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Adopiocjo metody hodowli leukocytów krwi obwodowej
do oceny koriotypu kury
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Prace nad ustaleniem kariotypów ptakow
stały się podstawą do cytogenetycznej charak-
terystyki każdego ich gatunku i określenia po-
limorfizmu wewnątrzgatunkowego, jak również
do identyfikowania odmian mieszańcowych
nieznanego pochodzenia (I,2, 5,9, 77,74).

Badania cytogenetyczne pozwalają ponadto
na wykrycie aberracji chromosomowych, wią-
żących się z występowaniem zaburzeń rozwojr-t
i niektórych wad wrodzonych oraz ze zmianą
podatności lub odporności na różne choroby
(2, 3). Szczegolnie przydatnymi okazują się
badania cytogenetyczne w wyjaśnianiu przy-
czyn śmiertelności zarodków we rvczesnych
okresach rozwoju embrionalnego, zamierania
piskląt w pierwszych dniach po wyięgu (1, 2,
3, 6) oraz zaburzen różnicowania płci osobni-
ków, prowadzących do powstania różnych
stopni interseksualizmu, warunkującego nie
tylko zdolnośc reprodukcyjną osobników, ale
również występowanie korzystnych lub nieko-
rzystnych cech użytkowych.

Na etapie obecnie prowadzonych prac hodo-
wlanych badania cytogenetyczne mogą mieć
praktyczne zastosowanie przy udoskonalaniu,
a nawet tworzeniu nowych odmian o pożąda-
nych dla produkcji cechach reprodukcyjnych
i użytkowych,

Technika hodowli
Jako wstępny etap do właściwych badań cytogene-

tycznych oplacowano metodę hodowli leukocytów w
oparciu o doniesienia wielu autorów (4, 6, 7, B, 9, 10,
13,16).

Krew do hodowli pobierano z żyły skrzydłowej kur-
cząt r,y wieku 8 tygodni. Ogółem wykonano 32 doś-
wiadczenia i założono około 200 hodow]i leukocytów.

W oparciu o plzeprowadzone badania opraco,wano
następujący optymalny schemat hodowli teukocytów
kur in użtro:

1. Pobranie od jednego osobnika 10 ml klwi do
heparynizowanej strzykawki (0,2 ml heparyrry bez do-
datków konserwujących 500 j/ml).

2. Przeniesienie krwi do jałowych nacz_vń zawicra-
jących po 0,2 ml PHA-M.

3. Dokładne wymieszanie i pozostawienie próby z
krwią przez 10-15 min. w celu przyspieszenia agluty-
nacji erytrocytów.

4. Wirowanie krwi przy 300-500 rpm przez 10-
20 min.

5. Zebranie osocza zawierającego leukocytv (liczba
leukocytów w 1 ml powinna wynosić t,S-Z milio-
nów).

6. Dowirowanie prób z krwią przy 1000 rpm przcz
5 m,in. w celu uzyskania surowicy własnej.
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7. Przcniesjenic letlkocytów do mcdium o ;następu-
jącvm składzie:

osocze antologiczne 15(|łl

surowica własna 159i,
L-Glutamina I0||l
płyn Parkera 60Y0
kanamycyna 0,03 ml na m1 medium
PHA-P 0,01 ml na m1 medium

8. Doprowadzenie pFI mcdium do 6,8-7,2 używając
ro;:t$,oru 1N HCl lub 5|/o mieszatliny CO, z powic-
trzem.

9, Przyniesienie 10 m1 medium hodowlirnego do jało-
wych naczyń o pojemności 25 nll i szczelne zamknię-
cic korkami gumo,wymi.

10. Tnkubowanie założonych hodowli przez 48 do
72 godz. w ciepJ.arce, w temperaturze 3BoC (+loc).

11. Dodanie 10-50 pg kolcemidu ,lv objętości 0,2-
0,5 ml/4 m1 medium na 3 godz. przed zakończeniem
okresu inkubacji.

].2. Przeniesienie hodowli leukocytów do probówek
wirówkowych i zr,virowanie przy 1000 rpm przez
5 min.

