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ΝΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ. 1983. Τ. 34. τ. 3 

ΕΝΑ ΒΕΛΤΙΩΜΕΝΟ ΤΕΣΤ ΓΙΑ ΤΗ ΔΙΕΙΣΔΥΣΗ ΤΩΝ 
ΣΠΕΡΜΑΤΟΖΩΑΡΙΩΝ ΣΤΗΝ ΤΡΑΧΗΛΙΚΗ ΒΛΕΝΝΗ 

Α.Κ. ΚΑΡΑΠΑΝΝΙΔΗΣ* 

AN IMPROVED CERVICAL MUCUS PENETRATION TEST 

Α.Κ. KARAGIANNIDIS 

S U M M A R Y 

A simple and rapid procedure for following the migration of spermatozoa in bovine cervical 
mucus, incorporating some of the advantages of the «coverslip» and «capillary tube» methods, is 
described. The method measures reproducibly the following parameters: penetration depth, densi­
ty, degree and duration of motility, and it permits, at the same time, a morphological examina­
tion of the spermatozoa. 

Using this method it was found that at 37°C bovine spermatozoa migrate in the cervical 
mucus of the oestrus cow at a constant rate, with a mean velocity of 58.0 ± 1.25μΑεο. The 
sperm migration rate at 30 C, and even more so at 37°C, was higher than at 22°C. There was a 
good correlation between velocity registered after 5,10 and 15 min. The coefficient of variation 
ranged from 2.7 to 21.9; higher values were recorded in samples with low rate of sperm penetra­
tion. Individual variability between samples of semen and cervical mucus was evident. Freezing 
and storing of cervical mucus at -30' C for one month did not alter the results of the penetration 
test. Dilution of semen of good motility to 30 X 107ml did not affect the readings. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Οί δύο κυριότεροι τύποι των μεθόδων πού χρησιμοποιούνται για τήν in vitro μέτρηση τοΰ 
ρυθμού διείσδυσης και μετακίνησης των σπερματοζωαρίων μέσα στην τραχηλική βλέννη είναι 
ή μέθοδος της «καλυπτρίδας» (Kurzrok & Miller, 1928, 1932) καί ή μέθοδος τοΰ «τριχοειδή σω­
λήνα» (Lamar et al., 1940). 

Στή μέθοδο τής καλυπτρίδας τοποθετείται πάνω σέ μια άντικειμενοφόρο πλάκα μια σταγόνα 
σπέρματος καί δίπλα της μια σταγόνα τραχηλικής βλέννης. Οί δύο σταγόνες έρχονται σ' επαφή 
μέ τήν τοποθέτηση πάνω σ' αυτές μιας καλυπτρίδας καί στή συνέχεια ή περιοχή επαφής τής 
τραχηλικής βλέννης καί τοΰ σπέρματος εξετάζεται σ' ένα μικροσκόπιο γιά να διαπιστωθεί ή 
διείσδυση των σπερματοζωαρίων μέσα στην τραχηλική βλέννη. Τροποποιήσεις τής μεθόδου αυ­
τής έχουν γίνει αρκετές (Guard, I960· Berner & Krell, 1970· Beck, 1971· Moghissi, 1972). 

Στή μέθοδο τοΰ τριχοειδή σωλήνα τραχηλική βλέννη καί σπέρμα άναρροφώνται διαδοχικά 
μέσα σ' δνα τριχοειδή σωλήνα, αφήνοντας μεταξύ τους μια μικρή φυσαλίδα αέρα. Στή συνέ­
χεια, εξετάζεται στο μικροσκόπιο ή στήλη τής τραχηλικής βλέννης γιά νά διαπιστωθεί ό ρυ­
θμός τής διείσδυσης καί τής μετακίνησης των σπερματοζωαρίων μέσα σ' αυτήν. Καί γιά τή μέ-

* Κέντρο Τεχνητής Σπερματέγχυσης και Νοσημάτων 'Αναπαραγωγής Διαβατών Θεσσαλονί­
κης. 
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θοδο αύτη υπάρχουν αρκετές τροποποιήσεις (Schwartz & Zinser, 1955· Botella-Llusia, 1956-
Kremer, 1965· Hagen, 1968- Carlborg, 1969· Kesserü & Larranaga, 1971· Reichman et al., 
1973). Ή τροποίηση πού χρησιμοποιείται συχνότερα είναι εκείνη πού έγινε άπό τον Kremer 
(1965). 

Σέ κάθε in vitro μέθοδο προσδιορισμού της διείσδυσης των σπερματοζωαρίων μέσα στην 
τραχηλική βλέννη επιδιώκεται ή εξασφάλιση δύο βασικών απαιτήσεων: (1) να είναι ή μέθοδος 
απλή και νά απαιτεί δχι πολύπλοκες συσκευές και (2) τά αποτελέσματα νά είναι ποσοτικά καί 
μέ μεγάλη έπαναληψιμότητα. Σκοπός τής παρούσας εργασίας ήταν νά αναπτυχθεί μια απλή καί 
γρήγορη στην εκτέλεση μέθοδος, στην οποία νά είναι δυνατή ή μέτρηση τοΰ ρυθμού διείσδυ­
σης τών σπερματοζωαρίου μέσα στην τραχηλική βλέννη μέ τή βοήθεια μιας φθηνής συσκευής", 
νά δίνει δμ(ος ή μέθοδος αυτή ακριβή καί μέ μεγάλη έπαναληψιμότητα αποτελέσματα, τά όποια 
νά έπιδέχοονται στατιστική ανάλυση. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Τραχηλική βλέννη 

Ή τραχηλική βλέννη συλλεγόταν άπό αγελάδες πού βρίσκονταν σέ οί­
στρο μέ τή βοήθεια ενός καθετήρα τεχνητής σπερματέγχυσης. Ή είσαγωγή 
τοΰ καθετήρα στο εξωτερικό στόμιο του αύλοΰ τοΰ τραχήλου γινόταν μέ τον 
ϊδιο τρόπο δπως καί στην τεχνητή σπερματέγχυση, ή δέ συλλογή τής τραχη­
λικής βλέννης γινόταν μέ αναρρόφηση. Δείγματα τραχηλικής βλέννης πού πε­
ριείχαν κολπικό περιεχόμενο ή αίμα απορρίπτονταν. Τέλος, τα δείγματα τής 
τραχηλικής βλέννης χρησιμοποιοΰνταν είτε αμέσως μετά τή συλλογή τους, εί­
τε μετά άπό συντήρηση τους μέσα σέ μικρούς πλαστικούς σωλήνες σέ -30°C. 

