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l{ccłeAoBaurrff IIo KI{cTo3HoMy nopa-
xleHrIN) ffItlIHI{ItoB y KoI}oB B KpynHblx cKoToBoArIec-
xtłx xo3gftcrnax.

Mrłoronetrrlre Ha6nro4eHra B AecETr{ cKoTHbIx ,qBo-
pax c yqeTou 6463 noJIoBBIx Ił]4KJIoB y 2198 r<opon

ycTaHoBvIJIlĄ y 66? xopos (30,30/o) KrfcTo3uoe nopax<eH]łe
ErII:WK)B. B cpegrłeu KIlcTbI flrrqHr,IKoB IIo,EBrlJI]4cL,
npw 73o/o or6ron. flprsrrarz HzuQovarrr 3aperrlcTprf-
poBaJIŁ ToJIbKo s 71,7oh cJIyIłaeB. Y 439 xopoe (5230k)
nopaxreu 6ux npansrż Ew|f:avIK, a y 2B7 (34,2%) lesuż;
ABycTopoHHee fiopax<eHr{e ,HI4IJHLIKoB nsrcrynuuo y 114
xopos (13,6Yo). 3a6ołeBaHrle TIaIqe Bcelo B 53,2ulo loa-
BJIfiJIocb Mex(Ay 61 a 150 AHeM ĘocJle orćra. Asrop
noAtrepKr{BaeT, qTo KrlcTo3Hoe lIoparKeHile,fiIlTlHr{KoB
.HBJIfleTcff qacroż npwlwIloń 6ecnro4rra rł esr6paxosxlł
KopoB I43 cra4a; 51,57o nrr6paronarłrrblx KopoB cTa-
:noBLlJIlĄ KopoBLT, 6onr,Hnre KrłcTo3HbIM rropax<eHileM
§Iug,TluKoB.

Rornaniuk J. _ The investigations on the incidence
cf ovarian cysts in cows at large farms.

The investigations of 6463 reproductive cycles in
2198 cows at 10 farms carried out through many
years showed that 667 (30.39o) cows were affected
with ovarian cysts. They occurred on the average
following 13.0ło of parturitions. The symptoms of
,nymphoma,ntia appeared only in 11.70/o of cases. In 439
(52.30/o), 2B7 (34.2olo) and 114 (13.69o) animals ovarian
cysts were found on the right, left and both ovaries,
respeclively. The d,isease occurred most frequently
between 61-150 days after parturition; in this period
ovarian cysts were found in 447 (53.20lo\ animals. The
disease was the main cause of disposal of cows due
to infertility, 51.5% of cows culled as sterile were
affected by ovarian cysts;

ZDZISLAW SMORĄG

tałków lodu wewnątrz lub w otoczeniu zamTa-
żanych komórek jajowych. Najbardziej war-
tościowy wynik pochodzący z tego okresu uzy-
skali Ferdows i wsp. (2). Zamrażali oni zapłod-
nione jaja królicze według następującej proce-
dury: pr m zarodk
browane lu w rozt
przez 7a +zoc. Z
ibywało się w trzecll etapach, a poszczegó]ne
etapy różniły się szybkością schładzania. W

emp. *ZoC do , szyb-
Wynosiła 1oC/1 w dru-

15oc do -30oC tempe-
loC/min., a,w etapie

zamtażania od -35oc do -79'C schładzanie
odbywało się w tempie loc/2,5 min. Zamrożo-
ne do tej temperatury komórki jajowe były
przechowywane w zestalonym COr. Rozmraża-
nie następowało w temperaturze pokojowej.
Skuteczność zamrażania oceniano na podstawie
transplantacji. Transplantowano 65 zaro,dków
ośmiu samicom, z którycll u dwu stwierdzo,no
dalszy Tozwój zarodków. U jednej samicyt) Praca wykonana W ramach problemu 132-E.
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Konserwocio komórek jojowych w niskich

temperoturoch+)

z zakładu Fizjologii Rozrodu i sztucznego Unasieniania Instytutu zootechniki, Balice k. Krakowa

Badania na,d zamrażaniem komórek jajo-
wych datują się od 1776 r., kiedy Spallanzani
zamtażając jaj o temp. 

