Medycyna Wet. 47 (5) 1891

ROZROD ZWIERZAT

EDWARD WIERZCHOS, MARTAN TISCHNER,
ANTONIO LAURIA*, MARGHERITA MARFFII **

Wywolywanie superowulacji u owiec przy uzyciu preparciu gonadotropowego
o okreslonej proporcji FSH do LH

Katedra Rozrodu Zwierzat Wydzialu Zcotechnicznego AR,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow
* Instituto di Anatomia degli Animali Domestici con Istologia ed Embriclogia
dell’Universita di Milano, Via Celoria, 10, 20133 Milano,
** Via Ludovisi 35, 00187 Roma, Wiochy

Summary

Induction of superovulation in sheep using genadetrophins
with a designated ratio of FSH te LH

The purpose of the experiments was to evaluate the
effectiveness of superovulation induction in sheep by the
use of porcine pituitary gonadotrophins with a defined
FSH :LH ratio at determined dosages. The drug Pluset
(Serone, Ttaly) was administered to a total dose of 56 Polish
Mountain sheep in dosages o° 250 iu (18 ewes), 500 iu (19
ewes) and 750 iu (19 ewes). Oestrus and ovulation were
synchronized by means of a 14 day application of intrava-
ginal sponges (Chronegest, Intervet) containing 30 mg PGA.
Pluset was administered intramuscularly twice a day for 3
days in dimirishing doses.

The application of Pluset provoked supersvulation in
75% of ewes. The ewes injected 2506 iu praduced an average
of 7.6 cerpora lutea in their ovaries and 6.3 embryos were
recgvered of which 4.3 were suitable for transfer. When
the ewes received 500 iu of Pluset they had 8.5 corpoera
lutea and 7.5 embryos, 4.1 of which coulé be transferred.
At a desage of 750 iu 8.2 cerpera lutea were observed and

7.6 embrvaes could be recovered of which an average 5.2
were normazl (p == 0.¢5).

Wywolywanie superowulacji stanowi jedno z pod-
stawowych ogniw w programie transplantacji zarod-
kow u zwierzat. Po raz pierwszy do stymulacji wzro-
stu dodatkowych pecherzykéw jajnikowych u owiec
zastosowano gonadotropiny surowicy Zrebnych klaczy
(PMSG) (7). Po iniekeji tego hormonu uzyskuje sie jed-
nak bardzo znaczne wahania zaréwno w liczbie owu-
lujacych pecherzykow, jak i jakosei zarodkéw. Dlate-
go tez obecnie coraz szersze zastosowanie znajdujg
ekstrakty gonadotropiny FSH i LH otrzymane z przy-
sadek koni, owiec i $§win. Jednakze hormony te, w
odréznieniu od PMSG, maja krotszy okres poltrwania
we krwl i dla otrzymania pozadanego efektu muszg
byé podawane przez 35 kolejnych dni (8). Bardzo cze-
sto poszczegdlne preparaty lub serie tych preparatow
charakteryzujg sie rdzng proporcja FSH:ILH, co row-
niez wywiera niekorzystny wplyw mna wyniki super-
owulacji.

Ostatnio uzyskano preparat gonadotropocwy z wyso-
ko oczyszezenych wyciggéw  przysadek mozgowych
swif, zawierajgcy FSH :LH w proporcji 1:1 (Pluset *).
Celem przeprowadzonych kadan byla wstepna ocena
skutecznodel 1 wielkesel dawki tego preparatu do wy-
wolania superowulacji u owiec.

“) Producent SERONO, Wlochy., Badania wykonano w ramach
problemu CPBR 20.10.

Material i metody

Badania przeprowadzono w sezonie rozrodczym 1990 r.
na 50 maciorkach rasy polska owca gorska, w wieku okoto
3 lat i masie ciala 45-—55 kg. Maciorki w okresie poprze-
dzajgcym do$wiadezenie wydaly zdrowe potomstwo, a nas-
tepnie wykazywaty regularny cykl rujowy. Przez caly czas
przebywaly w jsdnakowych warunkach. W okresie letnim
codziennie korzystaly z pastwiska oraz otrzymywaly pasze
treSciwg w ilosci okolo 0,3 kg/sztuke.