Σπέρμα 

Συλλογή σπέρματος. Τό σπέρμα συλλεγόταν μέ τή βοήθεια τοΰ τεχνητού κόλ­
που μια φορά τήν εβδομάδα άπό ταύρους φυλής Holstein τοΰ Κέντρου Τεχνη­
τής Σπερματέγχυσης καί Νοσημάτων Αναπαραγωγής Διαβατών Θεσσαλονί­
κης, πού χρησιμοποιούνταν στο πρόγραμμα Τεχνητής Σπερματέγχυσης, ηλι­
κίας 3-5 ετών. 

Δείγματα σπέρματος μέ πυκνότητα μικρότερη τών 50 Χ 106/ml, ζωτικότη­
τα μικρότερη τών 50% καί κινητικότητα μικρότερη τοΰ 3 (αυθαίρετη κλίμακα 
0-5) ή ποσοστό μορφολογικά φυσιολογικών σπερματοζωαρίων μικρότερο τών 
60%, θεωρήθηκαν ως μή φυσιολογικά καί δέ χρησιμοποιήθηκαν. Τό χρονικό 
διάστημα μεταξύ σπερματοληψίας καί εκτέλεσης τοΰ τεστ διείσδυσης τών 
σπερματοζίοαρίων στην τραχηλική βλέννη δέν ξεπερνούσε τή μισή ώρα. 
Αραίωση του σπέρματος. Ή αραίωση τοΰ σπέρματος γινόταν μέ αραιωτικό 
πού περιείχε 2,42% Tris, 1, 36% κιτρικό οξύ, 1% φρουκτόζη καί 20% κρόκο 
αύγοΰ, pH 6,9. 

Περιγραφή τής συσκευής 

Ή συσκευή, πού επινοήθηκε καί χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά στην 
εργασία αυτή, φαίνεται διαγραμματικά στο σχήμα 1. Αποτελείται άπό μια άν-
τικειμενοφόρο πλάκα, πάνω στην οποία τοποθετούνται τέσσερες πλαστικές κά-
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ΓΙλαστυλίνη 

ιλλητική τ α ι ν ί α 

Πλαστική κάψα 

Στρόγγυλο άκρο 

Επίπεδος τ ρ ι χ ο ε ι δ ή 
πλαστικός σωλήνας 

Αντικειμενοφορος 
π λ άκα 

Επίπεδο άκρο 

Σχήμα 1. 
Σχεδιάγραμμα της συσκευής για τή διείσδυση τών σπερματοζωαρίων στην τραχηλική βλέννη. 

ψες με στρόγγυλο πυθμένα, μήκους 1 cm και διάμετρο 5 mm και τέσσερες ε­
πίπεδοι πλαστικοί σωλήνες, μήκους 8cm. Στην αρχή, τοποθετούνται πάνω 
στην άντικειμενοφόρο πλάκα οί πλαστικές κάψες με τή βοήθεια κολλητικής 
ταινίας διπλής οψης, πάχους 0,11 mm. Στις κάψες αυτές θά τοποθετηθεί το 
σπέρμα. Στή συνέχεια, τοποθετούνται πάνω στην άντικειμενοφόρο πλάκα και 
παράλληλα προς τή μικρή πλευρά της δύο παχύτερες λουρίδες άπό τήν ίδια 
κολλητική ταινία, ή πρώτη lem άπό τό άνοιγμα τών πλαστικών καψών καί ή 
δεύτερη 1 cm άπό τό αντίθετο άκρο τής άντικειμενοφόρου πλάκας. Κατόπιν, 
τοποθετούνται πάνω σ' αυτές τις λουρίδες καί παράλληλα προς τή μεγάλη 
πλευρά τής άντικειμενοφόρου πλάκας οί τέσσερες επίπεδοι πλαστικοί σωλή­
νες. Οί σωλήνες αυτοί παρασκευάσθηκαν άπό διαφανή «μίνι» πλαστικά σωλη­
νάρια άπό πολυβινυλική αλκοόλη, μήκους 13,3 cm καί χωρητικότητας 0,25 
ml, πού χρησιμοποιούνται για τήν παρασκευή καταψυγμένου σπέρματος. Ένα 
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τμήμα 8 cm του σωληνάριου αύτοΰ πιέζεται ανάμεσα σέ δύο θερμά μεταλλικά 
πλακίδια, γιά να αποκτήσει επίπεδη επιφάνεια κατά τέτοιο τρόπο, ώστε νά α­
φήσει ένα τμήμα 1 cm μέ στρόγγυλη επιφάνεια στο ένα άκρο του. Μέ τον 
τρόπο αυτό δημιουργούνται επίπεδοι τριχοειδείς πλαστικοί σωλήνες, πού ό 
καθένας τους έχει χωρητικότητα 0,043 ± 0,001 ml. Τέλος, ή βαθμολογία τής 
άντικειμενοφόρου πλάκας σέ κλίμακα εκατοστών γίνεται μέ ένα ύαλογραφικό 
μολύβι. 

'Εκτέλεση του τεστ 

Τό τεστ διείσδυσης τών σπερματοζωαρίων στην τραχηλική βλέννη εκτε­
λείται ως έξης: Στην αρχή άναρροφάται μέσα σέ κάθε επίπεδο τριχοειδή πλα­
στικό σωλήνα τραχηλική βλέννη αγελάδας πού βρίσκεται σέ οίστρο. 

