Rok XXXVII

FIZJOLOGIA | PATOLOGIA ROZRODU
ORAZ SZTUCZNE UNASIENIANIE

Ocena morfologiczna wad plemnikéw buhaja. ll. Propozycja
nowej klasyfikacji wad plemnikéw

Z Panstwowego Instytutu Weterynarii w Kopenhadze (Statens Veterinaere Serumlaboratorium,
Biilowsvej 27, DK — 1870, Kobenhavn V, Dania)

Poprawna klasyfikacja réznych wad plemni-
kéw wystepujacych w spermiogramie buhaja
byla przedmiotem dyskusji juz od wielu lat.
Lagerlof (26) zalecal zliczanie razem wszyst-
kich obserwowanych wad plemnikéw z pomi-
nieciem’ tylko bardzo pospolitych dwdéch ich
typoéw: wolnych, luznych, normalnych gléwek
oraz pojedynczych petli witek. Z poczatkiem
lat czterdziestych Herman i Swanson (24) oraz
inni autorzy w USA w swoich klasyfikacjach
laczyli razem wszystkie nieprawidlowe formy
plemnikéw, co czesto bylo zwigzane z bledng
oceng plodnych buhajow. Stad doszli do wnio-
sku, Ze morfologia plemnikéw przy badaniu
plodnosci wydaje sie mie¢ w wigkszosci przy-
padkéw tylko drugorzedne znaczenie. W po-
czatkach lat czterdziestych znaczenie badan
morfologicznych plemnikéw znacznie sie obni-
zylo. Z inspiracji wysuwanych przez Milovano-
va (27) zaproponowalem pewne usprawnienie
systemu klasyfikacji przez podzial wad plem-
nikéw na dwie grupy:

1. Zmiany pierwotne — to jest te, ktére po-
wstaja w czasie spermiogenezy, a zwigzane sg
Z procesami patologicznymi, przebiegajacymi
w nablonku nasieniotwérczym.

2. Zmiany wtérne — to jest te, ktére praw-
dopodobnie w wiekszosci przypadkéw powsta-
ja juz po sformowaniu sie plemnika i opusz-
czeniu przez niego jadra, a do ktérych za-
liczylem: a) wolne, luZne, normalne gltéwki,
b) plemniki z kropla protoplazmy w polozeniu
blizszym oraz c¢) dalszym, d) plemniki z poje-
dynczg petlg witki, e) plemniki z odlgczong
czapeczks akrosomalng.

Dla poprawnej klasyfikacji proponowalem
wszystkie pierwotne nieprawidlowosei Ilaczyé
w jedng grupe, podczas gdy wtorne zmiany
traktowaé oddzielnie, nie laczgc ich, ale oce-
niajac niezaleznie ich ilosei (2, 3).

Od czasu przedstawienia tego schematu kla-
syfikacji na I Miedzynarodowym Kongresie
Rozrodu Zwierzat w Mediolanie w 1948 r. (2)
jest on szeroko stosowany i prawie og6lnie
przyjety. Jednakze obecnie doSwiadczenia uzy-
skane z rutynowych prac diagnostycznych
i nowoczesne badania mikroskopem elektrono-
wym wydaja sie nie potwierdzaé¢ potrzeby dal-
szej klasyfikacji z podzialem na zmiany pier-

wotne 1 wtérne. Dla przykladu podajg, ze za-

burzenia powodujgce pozostawanie kropel pro-

toplazmy w polozeniu blizszym, w ejakulo-

wanych plemnikach moga jednak pochodzié z

nablonka nasieniotworczego, a nie jak przy-

puszczano z przewodu najadrza. Takze i w

przypadkach powaznych wad witek jak wada

,DAG” (typowa zmiana pierwotna) — wiemy

teraz, ze wady tego typu powstaja w czasie

przesuwania sie plemnikéw przez glowe na-
jadrza, poniewaz plemniki uzyskane z jader
maja wyglad normalny. Co wigcej, szczegdlo-

we badania przeprowadzone przez Rao (29)

wskazujg wyraznie, ze dobrze znane odchyle-

nia w formach gléwek jak: waskie, male mor-
malne, olbrzymie i skrocone szerokie — trze-
ba uznaé za morfologiczne warianty nie zwig-
zane ze zmianami patologicznymi w jadrach.

