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	 Streszczenie
Cel pracy: Celem podjętych badań była analiza występowania i reaktywności przeciwciał przeciwplemnikowych 
w surowicy u niepłodnych osób dorosłych oraz chłopców przed pokwitaniem z wadami w drogach rozrodczych  
w celu określenia trafności doboru metody z wykorzystaniem cytometrii przepływowej.
Materiał i metody: Materiał do badań stanowiły próbki surowic krwi obwodowej od niepłodnych kobiet i mężczyzn 
oraz zdrowych płodnych kobiet i mężczyzn, a także chłopców przed pokwitaniem z wnętrostwem oraz zdrowych 
chłopców. Oznaczenia przeciwciał przeciwplemnikowych wykonywano przy pomocy IDIBT oraz testu pośredniego 
cytometrii przepływowej.
Wyniki: Porównanie poziomów przeciwciał przeciwplemnikowych w próbkach surowic u osób dorosłych, 
oznaczonych techniką cytometrii przepływowej nie wykazało istotnych statystycznie różnic pomiędzy populacją 
płodnych osób zdrowych i populacją osób niepłodnych we wszystkich badanych klasach immunoglobulin. 
Porównanie poziomów przeciwciał przeciwplemnikowych w próbkach surowic od zdrowych chłopców i chłopców  
z wnętrostwem wykazało statystycznie znamienne różnice dla wszystkich badanych klas przeciwciał.
Uzyskano korelację pomiędzy testami IDIBT oraz FCM jedynie w populacji niepłodnych osób dorosłych dla 
przeciwciał przeciwplemnikowych klasy IgG (r=0,507 (p=0,012). Ocena wartości diagnostycznej testu FCM 
wykazała słabsze wartości detekcyjne dla populacji osób dorosłych w porównaniu z wartościami uzyskanymi dla 
populacji chłopców przed pokwitaniem.
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Wstęp
Przeciwciała	 przeciwplemnikowe	 są	 jednym	 z	 głównych	

czynników	odpowiedzialnych	za	wywoływanie	niepłodności	na	
tle	immunologicznym.	Wywierają	one	wpływ	na	proces	sperma-
togenezy,	transport	plemników	w	drogach	rozrodczych,	wzmożo-
ną	fagocytozę,	blokowanie	kapacytacji	plemników	i	reakcji	akro-
somalnej,	interakcję	plemników	z	komórką	jajową	oraz	przebieg	
wczesnych	etapów	rozwoju	zarodkowego	[1].	

U	 mężczyzn	 powstawaniu	 przeciwciał	 przeciwplemniko-
wych	sprzyja	przerwanie	bariery	krew-jądro	oraz	niedobór	czyn-
ników	immunosupresyjnych,	odgrywających	rolę	w	utrzymywa-
niu	 aktywnej	 tolerancji	 wobec	męskich	 komórek	 rozrodczych.	
Innymi	 czynnikami	 sprzyjającymi	 wytwarzaniu	 przeciwciał	
przeciwplemnikowych	u	mężczyzn	są:	przewlekłe	infekcje,	żyla-
ki	powrózka,	wnętrostwo	(kryptorchizm),	podwiązanie	(przecię-
cie)	nasieniowodów	[2].	

U	chłopców	przed	pokwitaniem	brak	jest	dojrzałych	plemni-
ków,	czego	konsekwencją	jest	brak	w	pełni	uformowanej	bariery	
anatomicznej	oraz	stan	nieefektywnej	immunosupresji.	

Najczęstszymi	patologiami	układu	rozrodczego	u	chłopców	
są:	 skręt	 jądra,	 ruchome	 gonady,	 wnętrostwo.	 Stwierdzono,	 że	
wady	anatomiczne	w	męskich	drogach	rozrodczych	mogą	indu-
kować	powstawanie	przeciwciał	 reagujących	z	antygenami	po-
wierzchniowymi	plemników.	Przeciwciała	mogą	być	wykrywane	
w	testach	z	utrwalonymi	antygenami	(test	radioimmunologiczny	
CB-RIA,	 ilościowy	 test	 immunosorbentowy	ELISA).	 Przeciw-
ciała	przeciwplemnikowe	oznacza	się	także	przy	pomocy	pośred-
niego	testu	IBT	(ang.	indirect immunobead binding test;	IDIBT).	
Przy	pomocy	IDIBT	stwierdzono	ich	występowanie	u	ok.	7%	ba-
danych	chłopców	z	patologią	w	drogach	rozrodczych	[3].	