Γιά τό σκοπό αυτό, ό πλαστικός τριχοειδής σωλήνας συνδέεται μέ τό 
στρόγγυλο άκρο του μέ μια σύριγγα πού φέρει σπειροειδές ελατήριο καί ένα 
περιστρεφόμενο κοχλία γιά τή μετακίνηση του εμβόλου τής σύριγγας. Στή συ­
νέχεια, τό επίπεδο άκρο του τριχοειδή πλαστικού σωλήνα εμβαπτίζεται μέσα 
στην τραχηλική βλέννη, πού έχει προηγουμένως τοποθετηθεί πάνω σέ μιά άν-
τικειμενοφόρο πλάκα καί μέ περιστροφή τοΰ κοχλία αρχίζει ή αναρρόφηση 
τής τραχηλικής βλέννης μέ αργό ρυθμό, γιά νά μή σχηματισθούν φυσαλίδες 
αέρα, πού θά μπορούσαν νά διακόψουν τή συνέχεια τής στήλης τής τραχηλι­
κής βλέννης. Μόλις γεμίσει ό τριχοειδής σωλήνας, αποσυνδέεται άπό τή σύ­
ριγγα καί τό στρογγυλό άκρο του φράσσεται μέ πλαστυλίνη. Ή τραχηλική 
βλέννη πού προεξέχει άπό τό άκρο τοΰ πλαστικού σωλήνα, κόβεται μέ ψαλίδι. 
Κατόπιν, αφού μέ μιά πιπέττα Pasteur έχει τοποθετηθεί σπέρμα στις πλαστικές 
κάψες, τό ελεύθερο άκρο τών τριχοειδών πλαστικών σωλήνων, πού είναι γε­
μάτοι μέ τραχηλική βλέννη, εμβαπτίζεται μέσα στο σπέρμα. Ή συσκευή, πού 
αποτελείται τώρα άπό τέσσερες επίπεδους πλαστικούς τριχοειδείς σωλήνες μέ 
τραχηλική βλέννη καί τέσσερες πλαστικές κάψες μέ σπέρμα, επωάζεται σέ μιά 
καθορισμένη θερμοκρασία (συνήθως 37°C ή θερμοκρασία δωματίου). Ή ανά­
γνωση τοΰ τεστ γίνεται σέ καθορισμένα χρονικά διαστήματα, χρησιμοποιών­
τας τήν κλίμακα τής άντικειμενοφόρου πλάκας γιά νά διαπιστωθεί ό βαθμός 
τής διείσδυσης καί τής μετακίνησης τών σπερματοζωαρίων μέσα στή στήλη 
τής τραχηλικής βλέννης. Καθόλη τή διάρκεια τοΰ τεστ ή άντικειμενοφόρος 
πλάκα βρίσκεται πάνω στή θερμαινόμενη πλάκα τοΰ μικροσκοπίου καί ή μικ­
ροσκοπική εξέταση γίνεται στην αρχή μέ τή μικρή μεγέθυνση (100Χ) καί μετά 
μέ τή μεγάλη (400Χ). 

Σέ κάθε τεστ καταγράφεται ή απόσταση σέ εκατοστά πού διανύθηκε άπό 
τα πιο προχωρημένα σπερματοζωάρια σέ 5,10 καί 15 λεπτά μετά τήν αρχική 
επαφή τοΰ σπέρματος καί τής τραχηλικής βλέννης. Κάθε τεστ εκτελείται είς 
διπλούν ή τριπλούν γιά νά υπολογισθεί ό μέσος δρος. Ή δπαρξη παθητικής 
μεταφοράς ακίνητων σπερματοζωαρίων, λόγω τών τριχοειδών δυνάμεων, μπο­
ρεί νά ελεγχθεί μέ τή χρησιμοποίηση σπέρματος, τοΰ οποίου τα σπερματοζωά­
ρια έχουν χάσει τήν κινητικότητα τους μέ θέρμανση (60°C γιά μιά ώρα). 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

1. Μετακίνηση και μέση ταχύτητα των σπερματοζωαρίων ταύρου μέσα στην 
τραχηλική βλέννη 

Με τή μέθοδο, πού περιγράφηκε παραπάνω, προσδιορίσθηκε σε 236 δείγ­
ματα τραχηλικής βλέννης αγελάδας ή απόσταση πού διανύθηκε άπό τα σπερ-
ματοζο)άρια ταύρου και από αυτήν υπολογίσθηκε ή μέση ταχύτητα τους. 

Ή απόσταση πού διανύθηκε άπό τά σπερματοζγάρια σέ 10 λεπτά και θερ­
μοκρασία 37°C ήταν κατά μέσο δρο 3,5 ± 0,08 cm και ή μέση ταχύτητα τους 
ήταν 58,0 ± 1,25 μ/sec. 

2. Παράγοντες πού επηρεάζουν το τεστ διείσδυσης των σπερματοζωαρίων 

Θερμοκρασία. Τό τεστ διείσδυσης των σπερματοζωαρίων εκτελέσθηκε είς τε-
τραπλοΰν σέ θερμοκρασία 22°, 30° καί 37°C μέ τή βοήθεια θερμαινόμενης 
τράπεζας μικροσκοπίου, χρησιμοποιήθηκαν δέ καί στις τρεις θερμοκρασίες τα 
ίδια δείγματα τραχηλικής βλέννης καί σπέρματος. Συνολικά χρησιμοποιήθη­
καν τριάντα δείγματα τραχηλικής βλέννης καί τά αποτελέσματα, πού φαίνον­
ται στον πίνακα ΙΑ, έδειξαν δτι ή μέση ταχύτητα των σπερματοζωαρίων τού 

ΠΙΝΑΚΑΣ 1. 

Παράγοντες πού επηρεάζουν τό τεστ διείσδυσης των σπερματοζωαρίων 

Παράγοντας 

Α. Θερμοκρασία (0°C) 
22 
30 
37 

Β. Χρόνος (min) 
5 

10 
15 

Γ. Συντήρηση της τραχηλικής 
βλέννης (ημέρες) 

0 
10 
20 
30 

Δ. 'Αραίωση του σπέρματος 
Ά να paiono 
'Αραιωμένο 1:2 

1:4 
1:8 
1:16 
1:32 

'Απόσταση πού 
διανύθηκε 

(cm/10 min) 

1.1+0,13 
2,6±0,18*** 
3,7±0.15*** 

1.6±0,07 
3.3 ±0.17*** 
4.7±0,27*** 

4.2+0,16 
3,6±0,17 
3,9+0.14 
3.8+0.14 

4.1 ±0,04 
4.2+0.04 
4.0±0.05 
4.1 ±0,04 
4.1+0,06 
4,3 ±0,04 

Μέση ταχύτητα 
(μ/sec) 

18,3+2,17 
43,3 + 3.00*** 
61,7±2.50*** 

53.3±2.33 
55.0±2,83 
52.2±3,00 

70,0±2,67 
60,0±2,83 
65,0±2,33 
63.3±2,33 

68,3±0,67 
70,0±0,67 
66,7±0,83 
68,3±0,67 
68,3 ±1,00 
71.7±0,67 

Οι παραπάνω τιμές είναι ό Μέσος Όρος + Τυπικό Σφάλμα, άπό τριάντα επαναλήψεις γιά κάθε 
παράγοντα. 