W konsekwencji tych spostrzezen zapropo-
nowalem (8) nowe zasady klasyfikacji plemni-
kéw z podziatem na wady gléowne (major de-
fects) oraz pomniejsze (minor defects), tab. 1.
Definicja tych okreSlen moze byé nastepu-
jaca:

— glowne wady plemnikéw stanowig wszyst-
kie nieprawidtowe typy plemnikéw, ktére
zostaly wykazane jako skorelowane z obni-
zong prodnoscia,

— pomniejsze wady plemnikéw — to inne od-
chylenia w formach plemnikéw, ktére wy-
dajg sie mieé mniejsze znaczenie dla plod-
nosci buhaja.

Przy praktycznej ocenie spermiograméw,
gléwne wady plemnikéw (tab. 1) sg zliczane
razem i musi byé podana ich ogélna liczba.
Réwnocze$nie jakas dominujaca nieprawidio-
wos$é w spermiogramie powinna byé podkreslo-
na, zanotowana i podana w koncowym rezul-
tacie. Jezeli jednak plemnik wykazuje wiegce]j
niz jedna wade, to powinna by¢ rejestrowana
tylko ta, ktéra ma mniejszg liczebnosé. W
przypadku wady ,,bezglowego plemnika” wy-
stapienie duzej liczby wolnych normalnych
gléwek musi byé laczone z wystepowaniem
oddzielonych witek z charakterystyczng blizsza
petlg. Liczne ruchliwe, luzne witki plemnikéw
nalezg takze do charakferystycznego obrazu
klinicznego. -Dotychezas wada ta byla potwier-
dzona do$¢ powszechnie u rasy Guernsey, ale
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prawdopodobnie wystepuje takze u rasy He-
reford. Znaczenie wady’ odosiowego przysta-
wienia witki (forma abaxialna) jako czynnika
obnizajacego plodnosé, nie zostalo dotychczas
ostatecznie ustalone. W 1952 r. na podstawie
badan przeprowadzonych na duzej liczbie bu-
hajéw fryzyjskich, Sjollema (33) ocenial te
wade jako normalng zmienno$é. Roslanowski
(31) nieco pdzniej zaobserwowal wystepowanie
odosiowego umieszczenia witki w nasieniu pol-
skich buhajow n.c.b. 1 stwierdzil, ze pewlien
procent tej wady wystepowal zwykle u okre-
§lonych rodzin buhajow.

Na podstawie wlasnych badan buhajow w
Danii, podejrzewalem zwigzek miedzy wyste-
powaniem odosiowego ustawienia witki a db-
nizong plodnoscia, jednak nie moglem tego po-
twierdzi¢. Wobec tego w proponowanym sche-
macie umiescilem te wade jako pomniejszong
(minor defects). Pomniejsze wady plemnikéw
(tab. 1) nie powinny by¢ nigdy razem zliczane.
Wedlug mego zdania jedynie pomniejsze wady
przekraczajace 10—15% zastuguja na uwzgled-
nienie w koncowym wyniku badania morfolo-
gicznego nasienia. Musze tutaj nadmienié, ze
zaden system klasyfikacji spermiogramu nie
jest jeszcze w pelni wyproébowany i1 ze nowe
obserwacje i usprawnienia techniczne pozwolg
na lepsze zrozumienie i konieczna rewizje tych
systemow w przyszlosei.

W zwigzku z proponowanym systemem kla-
syfikacji nasuwa sie pytanie jak wysoki pro-
cent plemnikéw z wadami gléwnymi moze byé
tolerowany w probkach nasienia pochodzacego
od ,,normalnego” buhaja? Odpowiedz nie jest
latwa. Nawet niska zawarto$¢ 5—10% utrzy-
mujgcych sie kropli proksymalnych, albo
plemnikéow z korkociagiem moze byé zwigzana
z niskg ruchliwoscia i obknizona plodnodcia. Z
praktycznych wzgleddéw jednak polecatbym u-
trzymanie tradycjonalnego gérnego limitu 15%
form z wadami gléwnymi dla normalnego na-
sienia. Przekroczenie tej ilosci jest pewna
wskazowksa, ze w jadrach albo w najadrzach
istniejg jakie$ mieprawidlowe stany. Pelne ba-
danie morfologiczne nasienia powinno obejmo-
waé ocene i liczenie co najmniej 200 plemni-
kéw w barwionym rozmazie (mozliwie kom-
binowane z badaniem w mikroskopie fazowo-
-kontrastowym). Niektore charakterystyczne
wady plemnikéw wydaja sie mieé, jak wspom-
nialem, charakter dziedziczny, dlatego usilnie
zaleca sie, aby wszystkie hodowlane buhaje
przed wlaczeniem do rozrodu byly poddane
morfologicznemu badaniu nasienia przez do-
brze przygotowanego specjaliste.