-50oCuzyskiwał po przechowywa-
niu ich norfiIa za 7). Data ta
otwiera pierwszy okres w historii zamtażania
komórek jajowych trwający do 1949 r. ,czyli do
odkrycia osłaniającej roli glicer,olu przy za-
mrażaniu. W okresie tym stwierdzono, że ko-
mórki jajowe są bardziej wrażliwe na uszko-
dzenia w czasie obniżania temperatury niż
plernniki. Stwierdzono po,nadto zróżnicowaną
odporność na schł komórek jajowych
różnych gatunków t, m. in. wykazano,
że 7aja niektórych pasożytów i owadów dob-
rze znoszą mrożenie. Po odkryciu osłaniającej
roli glicerolu w procesie zamrażania piemni-
ków, próby zastosowania tego związku do kon-
serwacji komórek jajowych przyniosły stosun-
kowo jeszcze rrrało zachęcające rezultaty. Po-
wodem niepowodzeń były Iiczne strukturalne
uszkodzenia przypisywane tworzeniu się krysz-
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stwierdzono ,osiem a u drugiej dziesięć rozwi-
jających się płodów. Na uwagę zasługują rórv-
nież badania Shermana i Theh Ping Lin (6)
oraz Shermana (7). Wymienieni autorzy stwier-
dzili dodatni wpływ wolnego schładzarria na
przeżywanie nie zapłodnionych komórek jajo-
wych myszy.

W 1971 r. ukazała się praca Whittinghama
(9) donosząca o uzyskaniu dobrych wyników
przeżywania zamtożonych zarodkóu, myszy
ptzy użyciu poliwinylopyrolidyny (PVP) jako
czynnika osłaniającego. Rezultaty nie zostały
jednak powtorzone, a sam autor podaje (10), że
wysoki wynik udało się uzyskac jedynie plzy
półgodzinnym przechowywaniu komórek w
temperaturze 

-79''C.Podstawą do opracowania teoretycznych za-
łożeń dla zamtażania komórek jajowych obec-
nie stosowanymi me'rodami stały się osiągnię-
cia kriobiologii ostatnich lat (3, 4). Autorzy ci
dokona]i wyliczeń, z których ił,ynikało, żc Cia
mrożenia komórek tej wielkości jakimi są za-
t,odki ssaków przy użyciu dwumetylosulfotien-
ku jako czynnika ochronnego, wymagana jest
szybkość schłodzania wynosząca ok. 1"C/min,
Bazując na tych założeniaclt Whittingham i wsp.
(10) oraz Wi]mut (1B) jako pierwsi uzyskali po-
nad 507o przeżywających po rozmrożeniu za-
rodków myszy. Z badan wyżej rvymienionych
autorów wynikało, że najważniejszymi czyn-
nikami decy,dującymi o wysokim stopniu prze-
żywania zarntożonych zarodków myszy jest
wolne schładzanie, v/ynoszące od 0,2 do
z"C/min., (przy czym wiadomo już teraz, że
optymalna sz 0,2 do
O,3oC/min.), siĘ w
granicach od DMSO
jako czynnika ochronnego.

W dalszych doświadczeniach nad zamr-aża-
niem zapł,odnionych komórek jajowych myszy
badano wpływ szeregu innych czynników na
rezultaty zamrażania. I tak Whittingham (11)
badał wpływ temperatury rozcieńczania DMSO
stwierdzjąc, że temp. 37"C jest najkorzystniej-
sza. Również Whittin§ham i Whitten (12) ba-
dali wpływ czasu przechowywania na przeży-
walność zamrożonych zarodków nie stwierdza-
jąc ujemnego wpĘwu ośmiomiesięcznego prze-
chowywania w ciekłym azocie na ich później-
szy potwierdził koniecz-
ność (od 0,2 do ZoClmin.)
oraz a od 4 do 2O"C/min.
dla uzyskania optymalnych wyników zamraża-
nia. Smorąg i wsp. (B) w badaniach nad tempe-
raturami posiewania stwierdzili, że minimalną
temperaturą posiewania przy zamrażaniu za-
płodnionych komórek jajowych myszy jest
temperatura 

-BoC. 
Dalsze ,obniżanie tempera-

tury posiewania pociąga za sobą spadek prze-
żywania zapłodnionych komórek jajowych.

prowadzono też badania nad zamraża,niem
komórek jajowych szczuTa i królika. Whitting-
ham (14) mrożąc zarodki szcz|tTa uzyskiwał od-
setek nieuszkodzonych zarodków sięgających