*** Ρ <0.00Ι (Σημαντική διαφορά άπό τις τιμές στους 22°C καί 5 min. αντίστοιχα). 
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ταύρου μέσα στην τραχηλική βλέννη ήταν μεγαλύτερη στους 37°C και γι' αυ­
τό σ' δλους τους μετέπειτα πειραματισμούς τό τεστ διείσδυσης τών σπερματο-
ζο)αρί(ον έγινε στη θερμοκρασία αυτή. 

Χρόνος. Σέ τριάντα δείγματα τραχηλικής βλέννης εκτελέσθηκε το τεστ διεί­
σδυσης τών σπερματοζωαρίων μέ σπέρμα γόνιμων ταύρων. Ή επώαση γινό­
ταν σέ 37°C για 15 λεπτά και ή απόσταση πού διανυόταν άπό τα σπερματο-
ζο)άρια καταγραφόταν κάθε 5 λεπτά. Στή συνέχεια, υπολογίζονταν οί συντελε­
στές συμμεταβολής, θεωρώντας τό χρόνο ώς ανεξάρτητη μεταβλητή. Οί μέσες 
τιμές ± τυπικό σφάλμα γιά τήν απόσταση πού διανύθηκε άπό τα σπερματο­
ζωάρια σέ 5, 10 και 15 λεπτά ήταν 1,6±0,05, 3,3+0,17 και 4,7±0,27 εκατο­
στά, αντίστοιχα (πίνακας IB). 

Οί συντελεστές συμμεταβολής κυμάνθηκαν άπό 0,98 ώς 1,00, πράγμα πού 
σημαίνει δτι ό ρυθμός μετακίνησης τών σπερματοζωαρίων μέσα στην τραχηλι­
κή βλέννη ήταν σταθερός. Ή κλίση τής γραμμής συμμεταβολής διέφερε άπό 
δείγμα σέ δείγμα τραχηλικής βλέννης. Οί τιμές γιά τήν απόσταση πού διανύ­
θηκε άπό τά σπερματοζωάρια στό πρώτο, δεύτερο καί τρίτο 5λεπτό ήταν σχε­
δόν οί ϊδιες καί γι' αυτό ή γραμμή συμμεταβολής ήταν σχεδόν ευθεία. 
Συντήρηση της τραχηλικής βλέννης. Ή επίδραση τής συντήρησης τής τραχη­
λικής βλέννης πάνα) στό τεστ διείσδυσης μελετήθηκε μέ τον ακόλουθο τρόπο: 
Σέ τριάντα δείγματα τραχηλικής βλέννης, αμέσως μετά τή συλλογή τους, χρη­
σιμοποιήθηκε μικρή ποσότητα βλέννης γιά νά γίνει τό τεστ διείσδυσης τών 
σπερματοζωαρίων. Ή υπόλοιπη ποσότητα τής τραχηλικής βλέννης μοιράσθη­
κε σέ μικρά δείγματα, πού διατηρήθηκαν μέσα σέ μικρά πλαστικά σωληνάρια 
σέ θερμοκρασία -30°C. Τά δείγματα αυτά αποψύχθηκαν μετά άπό διάφορα 
χρονικά διαστήματα καί χρησιμοποιήθηκαν γιά τό τεστ διείσδυσης τών σπερ­
ματοζωαρίων. Γιά κάθε δείγμα τραχηλικής βλέννης χρησιμοποιήθηκε ό Ιδιος 
σπερματοδότης ταύρος. Τά αποτελέσματα, πού φαίνονται στον πίνακα 1Γ, Ε­
δειξαν δτι ή συντήρηση τής τραχηλικής βλέννης μέσα σέ μικρά πλαστικά σω­
ληνάρια σέ -30°C γιά Èva μήνα δέν αλλοίωσε τό ρυθμό μετακίνησης τών 
σπερματοζωαρίων. 
Πυκνότητα του σπέρματος. Τριάντα δείγματα τραχηλικής βλέννης καί τριάντα 
δείγματα σπέρματος μέ πυκνότητα περίπου ΙΟ9 σπερματοζωάρια/ml χρησιμο­
ποιήθηκαν γιά τόν έλεγχο αυτό. Στην αρχή, γιά καθένα άπό τά δείγματα τής 
τραχηλικής βλέννης εκτελέσθηκαν τεστ διείσδυσης τών σπερματοζωαρίων μέ 
άναραίωτο σπέρμα. Στή συνέχεια, τό σπέρμα αραιώθηκε 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 καί 
1:32 μέ αραιωτικό πού περιείχε 2,42% Tris, 1,36% κιτρικό οξύ, 1% φρουκτό-
ζη καί 20% κρόκο αύγοΰ, pH 6,9 καί εκτελέσθηκαν τεστ διείσδυσης τών 
σπερματοζοοαρίων μέ τίς αραιώσεις αυτές του σπέρματος, είς τετραπλοΰν. Τά 
αποτελέσματα, πού φαίνονται στον πίνακα 1Δ, Εδειξαν δτι ή αραίωση του 
σπέρματος άπό τήν αρχική πυκνότητα τών ΙΟ9 σπερματοζωαρίων/ml μέχρι 
τήν πυκνότητα τών 30X1 OVml δέν επηρέασε τή διείσδυση τών σπερματοζωα­
ρίων μέσα στην τραχηλική βλέννη. 
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3. Έπαναληψιμότητα του τεστ 