Uwagi metodyczne

Barwienie plemnikéw. Zaréwno w rutynowej
pracy nad oceng morfologii plemnikéw, jak
i dla réznicowego ich liczenia, osobi$cie prefe-
ruje niZzej opisane tzw. ,negatywne” metody

barwienia, ktore

bardzo dobrze:

— rozmazy barwione tuszem indyjskim (chin-
skim),

— rozmazy barwione eozyng z nigrozyna.

Powazng korzyscia stosowania tych ,,negatyw-
nych” barwien jest to, ze wszystkie elementy
morfologiczne obecne w ejakulacie mozna zna-
lez¢ w rozmazie, poniewaz nie zostaja przy
tym wymyte. Przy morfologicznym badaniu
nasienia nalezy uzywacé¢ zawsze co nhajmniej
dwéch metod barwienia, aby mozna bylo
sprawdzié, czy obserwowane zmiany np. luz-
ne normalne glowki nie sg tworami sztuczny-
mi, artefaktami. Rozmaz z tuszem indyjskim
jest specjalnie przydatny we wstepnych iszyb-
kich orientacyjnych badaniach, poniewaz daje
silny kontrast. Wszystkie szczegoély i zmiany,
ktére maja jakis zwiagzek z akrosomem sa do-
brze widoczne na tych rozmazach, np. takie
jak guzowate plemniki i oderwana czapeczka
zkrosomalna (zsuniecie sie galea capitis). Do
barwienia nalezy uzywaé¢ dobrej jakosci homo-
genizowanego tuszu indyjskiego. Polecam tusz,
w ktéorym po diuzszym czasie stania ulegly o-
sadzeniu sie wieksze jego czgstki, np. tusz
typu ,,Pelikan Tusch” 1431 firmy Gunter Wa-
gner Hannover.

Prosta i pewna metoda barwienia zywych
i martwych plemnikéw eozyna-nigrozyng zo-
stala z powodzeniem zastosowana do oceny
liczenia plemnikéw (11, 16 i inne). Zaleta jej
jest mozliwo$é sprawdzenia, czy wada plemni-
kow wystepuje w zywych, czy w martwych
formach — ma to miejsce w przypadku wady
,.korkociggu”. Slabg strone tej metody stanowi
natomiast niemozno§é dostatecznej ‘oceny zmian
zwigzanych =z akrosomem. Dlatego powinna
byé ona zawsze laczona z barwieniem rozma-
zow tuszem. Od wielu lat stosuje nastepujacg
modyfikacje oryginalnego przepisu sporzadza-
nia eozyny z nigrozyng: 5% eozyny (niebieska)
w roztworze wodnym (1 czg$é), 10% nigrozy-
na (rozpuszczalna w wodzie) (4 czesci). Barw-
niki produkowane przez firme Georg T.
Gurr, London S. W. 6 Anglia, okazaly sie naj-
lepsze spos$réd innych probowanych. Ta mie-
szanina ma pH wahajgce sie miedzy 9,4—9,9
a zawiera 1% eozyny i 8% nigrozyny. Miesza-
nina moze byé przechowywana w temperatu-
rze pokojowej w ciemnych butelkach z zakra-
placzem 1 uzywana w ciggu 2—3 lat od mo-
mentu przygotowania, bez obawy jakichkol-
wiek zmian czy tworzenia sie osadu.

Oba typy rozmazow ,negatywnych” wyko-
nane sa przez umieszczenie $redniej wielkosci
kropli barwnika na odtluszczonym, ogrzanym
szkielku podstawowym. Nastepnie przy uzyciu
pipety pasteurowskiej kladzie sie malg krople
dobrze wymieszanego nasienia. Te dwie kro-
ple dokladnie miesza sie ze soba i1 zawiesineg
rozprowadza .po szkietku w warstwie o réz-
nych grubosciach przy pomocy przylozonej
grubsze] czesci pipety. Rozmaz po wysuszeniu

nawzajem uzupelniajg sie
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pokrywa sie balsamem kanadyjskim, albo po-
dobnym $rodkiem i nakrywa szkielkiem na-
krywkowym. W ten sposéb preparat moze by¢
przechowywany bez obawy o wyblaknigcie.
Ultrastruktura. Technika wultra cienkich
skrawkéw badanych w mikroskopie elektrono-
wym stala sig dzisiaj cenng pomoca W pozna-
niu zwigzkéw miedzy morfologia plemnikow