Czynnikiem	sprzyjającym	rozwojowi	 reakcji	 autoimmuno-
logicznej	u	chłopców	przed	pokwitaniem	jest	obniżony	poziom	

testosteronu	oraz	występowanie	w	niedojrzałej	gonadzie	męskiej	
epitopów	o	 reaktywności	krzyżowej	 z	drobnoustrojami	 (powo-
dujących	pierwotne	powstawanie	przeciwciał	w	odpowiedzi	na	
antygeny	inne	niż	plemnikowe).	

Problem	występowania	 przeciwciał	 przeciwplemnikowych	
u	chłopców	przed	pokwitaniem	pozostaje	nadal	kontrowersyjny.	
Istnieją	również	doniesienia	o	braku	występowania	przeciwciał	
skierowanych	 przeciw	 antygenom	 plemnikowym	 w	 tej	 grupie	
wiekowej.	 W	 pracach	 tych	 przeważnie	 stosowano	 test	 IDIBT	
z	wykorzystaniem	żywych	plemników	[4].	

Metody	oparte	na	wykorzystaniu	żywych	plemników	należą	
do	najbardziej	 informatywnych	diagnostycznie	metod	oznacza-
nia	przeciwciał	przeciwplemnikowych.	

Światowa	 Organizacja	 Zdrowia	 (WHO)	 rekomenduje	 do	
oceny	przeciwciał	przeciwplemnikowych	test	IBT	oraz	test	MAR	
(mixed antiglobulin reaction)	[5].

Test	IBT	uważany	za	„złoty	standard”	pozwala	specyficznie	
zidentyfikować	immunoglobuliny	związane	z	powierzchnią	plem-
nika.	W	teście	DIBT	(direct immunobead binding test)	oznaczane	
są	przeciwciała	związane	do	powierzchni	plemników,	natomiast	
test	IDIBT	wykorzystywany	jest	do	oznaczeń	przeciwciał	prze-
ciwplemnikowych	występujących	w	płynach	ustrojowych,	takich	
jak:	surowica,	śluz	szyjkowy,	plazma	nasienna	i	innych	o	ile	są	
dostępne	do	badań.	Pomiary	wykorzystujące	cytometrię	przepły-
wową	(FCM	–	flow cytometry measurement)	do	oceny	przeciw-
ciał	utorowały	sobie	szybki	dostęp	do	aplikacji	diagnostycznych.	
Adaptacja	cytometrii	przepływowej	do	oceny	parametrów	nasie-
nia	miała	miejsce	ponad	20	lat	temu	i	pierwotnie	dotyczyła	oceny	
zawartości	DNA	[6].	

Obecnie	 cytometria	 przepływowa	 znalazła	 zastosowanie	
w	 ocenie	 żywotności	 plemników,	 funkcji	mitochondriów,	 inte-
gralności	akrosomu,	statusu	kapacytacji,	płynności	błony	itp.	[7]. 

Wnioski: Metoda oznaczeń przeciwciał przeciwplemnikowych z wykorzystaniem cytometrii przepływowej spełnia 
kryteria doboru trafności testu dla populacji chłopców przed pokwitaniem, ale nie wydaje się być odpowiednia dla 
populacji osób dorosłych.