Για να έλεγχεί ή έπαναληψιμότητα του τεστ, χρησιμοποιήθηκαν σαράντα 
οκτώ διαφορετικά δείγματα τραχηλικής βλέννης. Σέ κάθε δείγμα εκτελέσθηκαν 
πολλαπλά τεστ διείσδυσης (5,2±0,43) μέ το Γδιο δείγμα σπέρματος και κατα­
γράφηκε ή απόσταση πού διανύθηκε άπό τα σπερματοζωάρια μέσα στην τρα­
χηλική βλέννη σέ 10 λεπτά καί σέ θερμοκρασία 37°C. Μέ βάση τις τιμές πού 
πάρθηκαν υπολογίσθηκε ό συντελεστής παραλλακτικότητας (100 Χ τυπική ά-
πόκλιση/μέσος δρος) για κάθε δείγμα τραχηλικής βλέννης χωριστά (Bancorft, 
1957). Ό συντελεστής παραλλακτικότητας (9,3±0,87) κυμάνθηκε άπό 2,7 ώς 
21,9 καί ήταν μικρότερος στά δείγματα εκείνα, πού ό ρυθμός μετακίνησης των 
σπερματοζωαρίων ήταν μεγάλος (r=-0,77). 

4. Διακύμανση του τεστ μεταξύ των δειγμάτων της τραχηλικής βλέννης και 
των δειγμάτων του σπέρματος. 

Σέ καθένα άπό πενήντα δύο δείγματα τραχηλικής βλέννης εκτελέσθηκε 
τεστ διείσδυσης των σπερματοζωαρίων μέ διαφορετικά δείγματα σπέρματος 
(5,0± 1,40). Κάθε τεστ γινόταν είς τριπλούν καί υπολογιζόταν ό μέσος δρος. 
Ή απόσταση πού διανύθηκε άπό τα σπερματοζωάρια σέ 10 λεπτά ήταν κατά 
μέσο δρο 3,3+1,19 cm. Ή ανάλυση τής παραλλακτικότητας Εδειξε δτι υπήρ­
χαν σημαντικές διαφορές δχι μόνο μεταξύ των δειγμάτων τής τραχηλικής 
βλέννης, άλλα καί μεταξύ των δειγμάτων του σπέρματος (Ρ<0,001). 

5. 'Ακρίβεια του τεστ 

Για νά ελεγχθεί ή ακρίβεια του τεστ πού περιγράφηκε παραπάνω, χρησιμο­
ποιήθηκαν τριάντα έξ δείγματα τραχηλικής βλέννης. Σέ κάθε δείγμα τραχηλι­
κής βλέννης εκτελέσθηκαν συγχρόνως δύο τεστ, μέ τό Γδιο δείγμα σπέρματος, 
τό πρώτο σύμφωνα μέ τή μέθοδο πού περιγράφηκε στην εργασία αυτή καί τό 
δεύτερο σύμφωνα μέ τή μέθοδο τοϋ Kremer (1965). Καί τά δύο τεστ Εγιναν σέ 
θερμοκρασία 37°C, είς διπλούν καί καταγράφηκε ή απόσταση πού διανύθηκε 
άπό τά σπερματοζωάρια σέ 10 λεπτά, για νά υπολογισθεί ή μέση ταχύτητα 
τους. 

Ή απόσταση πού διανύθηκε άπό τά σπερματοζωάρια σέ 10 λεπτά καί ή 
μέση ταχύτητα τών σπερματοζωαρίων ήταν στην παρούσα μέθοδο 3,85±0,18 
cm καί 64,17±3,00 μ/sec καί στή μέθοδο του Kremer ήταν 3,86±0,18 cm καί 
64,33±3,00 μ/sec. Φαίνεται καθαρά δτι τό νέο τεστ Εδωσε τίς ίδιες τιμές μέ 
τήν κλασσική μέθοδο του Kremer. 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Σκοπός τής παρούσας εργασίας ήταν νά αναπτύξει μια απλή, ακριβή καί 
αξιόπιστη μέθοδο για τήν εκτίμηση τής in vitro διείσδυσης καί μετακίνησης 
τών σπερματοζωαρίων μέσα στην τραχηλική βλέννη αγελάδων πού βρίσκον­
ται σέ οίστρο. Άφορα μόνο τά φυσιολογικά σπερματοζωάρια. Ή συμπεριφορά 
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τών παθολογικών σπερματοζωαρίων ήταν πέρα από το στόχο της παρούσας 
διερεύνησης. 

Το τεστ πού περιγράφεται στην εργασία αύτη ενσωματώνει αρκετά χρήσι­
μα χαρακτηριστικά τών μεθόδων της «καλυπτρίδας» και του «τριχοειδή σωλή­
να». Επιπλέον, είναι απλό, γρήγορο και φθηνό στην εκτέλεση καί δίνει έπανα-
λήψιμα αποτελέσματα. Συγχρόνως είναι απαλλαγμένο άπό μερικά μειονεκτή­
ματα τών παραπάνω μεθόδων. 

