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Appendice XV

XV.1
(1)

(i)

(iii)

Protocollo per il test di penetrazione
nell’'uovo di hamster

Procedura

Consentire per 30-60 minuti la completa liquefazione del liquido
seminale.

Il medium colturale per questo test ¢ il BWW (Biggers, Whitten e
Whittingham, 1971). Questo medium & preparato come soluzione
stock (vedi Tab. XV.1) che pud essere conservata a 4 °C per diverse
settimane senza che si deteriori. Il giomo del test si aggiungono a 100
ml della soluzione stock del medium 210 mg di bicarbonato di sodio,
100 mg di glucosio, 0,37 ml di uno sciroppo di sodio lattato al 60%
(v/v), 3 mg di sodio piruvato, 350 mg di albumina serica bovina
Frazione V, 10.000 unita di penicillina, 10.000 ug di streptomicina
solfato e 20 mmol/l di HEPES. Il medium dovrebbe essere riscaldato
a 38 °C prima dell'uso, preferibilmente in un'atmosfera di CO, al 5%
e aria al 95%.

Tabella XV.1. Componenti della soluzione stock del medium BWW
usato nel test di penetrazione nell'uovo di hamster

Composto Quantita (g/)
NaCl 5,540
KCl 0,356
CaCl,.2H,0 0,250
KH,PO, 0,162
MgS0,.7TH,0 0,294
Rosso fenolo 1,0 (mi/1)

I campioni seminali (da 0,5 a 1,0 ml) vengono posti in tubi sterili da
coltura e coperti delicatamente con il medium di coltura nel rapporto
una parte di liquido seminale:due parti di medium. Un certo numero
di tubi (da tre a dieci a seconda del volume del campione e della
concentrazione di spermatozoi) possono cssere preparati in questo
modo, usando preferibilmente tubi da coltura a fondo tondo per
aumentare al massimo la superficie dell'interfacies tra liquido
seminale ¢ medium. Questa superficie pud essere ulteriormente
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(iv)

(v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

aumentata inclinando i tubi dolcemente di un angolo di circa 20°
rispetto alla piano orizzontale.

I tubi vengono incubati a 37 °C per un'ora in un'atmosfera di CO, al
5% e ara al 95%. Se questo tipo di incubatore non & di sponibile, i
tubi possono essere tappati accuratamente ¢ mantenuti a 37 °C in
atmosfera d'aria. Durante il periodo dell'incubazione gli spermatozoi
con maggiore mobilitd migrano dal plasma seminale al medium
sovrastante,

Alla fine del periodo d'incubazione i tubi vengono dolcemente
riportati alla posizione verticale e si recupera circa 1'80% della parte
superiore del medium sovrastante, che viene mescolato e centrifu gato
in un tubo a fondo conico a 500 g per cinque minuti. A questo punto
si pud rivelare necessario un secondo passaggio di lavaggio se ci
sono cenni di contaminazione da parte del plasma seminale.

Il sedimento di spermatozoi, una volta risospeso in modo da ottenere
una concentrazione di circa 10 x 106 spermatozoi/ml in un volume non
inferiore a 0,5 ml, viene incubato per 18-24 ore a 37 °C in un'at-
mosfera di CO, al 5% e aria al 95%. Se non ¢ disponibile un
incubatore a CO, i tubi possono essere chiusi accuratamente e incubati
in atmosfera d'aria a 37 °C. Durante il periodo dell'incubazione i tubi
dovrebbero essere inclinati di 20° rispetto al piano orizzontale per
impedire che gli spermatozoi sedimentino e per aumentare la super-
ficie per gli scambi gassosi.

Gli oociti possono essere prelevati da hamster prepuberi o puberi nel
primo giorno del ciclo estrale. Si iniettano, a 48-72 ore di distanza,
siero di cavalla incinta e gonadotropine corioniche umane (hCG)
intraperitonealmente a una dose di 30-40 TU. Gli oociti dovrebbero
poi essere recuperati entro 18 ore dopo l'iniezione di hCG e preparati
a temperatura ambiente usando ialuronidasi all'0,1% (p/v) e tripsina
all'0,1% (p/v) per rimuovere le cellule del cumulo e della zona
pellucida, rispettivamente. Ciascun trattamento enzimatico dovrebbe
essere seguito da due lavaggi nel medium BWW. Gli oociti isolati
possono essere riscaldati a 37 °C e introdotti immediatamente nella
sospensione di spermatozoi o conservati a 4 °C fino a 24 ore.

Alla fine della fase di capacitazione i tubi vengono di nuovo posti in
posizione verticale per 20 minuti, per permettere di sedimentare a tutte
le cellule immobili, dopo di che gli spermatozoi mobili vengono
aspirati insieme al sovranatante e portati ad una concentrazione
appropriata di 3,5 x 106 spermatozoi mobili/ml. Gli spermatozoi
vengono quindi posti sotto paraffina liquida in piccole gocce di 100 pl
a cui si aggiungono 30 oociti privati della zona, introducendo almeno
15 oociti per ogni goccia. I gameti vengono poi incubati a 37 °C in
un‘atmosfera di CO, al 5% e aria al 95% per 3 ore.