13. Odrzucenie supernatantu.
14. Dodanie 0,457o roztworu cytrynianu sodu (5-7

mJ.) i inkubowanię pl2ę2 15 min. lv cieplarce, w tem-
peraturze 37oC.

15. Wirowanie prób przy 1000 rpm przez 5 min.
16. Utrwalenie komórek mieszaniną kwasu octowc-

go J,odowatego i metanolu I :3 przez okres 30 min, w
temperaturze 4oC (utrwalenie powtórzyć Z-3-krot-
nie).

17. Zwirowanie próby przy 1000 rpm przez 5 min.
18. Odrzucenie supernatantu.
19. Dodanie 1-5 kropii świeżego utr,walacza i do-

bre wymieszanie osadu.
20. Rozłożenie zawiesiny komórek na odtłuszczone

szkiełka podstawowe i suszenie na powietrzu.
21. Wstępna ocena pleparatów przy użyciu fazokon-

trastu.
22. Barwienie preparatów z dużą ilością dobrze roz-

proszonych mitoz barwnikiem Giemzy, kwaśną orcei-
ną, hematoksyliną żelazistą lub f uksyną karbolową.

23. przykrycie szkiełkami nakrywkowymi prepara-
tów przeznaczonych do fotografowania, montując je
balsamem kanadyjskim.

Stosując opisaną metodę uzyskano w połowie za-
łożonych hodowli preparaty nadające się do oceny
kariotypu Gallus domestźcus. Chromosomy sltlasyfi-
kowano oceniając ich całkowitą długość i lokalizację
centromerów (ryc. 1 i 2).

Przy ocen,ie kariotypów przyjęto system klasyfikacji
według Schoffnera (13).

W płytkach metafazalnych łatwo wyróżnia się 9 pal
makrochromosomów, w tym 8 par autosomór,v i 1 pa-
rę chromosomów płcio,wych.

Grupa A _ 1 i 2 para, duże chromo,somy metacen-
tryczne.

Grupa B - 3 para, średnie chromosorny alrrocen-
tryczne.

Grupa C - 4 para, średnie chromosomy submeta-
ccntryczne.
, Grupa D - 5 para, chromosomy płci ZZ i ZW,
średnie chromosomy metacentrycznc.

Grupa E -- ti i 7 para, małc chromosomy akr,ocen-
tryczne,
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Grupa F - 8 i 9 para, chror^nosomy metacentlycz-
nc, lrudne do rczróżnicnia.

Grupa G - 10-39 para, mikrochronrosomy (ze
względu na wielkość trudno je sklasyfikrwaĆ).

W przeprowadzonych doświadczeniach przcbadano
szereg odczynnikórv i pożywek, badając ich przydat-
rrcść w badaniach cytogenetycznych u kur.

Heparyna - stosor,,,ano heparynę ,,Pol1ia" (przygo-
towaną rł, pracowni przez rozpuszczenie hepar},ny żn
substantźa w jałowym 0,9Yo chlorku sodowym, następ-
nie sterylizowarrą drogą sączenia przez flltry Seitza)
w stężeniu 100 j./ml krwi. Wyższe stężenia powodo-
wały zaburzenia wzrostu komórek aż do całkowii;ego
zahamowania proliferacji i wystąpienia toksycznych
zmian w komórkach.

Jako medium hodowlane stosowano płyn Parkera
(rnedium 199) produkcji Lubelskiej Wytwórni Suro-
\i/ic i Szczepionek. Płyn Parkera wzbogacano autolo-
giczną surowicą kurzą, bądż też autologicznym oso-
czem kurzym w i].ości 25-300/o oraz L-glutaminą
0,3 mg/m1, Medium to stanowiło najodpowiedniejszą
pożywkę, w której uzyskiwano najwyższe indeksy mi-
totyczne hodowanych leukocytów (1,6-20/o/godz. kol-
cemidu). Stosując pł5,n Hanksa 1ub płyn Parkera bez
glutaminy uzyskiwano hodowle o niższym indeksie
tnitotycznych, rvskutek tego trudniejsze do oceny ka-
riotypu.