 Słowa kluczowe: przeciwciała przeciwplemnikowe / cytometria przepływowa / 
      / niepłodność / chłopcy przed pokwitaniem /  

	 Abstract
Objectives: The aim of the following study was to assess antisperm antibodies in sera samples of infertile men and 
women, as well as from prepubertal boys by means of flow cytometry. 
Material and methods: We tested sera samples of infertile and fertile adult populations, prepubertal boys with 
gonadal disorders and healthy prepubertal boys. The indirect immunobead test and flow cytometry were used to 
detect antisperm antibodies.
Results: The comparison of antisperm antibody levels in sera samples of adult infertile versus healthy controls 
(men and women) evaluated by means of flow cytometry did not reveal statistically significant differences. The only 
significant correlation found were results obtained by IDIBT and FCM for IgG antisperm antibodies for infertile adult 
group (r=0.507, p=0.012). The comparison of antisperm antibody levels in sera samples from prepubertal boys 
revealed statistically significant differences for all tested antibody isotypes. Diagnostic values compared for both 
assays showed markedly better discriminatory ability of flow cytometry for analyzed groups of prepubertal boys 
than for adult populations.
Conclusions: Flow cytometry test may be used to verify antisperm antibody levels in prepubertal boys with 
testicular failures.

 Key words: antisperm antibodies / flow cytometry / infertility / prepubertal boys / 
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							Wykorzystanie	cytometrii	przepływowej	do	oceny	występo-
wania	przeciwciał	przeciwplemnikowych	pozwoliło	na	zobiekty-
wizowanie	metod	immunofluorescencyjnych.	Umożliwiło	ocenę	
dużo	 większej	 liczby	 plemników	 (>10	 000)	 w	 krótkim	 czasie	
w	porównaniu	z	testem	IBT,	w	którym	ocena	dotyczy	zwykle	200	
komórek.	Dodatkowym	atutem	wydaje	się	być	wyeliminowanie	
subiektywnej	oceny	obserwatora(ów)	na	korzyść	komputerowej	
analizy	danych.	Być	może	czynnik	ten	obok	prawidłowego	dobo-
ru	surowic	pacjentów	do	badań	pozwoli	na	rozwiązanie	kontro-
wersji	wokół	występowania	 przeciwciał	 przeciwplemnikowych	
u	chłopców	przed	pokwitaniem.

Cel	pracy
Celem	 podjętych	 badań	 była	 analiza	 występowania	

i	 reaktywności	 przeciwciał	 przeciwplemnikowych	 w	 surowicy	
u	niepłodnych	osób	dorosłych	oraz	chłopców	przed	pokwitaniem	
z	 wadami	 w	 drogach	 rozrodczych	 w	 celu	 określenia	 trafności	
doboru	metody	z	wykorzystaniem	cytometrii	przepływowej.

Materiał	i	metody

Surowica
Materiał	do	badań	stanowiły	próbki	surowic	krwi	obwodo-

wej	pozyskane	od	niepłodnych	kobiet	(n=10)	i	mężczyzn	(n=22),	
płodnych	 kobiet	 (n=6)	 i	mężczyzn	 (n=4),	 chłopców	 przed	 po-
kwitaniem	 z	 wnętrostwem	 (n=33),	 zdrowych	 chłopców	 przed	
pokwitaniem	(n=10).	Wiek	badanych	osób	dorosłych	wynosił	od	
25-44	lat.	Grupę	niepłodnych	kobiet	i	mężczyzn	stanowiły	osoby	
długotrwale	leczone	(2-8	lat)	z	powodu	niepłodności.	

U	 kobiet	 przeprowadzono	 komplet	 szczegółowych	 badań	
ginekologicznych	z	uwzględnieniem	laparoskopii	i	histeroskopii	
(m.in.	prawidłowa	owulacja	oraz	profil	hormonalny,	drożne	jajo-
wody),	wykluczono	endometriozę.	

Wszyscy	 mężczyźni	 posiadali	 prawidłowe	 spermiogra-
my	 (normozoospermią).	 Z	 powodu	 braku	 zdefiniowanej	 przy-
czyny	 niepłodności	 pacjentów	 zakwalifikowano	 do	 grupy	
niepłodności	 małżeńskiej	 z	 niewyjaśnionych	 przyczyn,	 tzw.	 
niepłodności	idiopatycznej.

