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Sammendrag

Sopolte blev i deres f@grste erkendte brunst sen-
sibiliseret ved intrauterin infusion af henholds-
vis drebte orneszdceller, bovin serum albumin
(BSA-L), svinelymfocyter samt sadfortyn-
dingsveeske og insemineret i den fglgende
brunst 19-24 dage senere. Seks uger efter inse-
mineringen blev dyrene slagtet og antallet af

gule legemer og fostre samt disses vaegt registre-
ret.

Der kunne ikke pévises signifikante forskelle
mellem de forskellige behandlingsgrupper i
overlevelsesrate af fostre eller i disses gennem-
snitsveegt, men der var en tendens til flere im-
planterede fostre efter sensibilisering.

Negleord: Intrauterin sensibilisering, kuldstgrrelse, immunologt, svin.



Sumimary

Gilts, litter mates, in their first recognized heat
were sensitized by intrauterine infusion of one
of the following agentia: Bovine Serum Albu-
mine (BSA-L), killed boar sperms, swine lym-
focytes or EDTA-semendiluter, and insemi-
nated in their following heat 19-24 days later.
Six weeks after the insemination the animals

were slaughtered and the number of corpora
lutea and embryos and weight of embryos were
recorded. No significant differences in survival
rate or average weight between the different
groups of treatment could be demonstrated. but
a tendency to a higher number of implanted
embryos after sensitization could be seen.

Key words: Intrauterine sensitization, fertility. litter size. immunology, swine.



1 Indledning

Immunologiske mekanismer i reproduktions-
processerne har i de senere ar pékaldt sig bety-
delig interesse. Forsgg med laboratoriedyr har
bl.a. vist, at lokal allogen sensibilisering af uter-
us hos hunrotter med antigener fra det til par-
ringen benyttede handyr forggede savel kulds-
tgrrelse som fostervagt, hvorimod en systemisk
immunisering med de samme antigener ikke
havde en sadan effekt (Beer og Billingham,
1976). Ved systemisk (subcutan) immunisering
af mus med allogene lymfocyter fandt Vorting
(1987) derimod, at sdvel kuldstgrrelse som vegt
forggedes sammenlignet med kontrolgruppen,
som var immuniseret med syngene lymfocy-
ter.Ved forsgg med sopolte fandt Skjervold et
al. (1979) og Almlid (1981), at intrauterin sti-
mulation af uterus med leukocyter i tilslutning
til inseminering forggede kuldstgrrelsen med
ca. 11% efter fem ugers dragtighed, sammen-
lignet med kontrolgruppen. Disse resultater
kunne ikke reproduceres af Meding (1983) eller
af Blichfeldt (1984), som efter tilsztning af for-
skellige antigener, bl.a. kvaegleukocyter, adju-
vantia og mitogener til insemineringsdosis ikke
kunne pavise signifikant forggelse af hverken
draegtighedsprocent eller kuldstgrrelse hos de
inseminerede sopolte.

Medens der i ovennavnte undersggelser
opereredes med en forggelse af antigeniciteten
af selve insemineringsdosis, forsggte Murray et
al. (1983, 1986) og Cheng et al. (1985) at sensibi-
lisere sopolte intrauterint med levende eller
drabte sedceller forud for Igbning/insemine-
ring. De fandt 1 deres undersggelser en signifi-
kant forbedring af kuldstgrrelsen hos de sensi-
biliserede sopolte. Cheng et al. (1985) viste
endvidere, at intrauterin infusion af 50 ml fysio-
logisk kogsaltoplgsning ogsé forbedrede kulds-
tgrrelsen signifikant, men ikke s meget som in-
fusion med drabte sedceller. De signifikante
forbedringer skal vurderes med forbehold, idet
kontrolgruppen kun opndede en gennemsnitlig
kuldstgrrelse pd 6,6 mod 11,2 og 10,0 for hen-
holdsvis infusion med drebte sedceller og salt-