Ή φυσική κατάσταση της τραχηλικής βλέννης, δσον άφορα τήν ένδομικ-
κυλιακή κατασκευή καί τα μεταξύ τών μικκυλίων διαστήματα, πού είναι γεμά­
τα με τά χαμηλού ΐξώδους συστατικά της, διατηρείται αναλλοίωτη με τήν α­
ναρρόφηση της βλέννης μέσα στον τριχοειδή χώρο τών επίπεδων πλαστικών 
σο)λήνο)ν. Ή ποσότητα τής τραχηλικής βλέννης πού απαιτείται για Ενα τεστ 
είναι σχετικά πολύ μικρή (0,043+0,001 ml). Tò πάχος καί τό μήκος τής στή­
λης τής τραχηλικής βλέννης μέσα στον τριχοειδή χώρο τών πλαστικών σωλή­
νων επιτρέπει τήν πλήρη παρακολούθηση τών μετακινούμενων σπερματοζωά­
ριο) ν. Ή εγκάρσια τομή τής στήλης τής τραχηλικής βλέννης διατηρείται στα­
θερή καί ή ύπαρξη μιας λεπτής καί μέ αρκετό μήκος στήλης τραχηλικής βλέν­
νης επιτρέπει καλύτερη εκτίμηση του ρυθμού μετακίνησης τών σπερματοζωα­
ρίων. Ή εστίαση πάνω στα σπερματοζωάρια μέσα στον τριχοειδή χώρο γίνε­
ται εύκολα, γιατί τό τοίχωμα του πλαστικού σωλήνα είναι επίπεδο καί τό πά­
χος τής στήλης τής βλέννης μέσα σ' αυτόν δέν είναι εξαιρετικά μεγάλο. Ώ ς 
έκτούτου, ή παρακολούθηση τής μετακίνησης τών σπερματοζωαρίων δέν πε­
ριορίζεται μόνο στην περιφερική τραχηλική βλέννη, πού βρίσκεται κοντά στο 
τοίχο)μα του σωλήνα. Μέ τή χρησιμοποίηση τής μεγάλης μεγέθυνσης μπορεί 
νά γίνει ακριβής καταμέτρηση τοΰ αριθμού τών σπερματοζωαρίων καί νά 
προσδιορισθεί εύκολα ή μορφολογία καί τό είδος τής κίνησης τών σπερματο­
ζωαρίων. 'Επιπλέον, στό τέλος κάθε τεστ μπορεί νά κοπεί ô πλαστικός σωλή­
νας σέ διάφορα τμήματα, καθιστώντας Ετσι δυνατή τή σύγκριση τών διαφόρων 
παραμέτρων τοΰ τεστ στις διάφορες μοίρες τής στήλης τής τραχηλικής βλέν-
νης.Τέλος, τά αποτελέσματα είναι ποσοτικά καί μπορούν νά υποβληθούν σέ 
στατιστική ανάλυση. 

Ή μέση ταχύτητα τών σπερματοζωαρίων τοΰ ταύρου μέσα στό σπερματι­
κό πλάσμα ή σέ φυσιολογικό ορό (110-114 μ/sec) είναι σημαντικά μεγαλύτερη 
άπ' δ,τι στην τραχηλική βλέννη τής αγελάδας (Rothchild, 1953· Baker et al., 
1957· Moberg, 1959· Tampion & Gibbons, 1962, 1963). Στην τραχηλική 
βλέννη ή προώθηση τών σπερματοζωαρίων είναι βραδύτερη, επειδή ή αντί­
σταση πού συναντούν έκ μέρους τής ΐξώδους βλέννης είναι μεγαλύτερη. Ή 
τραχηλική βλέννη είναι μιά ίδιόμορφη ΐξώδης καί ελαστική ήμιστερεά πηκτή, 
πού αποτελείται άπό £να πυκνό δίκτυο γλυκοπρωτεϊνικών νημάτων, τά όποια 
είναι έτσι διευθετημένα, ώστε £να σπερματοζωάριο νά μή μπορεί νά κινείται σέ 
τυχαίες κατευθύνσεις, δπως συμβαίνει σ' ένα υγρό διάλυμα, άλλα νά είναι ύ-
ποχρείομένο νά ανοίγει τό δρόμο του κατά μήκος τών προκαθορισμένων ϊσιων 
καί στενών καναλιών, πού σχηματίζουν τά μικκύλια τών γλυκοπρωτεϊνών. 

Οί Tampion καί Gibbons (1962) βρήκαν δτι ή ταχύτητα μέ τήν οποία με-
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τακινοϋνται τα σπερματοζωάρια τοϋ ταύρου μέσα στην τραχηλική βλέννη της 
αγελάδας είναι κατά μέσο δρο 55,6 μ/sec, με ένα εύρος 37, 6-70, 5, ένώ ό Ve-
ser (1969) ανέφερε ένα εύρος 26, 7-70, 8 μ/sec. Τα αποτελέσματα της εργα­
σίας αυτής (58,0+1,25 μ/sec) βρίσκονται σέ συμφωνία με τις παραπάνω τιμές. 

Κάτω από τις συνθήκες πού περιγράφονται σ' αυτήν τήν εργασία, ή μέση 
ταχύτητα των σπερματοζωαρίων στο πρώτο, δεύτερο καί τρίτο 5λεπτο ήταν 
σχεδόν ή ίδια, αυτό δε φαίνεται καί άπό το γεγονός δτι ή καμπύλη συμμετα-
βολής τοϋ ρυθμού μετακίνησης καί του χρόνου ήταν σχεδόν ευθύγραμμη. 

Ό συντελεστής παραλλακτικότητας του τεστ σ' ένα δείγμα τραχηλικής 
βλέννης πιθανόν νά αντικατόπτριζε τη διακύμανση τής ομοιογένειας τής τρα­
χηλικής βλέννης. Ό συντελεστής αυτός Ετεινε νά είναι μεγαλύτερος, δταν ό 
ρυθμός μετακίνησης των σπερματοζωαρίων ήταν χαμηλός. Έξαλλου, κατά κα­
νόνα, ό μεγαλύτερος ρυθμός μετακίνησης των σπερματοζωαρίων εμφανίζεται 
σέ δείγματα τραχηλικής βλέννης πού συλλέγονται κατά τή διάρκεια τής φά­
σης του ώοθυλακίου καί τά οποία είναι περισσότερο ομοιογενή άπ' δ,τι στα 
άλλα στάδια του ωοθηκικού κύκλου (Odeblad, 1969). 

Τό γεγονός δτι παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στις τιμές του τεστ 
μεταξύ των δειγμάτων τής τραχηλικής βλέννης καί μεταξύ των δειγμάτων του 
σπέρματος ενισχύει τήν άποψη δτι ή ίκανότητα των σπερματοζωαρίων νά 
διεισδύουν μέσα στην τραχηλική βλέννη εξαρτάται δχι μόνο άπό τήν ποιότη­
τα τής τραχηλικής βλέννης, άλλα καί άπό τήν ποιότητα του σπέρματος. 

Ή ακρίβεια τής μεθόδου πού χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία ε­
λέγχθηκε μέ τήν κλασσική μέθοδο τοϋ Kremer (1965) καί βρέθηκε δτι είναι 
πολύ μεγάλη. 