do B40lo. Autor otrzymywał najlepsze wyniki
przy szybkości mrożenia wynoszącej od 0,6 do
1"C/min. Niską efektywnośc transplantacji za-
mrożonych zarodkór,v szczuta (ok. 107o) autor
przypisuje błędom plzy samej transplantacji.
-ttówniez najlepsze wyniki zamrażania komó-
rek jajowych królika uzyskiwano przy wyż-
szych niż w przypadku zamtaż-ania zarodków
myszy szybkościach chłodzenia. Whittingham
i Adams (13) mrożąc zarodki tego gatunku
otrzymali najlepsze wyniki przy szybkości
sc}rładzania 0,76 i 0,86oC/min. otaz tozmtażania
i5uC/min. (odpowiednio 83 i 77010 rozwijają-
cych się zarodków do stadium blastocysty).
Autorzy ci
zarodkow d
zamiast do
ciekłego azotu, istotnie połepszało rezultaty za-
rnrażania. Na 22 transplantowane bezpośredni,o
po rozmrożeniu komorki jajowe urodziły się 4
młode (177o). Natomiast transplantacja 34 za-
rodków hodowanych po rozmrożeniu ptzez 48
godzin nie przyniosła pozytywnych rezultatów
z tym, że dwa implantanty stwierdzone w ós-
mym dniu zostaŁy zresorbowane w 13 dniu cią-
ży. Bank i Maurer (1) mroząc zarodki królicze
rórvnież z szybkością 1oC/min. otrzymywali wy-
rriki w granicach 509o zdolnych do dalszego roz-
rvoju komorek jajowych, ptzy czym oceny
pr-zeżywalności dokonywaii na podstawie dal-
szego rozwoju do stadium blastocysty lub na
podstawie transplantac j i.

Z pr akty cznego punktu łvidzenia najistotniej-
szym problemem jest opanowanie zamrażania
zarodkórv z:wierząt gospodarstkich, a szcze9óL-
nie krowy, Skuteczne zamrażanie komórek ja-
jorvych rozwiązałoby bowiem jeden z głównych
problemów w transplantacji, jakim jest konser-
wacja zygot. Mimo dużej wagi problemu sto-
sunkowo niewiele jeszcze prac wykonano z te-
go zakresu. Dotychczas uzyskarre wyniki jak-
kolrviek odbiegają znacznte od tych, jakie uzy-
skuje się przy zarrLrażaniu zatodków zwieruąt
iaboratoryjnych a szczegóLylje myszy, jednak
rokują nadzieję na rozwiązanie tego problemu.
pierwsze doświadczenie nad zamrażaniem za-
płodnionej komórki jajowej krowy przeplowa-
dzili Wilmut i Rowso,n (16). Zamrażalt oni za-
rodki w stadium późnej blastocysty uzyskane
między 10 a 13 dniem ciązy. Jako czynnika
krioochronnego używali PVP, cukrów otaz
D M SO. Na j korzyst ni e j szym rw iązkiem,osłania-

min.) okazały się całkowicie zniszczone. Ko-
nieczność stosowania tak dużej szybkości roz-
rnrażanja jest związana według opinii autorów
z brakiem otoczki przejrzystej, której blastocy-
sty znajdujące się w tym stadium rozwoju już
nie posiadają. Po sześciodniowym przechowy-
waniu w temp, -196"C 

transplantowano na-
stępnie 21 w ten sposób zamrożonych blasto-

2II
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cyst 11 krowom. Część zarodków (7 sztuk) by-
ła transplantowana po 24-godzinnej hodowii
żn uitro, a część (1a) bezposrednio plo rozrnr,oże-
niu, W wyniku przeprowadzonych transpJ.an-
tacji urodził się jeden buhajek, W następnych
próbach zamtażania zarodków krowy osiągnię-
to podobne rezultaty. Na 26 zamrożonych mo-
rul 2 rozwinęły się po ich transplantacji (5).

Dotychczasowe doświadczenia przeprowadza-
ne nad zarnrażaniem zarodków owcy wskazu-
ją na ich większą odporność na przechowywa-
nie w obniżonej temperaturze w porównaniu
z zapŁodnionymi komórkami jajowymi krowy.
Polge i wsp. (5) stwierdzlli rozwój w jajowo-
dzie króIika wszystkich morul owczych up.rzed-
nio schłodzonych do temp. 0"C. Natomiast Wil-
ladsen i wsp. (l5) zamrażając 5-B dniowe za-
rodki tego gatnnku przy użyciu metod zbliżo-
nych do stosowanych przy zarnrażaniu komó-
rek jajowych myszy uzyskali również zachęca-
jące rezultaty. Na 51 odzyskanych po zamlo-
żeniu zarodków tyiko 6 było całkowicie znisz-
czonych. Z pozostalych 45 uznanych za morfo-
logicznie normalne 35 zarodków przeniesiono
do jajowodów królika. Pa 7-2 dniach przeby-
wania w jajowodzie 9 z 35 odzyskanych komó-
rek posiadało normalny wygląd i były trans-
plantowane 7 owcom, U pięciu owiec, którym
wszczepiono 6 zarodków stwierdzono w dwa i
pół do trzech miesięcy później zawartość pro-
gesteronu w krwi sugerującą ciążę. Natomiast
9 zarodków transplantowano bezpośrednio po
rozmTożenlu czterem biorczyniom. W trzecim
miesiąc,tr u dwu o,,.ł/iec, z których każda otrzy-
mała po dwa zarodki, stwierdzono również za-
wartość progesteronu w krwi sugerującą ciążę.