Viene poi determinato il numero di spermatozoi che sono penetrati
nell'oocita imuovendo gli oociti stessi e lavando via gli spermatozoi
che vi aderiscono soltanto; dopo di cid essi vengono schiacciati in
uno spessore di circa 30 um sotto un vetrino coprioggetti ed esaminati
in contrasto di fase. (E' anche possibile fissare ¢ conservare gli
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XVv.2

Fig. XV.1. Oocita di hamster privo
di zona contenente spermatozoi
umani, come risulta con microsco-
pia in contrasto di fase. Le frecce
indicano la presenza di teste di
spermatozol che si stanno decon-
densando entro l'ooplasma (scala:
500 x). (da Aitken et al., 1983).

oociti, per esempio, in glutaraldeide all'l% (v/v), ¢ colorarli con
lacmoide o aceto-orceina).

A questo punto gli oociti dovrebbero esssere esaminati per
determinare gli spermatozoi presenti nel loro citoplasma ¢ il numero
medio di spermatozoi incorporati per ogni oocita (Fig. XV.I). Si
dovrebbe anche registrare la presenza di spermatozoi che rimangono
legati alla superficie dell'oocita anche dopo l'iniziale lavaggio, perché
questo fatto pud dare alcune indicazioni sulla percentuale di
spermatozoi che hanno subito la reazione acrosomiale.

Controllo di qualita
Questo test deve essere eseguito con un grado adeguato di controllo
di qualitd. La variazione intra-assay dovrebbe esscre stabilita
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ripetendo l'analisi su un singolo campione almeno 10 volte nel corso
dello stesso test; in queste condizioni il coefficiente di variazione
dell'intra-assay non dovrebbe superare il 15%. Il coefficiente di
variazione dell'inter-assay non dovrebbe superare il 25% e pud essere
determinato usando un pool di spermatozoi crioconservati con un
livello di penetrazione noto. Qualunque test in cui il valore ottenuto
con la preparazione standard superi di due unitd di deviazione
standard il valore medio dovrebbe essere considerato non attendibile.
Qualunque test in cui la penetrazione sia totalmente assente dovrebbe
essere ripetuto utilizzando un altro campione di liquido seminale.
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Appendice XVI

®
(ii)

(iii)

(iv)

)

(vi)
(vii)

Suggerimenti per la preparazione del
post-coital test

Il post-coital test viene effettuato nel periodo ovulatorio, quando il
muco cervicale & nelle condizioni piu favorevoli alla progressione
degli spermatozoi. Questo ¢ uno dei test impiegati nella diagnosi
dell'infertilita.

Nella preparazione del post-coital test si dovrebbero seguire il pit
possibile le seguenti istruzioni.
La coppia dovrebbe astenersi da rapporti per almeno due giorni prima
del test.
Si dovrebbe soddisfare le proprie necessitd fisiologiche prima del
rapporto in quanto & necessario evitare 1'uso del bagno per alcune ore
dopo il rapporto.
Il rapporto sessuale avverrd, secondo le abitudini della coppia, nel
giomo suggerito dall'equipe medica (la donna deve tenere a portata di
mano un assorbente igienico).
Dopo il coito la donna dovrebbe rimanere sul dorso per circa 30
minuti con le ginocchia curve per sollevare le anche in modo da
prevenire la perdita di liquido seminale.
Indossare 1'assorbente igienico o tampone nella maniera usuale per
impedire perdite di liquido seminale.
Presentarsi alla clinica per l'esecuzione del test nei tempi concertati.
Non togliere 'assorbente igienico o il tampone fino al momento in cui
il medico esegue l'esame.
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Data delle ultime mestruazioni

Esempio di modulo per la valutazione del muco cervicale
e per il post-coital test

Giomo  Mese
L1 | I

Punteggio giornaliero del muco cervicale

Data

Giomno del ciclo

Volume

Consistenza

Ferning (cristallizzazione)
Spinnbarkeit (filanza)
Cellularita

Punteggio totale

pH

Post-coital test

Data
Tempo dopo il rapporto (ore)

Spermatozoi/HPF (400 x)

Motilita (100 spermatozoi)
(a) Progressione rapida
lineare
(b) Progressione lineare lenta
o non lineare
(c) Motilita non progressiva
(d) Immobili

Giorno  Mese Giomo Mese Giorno  Mese Giono Mese
| ] | - | | L | | | | | L1 | | .
L .| N L—i | | N
L1 L L L
L1 L L LI
L L_J L L2
L Ll L_J ]
L e L L
[ - L] (I N |
| S L1 | L1 | L1 |
Giorno  Mese
| -
L1 1
Pool Pool Pool
vaginale esocervicale endocervicale
I | I S — L1 1 1
I | B 1|
G ] I
| il ) b
1| L1 L1
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Appendice XVII

XVIL1

Fig. XVIL1. La camera di Kremer
per la penetrazione degli spermato-

zoi (vedi testo).