Jako osłonę antybiotykową stosc,wano l<arramyc5,nę
rv dawce 30 Ltg/ml hodowli. Dobre rvyniki uzl.skirvano
równicż stosując pcnicylinę 100 j/ml I strepiomycynę
1 1ł§/ml. Przy tej osłonie antybiotykowej zakażerria
hodowli zdarzały się sporadycznie i nie przelrracza-
ły 10ó.

Stymulacji mitoz dokonywano następującymi pre-
paratami mitogennymi:

a) fazeoliną (otrzymywaną w Zakładzie rvedług nc-
tody podanej przez Razavi'ego (12),

b) PH-P (Difco),
c) PHA (lVellcome).
Z wymienionych stymulatorów najlepsze wyniki rv

przeliczeniu na godzinę ,inkubacji z kolcenidem uzy-
skiwano przy użyciu PHA-P (2,3olo) oraz PHA ,,Well-
come" (1,2896). I{odowle stymulowane fazeoliną wy-
kazywały bardzo niskie indeksy mitotyczne (0,35-
0,50klgodz. kolcemidu). We wszystkich doświadcze-
niach stosowano kolcemid (Ciba) w stężeniu 0,2-
5,0 płglml. Kolcemid stosowano w różnych okresach
czasu, w przedziale od 1-4 godz. Z naszych obserwa-
cji wynika, że wystarczającą liczbę podziałów uzy-
skuje się już po 2 Eodz, działania preparatu. Średnie
wartośc,i indeksów mitotycznych zamykały się w gra-
nicach 1,6-2,3%/godz. kolcemidu. Indeksy mitotyczne
po upływie 4 godz. były o 540lo ntższe i wynosiły śred-
nio 0,410/o/godz. kolcemidu. Stosowanie dłuższych okre-
sów inkubacji powodowało złe rozproszenie i brak
wyrazistości figur podziałowych. Podobny efekt złego
rozproszenia chromosomów jak również ztracztrego ich
obkurczenia -występował pod wpływem zwiększonego
stężenia kolcemidu (5 pglml).

Wprowadzono również szereg odmian kończenia ho-
dowli zmieniając roztwory hipoton,iczne i utrwalacze.
Przetestowano następujące roztwory hipotoniczne:
chlorek potasu 0,075 M, cytrynian sodu 0,459o, suro-
wicę własną z wodą destylowaną w stosunku 1 : ?
oraz medium hodowlane również rozcieńczone wodą
destylowaną w stosunku 1 : ?. Najlepsze efekty roz-
proszenia chromosomów uzyskano stosując 0,450lo cy-
trynian sodu. W wyniku stosowania pozostałych roz-
tworów hipotonicznyclr obserwo,wano gorsze rozpro-
szenie chromosomów. Jest to zgodne z poprzednimi
doniesieniami stosowania roztworów hipotonicznych
w hodowlach limfocytów drobiu (9, 10, 13, 14).

Ocena przytlatności hodowli leukocytów do barlafr
chromosomów ptasiclr

Hodowlę można uznać za przydatną do ana-
lizy garnituru chromosomowego, jezeli w pre-
palatach można znależć około 50 dobrze roz-

szczegóły budowy chromosomów są rł;ystarcza-
jąco wyrażne (15, 16).

Wartości indeksów mitotycznych uzyskir,va-
lle W przeplowadzonych doŚwiadczeniach wa-
hały się w granicach 1,6-2,30/o/godz. kolcemi-
du, co odpowiada średnim wartościom indeksu
mitotycznego leukocytów w hodowlach krwi
człowieka (15). Wartości te odpowiadają wyżej
wymienionym wymogom i są wystarczające do
przeprowadzenia analizy chromosornów.

