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(7) metoda kapacytacji i zaplodnienia pozwolila auto-
rom uzyska¢ wysoki odsetek zaplodnienia potwierdzo-
ny, w 40 godzin po inseminacji, rozwojem 62,6% zygot
do stadium od 2 do 6 blastomerowego. Tak korzystny
wynik uzyskany przez Crozet i wsp. (7) i Chenga i wsp.
(5) zwiazany byl gléwnie z zastosowaniem do kapacy-
tacji plemnikéw pozywki wzbogaconej 20% inaktywo-
wanej surowicy owiec. Surowica powodowala duza aglu-
tynacje plemnikéw, co wedlug Thompsona i Cumminsa
(17) moze wplywaé korzystnie na ich przezywalnosct.
W badaniach wtasnych uzyto podobnej pozywki do ka-
pacytacji plemnikow, mimo to uzyskany wynik zaplod-
nienia byl zdecydowanie nizszy niz w--doswiadezeniach
Crozet i wsp. (7). Ten gorszy wynik: badan wlasnych
moze by¢ zwiazany z przeprowadzeniem hodowli oocy-
tow w systemie statycznym. Niestateczny system hodo-
wli jest wedlug Staigmillera i Moora \15) niezbedny dla
zachowania wtasciwej rownowagi sterydow, szczegol-
nie w krytycznej, wezesnej fazie dojrzewania oocytow.

Uzyskane efekty rozwoju zygot w przejSciowe] bior-
czyni wskazuja, ze odsetek rozwiajacych sie zarodkow
(54,3%0) byl porownywalny do stwierdzonego procentu
zaplodnienia ocenianego w 16—18 godzin po inseminacji
(48,4™0). Zblizony rezultat (62,6%) otrzymali Crozet
i wsp. (7) hodujgc 2—6 blastomerowe zarodki owiec
przez trzy dni w jajowodzie kroélika. Fukui i wsp. (8)
po 13 dniach hodowli w jajowodzie przejSciowej bior-
czyni zaplodnionych in wvitro ococytow, uzyskali 23,5%
blastocyst. Natomiast Staigmiller i Moor ¥(15) po 12
dniach hodowli w jajowodzie przejsciowej biorczyni
hodowanych in wvitro, ale zaplodnionych in vivo oocy-
tow otrzymali 55,3% blastocyst. W pordéwnaniu do tych
rezultatow stwierdzony w badaniach wtasnych udzial
blastocyst byl zdecydowanie nizszy (18,5%). Poréwny-
wanie wynikéw musi byé jednak bardzo ostrozne ze
wzgledu na zroznicowanie podejScie metodyczne auto-
row. Stad tez mozna stwierdzi¢, ze efektywno$é¢ tej tech-
niki w duzej mierze zalezy od zastosowanej pozywki
i jej sktadu (5, 8, 13, 15) oraz warunkoéw hodowli. Nie-
mniej jednak uzyskane wyniki nie odbiegaja zbytnio
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od rezultatéw otrzymanych przez innych autoréw. Po-
twierdzaja takze fakt, ze hodowane i zaplodnione in
vitro oocyty owiec po przeniesieniu do biorczyn po-
$rednich bezposérednio po inkubacji z plemnikami, moga
rozwijaé sie pomyslnie do stadium moruli i blastocysty.
Urodzonych 8 jagnigt (przezywalnos¢ 53,3%) Swiadczy
o pelnej zdolnosci rozwojowej morul i blastocyst uzys-
kanej w wyniku zastosowania techniki in vitro. Wy-
niki przeprowadzonego eksperymentu dowodza skutecz-
noéci uzytych metod in witro. Mimo, ze efektywnosé
produkeji zarodkoéow lub potomstwa ta technikg jest
jeszeze zdecydowanie nizsza, niz uzyskiwana w wyniku
naturalnego procesu rozrodu, to. jednak wobec cigglego
postepu badan technika ta niewatpliwie znajdzie zasto-
sowanie w wielu dziedzinach nauki i praktyki.
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Wykorzystanie badan cytologicznych do rozpoznawania schorzen
uktadu rodnego klaczy

Katedra Rozrodu Zwierzgt Wydzialu Zootechnicznego AR,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Badania cytologiczne komorek nablonkowych pocho-
dzgcych z drog rodnych zapoczatkowane zostaly w nau-
kach medycznych w XIX wieku przez Pouchet’a, More-
na, Lataste (cyt. za 7). Najwieksze jednak zastugi dla
rozwoju cytologii potozyl Papanicolaou (13). Wykazat
on, ze zmiany zapalne w ukladzie rozrodezym znajdujg
swoje odbicie w zmianach morfologicznych zluszczo-
nych nablonkow pochwy, szyjki i macicy. Opisy tych
komoérek mozna znalezé w dostepnych opracowaniach
z zakresu diagnostyki laboratoryjnej i klinicznej {2, 10).