vand. Han et al. (1988) opnéede ligeledes en
signifikant forbedring af kuldstgrrelsen efter
sensibilisering af sopolte med sadceller forud
for Igbning og en mindre, ikke-signifikant for-
bedring efter sensibilisering med szdplasma,
sammenlignet med en ikke-immuniseret kon-
trolgruppe. Hele materialet omfattede dog kun
37 sopolte. I en lignende undersggelse omfat-
tende ialt 36 sopolte fandt Erices et al. (1990)
derimod ingen signifikant forskel i antal embry-
oner 23-25 dage efter lgbning mellem kontrol-
gruppen og grupperne sensibiliseret med hen-
holdsvis frosset sed eller sadplasma fra en
vasektomeret orne. Den procentuelle embryo-
nale overlevelsesrate var dog hgjere i forsggs-
grupperne end i kontrolgruppen (henholdsvis
83,4%, 882% og 75%). Gooneratne og
Thacker (1989) fandt i en undersggelse med in-
trauterin infusion af drebte sadceller i brunst-
perioden en signifikant forbedring af dragtig-
hedsprocenten sammenlignet med kontrol-
gruppen (82% vs. 63,3%), men ingen forbed-
ring af kuldstgrrelsen. Sluttelig skal nzvnes, ati
en dansk undersggelse (Kjeldsen, 1988) frem-
kom der en tendens til forbedring af kulds-
tgrrelsen pa 0,5 - 0,8 gris ved infusion af drabte
sadceller forud for inseminering.

1 de refererede undersggelser har man be-
nyttet sig af to metoder til at fremkalde en im-
munreaktion hos hundyret, enten ved en fo-
rggelse af antigeniciteten af selve insemine-
ringsdosis eller ved en forudgaende sensibilise-
ring af uterus med et antigen fgr Igbning. I beg-
ge tilfelde en behandling, som kan tenkes at
@ndre dyrenes immunologiske status med deraf
fglgende indvirkning pé frugtbarheden.

En forggelse af sopoltes frugtbarhed ved ma-
nipulation af immunreaktionerne i forbindelse
med Igbning og draegtighed er ikke uden inter-
esse for svineproduktionen, hvor 25-30% af
hundyrene i en sobes@tning udggres af sopolte.
Da disse ofte fgrst Igbes 1 deres anden eller
tredje brunst af hensyn til opnéelse af optimal
kuldstgrrelse m.v., ville en prasensibilisering af
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sopoltene forud for lgbning kunne anvendes
med fordel uden forsinkelse af gyltenes farings-
tidspunkt.

Da de hidtidigt opniede resultater med in-
trauterin antigen stimulering af sopolte synes

for usikre og modstridende til, at metoden pé
nuverende tidspunkt kan tages i brug, blev der
pd Forskningscenter Foulum foretaget en un-
dersggelse af effekten af antigen stimulering af
uterus forud for lgbning.



2 Materiale og metode

Sopolte, kuldsgstre, blev i deres fgrste erkendte
brunst behandlet pa én af fglgende mader:

a) Intrauterin infusion af ca. 8 x 10° drabte
(frosne) sedceller i EDTA-s@dfortyndings-
vaske, ad 60 ml.

b) Intrauterin infusion af 100-200 x 10¢ lymfocy-
ter i EDTA-s&dfortyndingsveaeske, ad 60 ml.

c¢) Intrauterin infusion af 20 ml BSA-L i ED-
TA-sedfortyndingsveaske, ad 60 ml.

d) Intrauterin infusion af 60 ml EDTA-szdfor-
tyndingsvaske.

¢) Ingen behandling (kontrol).

I den fglgende brunst 19-24 dage senere blev
sopoltene insemineret to gange med 18-24 ti-
mers mellemrum og igvrigt behandlet ens (fod-
ring, opstaldning m.v.). Ca. seks uger efter inse-
mineringen blev dyrene slagtet, og antallet af
gule legemer og fostre samt disses vagt registre-
ret.

De til infusionen anvendte szdceller, som
stammede fra andre orner end de, der blev be-
nyttet til inseminering, blev behandlet pé fgl-
gende made: Efter opsamling, filtrering og kon-
centrationsbestemmelse centrifugeredes seden
2000 omdr./min. i 10 minutter. Supernatanten
fjernedes og sedcellerne resuspenderedes i ED-
TA-szdfortyndingsveeske tilsat 2% glycerol og
1 mg neomycinsulfat/ml, fordeltes i enkeltdoser
indeholdende ca. 8 x 107 sedceller pr. 10 ml, og
blev derefter opbevaret ved -20° C indtil bru-
gen. Umiddelbart fgr infusion i uterus blev en
dosis optget og overfgrt til 50 ml EDTA-szd-
fortyndingsvaske.