Plemniki 
Plemniki	stanowiące	źródło	antygenów	plemnikowych	pozy-

skiwano	z	normozoospermicznych	ejakulatów.	Plemniki	badano	
bezpośrednim	testem	z	użyciem	paciorków	poliakryloamidowych	
opłaszczonych	antyglobulinami	(DIBT	–	direct immunobead bin-
ding test) w	celu	wykluczenia	opłaszczenia	autoprzeciwciałami.
Oznaczenia	 poziomu	 przeciwciał	 przeciwplemnikowych	 wy-
konywano	przy	użyciu	 testu	pośredniego	z	użyciem	paciorków	
poliakryloamidowych	 opłaszczonych	 antyglobulinami	 (IDIBT	
–	indirect immunobead binding test)	[4]	oraz	pośrednią	metodą	
oznaczania	przeciwciał	przeciwplemnikowych	w	surowicy	z	wy-
korzystaniem	cytometru	przepływowego.	

Badane	 na	 obecność	 przeciwciał	 przeciwplemnikowych	
próbki	 surowicy	 inkubowano	z	 frakcją	plemników	o	 zachowa-
nym	ruchu	postępowym,	uzyskaną	od	zdrowych	ochotników.

Następnie	 plemniki	 inkubowano	 z	 przeciwciałem	 poliwa-
lentnym	 skierowanym	 przeciw	 ludzkiej	 immunoglobulinie	 A,	
G	 lub	M	 sprzężonym	 z	 fluorochromem	 np.	 FITC	 (fluorescein 
isothiocyanate).	Do	badanej	próbki	plemników	dodawano	jodek	
propidyny	w	celu	eliminacji	odczytu	martwych	komórek.	Ocenie	
poddawano	co	najmniej	25	000	komórek.	

Oznaczenia	wykonano	przy	użyciu	cytometru	przepływowe-
go	firmy	Beckman	Coulter	Cell	Lab	QuantaTMSC	oraz	przeciw-
ciał:	Cell	Lab	Goat	F(ab’)2:	Anti-Human	IgA;	Anti-Human	IgG;		
Anti-Human	IgM;	Anti-Human	Ig(A+G+M).

Obliczenia statystyczne
Obliczenia	 statystyczne	wykonano	przy	pomocy	programu	

STATISTICA	7.	Różnice	statystyczne	pomiędzy	badanymi	grupa-
mi	oszacowano	przy	użyciu	dwóch	testów	nieparametrycznych:	
dla	zmiennych	zależnych	–	testu	Wilcoxona	oraz	dla	zmiennych	
niezależnych	–	testu	U	Manna-Whitneya.	Korelacje	między	bada-
nymi	parametrami	obliczano	wyliczając	współczynnik	korelacji	
rang	Spearmana.	Oznaczeń	wartości	progowych	dokonano	przy	
pomocy	wykresów	krzywej	ROC	(receiver operating curve).

Badania	uzyskały	zgodę	Komisji	Bioetycznej,	a	próbki	po-
chodziły	z	niewykorzystanego	materiału	biologicznego	pozyska-
nego	po	przeprowadzeniu	diagnostyki.

Wyniki
Przy	 pomocy	 testu	 IDIBT	 oznaczono	 przeciwciała	 prze-

ciwplemnikowe	w	surowicy	od	42	osób	dorosłych.	W	próbkach	
surowic	 od	 płodnych	 osób	 dorosłych	 (n=10)	 nie	 stwierdzono	
obecności	przeciwciał	przeciwplemnikowych.	Wśród	surowic	od	
osób	niepłodnych	(n=32)	przeciwciała	przeciwplemnikowe	prze-
kroczyły	wartość	20%	związanych	plemników	w	11	próbkach.	
(Tabela	I).

W	próbkach	surowic	u	zdrowych	chłopców	nie	stwierdzono	
obecności	 przeciwciał	 przeciwplemnikowych.	W	 próbkach	 su-
rowic	od	chłopców	z	wnętrostwem	zanotowano	 trzy	przypadki	
pozytywne	(powyżej	20%)	oraz	dwa	powyżej	10%	związanych	
przeciwciałami.	(Tabela	II).