U zwierzat cytologia narzadu rodnego zajmowalo sie
wielu autoréw (7, 13, 20), za§ pionierami tych badan
u koni byli m.in. Hammond i Wodzicki (1942) oraz
Knudsen (1961). W chwili obecnej, pomimo opracowa-
nia innych metod diagnostyki schorzen ukladu rozrod-
czego, badania cytologiczne znajduja nadal coraz wiek-

sze rzesze zwolennikow ze wzgledu na latwos¢ ich wy-
konania oraz mozliwosé szybkiego rozpoznania i cha-
rakterystyke stanu zapalnego narzadu.

Rozmazy nablonkéw i Sluzu mogg byé¢ wykonywane
w kazdej fazie cyklu rujowego (2, 11, 18). Najbardziej
wiarygodne informacje cytologiczne uzyskuje sie wow-
czas, gdy wymazy pobierane sg w okresie pelnej rui
(1, 3, 6, 12, 14, 17). Niemniej jednak niektérzy autorzy
sugeruja, ze probki z wezesnej fazy rui moga dawat
wyniki falszywie ujemne (2, 4). Uwaza sie réwniez,
ze wszelkie manipulacje w drogach rodnych w fazie
ciatka zoltego mogg prowadzi¢ do zaburzen w cyklu
rujowym (9).

Wymazy z drég rodnych pobierane sa najczeSciej ja-
lowym wacikiem (2, 6, 11, 20). Diagnostyka schorzenia
na podstawie materialu uzyskanego przy uzyciu wacika
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moze by¢ utrudniona (10). Innymi zalecanymi metoda-
mi sg: aspiracja $luzu przy uzyciu pipet (7, 10, 19) Iub
plukanie jamy macicy niewielks iloScig sterylnego ply-
nu fizjologicznego i odwirowanie odzyskanych poplu-
czyn (17).

Pobrany material rozprowadza sie na odtluszczone

szkieltko podstawowe, a nastepnie moze by¢:

— suszony na powietrzu i barwiony (11, 18),

— suszony na powietrzu, utrwalany w utrwalaczu cy-
tologicznym (mieszanina alkoholowo-eterowa 1:1)

i barwiony (2),

— utrwalany w utrwalaczu cytologicznym, a nastgpnie
barwiony (10, 19).

Wedtug opinii niektérych autoréw suszenie wykona-
nych preparatow mna powietrzu powodowaé moze
powstanie w komorkach artefaktéow, ktéore utrudniajg
prawidlowy odezyt cytogramu (6, 10, 19).

W zaleznosci od miejsca pobrania i fazy cyklu rujo-
wego w rozmazie cytologicznym moga wystepowac ko-
morki  superficjalne, intermedialne, endocerwikalne,
endometrialne oraz $luz o réznej gestosci (2, 6, 10, 19).
Obecno$¢ jednak komoérek parabazalnych i bazalnych
w prawidlowym obrazie cytologicznym jest dyskusyj-
na. Niektéorzy badacze sugeruja, ze pojedyncze komorki
tych warstw moga pojawié sie w rozmazie w stanach
fizjologicznych. Wiekszo§¢é autorow jest zdania, ze ko-
moérki parabazalne i bazalne sg widoczne w preparacie
tylko w przypadkach wystepowania stanéw zapalnych,
owrzodzen i nadzerek warstwy powierzchownej blony
sluzowej drog rodnych (6, 10, 19).

W preparatach cytclogicznych moga takzie wystepo-
waé elementy morfotyczne krwi tj.: neutrofile, limfo-
cyty, eozynofile i makrofagi (1, 6, 12, 14, 20).

Wedlug wiekszo$ci autorow komorki odczynu zapal-
nego (neutrofile, limfocyty i makrofagi) nie powinny
pojawiaé sie w rozmazach pochodzgcych od zdrowych
klaczy (2, 3, 4, 12, 14, 15, 21). Inni przyjmuja, ze ko-
morki te mogg wystepowa¢é, ale w niewielkich ilo$ciach
(1, 6). Pomimo istnienia tych rozbieznoS$ci, opisano obec-
no§é¢ meutrofiléw u klaczy w czasie pierwszej rui po
zimowym anestrus (14) i u klaczy bedacych w metaes-
trus {11). Zgodne sa opinie, ze neutrofile pojawiaja sie
w wymazach pobranych z drég rodnych w czasie trwa-
nia procesu zapalnego oraz od klaczy: w okresie 7—10,
a nawet do 30 dni po porodzie (6, 14), po kuracji anty-
biotykowej (4), czesto krytych ogierem w czasie jednej
rui np. dawezyn zarodkow (14), powtarzajacych ruje
i starszych (14) oraz w przypadku pobierania materiatu
do badan w 24—72 godzin, a nawet do 7 dni po kryciu
(2, 6, 14).