Τό γεγονός δτι οί ίδιότητες τής τραχηλικής βλέννης δέν μεταβλήθηκαν 
μετά άπό συντήρηση της σέ -30°C μέσα σέ μικρούς πλαστικούς σωλήνες, εί­
ναι πολύ σπουδαίο, γιατί καθιστά δυνατή τήν εκτέλεση τοϋ in vitro τεστ σ' ο­
ποιοδήποτε χρόνο καί τή μελέτη των ημερήσιων μεταβολών τής τραχηλικής 
βλέννης. Οί κυκλικές μεταβολές τής τραχηλικής βλέννης μπορούν νά μελετη­
θούν εύκολα μέ τή χρησιμοποίηση δειγμάτων πού συλλέγονται κάθε ήμερα 
για μια ή δύο εβδομάδες καί νά έξετάζωνται αργότερα δλα μαζί συγχρόνως. 

Άπό τά πειράματα πού έγιναν στην εργασία αυτή βρέθηκε δτι τά διάφορα 
δείγματα σπέρματος έδειξαν διαφορετικούς ρυθμούς μετακίνησης τών σπερμα­
τοζωαρίων στο Γδιο δείγμα τραχηλικής βλέννης. Οί διαφορές αυτές δέν μπορεί 
νά οφείλονται στην πυκνότητα τοϋ σπέρματος, γιατί ακόμα καί αραίωση τοϋ 
σπέρματος σέ 30Χ 107ml δέν επηρέασε τήν διείσδυση καί τήν μετακίνηση τών 
σπερματοζωαρίων μέσα στην τραχηλική βλέννη. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Περιγράφεται ένα απλό και γρήγορο στην εκτέλεση in vitro τεστ για τήν 
εκτίμηση τοϋ ρυθμού μετακίνησης τών σπερματοζωαρίων τοϋ ταύρου μέσα 
στην τραχηλική βλέννη αγελάδας πού βρίσκεται σέ οίστρο. Ή μέθοδος αυτή, 
πού παρουσιάζει μερικά άπό τά κυριότερα πλεονεκτήματα τών μεθόδων τής 
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«καλυπτρίδας» και του «τριχοειδή σωλήνα», μετρά με μεγάλη έπαναληψιμότη-
τα τις ακόλουθες παραμέτρους: απόσταση πού διανύθηκε άπό τά σπερματο­
ζωάρια, πυκνότητα των σπερματοζωαρίων πού διείσδυσαν μέσα στην τραχηλι­
κή βλέννη, είδος και διάρκεια κινητικότητας των σπερματοζωαρίων και συ­
γχρόνους επιτρέπει τή μορφολογική εξέταση των σπερματοζωαρίων. 

Χρησιμοποιώντας τή μέθοδο αυτή διαπιστώθηκε δτι στους 37°C τά σπερ-
ματοζ(οάρια τού ταύρου μετακινούνται μέσα στην τραχηλική βλέννη αγελάδας 
πού βρίσκεται σέ οίστρο μέ σταθερό ρυθμό και με μία μέση ταχύτητα 
58,0± 1,25 μ/sec. Ό ρυθμός μετακίνησης των σπερματοζωαρίων στους 30°C 
και ακόμα περισσότερο στους 37°C, ήταν μεγαλύτερος άπ' δτι στους 22°C. 
Υπήρχε μιά μεγάλη συσχέτιση μεταξύ των ταχυτήτων του πρώτου, δεύτερου 
και τρίτου 5λέπτου. Ό συντελεστής παραλλακτικότητας κυμάνθηκε άπό 2,7 
ώς 21,9, ήταν δε μεγαλύτερος στα δείγματα εκείνα της τραχηλικής βλέννης 
στα όποια ό ρυθμός διείσδυσης και μετακίνησης των σπερματοζωαρίων ήταν 
χαμηλός. Σημαντικές διαφορές παρατηρήθηκαν Οχι μόνο μεταξύ των δειγμά­
των τής τραχηλικής βλέννης, άλλα και μεταξύ των δειγμάτων του σπέρματος. 
Ή κατάψυξη καί ή συντήρηση τής τραχηλικής βλέννης στους -30°C για ένα 
τουλάχιστον μήνα δεν αλλοίωσε τά αποτελέσματα τού τεστ διείσδυσης των 
σπερματοζωαρίου. Τέλος αραίωση τού σπέρματος μέ καλή κινητικότητα μέχρι 
καί 30X106/ml δέν επηρέασε τά αποτελέσματα του τεστ. 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

1. Bancorft, Η., (1957). Introduction to Biostatistics, Hoeber-Harper, New 
York. 

2. Baker, F.N., Cragle, R.G., Salisbury, G.W and Vandemark, N.L., (1957). 
Spermatozoan velocities in vitro. Fertil. Steril. 8: 149-155. 

3. Beck, K.J., (1971). Cervikale Factoren als Ursache der Sterilität. Gyneko-
logia (Basel) 33: 141-147. 

4. Berner, D. and Krell, L., (1970). Der in vitro Penetrationtest, eine zusätzli­
che Untersuchungsmethode in der Fertilitätsdiagnostik. Derm. Mschr. 156: 
46-51. 

5. Botella-Llusia, J., (1956). Measurment of linear progression of the human 
spermatozoa as an index of male fertility. Int. J. Fertil. 1: 113-130. 

6. Carlborg, L., (1969). Determination of sperm migration rate in small sam­
ples of cervical mucus. Acta Endocr. Copench. 62: 732-746. 

7. Guard, H.R., (1960). New technic for sperm-mucus penetration tests using 
a hemocytometer. Fert. Steril. 11: 392-398. 

8. Hagen, Η., (1968). Zur Verbesserung der Diagnostic bei fuctioneller Sterili-
taät durch einen Sperma-Aszensiontest. Z. Gynaek. 90: 1181-1184. 

9. Kesserü, E. and Larranaga, Α., (1971). In vitro sperm migration in the 
human cervical mucus with different contraceptive methods. Contraception, 
3: 195-208. 



—253— 

10. Kremer, J., (1965). A simple sperm penetration test. Inter. J. Fertil. 10: 
209-215. 

11. Kurzrok, R. and Miller, E.G., (1928). Biochemical studies of human semen 
and its relationship to mucus of the cervix uteri. Amer. J. Obstet. Gynec, 
15: 56-72. 