Oznaczono	 przeciwciała	 przeciwplemnikowe	 w	 próbkach	
surowic	 u	 osób	 dorosłych	 (n=42)	 pośrednim	 testem	 cytometrii	
przepływowej.	Porównanie	poziomów	przeciwciał	w	badanych	
klasach	IgA,	IgG,	IgM	oraz	 łącznie	Ig(A+G+M)	pomiędzy	po-
pulacjami	osób	zdrowych	i	płodnych	(n=10)	wobec	niepłodnych	
(n=32)	nie	wykazało	 istotnych	 statystycznie	 różnic	 (Rycina	1),	
(Tabela	III).

 
Rycina 1. Przeciwciała przeciwplemnikowe oznaczone w populacji osób dorosłych 
testem z wykorzystaniem cytometrii przepływowej. Wyniki reprezentują obliczone 
wartości mediany dla poszczególnych klas immunoglobulin.
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Przeciwciała	 przeciwplemnikowe	 oznaczono	 w	 próbkach	
surowic	od	43	chłopców	przed	pokwitaniem,	przy	pomocy	testu	
cytometrii	przepływowej.	Porównując	poziomy	przeciwciał	uzy-
skane	dla	chłopców	zdrowych	(n=10)	i	chłopców	z	wnętrostwem	
(n=33)	uzyskano	statystycznie	znamienne	różnice	dla	wszystkich	
badanych	klas	przeciwciał.	(Rycina	2),	(Tabela	IV).	

Obliczone	na	podstawie	krzywej	ROC	punkty	odcięcia	dla	
wartości	pozytywnych	(test	cytometrii	przepływowej),	w	popu-
lacji	niepłodnych	osób	dorosłych,	były	generalnie	wyższe	niż	dla	
populacji	chłopców	i	wynosiły:	dla	przeciwciał	klasy	IgA>1,29,	
dla	przeciwciał	klasy	IgG>6,17,	dla	przeciwciał	klasy	IgM>6,52	
oraz	dla	przeciwciał	Ig	(A+G+M)>3,9.	(Tabela	III).	

Obliczone	na	podstawie	krzywej	ROC	punkty	odcięcia	dla	
wartości	 pozytywnych,	 w	 populacji	 chłopców	 przed	 pokwita-

niem,	wynosiły:	dla	przeciwciał	klasy	IgA>2,38,	dla	przeciwciał	
klasy	IgG>1,19,	dla	przeciwciał	klasy	IgM>3,50	oraz	dla	prze-
ciwciał	Ig(A+G+M)>2,42.	(Tabela	IV).	

Porównanie	wyników	 uzyskanych	 przy	 pomocy	 testu	 IBT	
oraz	 FCM	wykazało	 istnienie	 tylko	 jednej	 korelacji	 pomiędzy	
zastosowanymi	testami	tj.	dla	przeciwciał	przeciwplemnikowych	
klasy	IgG	w	populacji	osób	dorosłych,	gdzie	współczynnik	kore-
lacji	rang	Spearmana	wynosił	r=0,507	(p=0,012).	(Rycina	3).

Ocena	wartości	diagnostycznej	 testu	wykrywania	przeciw-
ciał	przeciwplemnikowych	w	populacji	chłopców	przed	pokwi-
taniem	oraz	populacji	osób	dorosłych	wykazała	generalnie	niższe	
wartości	dla	populacji	osób	dorosłych	poza	wartościami	dla	prze-
ciwciał	przeciwplemnikowych	klasy	IgG	w	próbkach	surowic	od	
osób	dorosłych.	(Tabela	V,	tabela	VI).

Tabela I. Przeciwciała przeciwplemnikowe klasy IgA, IgG, IgM oznaczone u osób dorosłych, niepłodnych, testem IDIBT. 

Tabela II. Przeciwciała przeciwplemnikowe klasy IgA, IgG, IgM oznaczone u chłopców z wnętrostwem, testem IDIBT. 

Tabela III. Przeciwciała przeciwplemnikowe klasy IgA, IgG, IgM oznaczone u osób dorosłych, niepłodnych techniką cytometrii przepływowej. 

Tabela IV. Przeciwciała przeciwplemnikowe klasy IgA, IgG, IgM oznaczone u chłopców z wnętrostwem techniką cytometrii przepływowej. 
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Dyskusja
Występowanie	przeciwciał	przeciwplemnikowych	u	chłop-

ców	 z	 wadami	 anatomicznymi	 w	 układzie	 rozrodczym	 (np.	
z	wnętrostwem)	jest	przedmiotem	licznych	doniesień.	