W hodowlach, w których indeks mitotyczny
jest nizszy niż l0/o/godz. kolcemidu, występujc
baldzo mało mitoz i są one z Tegiy słabo roz-
proszone, Łak, Że o,cena kariotypu jest utrud-
niona lub wręcz niemożliwa. Należy w takim
przypadku hodowlę powtórzyć.

Stwierdzono również, ze mimo stosowania
standardowych warunków doświadczalnych
uzyskuje się zmienne wartości indeksów mito-
tycznych dla hodowli kończonych w tym sa-
mym czasie. Spowodowane jest to szeregiem
czynni,ków związanych z plzeprowadzeniem
hodowli, jak i osobniczo zmtenną kinetyką ocl-
działywania komórek na PHA. Szczyt mito-
Iyczny przypada w hodowlach leukocytów kut
między 48-72 godz. hodowli (10, 14, 16). W
większości przypadków najlepsze wyniki uzy-
ski,uvano kończąc hodowlę w 48 godz. Niemniej
iednak w niektolych wypadkach wskazane jest
liończenie hodow]i zalówno w 48 jak i 72 godz.,
celem uchwycenia opoźnionego szczytu mito-
tycznego. W szeroko zakrojonych badaniach
cytogenetycznych możnaby jako regułę suge-
rować kończenie hodowli w tych dwóch ter-
minach, co z jednej strony pozwala na uzyska-
nie odpowiednich wartości indeksów mitotycz-
nych dla hodowli w wypadku przesunięcia się
szczytu mitotycznego, z drugiej zaś strony sta-
nowi dodatkowe zabezpieczenie w przypadku
niepowodzenia hodowli kończonej w pierwszym
tcrminie.
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IITo oTBetlaeT cpeAHŁM BeJIrlltilHaNI Ml4ToTrlqecKoro ilH-
4exca neńxoqrrToB B KyJlL,Typax KpoBr{ TIeJIoBer<a, 3u..t
Be jIŁtlIĄHLI .HBJ-I,fl loTc,fl ,qocTaToqHE Il\IĄ AJI'Ł npoBeAeHrrł
a}IaJll3a xpoMocoM rł rł4enrrr$r,ll(aq],1I,1 xpoMocoMoRL]x
tr6eppaqlłit.

Swiderska M., Stalzmann W. M. - Aclaptation of pc-
ripheral bloocl lcrrkocytt, t,rr!l,urc tcłlhnitlrrc fłlr !rcn
karyotype analysis.

Peripheral blood leukocyte culture techtrique can
be fully adapted for hen karyotype analysis. Ihe va-
1ue of mitotic ind,ices obtained in the experiments was
1-.6-2.30/oihr, calcemide. These values corresponded to
the mcan values of nitotic indices of leukocytes in
hLttnan blood cultures. Thc obtained values suffice
for analysis of chromosonres and studies cn chrorno-
some abberatjons.

FluoLoGlA l PATOLOGIA RoZRODU
ORAZ SZTU CZNE UNASIENIANIE

JoZF'F RO\{ANIUK

Bodonio nod występowoniern torbielowotości jojników
u krów w gospodorstwoch wielkostodnych

7,7,^kla(lI1 FiZiopatologii lloZLo(lu i I]lsclrlillilcji Illst_vltltrl 1.i'c].(,rvnarii ocjdZiał \v RydHosZczy

Zaburzcniem reprodukcyjnym, które stano-,,vi jedną z częstych przycz:rn niepłodności
krów mlecznych i którego występowanie uwa-
runkowane jest zarówno dyspozycją dziedzicz-
ną jak również i czynnikami zewnętrznymi są
torbiele jajnikowe (1, 9, 21). Panujące u nas
,,warunki hodowlane" 

- ą mianowicie inten-
sywna selekcja zmierzająca do poprawy dzieI-
ności użytkowej krów, przy nie ząwsze nadą-
żającej poprawie warunków zywieniow5lch,
stwarzają svtuację r,vzmożonei podatności na
zachorowania.