®
(i)

Interazione tra spermatozol e muco
cervicale: test del tubo capillare

Attrezzatura

Il test originalmente fu proposto da Kremer (1965) e fu poi
modificato nel 1980 (Kremer, 1980). Il test misura la capacita degli
spermatozoi di penetrare in una colonna di muco cervicale all'intermo
di un tubo capillare. A tale scopo sono stati utilizzati vari tipi di tubi
capillari ma i pit raccomandati sono quelli a sezione rettangolare.

T 1 i e [

R 5 mm

I1 misuratore di penetrazione degli spermatozoi ideato da Kremer
(Fig. XVIL.1) pud essere costruito in laboratorio seguendo queste
istruzioni:

Incollare su un vetrino da microscopio tre serbatoi (R) a sezione semi-
circolare (raggio di circa 3,5 mm).

Sopra al primo vetrino ne viene incollato un secondo. I1 secondo
vetrino & pill corto di circa 1,5 mm e viene posto ad una distanza di
circa 5 mm dai serbatoi. Questa struttura impedisce che il liquido
seminale si insinui tra il tubo capillare ¢ il vetrino. Sul secondo
vetrino & presente una scala graduata.

I tubi capillari di vetro possono essere richiesti alla Vitro Dynamics,
USA, sono a sezione rettangolare e sono disponibili in vari formati.



XVII.2

XVIL3

XVil.3.1

XVil.32

XVil.3.3

Per questo test risultano appropriati quelli con uno spessore di 300-
400 pm e di 6 cm di lunghezza.

Metodo

Si dovrebbe usare liquido seminale fresco, a non piu di un'ora dal
momento dell'eiaculazione. Il muco cervicale viene aspirato nel tubo
capillare, assicurandosi che non vi penetrino bolle d'aria. Un'estre-
mita del tubo viene sigillata con plastilina o creta. L'applicazione del
sigillante fa si che una goccia di muco sporga dal tubo. L'estremita
aperta del tubo capillare viene posta sul vetrino in maniera tale che
penetri di circa 0,5 cm nel serbatoio contenente il campione seminale.
Durante il processo di penetrazione degli spermatozoi il supporto
dovrebbe essere posto in una piastra di Petri coperta, con una spugna
umida al lato per mantenere I'umiditd e prevenire l'essiccazione del
liquido seminale e del muco. La misura & condotta preferibilmente in
una camera con temperatura ambiente di 37 °C.

Valutazione del test
Dopo due ore si osservano la distanza di migrazione, la densita di
penetrazione, la riduzione di migrazione e la presenza di spermatozoi
con motilitd progressiva.

I tubi capillari possono essere osservati di nuovo dopo 24 ore per
valutare la sola presenza di spermatozoi con motilitd progressiva.

Le variabili da valutare dopo due ore sono definite nel seguente
modo:

Distanza di migrazione
E' la distanza dal serbatoio dello spermatozoo pil lontano nel tubo
capillare.

Densita di penetrazione

Questo parametro viene determinato a una distanza di 1 e 4,5 cm dal
serbatoio di liquido seminale. A ciascuna delle due distanze si
determina il numero degli spermatozoi per campo visivo ridotto (low
power field, LPF; 10 x 10). Il numero medio si ottiene dall'osserva-
zione di cinque LPF adiacenti. La media di queste osservazioni viene
espressa con una delle classi di densita di penetrazione (vedi Tab.
XVIL1). Perla valutazione complessiva del test viene riportata la pi
alta classe di densita di penetrazione.

Riduzione della migrazione

Questo parametro indica la riduzione della densita di penetrazione a
4,5 cm confrontata con quella a 1 cm. Viene espressa come la
differenza tra i numeri dell'ordine di rango.
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Esempi

(1) Ladensita di penetrazione a 1 cm & compresatraSle 100e a4,5 cm
tra 6 e 10. Il valore della riduzione di migrazione & 3 (da ordine di ran-
go 6 a ordine di rango 3; vedi Tab. XVIL1).

(2) Ladensita di penetrazione a 1 cm & compresatra2l e 50¢ a 4,5 cm
tra 51 e 100. I1 valore della riduzione di migrazione ¢ zero perche non
c'¢ diminuzione della densita di penetrazione.

Tabella XVIL.1 Ordine delle classi della densita di penetrazione

Classe di densith di penetrazione Ordine dei ranghi
0 1
0-5 2
6-10 3
11-20 4
21-50 5
51-100 6
> 100 7

XVII.34  Durata dei movimenti progressivi
La presenza nel muco cervicale di spermatozoi con motilita
progressiva pud essere determinata dopo 2 e 24 ore.
I risultati possono essere classificati secondo Ia Tab. X VIL.2.

Tabella XVIL.2, Classificazione dei risultati del test

Distanza di Densita di Riduzione della Durata dei Classificazione
migrazione penetrazione migrazione movimenti

dala45cm progressivi

nel muco
(cm) (spermatozoi (Riduzione dell' (ore)
LPF 4) ordine di rango)

1 0 — — Negativo
<3 oppure <10 oppure >3 oppure <2 Insufficiente

Tutte le combinazione del test che non
possono essere classificate come: negativo, Discreto
insufficiente o buono

4.5 e > 50 ¢ '3 > 24 Buono

[¢]

aPF = low power field (10 x 10).
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