We	wcześniej	opublikowanych	pracach	wskazywaliśmy,	że	
przeciwciała	przeciwplemnikowe	występują	w	populacji	chłop-
ców	przed	pokwitaniem	z	wadami	w	układzie	rozrodczym	[3,	8].	
Obecność	 takich	 przeciwciał	 stwierdzaliśmy	 za	 pomocą	 wielu	
testów	detekcyjnych.	Początkowo	przeciwciała	oznaczano	przy	
pomocy	technik	ELISA	i	radioimmunologicznego	z	utrwalanymi	
antygenami	plemnikowymi	[8].	

W	dalszej	kolejności	przeciwciała	przeciwplemnikowe	wy-
krywano	testami	z	użyciem	żywych	plemników	(IDIBT	i	FCM)	
[3].	Jednocześnie	w	literaturze	przedmiotu	ukazywały	się	publi-
kacje	negujące	występowanie	przeciwciał	przeciwplemnikowych	
u	chłopców	przed	pokwitaniem	[4].

W	 obecnej	 pracy	 przedstawiono	 badania	 wykonane	 przy	
pomocy	cytometrii	przepływowej	walidując	je	wobec	rekomen-
dowanego	przez	WHO	testu	IBT	dla	oceny	przeciwciał	przeciw-
plemnikowych	u	osób	dorosłych.	

Uzyskane	wyniki	oznaczania	przeciwciał	przeciwplemniko-
wych	w	 teście	 rekomendowanym	przez	WHO	 sugerują	wiary-
godne	 oznaczanie	 przeciwciał	 przeciwplemnikowych	 techniką	
IBT	w	populacji	osób	dorosłych	i	brak	zdolności	dyskryminacyj-
nych	tego	testu	dla	populacji	chłopców	przed	pokwitaniem	[4].

Uzyskane	przez	nas	wyniki	 sugerują,	że	pośrednia	metoda	
z	 wykorzystaniem	 cytometrii	 przepływowej	 dobrze	 rozróżnia	
poziomy	przeciwciał	przeciwplemnikowych	w	grupie	chłopców	

przed	 pokwitaniem	 z	 wadami	 anatomicznymi	 w	 drogach	 roz-
rodczych	wobec	 populacji	 zdrowej.	Nie	 jest	 za	 to	wiarygodna	
w	 grupie	 niepłodnych	 osób	 dorosłych	 (brak	 statystycznie	 zna-
miennych	 różnic	 pomiędzy	 grupą	 badaną	 a	 grupą	 kontrolną).	
Karimi	i	wsp.	[9]	także	podjęli	próbę	oceny	poziomów	przeciw-
ciał	przeciwplemnikowych	w	surowicy	przy	pomocy	cytometrii	
przepływowej.	Podobnie	jak	i	w	naszych	badaniach	nie	uzyskali	
oni	korelacji	pomiędzy	poziomami	przeciwciał	klasy	IgA,	G,	M	
a	niepłodnością.	Wskazali	zatem,	że	pośrednia	metoda	FCM	nie	
jest	 użyteczna	 w	 rozróżnieniu	 pomiędzy	 populacją	 dorosłych	
osób	płodnych	wobec	niepłodnych.	

Warto	 zauważyć,	 że	 FCM	 do	 tej	 pory	 nie	 uzyskała	
rekomendacji	 Światowej	 Organizacji	 Zdrowia	 jako	 metoda	
oznaczeń	przeciwciał	przeciwplemnikowych.	Jedną	z	przyczyn	jest	
fakt,	że	nie	wszystkie	rodzaje	przeciwciał	przeciwplemnikowych	
są	 odpowiedzialne	 za	 wywoływanie	 niepłodności.	 Niektóre	
mogą	na	przykład	występować	zarówno	w	populacji	zdrowych	
(płodnych)	jak	i	niepłodnych	osób	[10].

Tabela V. Ocena wartości diagnostycznych testu z wykorzystaniem cytometrii 
przepływowej dla wykrywania AsA w populacji chłopców przed pokwitaniem. 