Sugeruje sie rowniez, ze u klaczy eliminacja neutro-
filow jest opdzniona w przypadkach odmy pochwy,
uszkodzenia szyjki macicznej, opdznionej inwolucji ma-
cicy, a takze przy zaburzeniach funkcjonowania mecha-
nizméw obronnych blon Sluzowych drég rodnych {(16).

Obecnos¢ tylko dojrzalych neutrofilow Swiadezyé¢
moze o nieinfekcyjnym zapaleniu drég rodnych, pow-
stalym w wyniku uszkodzenn mechanicznych. Widoczne
neutrofile o réznym stopniu dojrzaloSci wystepowaéd
moga przy zapaleniu infekcyjnym, ktéremu towarzyszy
najczeSciej rozpad komoérek oraz wystepowanie licznych
wolnych jader komoérkowych i rozpadlych neutrofiléw
(8, 6,8, 11, 12, 14).

Informacje na temat wystepowania neutrofilow w
przypadku zapalenia spowodowanego przez grzyby sg
sprzeczne. Jedni autorzy opisali mobilizacje tych ko-
mérek na blonach Sluzowyeh (2, 3, 5), inni za$§ podaja,

ze infekcji wywolane] przez drozdzaki nie towarzyszy
nagromadzenie neutrofilow (11).

W przypadku toczgcego sie ostrego stanu zapalnego,
liczba limfocytow jest niewielka, rosnie natomiast przy
stanach przewlektych (2, 6, 14). U klaczy, u ktérych
stwierdzono znaczng zawarto$¢ limfocytow, zauwazono
niskg plodnos¢ oraz niebezpieczenstwo weczesnego po-
ronienia (11). Wiekszo$¢ autorow uwaza, ze w rozma-
zach pochodzacych od zdrowych klaczy nie powinny
wystepowac¢ limfocyty i makrofagi. Znaleziono je jednak
w rozmazach pochodzacych od klaczy, u ktérych flora
bakteryjna w drogach rodnych jest stosunkowo skgpa
(1), u klaczy bezposrednio po porodzie (2) oraz u kla-
czy przejawiajacych regularne cykle (6).

Jakkolwiek rola komoérek eozynofilnych w patologii
ukladu rozrodczego nie jest znana, to jednak stwierdza
sie ich obecno$¢ w rozmazach cytologicznych okolo
5—8 godz. po zadzialaniu szkodliwego czynnika, tj.
w ostrej fazie narastania zapalenia (6). Niektorzy auto-
rzy stwierdzili obecno$é¢ eoczynofilow w kilka dni po
porodzie, w okresie do 10 dni po stanéwce oraz w przy-
padku infekcji grzybiczych (2). Sugeruje sig, ze eozyno-
file mogg takze wystepowaé przy przewleklych stanach
zapalnych (8), a takze w przypadku odmy pochwy, po
wlewach leczniczych do macicy oraz po draznieniu me-
chanicznym S$luzowki drég rodnych np. po wprowa-
dzeniu kateteru, cewnika lub pipety inseminacyjnej
1, 17).

W rozmazach cytologicznych fizjologicznie mogg po-
jawi¢ sie tez krwinki czerwone, jednak w niewielkiej
ilosci — najczesciej w okresie rui, a takie w czasie
7—10 dni po porodzie {2, 6). Wiekszos¢ autorow jest tez
zgodna co do faktu wystapienia krwinek czerwonych
w rozmazach cytologiczenych w przypadku nadzerek
sluzowki przez toczacy sie proces zapalny (2, 6, 20) lub
jej mechanicznego uszkodzenia w czasie pobierania ma-
teriatu (10).

Jak wynika z przytoczonego przegladu literatury
mozliwoéci wykorzystania badan cytologicznych do bar-
dzo wezesnej diagnostyki stanow zapalnych ukladu roz-
rodczego wydaja sie wiec bardzo duze. Dzigki nieinwa-
zyjnosci metody oraz duzego prawdopodobienstwa usta-
lenia przyczyny schorzenia, badania te powinny zna-
lezé o wiele szersze zastosowanie w praktyce, niz jest
to obecnie stosowane.
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