarea probelor incluse in rasini epoxidice (Epon 812). Profilul
electronomicroscopic al spermatozoizilor a fost apreciat prin caracterizarea
modificarilor aparute la nivelul integritatii membranei celulare la nivelul capului,
acrozomului, piesei intermediare, piesei principale si piesei terminale.
Rezultate

Sectiunile colorate si examinate la microscopul electronic prezinta cu 20%
mai putine artefacte datorate manipularilor frecvente: aplatizari ale nucleului,
fracturi membranare si desprinderi ale capului de flagel iar precizia diagnosticului
morfologic al celulelor este mai mare.

Alterarile structurale observate sunt atribuite tratamentelor suportate de
celule in diferite variante de congelare/decongelare iar decizia privind
diagnosticul este datorat tratamenului $i nu manipularilor frecvente ale celulelor

prin centrifugare.
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Metoda de diagnostic morfologic a unui material seminal de berbec

Revendicari

1. Metoda de diagnostic morfologic a unui material seminal de berbec, in
vederea utilizarii acesteia in tehnici de reproductie asistata, caracterizat prin
aceea ca, intr-o prima etapa un material biologic conservat de tip celule solitare
spermatice de berbec si tap se dilueaza sub agitare lenta cu tampon Tris, pH 6,9
in proportie de 1:2 (v/v), omogenatul rezultat se centrifugheaza la 800 g la
temperatura camerei timp de 15 minute, este indepartat supernatantul prin
aspirare cu o trompa de vid, dupa care intr-o a doua etapa sedimentul rezultat
este resuspendat intr-un mediu prefixator format din tampon cacodilat 1M,
zaharoza 1M si glutaraldehida 2,7%, la temperatura de + 5°C, la care se mentine
timp de 2 ore. Suspensia este supusa unei a doua centrifugari la rece, la 800 g
timp de 15 minute si la 1300 g timp de 10 min, dupa care supernatantul este
indepartat prin decantare iar sedimentul de celule spermatice este plasat in
tampon cacodilat 1M, zaharoza 1M, fara glutaraldehida, este portionat in
specimene cu latura de 0,5 mm. In a treia etapa specimenele sunt fixate cu acid
osmic 2% dizolvat in apa bidistilata, timp de 1 ora la +4°C. Dupa fixare
specimenele oxidate sunt spalate de doua ori cu tampon cacodilat rece. In a
patra etapa acestea sunt deshidratate in bai seriate de alcool etilic, in
concentratie de 30%, 50% si 70%. in a doua baie de alcool etilic 70% se
realizeaza contrastarea in acetat de uranil 0,5% si acid fosfotungstic 1%, la
temperatura camerei, timp de 14 ore, dupa care se continua deshidratarea
specimenelor, la temperatura camerei cu alcool etilic in concentratie de 90%,
95%, in 2 bai de alcool 100% si 2 bai de propilen oxid. in a 5-a cincea etapa,
specimenele cu celule spermatice sunt impregnate cu un amestec de impregnare
format din DDSA, MNA si DMP30 in proportie de 1/1 cu propilen oxid, la
temperatura camerei timp de 16 ore si sunt plasate in capsule transparente care
sunt umplute cu rasina epoxidica in care sunt mentinute 3 h la temperatura
camerei si apoi se mentin 72 ore in termostat la temperatura de 67°C.
Specimenele polimerizate rezultate astfel sunt sectionate, colorate si analizate

la un microscop electronic.
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