a nieplodnoécia samca. Wraz z dalszym poste-

pem technicznym, zwlaszcza metod utrwalania

materialu, wzrastaja szanse ma uzyskanie co-

raz lepszych rezultatow badan moZe juz w

najblizszej przyszlosci. Chcialbym podkreslié

znaczenie dwoch momentéw, ktére nalezy
uwzglednié przed przystapieniem do powaz-
niejszych badan nad ultrastruktura plemni-

kow: N

— jezeli charakterystyczna wada plemnikéw
nie bedzie obejmowaé co najmniej 10—15%
populacji plemnikéw, nie ma szans na zna-
lezienie koniecznego materialu o wiasci-
wym przekroju, a tym samym prawie nie-
wykonalne bedzie rozpoznanie zmian struk-
turalnych,

— dla poréwnania i sprawdzenia mozliwosci
wystepowania artefaktéw, konieczne jest
prowadzenie réwnolegle z badaniem mate-
rialu patologicznego, badania materialu
normalnej probki nasienia (wzglednie ba-
dania zdrowej tkanki), jader albo mnadja-
drzy. «

Pismiennictwo

. Bane A., Nicander L.: Nord. Vet.-Med. 17, 628, 1965.

. Blom E.: I Congr. Anim. Reprod., Milano 1944 (nie publi-
kowane) Danish ed. Medlesbl. danske Dyrl gefor. 31, 446,
1948,

3. Blom E.: On the evaluation of bull semen. Praca dokt.,

Copenhagen, 1950.

K2 =

. Bloin E.: Nature (London) 163, 1280, 1953,

Biom B.: Nature (London) 209, 739, 1966,

_Blom E.: Nord. Vet.-Mcd. 20, 279, 1968.

E)iionlgeE.: Proc. Int. Symp. Imm, of Spermatozoa, Varna
, 1967,

8. Blom E.: Nord. Vet.-Med. 25, 383, 1973.

9. Blom E.: Materialy nie publikowane.

10. Blom E.: Nord. Vet.-Med. 28, 295, 1976.

11. Blom E.: Sperm morphology with reference to bull Infer-
tility. I-st All-Indla Symposium (Punjab) 61, 1977.

12. Blom E.: Materialy nie publikowane.

13. Blom E., Birch-Andersen A.: Proc. Danish. Ass. Artif. In-
sem. Vet., Myborg 4, 31, 1959,

14, Blom E., Birch-Andersen A.: Nature (London) 194, 989, 1962,

15. Blom E., Birch-Andersen A.: Zesz. problem. post. nauk rol.
67, 285, 1966.

16. Blom E., Birch-Andersen A.: Proc, 5 Wid Congr. Fert.
ster., Stockhalm 1966, s. 602, (Excerpts Med. no 133).

17. Blom E., Eirch-Andersen A.: Proec, 6 Congr. Int. Reprod.
anim., Paris 1, 117, 19868,

18. Blom E. Birch-Andersen A.: J, Reprod. Fert, 23, 67, 1970.

19. Blom E., Jensen P.: Nord. Vet-Med. 29, 184, 10877

50. Blom §., Wolstrup C.: VI Int. Congr. Animal Reprod.
Artif, Insem., Krakow 4, 880, 1876,

21, Blom E., Aarkrog A.: Acta vet, seand. 13, 438, 1072,

22, Bretschneider L. H.: Proc. Koninkl. Nederl, Akad., We-
tensch., 52, 301, 1949. -

93. Coubrough R. J., Barker C. A. V.: Proc. 5 Int. Congr.
Animal Reprod., Trento 5, 219, 1964.

24, Herman H. A., Swanson E. W.: Res. Bull. Mo. Agric. ExXp.
Sta. no 326, 1941,

95. Hancock J. L., Rollinson D. H. L.: Vet. Rec. 61, 742, 1949,

26. Lagerldf N.: Morphologlsche Untersuchungen i{iber Verén-
derungen in Spermabild und In den Hoden bei Bullen mit
vermindeter oder aufgehobener Fertilitdt., Acta path. mi-
erobiol, scand. Suppl. 19, Uppsala, 1934,

27, Milovanov V. K.: Iskusstvennoje osemenenije selskocho-

zjajstvennych zivotnych. Wyd. Moskwa, 1940.