Lymfocyterne til infusionen blev behandlet
pa felgende made:

EDTA-stabiliseret fuldblod fra svin tilsattes
en 6% dextranoplgsning til “faeldning” af ery-
trocyterne. Efter 45 minutters henstand afpi-

petteredes supernatanten med lymfocyterne,
anbragtes pd Lymfoprep og centrifugeredes
2500 omdr./min. i 25 minutter, hvorefter lymfo-
cytlaget afpipetteredes og overfgrtes til glas
med Hanks oplgsning. Efter tilsetning af
NH,Cl og inkubering v. 37° Ci 7 minutter, cen-
trifugeredes der 2000 omdr./min. i 10 minutter.
Supernatanten fjernedes, og lymfocyterne blev
vasket to gange i Hanks oplgsning. De vaskede
lymfocyter fordeltes herefter pa enkeltdoser a
100-200 x 10® lymfocyter i 10 ml Hanks op-
Igsning og blev opbevaret ved 5° C indtil bru-
gen. (Max. opbevaringstid: 7 dage). Umiddel-
bart fgr infusion i uterus opslemmedes en
lymfocytdosis i 50 ml EDTA-szdfortyndings-
vaske.

BSA-L blev fremstillet p& fglgende made:

500 mg BSA oplgstes i 50 ml 0,9% natriumklo-
ridoplgsning, hvorefter der tilsattes 50 ml alhy-
drogel (Aluminium Hydroxyd Gel) som adju-
vans. Blanding i 12-24 timer. Opbevaring ved
5°C indtil brugen. (Max. 7 dage). Umiddelbart
fgr infusionen overfgrtes 20 ml af BSA-L til 40
ml EDTA-szdfortyndingsvaske.

EDTA-szdfortyndingsvasken havde fglgen-
de sammensatning:

Glucose 60,00 g
Natriumedetat 3,70¢g
Natriumcitrat, 2 ml H,O 375¢g
Natriumbicarbonat 1,20 g
Destilleret vand 1000,00 g

Forsgget blev opgjort ved hjxlp af maksi-
mum likelihood metoden, og der blev i den sta-
tistiske model korrigeret for blok, orne, samt
antal gule legemer.



3 Resultater

Tabel 1. Intrauterine sensibiliseringers indflydelse pa frugtbarheden hos gylte
Influence of intrawierine sensitization on fertility of gilis

antigen antal antal antal overlev.- gns.alder

kuld gule legemer fostre rate % dg. fostre
no. no. of no. of survival av. age. days.

litters corp. lut. embryvos rate % of embryos

dreebte sadceller 21 14.8 11.8 79.7 428

killed sperms

BSA-L 18 149 11.9 799 428

lymfocyter 18 14.9 9.8 68.1 429

Ivmfocyies

EDTA-scedforivndingsveeske 14 14.6 11.1 76.0 432

EDTA-diluter

kontrol 24 14.0 10.4 743 430

ialt/gns./total av. 95 14.5 11.0 759 429

I tabel 1 er vist de opnéede resultater efter
prasensibilisering med drabte sedceller. BSA-
L. lymfocyter og EDTA-sadfortyndingsveske.
samt for et kontrolhold. Det ses. at antallet af
gule legemer har veret nasten ens for de for-
skellige hold, varierende fra 14.0 til 14.9. Deri-
mod har antallet af implanterede fostre udvist
en variation fra 11.9til 9.8, hvilket har resulteret
i en variation i overlevelsesraten fra 79.9 til
68.1% for holdene sensibiliseret med henholds-
vis BSA og lymfocyter. Ingen af de fundne for-
skelle er imidlertid signifikante. Der kunne ikke
pévises signifikante forskelle i fostrenes gen-
nemsnitsveegt mellem de forskellige behandlin-
ger efter korrektion til samme alder.

I tabel 2 er vist estimerede behandlingsgen-
nemsnit for en gennemsnitsorne og en gennem-
snitsso med 14 gule legemer. Det ses, at det pri-
mert er efter immunisering med lymfocyter. der
forekommer en afvigende overlevelsesrate.
men de konstaterede forskelle mellem grupper-
ne er som omtalt ikke signifikante.
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Tabel 2. Estimerede behandlingsgennemsnit med en
gennemsnitsorne og en gennemsnitsso med 14
gule legemer
Estimated average of treaiment with an average
boar and an average sow with 14 corp. lut.