12. Kurzrok. R. and Miller, E.G., (1932). Biochemical studies of human se­
men. III. Factors affecting migration of sperm through the cervix. Amer. J. 
Obstet. Gyn., 24: 19. 

13. Lamar, J., Shettles, L. and Delfs, E., (1940). Cyclic penetrability of human 
cervical mucus to spermatozoa in vitro. Amer. J. Physiol, 129: 234-241. 

14. Moberg, R., (1969). Changes in cervical mucus smears from ovariectomi-
zed heifers treated with sexual hormones. XVIth Int. Vet. Congr., Madrid, 
Bd. 11: 937-938. 

15. Moghissi, K.S., (1972). The function of the cervix in fertility. Fertil. Steril., 
23: 295-306. 

16. Odeblad, E., (1969). Types of human cervical mucus secrition. Acta 
Europ. Fertil. 1: 99-116. 

17. Reichman, J., Insler, V. and Serr, D., (1973). A modified in vitro sperma­
tozoa penetration test. Int. J. Fertil, 18: 232-240. 

18. Rothschild, L., (1953). A new method of measuring sperm speeds. Nature, 
171: 512-513. 

19. Schwartz, R. and Zinnser, H.H., (1955). Some factors modifying sperm 
progression. Fertil. Steril., 6: 450-458. 

20. Tampion, D. and Gibbons, R. Α., (1962). Swimming rate of bull sperm. 
Nature, 194: 695. 

21. Tampion, D. and Gibbons, R.A., (1963). Swimming rate of bull spermato­
zoa in various media and the effect of dilution. J. Reprod. Fertil, 5: 259-
275. 

22. Veser, Α., (1969). Über physikalische, chemische und biologische Eigen­
schaften der Zervikalsekrete von Rindern, Vet. med. Diss., München. 



ΛΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ. 1983, Τ. 34, τ. 3 

ΤΟ ΠΡΟΒΑΤΟ ΤΗΣ ΚΑΡΥΣΤΟΥ 

Λ. ΑΝΑΓΝΩΣΤΟΥ* 

Σκοπός της μελέτης αυτής ε?ναι ή περιγραφή μιας φυλής προβάτων πού 
εκτρέφεται στο νότιο τμήμα τής επαρχίας Καρυστίας, συγκεκριμένα σε 24 χω­
ριά γύρω άπο την Κάρυστο, και αριθμεί 55.000 περίπου πληθυσμό. 

* Δ/νση Κτην/κής Εύβοιας. 
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Μορφολογικα χαρακτηριστικά: Είναι πρόβατο μικρόσωμο πού διακρίνεται 
για τήν ανθεκτικότητα του έναντι των καιρικών συνθηκών και του περιβάλ­
λοντος. 'Ανήκει στον τύπο του ορεινού προβάτου είναι μακρύουρο και άνα-
μικτόμαλλο. Κεφαλή μικρή προσηρμοσμένη στο σώμα του. 

Οί κριοί φέρουν ανεπτυγμένα και ίσχυρά ελικοειδή κέρατα και ελάχιστα 
είναι μή κερασφόρα. Οί προβατίνες σέ ποσοστό 15% περίπου φέρουν κέρατα 
(κρύτες) κατευθυνόμενα προς τα εμπρός. Τα αυτιά είναι μικρά και φέρονται 
προς τα πλάγια καί οριζόντια. Υπάρχει και μικρός αριθμός χωρίς αυτιά (τσού­
λα). Τό επιρρίνιο είς μεν τους κριούς είναι ελαφρά κυρτό, είς δε τις προβατί­
νες ευθύ. Ό τράχηλος, είναι βραχύς καί δεν καλύπτεται άπό ανεπτυγμένες 
μυϊκές μάζες. Ή Ράχη στενή καί άσαρκο στήθος, στενό μέ ΰψος άκρωμίου 
0,56-0,58 στίς προβατίνες, 0,60-0,62 είς τους κριούς, Ισχία επικλινή, μαστός 
σφαιρικός. 

Χρωματισμός: Χρωματισμός λευκός μέ πρόσωψη ερυθρά καστανή αμφί­
πλευρη (μπούτσικα) ή μέ στίγματα έρυθρό-κίτρινα διάσπαρτα σέ δλη τήν 
πρόσωψη (κάτσινα) ή καί ολόκληρη ή κεφαλή έρυθρή-καστανή (κοκκίνικα). 
Έπεκτίνεται ό ίδιος χρωματισμός στα άκρα καί κοιλιά τα όποια είναι γυμνά έ-
ρίου καί στίς τρεις περιπτώσεις. 

'Αποδόσεις: Ό τοκετός γίνεται κατά τους μήνες Νοέμβριο-Δεκέμβριο μέ 
ένα επί τό πλείστον έμβρυο τό όποιο ζυγίζει 2-2,5 χιλγρ. κατά τη γέννηση 
του. Σέ ηλικία 50 περίπου ημερών οί αμνοί σφάζονται μέ μέσο βάρος κρέατος 
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6 χιλγρ. ή άπογαλακτίζονται προς πάχυνση, οπότε καί σφάζονται σέ ηλικία 7-
8 μηνών μέ μέσο βάρος κρέατος 12-14 χιλγρ. 

'Από σφάγια προβάτων ζυγισθέντα στά Δημ. Σφαγεία Χαλκίδος το μέσο 
βάρος σέ κρέας κυμαίνεται άπό 16 £ως 19 χιλγρ., ένώ στους κριούς 20 Εως 24 
χιλγρ. Ή παραγωγή έρίου φθάνει περίπου τό £να χιλγρ. Το πρόβατο της Κα­
ρύστου εκτρέφεται περισσότερο γιά τή γαλακτοπαραγωγή πού ανέρχεται άπό 
70-80 χιλγρ. σέ κάθε άλμεκτική περίοδο. 

Εκτροφές: Οί εκτροφές είναι ποιμενικής μορφής καί αριθμούν άπό 30 Εως 
1000 κεφαλές, μέ μέσο Ορο περί τις εκατό κεφαλές. 
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