Synchronizacje rui przeprowsdzono przy uzyciu gabek
dopochwowych (Chroncgest, Intervet) zawierajacych 30 mg
FGA, ktéore zakladanc na 14 dni. W dniu wprowadzenia
gabek dokcnywano oceny jajnikéw przy uzyciu laparosko-
pu. Superowulacje wywolywano preparatem , Plus:zt”, kto-
ry pcdawano domiedniowo 2X dziennie w zmniejszajacych
si¢ dawkach prz2z 3 dni, tj. 24 gcdz. przed wyjeciemn gabek.
w dniu wyjecia 1 24 godz. po usuniegciu gabek. Macicrki
grupy I — 18 szt., otrzymywaty gonadotropine w ilosci 250
IU. FSH i LH, IT — 19 szt., 500 1.U. #SH i LH craz IIT —
19 szt.,, 750 1.U. FSH i L.H., (tab. 1).

Ruje wykrywano przy pomocy tryka probnika. Krycisa
macicrek trykami o sprawdzcnej plodnosei rozpoczynano
w drniu wystapienia rui i powtarzanc tym samym trykiem
w odstepach co 12 godzin, az do zakonezenia rui. Ocene
stopnia superowulacji przeprowadzano na podstawie bez-
posrednich ogledzin jajnikéw oraz liczby zarodkow pozyski-
wanych metodg operacyjng w 6 dniu po zakonczeniu rui.
Okreslano réwnizz liczbe nie peknietych pecherzykow
(>4 mm), cyst pecherzykowych i lutealnych.

Krew do cznaczen poziomu progesteronu pobierano od
wszystkich maciorek dwukrotnie, tj. w dniu zalozenia ga-
bek i w dniu pozyskiwania zarodkdw. Progestzron ocznacza-
no metedag radioimmunologiczna podang przez Abrahama
i wsp. (1) uzywajgc przeciwcial wyprodukowanych przez
firme Amersham.

Calcsé uzyskanych wynikéw poddano analizie statvstycz-
nej. Porownano érednig liczbe cialek zoltych i liczbe uzyska-
nych zarodkow w poszezegolnyeh grupach oraz ebliczono
istotnosé roéznic przy uzyciu testu t-Studenta.

Wyniki i oméwienie

W dniu zalozenia gabek dopochwowych stwierdzono
u 42 maciorek pojedyncze i u 4 podwdjne cialka z6lte.
Pozostale miaty na jajnikach pecherzyki w roznej fazie
wzrostu lub zanikajace ciatka zotte. Ruja wystapila 20
godzin po usunigciu gabek u 48 (860), a po 40 godzi-
nach u 8 (14%) maciorek i trwala 24 god: u 3 (5%),
48 godzin u 13 (23%), 72 godziny u 39 (70%) i 96 godzin
u 1 (2%) maciorki. Wielkosé¢ dawlki wprowadzane] go-
nadotropiny nie miala wplywu na czas wystapienia
1 trwania rui.

Zestawienic wyniltéw superowulacii pedano w tabe-
li 2. Zastosowanie preparatu ,,Pluset” w dawkach 250
LU, 500 1.U. i 750 L.U. spowodowalo wystapienie super-
owulacji u 42 szt, tj. 7% maciorek. U pozostalych
14 szt (25°6) stwierdzono tylko 1—2 cialek zoltych.