Najbardziej wrażliwymi na o,chłodzenie ko-
mórkami jajowymi ze wszystkich ciotychczas
badanych wydają się być zarodki świni. Żaden
z ochłodzonych zarodków tego gatunku nie
przeżywał bowiem obniżenia temperatury do
0oC, a śmierć ich następowała już między-ł10
a +15oC (6).

Reasumując można stwierdzić, że dotychcza-
sowe metody w zakresie zamrażania zarodków
zwierząt gospodarstkich nie zabezpieczają
jeszcze wyników na poziomie umożliwiającym
ich praktyczne zastosowanie. Jednakże pozy-
tywne rezultaty uzyskane w wyniku już prze-
prowadzonych nielicznych jeszcze doświad-
czeń wskazują na możIiwość dalszego postępu.
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RICHARDSON A,, PARKE J. A. C.: Test skórny do
wykrywania latentnych zakażeft Salmonella dublin u
cieląt. (A skin test to itlentify latent S. tlublin in-
fection in calves). Vet. Rec. 97, 15-16, 1975 (1).

Występowa,nie w zakażeniach salmonelowych od-
porności typu komórko,wego na antygeny rybosomal-
ne wskazuje na możliwość wykorzystania reakcji ty-
pu nadwrażliwości późnej do wykrywania zakażeń
latentnych wywoły,wanych u cieląt przez Salrnonella
dublin. Odczyny skórne wykonano u cieląt zaszczepio-
nych na 21 dni przed wykonaniem zabiegu żywą
szczepionką S. dublin (szczep HWS 51). Jako aler-
geny stosowano trzy preparaty uzyskane z ryboso-
mów S. dublin wg metody Venneman i Bigley. Aler-
gen w ilości 0,1 ml podawano śródskórnie w okolicy
szy,i i wyniki odczytywano po 6, 12, 24, 30, 48, 54 i 72
godzinach. U ,wszystkich szczepionych sztuk stwier-
dzono bardzo wyrażne różnice w grubości fałdu skór-
nego przed i po zabiegu. Różnice te były zaznaczone
najwyraźniej po 30 godzinach. Ponadto w miejscu
iniekcji alergenu -występowały nacieki złożone z ma-
krofagów, limfocytów i komórek w,ielojądrzastych.

G.

ASNANI P. J., AGABVAL S. C.: Patogenność seroty-
nów mikoplazm izolowanych od kur dla zarodków
jaja kurzego. (pathogenicity of avian mycoplasma se-
rotypes for embryonated chicken cggs). Acta micro-
biol. hung. 22, 241-243, 1975 (3).

Przebadano patogenność 47 szczepów Mycoplasma
gallisepticum należących do jedego z 8 serotypów (A,
B, S, E, L, M, P i R) dla ?-dniowych zarodków ku-
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rzych. Przed przystąpieniem do określania patogen-
ności szczepy rnikoplazm przepasażowano trzykrotnie
ptzez 7-dniowe zarodki kurze, które zakażano 0,2 ml
hodowli płynnej do rvoreczka żółtkowego. Badania
przeprowadzone na zarodkach wykazały, że szczepy
należące do serotypów B, E, G, C M i P nie były pa-
togen,ne. Wszystkie zakażone zarodki przeżywały przez
okres 12 dni, Wśród 27 szczepów należących do sero-
typu A jedynie 2 szczepy nie były patogenne. Pozo-
stałe szczepy porn,odowały śrnierć zarodków -w 75-
1009o w c,iągu 9 dni po zakażeniu. Ponadto 1 szczep
należący do serotypu C i 4 szczepy należące do sero-
typu R powodowały śmierć 500lo zakażonych zarodków
w ciągu 3-7 dni. U zamarłych zarodków obserwo-
wano powiększenie wątroby, wybroczyny na skórze
i obrzęki, Z serowatych złogów nagromadzonych w
jamie brzusznej izolowano w czystej kulturze miko-
plazmy. G.

ANDEBSON M. G.: Wpływ wysiłku na poziom meta-
bolitów krwi u koni. (The cffect of exercise on blood
metabolite levels in the horsc). Equine vet. J, 7,
27_33, 1975 (1),

prześledzono na 9 kl,inicznie zdrowych koniach w
wieku 4-15 lat wpływ wysiłku na poziom glukozy.
mleczanu, pirogronianu, wotrnych kwasów tłuszczo-
wych i glicerolu w surowicy krwi. Stężenie pirogro-
nianu i mleczanu oraz stosunek mleczan: pirogronian
wzrastały w sposób istotny w trakcie wysiłku, szcze-
gólnie po galopie. Zmiany te pojawiały się już w cią-
gu 12-15 sekund. Wzrcst stężenia glicerolu przema-
wiaL za szybkim uczynnieniem w trakcie wysiłku lipi-
dów. G.