98, Olds P. J.: J. Anat. 108, 31, 1871,

29, Rao A. R.: Changes in the morphology of sperm during
their passage through the genital tract in bulls with nor-
mal and impaire spermatogenesis. Praca dokt., Stockholm,
1971,

30. Retzius Gustav.: Biologische Untersunchungen. Neue Fol-
ge, Stockholm 14, 174, 1909.

31. Rastqnowski K.: Gen. pol. 10, 152, 19869.

30, Settergren I, Nicander L.: Proc. 6 Congr.
anim. Paris 1, 191, 1968.

33. Sjollema P.: Tijdschr. Diergeneesk. 77, 909, 1952.

34, Teunissen G. H, B.: Tijdschr. Diergeneesk. 71, 292, 1946.

35. Willigms W. W., Savage A.: Cornell Vet. 15, 353, 1925.

36. Aamdal J.: Nord. Vet.-Med. 3, 102, 1951.

~3 D T W

int. Reprod.

Tilumaczy! i uzupenit tabely prof. dr wiadystaw Bielaniski,
ul. Lobzowska 24/33, 31-140 Krakow. .

COX H. U, LUTHER D. G.: Oznaczanie wrazliwoscei
Pseudomonas aeruginosa na leki przeciwbakieryine
metoda krazkowsa i metoda mikrorezcienczen. (Deter-
mination of aniimicrobial susceptibility of Pseudo-
monas aeruginosa by disk diffusion and mierodilu-
tion methods). Am. J, vet. Res. 41, 906-909, 1280 (6).

Poréwnano wrazliwosé 180 szczepébw Pseudomo-
nas aeruginosa izolowanych od ptakéw (20), bydla
(12), psow (102), koni (25), kotéw (11), owey (1),
swini (1), $winki morskiej (1), weza (1) i dzikiego
psa (1) na 12 lekach przeciwbakteryjnych okreslong
metoda krozkowa i metoda rozcienczen. W metodzie
krazkowej wszystkie szezepy byly wrailiwe na ko-
listyne, oporne na ampicyling, cefalotyng i mnifro-
furantoine. Ponadto 98,3% szczepow byla wrazliwa
na amikacyne, 96,1% na gentamycyne, 98,3% na to-
bramycyne. Na karbenicyling bylo oporne 58,9%, chlo-
ramfenikol 92.8%, kanamycyne 922% teiracykline
97,2% i TMP -+ sulfonamid 98,3% szczepdéw. Calkowits
zgodnoéé miedzy metoda krazkowa i metoda rozcien-
czen uzyskano dla ampicyliny, cefalotyny, kolistyny,
gentamyeyny i nitrofurantoiny. Nieznacznego stopnia
rdinice wyslepowaly w przypadku amikacyny, karbe-
nicyliny, kanamycyny, tetracykliny i tobramyecyny.
Duze réznice we wrazliwoei wystapily w przypadku
chloramfenikolu i TMP-sulfonamid.
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LIU C. T., SANDERS R. P, DOMINIK J. W, FOR-
MAL S, B.: Wyniki dozylnego i aerozolowego stosowa-
nia niececzyszezonej toksyny Shigella u malp Macaceca
mulatta, Badania wstepne. (Effects of intravenous and
aerosol administration of crude Shigella toxin to rhe-
sus macaques, Preliminary study). Am. J. vetl. Res. 41,
836—=839, 1980 (5).

Celemn badan bylo okreélenie wielkodei dawki, czasu
przezycia i zmian w wybranych wskaznikach bio-
chemicznych oraz reakcji ze strony ukladu krgzenia
i watroby po dozylnej iniekeji nieoczyszczonej toksyny
Shigella dysynteriae R 60 u Macacca mulatta. Ponadto
okredlono czas przezycia po aerozolowym podaniu
supraletainej dawki tej toksyny oraz zmiany sekeyjne
kiore rozwinely sie na skutek toksemii. Po iniekeji
dozylnej toksyny wystapil szok, zaburzenia CZYNNOoS-
ciowe watroby, zaburzenia w oddychaniu, konwulsje
i padniecia. Czas przezyeia byl odwrotnie proporcjo-
nalny do wielkoéci dawki toksyny. Dawka smiertelna
wahala sie w granicach 20—200 mg na kg wagi ciala,
Natezenie zmian w sercu i w przewodzie pokarmo-
wym byloe proporcjonalne do wielkosci dawlki dozyl-
nej. Przy podaniu toksyny w aerozolu objawy zatru-
cia nie wystepowaly w okresie 7 dni.
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