antigen antal kuld antal fostre overlevelsesrate %

no. linters no. of survival
embryvos rate %

draebte sedceller 21 12.8 85.1

killed sperms

BSA-L 18 12.5 83.6

lymfocyter 18 11.3 75.1

Ivmfocvies

EDTA-sxdfortyndings-

vaeske 14 12.5 83.6

EDTA-diluter

kontrol 24 12.2 81.6




4 Diskussion

Den foreliggende underspgelse har ikke kunnet
dokumentere en signifikant forbedring af frugt-
barheden efter intrauterin sensibilisering af so-
polte forud for lgbning (Tabel 1). Efter korrekti-
on for antal gule legemer og de anvendte orner
og sger er de fundne forskelle heller ikke signifi-
kante (Tabel 2). Der er dog en tendens til en for-
bedring af frugtbarheden efter sensibiliseringer-
ne. Saledes er der efter behandling med drabte
sedceller konstateret 0,6 flere implanterede fo-
stre/kyld sammenlignet med kontrolholdet.

Den bemarkelsesvardigt lave overlevelses-
rate efter sensibilisering med lymfocyter er i
modstrid med tidligere lignende underspgelser
hos svin (Skjervold et al. 1979; Almid, 1981). En
forklaring kan veere, at lymfocyterne i de norske
undersggelser blev tilsat selve insemineringsdo-
sis. Lymfocyter brugt til svin, som i den forelig-
gehide undersggelse, er ikke tidligere rapporte-
ret: Det er en kendsgerning, at forskellige
antigener.ogsd har fofskellig immuniserende ef-
fekt afhengig af forskellige forhold. Kan antige-
net f.eks. ikke optages gennem slimhinden til de
immunogene omrader, vil den antigene effekt
vere vasentligt ndret. Dette forhold kunne
veete én del af forklaringen pé, at sensibilisering
med lymfocyter havde en noget afvigende ef-
fekt. Tilsyneladende er den sensibiliserende ef-
fekt af lymfocyter stgrst, hvis de settes direkte
til indemineringsdosis (Skjervold et al. 1979;
Almlid 1981), men ud fra et praktisk synspunkt
vil det imidlertid vere nemmere at anvende an-
dre antigener end lymfocyter til denne insemi-
neringsméde.

Mange undersg@gelser har efterhdnden peget
p4, at en eller anden form for modulering af im-
munapparatet er ngdvendig for, at moderdyret
rent immunologisk kan acceptere embryonerne
og en dragtighed gennemfgres, uden at fostre-
ne afstgdes ved en immunreaktion (Beer og Bil-
lingham, 1976). Om den forbedrede frugtbar-
hed, som af og til ses efter immuniseringer,
direkte skyldes immunologiske forhold, eller
ogsd skal tilskrives en forbedring af fostrenes
uterine miljg@, er der ikke nogen entydig forkla-
ring pa endnu. 1 flere undersggelser pd mus er
der f.eks. rapporteret om en gget placentavagt
efter prasensibiliseringer, som kunne skyldes
en sekunder immunologisk effekt, men ogsa
kunne veare resultatet af en almindelig meka-
nisk pavirkning af uterus (Beer og Billingham,
1976). Dette kunne méaske vere forklaringen
pa, at gyltene, som kun blev sensibiliseret med
EDTA-szdfortyndingsvaeske 1 denne under-
spgelse, ogsd udviste en svag forbedring af frug-
barheden sammenlignet med kontrolholdet. En
mulig forbedring i fostrenes forsyning med
neringsstoffer efter de forskellige immuniserin-
ger har imidlertid ikke medfgrt signifikante for-
skelle i1 fostrenes veegt, saledes som det er fun-
det i undersggelser med mindre forsggsdyr
(Beer og Billingham, 1976).

Resultaterne har siledes ikke bekreaftet, at
intrauterin sensibilisering kan medfgre pget
kuldstgrrelse. Yderligere undersggelser er ngd-
vendige for at belyse grundlaget for anvendel-
sen af denne behandlingsteknik.
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5 Konklussion

I den foreliggende undersggelse har intrauterin ~ dingsvaske ikke signifikant kunnet forbedre
infusion af sopolte forud for Igbning med draeb-  frugtbarheden.
te sedceller, BSA-L, lymfocyter eller fortyn-
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Anerkendelser

Forsggsleder, lic.agro. Erik Jgrgensen takkes  sggelsen er udfgrt med gkonomisk stgtte fra
for udfgrelse af de statistiske analyser. Under-  KS-Fonden, Danske Slagterier.
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