Tabela VI. Ocena wartości diagnostycznych testu dla wykrywania AsA w populacji 
osób dorosłych. 

 
Rycina 2. Przeciwciała przeciwplemnikowe oznaczone w populacji chłopców przed 
pokwitaniem przy pomocy cytometrii przepływowej. Wyniki reprezentują obliczone 
wartości mediany dla poszczególnych klas immunoglobulin.

 
Rycina 3. Korelacja pomiędzy testem IDIBT i testem pośrednim cytometrii 
przepływowej dla oznaczania przeciwciał przeciwplemnikowych klasy IgG  
w surowicy niepłodnych osób dorosłych (r=0,507; p=o,012).
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Rozpatrując	 dynamiczny	 rozwój	 metod	 diagnostycznych	
związanych	z	wykorzystaniem	cytometrii	przepływowej,	opubli-
kowano	stosunkowo	niewiele	doniesień	dotyczących	zastosowa-
nia	tej	techniki	do	oceny	przeciwciał	przeciwplemnikowych	[11,	
12,	13,	14,	15,	16].	Jedną	z	niewątpliwych	korzyści	wynikających	
z	zastosowania	FCM	jest	możliwość	zwiększenia	liczby	komórek	
poddawanych	ocenie.	W	teście	IDIBT	zwykle	wykonywana	jest	
ocena	200	komórek,	natomiast	w	teście	z	wykorzystaniem	cyto-
metrii	przepływowej	najmniejszą	 liczbą	poddawaną	ocenie	 jest	
15	 000.	 Sam	 pomiar	 dokonywany	 jest	 w	 stosunkowo	 krótkim	
czasie.	Komputerowa	ocena	pozwala	na	pozbycie	się	subiekty-
wizmu	oceny	mikroskopowej.	FCM	daje	też	możliwość	większej	
powtarzalności	badań.	Podobnie	jak	test	IBT,	cytometria	opiera	
się	na	detekcji	przeciwciał	reagujących	z	antygenami	powierzch-
niowymi	żywych	plemników.	Klasyfikacja	izotypów	przeciwciał	
możliwa	jest	w	teście	IBT	jak	i	w	teście	z	wykorzystaniem	cyto-
metrii	przepływowej	(dotyczy	przeciwciał	klasy	IgA,	IgG,	IgM).	
Jednak	jedynie	w	teście	IBT	można	określać	topografię	wiązania	
przeciwciał	do	powierzchni	plemników.	

Przedmiotem	 dyskusji	 pozostaje	 pytanie,	 czy	 przeciwcia-
ła	związane	do	końcowego	odcinka	witki	 są	wykrywane	mniej	
precyzyjnie	w	FCM	od	tych	związanych	z	powierzchnią	główki.	
Przeciwciała	 przeciwplemnikowe	 w	 surowicy	 chłopców	 przed	
pokwitaniem,	w	teście	IDIBT,	są	wykrywane	głównie	w	końco-
wym	odcinku	witki	[3].	Z	kolei	gęstość	antygenów	na	powierzch-
ni	główki	może	być	większa	w	porównaniu	z	witką	i	przez	to	po-
tencjalnie	więcej	przeciwciał	może	wiązać	się	do	główki	plemni-
ka	w	teście	pośrednim	FCM.	Haas	[11]	wskazywał,	że	test	IDIBT	
jest	bardziej	czuły	od	pośredniej	metody	FCM	dla	wykrywania	
niskich	poziomów	przeciwciał	przeciwplemnikowych.	

W	naszych	badaniach	ta	zależność	jest	odwrotna.	Pacjenci,	
u	których	nie	stwierdzono	obecności	przeciwciał	pośrednim	te-
stem	IBT	wykazywali	pewne	poziomy	przeciwciał	przeciwplem-
nikowych	metodą	FCM.	Do	oznaczeń	metodą	FCM	stosowaliśmy	
fragmenty	 F(ab’)2	 poliklonalnych	 przeciwciał,	 wykluczyliśmy	
przez	 to	problem	odczynów	fałszywie	dodatnich	mediowanych	
przez	receptory	Fc	obecne	na	plemnikach.	