W poprzednich naszych wieloletnich bada-
niach (20) przeprowadzonych w 6 oborach
rvie]kostadnych wykazaliśmy, ze schorzenie to
występowało średnio po 13,10/o wycieleń, a w
niektórych gospodarstwach wskaźnik ten był
bliski 17Yo. Częstotliwośó występowania torbie-
Iowatości jajników uwarunkowana była tyiko
w nieznacznym stopniu wysokością produkcji
mlecznei, natomiast istotną rolę odgrywało ży-
wienie i warunki środowiskowe. Przeprowa-
dzone badania wykazały również, że w obser-
wowanym pogłowiu w okresie 10 letnich ob-
serwacji dało się zauważyć zwiększenie zacŁto-
rowalności na torbielowatość jajników nie-
współmierne do zwiększenia wyd"a;ności mlecz-
nej krów. Fakt ten skłonił nas do kontynuo,wa-
nia badań nad występorvaniem torbie]owatości
iajników u krów przez okres następnych 5-ciu
lat. Badaniami tymi postanowiliśmy objąć
znacznie większy i bardziej zróżntcowany pod
względem wydainości tnlecznej mateliał zwic-
TZęCY.

Matei,iał i metody

Badania przeplorłladzono na 219B klorłlach rasy ncll
Loztlieszczot,lych rv 1() ol.)rll,itch nalc,zncyc]l c]O g()Sp()-

darstw ttspolecznionych. Zwietzętił te bl,ły pod nad-
zol,em aLltofil pI,zez okles od 4-14 lat. Wetelynaryjrra
opicka nad 1,ozrodem polegała na comiesięcznej kon-
tlo1i reprodukcji ri,, ollorach. rv czasie l<tórej przepro-
tt,adzano badarrie na ciążę, badarrie nalządór,v rozrod-
czych lrró,w podejrzanych o niepłodność oraz leczenie
sztuk niepłodnych. Niezaleźnie od tego prowadzono
systematyczne ]eczenie zaburzeń układu r.ozrodczego
lv okresie poporoclorł,ym, Obsel,r,rlacje objęły łącznie
6463 cykle rozrodcze.

Diagnozę schorzenia ustalano na podstawie badania
zewnętrznego i rverł,nętrznego narządórv rodnych oraz
zachor,vania płciowego lrrowy. Za klo\Ą,ę dotkniętą tor-
bielorvatością uznawano taką. u której strvierdzano na
jednym lu'b obu iajnikach obecność torbieli przy rór.r.-
noczesnej atonii macicy oraz za]lutzeniach cyklu płcio-
\\rego w postaci stalego popędu płciowego, występo-
rr;anie rui w niel,egularrrych odstępach czasu lub cał-
korvitym braku popędu płciowego, Zwracano także
uwagę na takie objarvy jak zwiotczenie r,viązadeł
1irzyżowo-kolcorł,o-guzorvych, fajkowate odsadzenie na-
sady ogona oraz cl-rarakterystyczny wypływ z dróg
roclnych w postaci silnie opalizującego śluzu.

W analizie rvyników przeprowadzonych badań nie
u\Ą/zględniano podziału torbieli na pęcherzyliowe, lu-
teinolve oraz ciałlra żólLego.

Wyniki i omówienie

Przeprowadzone badania wykazały, że w
kontrolcwanym pogłowiu tor;bielowatość jajni-
ków była zjarviskiem dość częstym. W grupie
2198 krów poddanych wieioletniei obserwacji
667 (30,3%) sztuk wykazało to zaburzenie re-
produkcyjne, z tego 533 sztuki jeden raz, 10B

- dwa razy, 23 
- trzy razy t 3 krou,y 4-ro

krotnie wykazały to schorzenie w okresie swe-
$o życia. Wskaźnik krów, u których zdiagnozo-
wano torbielowatość jajników kształtował się
różnie w poszczególnych oborach - od 15,6ło
w oborze A do 46,70lo w oborze F, W omawia-
nei grupie krów torbiele jajnikowe \Mystąpiły
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