Różnice	 związane	 z	 topografią	 wykrywania	 przeciwciał	
w	 teście	 IDIBT	oraz	pośrednim	 teście	FCM	mogą	być	główną	
przyczyną	braku	korelacji	wyników	oznaczeń	przeciwciał	prze-
ciwplemnikowych	uzyskanych	przy	pomocy	tych	dwóch	testów.	
Räsänen	i	wsp.	[17]	zaobserwowali	pozytywną	korelację	między	
pośrednim	testem	cytometrii	przepływowej	i	IDIBT	dla	przeciw-
ciał	klasy	IgG	w	plazmie	nasiennej.	W	naszych	badaniach	rów-
nież	wykazaliśmy	pozytywną	korelację	pomiędzy	 tymi	 testami	
dla	przeciwciał	klasy	IgG	w	surowicy,	jednak	tylko	w	populacji	
osób	dorosłych.	(Rycina	3).

Nie	 uzyskano	 korelacji	 dla	 przeciwciał	 przeciwplemniko-
wych	pozostałych	klas	zarówno	w	populacji	osób	dorosłych	jak	
i	żadnych	korelacji	dla	przeciwciał	przeciwplemnikowych,	ozna-
czonych	 w	 populacji	 chłopców	 przed	 pokwitaniem	 pomiędzy	
stosowanymi	testami.	

Parametry	wskazujące	na	trafność	doboru	testu	detekcyjne-
go	wskazywały	jednoznacznie	na	wyższość	testu	FCM	dla	ozna-
czania	przeciwciał	przeciwplemnikowych	w	populacji	chłopców	
przed	pokwitaniem	w	porównaniu	z	IDIBT.

Diagnostyka	immunologiczna	pomijana	jest	w	algorytmach	
diagnostyczno-terapeutycznych	 niepłodności	 w	 kraju,	 pomimo	
pojawiania	się	wciąż	nowych	faktów	naukowych	[18].	Wiąże	się	

to	z	brakiem	ośrodków	diagnostycznych,	które	chciałyby	wyko-
nywać	procedury	zgodne	z	rekomendacjami	WHO.	

Badania	 metodą	 cytometrii	 przepływowej	 mogłyby	 jed-
nak	 doprowadzić	 do	 upowszechnienia	 diagnostyki	 przeciwciał	
przeciwplemnikowych,	 ze	 względu	 na	 obiektywizm	 i	 prostotę	
pomiaru.	Wiąże	się	to	jednak	z	zakupem	stosunkowo	kosztowne-
go	 instrumentu	 i	 stosownym	przeszkoleniem	personelu.	Dalsza	
walidacja	pomiarów	przeprowadzonych	przy	użyciu	 cytometrii	
przepływowej	wobec	testów	rekomendowanych	przez	WHO	leży	
w	sferze	pilnych	zadań	badawczych	autorów	niniejszej	pracy.	

Wnioski
Metoda	oznaczeń	przeciwciał	przeciwplemnikowych	z	wy-

korzystaniem	 cytometrii	 przepływowej	 spełnia	 kryteria	 doboru	
trafności	 testu	dla	populacji	 chłopców	przed	pokwitaniem.	Dla	
populacji	 osób	 dorosłych	 kluczowym	 będzie	 zdiagnozowanie	
większej	grupy	niepłodnych	osób,	ponieważ	dla	badanej	grupy	
kryteria	doboru	trafności	testu	nie	zostały	spełnione.	

Jednakże	 przeprowadzone	 badania	 dają	 przesłankę,	 że	 nie	
wszystkie	parametry	statystyczne	uda	się	poprawić	poprzez	pro-
ste	zwiększenie	liczebności	grupy,	tak		więc	wnioski	wyprowa-
dzone	z	 toku	przedstawionych	badań	w	aspekcie	detekcji	prze-
ciwciał	 przeciwplemnikowych	 u	 chłopców	 przed	 pokwitaniem	
należy	uważać	za	uzasadnione.	

Pracę przygotowano w ramach realizacji grantu KBN nr 
N406 078 31/3016 oraz NR13 0066 06.
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