U maciorek, ktére otrzymywaly dawke 250 I1U.
stwierdzono $rednio 7,6 cialek zoltych i 0,3 nie peknie-

ny
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Tab. 1. Schemat podawania réinych dawek pr
sei” do wywolania sugercowulacili u owi

[ 74 7sdz | W dnin |
(;r%pal Di_‘\f'_ ‘ Czas |vrzed jg-| 2 B3 1
\im_ic! =) __lciem gebek|  gabek
] i
I ;250 IU@ 800 1 200°| 62,5 IU 416 10 20,8 17
II ‘500 TUI ,, 125,0 1UJ 83,2 TUJ 41,6 1T
625 IU

I | 750 IU‘i . 187,5 U | 125,0 TU |

Tab. 2. Wyniki superowulacji u owiec rasy polska owca
goérska po podaniu réznych dawek preparatu ,,Pluset”

Oznaczane _ Dawka preparatu (L. U,)

ace |

parametry 250 | s00 | 750
Liczba:

Liczba owiec 19 19 ‘ 18
owiec reagujacych |

|

|

sunerowulacja (%o): 16 (84) 15 (£8) 13 (72)
cialek zé6ltych
(ogbrem) | 122 ; 111 l08
%/ 761313 [ 85%403 | 83152
cyst i pecherzykdéw |
(ogbtem) | 16 18 2
%/+ | 03%102 | 13+28% | 01052
zarodkéw i komoérek | |
jajowych (0golem) 101 100 99
x/* 635242 | 768+4,1° 7,6 55w
zarodkow (ogbdlem) 94 | 74 79
normalnych X/=+ 43+302 412292 52+51a
zdegenerow. X/+ 15226+ | 15+19% | 08514
komoérek jajowych
(ogblem) 7 . 26 20
srednio/%/+ | 04%052 | 20%£29% | 15+52¢
Poziom P4: ng/ml X/+
w dniu: wyjecia
gabek: | 0,6 X072 07T+ 07s 0,712
pozyskiwania zarod- ‘
kow: | 46—-352 | 57+47=2 | 611502
l _— e =
Objasniente: a, b, ¢ — Srednie oznavzone rofnvinl Uteranii riznig

sig istotnle przy p << 005,

tych pecherzykow. Uzyskano: 6,3 zarodkéw i komorek
jajowych, z ktérych 4,3 nadawato sie do transplantacji,
1,5 bylo zdegenerowanych, a 0,4 komoérek jajowych
bylo nic zaptodnionych. W grupic maciorek otrzymujg-
cych 500 IU. gonadotropiny stwicrdzono przecietnie
8,5 ciatek zéitych, 1,3 nie peknietych pecherzykdéw oraz
wyplukano: 7,6 zarodkéw i komérek jajowych, z kto-
rych 4,1 nadawalo sie do transplantacji, 1,6 bylo zde-
generowanych, a 2,0 komorki byly nie zaplodnione.
W ostatniej grupie maciorek otrzymujacych 750 LU.
gonadotropiny stwierdzono na jajnikach $rednioc 8,3 cia-
fek zottych i 0,1 nie peknietych pecherzykcéw. Uzyskano
7,6 zarodkéw i komoérek jajowych, z ktérych 5,2 Wy~
kazywalo prawidlowg budowe, 0,8 zarodkow bylo zde-
generowanych, a 1,5 komorki byly nie zaplodnione.

W dniu zalozenia gabek dopochwowych poziom pro-
gesteronu u maciorek, u ktérych stwierdzono ciatka
z6lte wynosit srednio 1,0 ng/ml i u pozostalych 0,16 ng/
/ml. Sredni poziom progesteronu w plazmie krwi po-
branej w 6 dniu po owulacji wynosit odpowiednio u ma-
ciorek grupy I — 4,5 ng/ml, grupy IT — 5.6 ng/ml i gru-
py III — 6,1 ng/ml.

Preparaty gonadotropowe FSH i LH znajdujs coraz
czgscie] zastosowanie do wywolywania superowulacji
u zwierzagt. W odréznieniu od PMSG wykazujg one bo-
wiem korzystniejsze oddzialywanie zaréwno na wzrost
pecherzykow, mechanizm  dojrzewania oocytéw, jak
i sam przebieg owulacji (6). Wielu autoréw zwraca jed-
nak uwage na potrzebe zachowania odpowiednich pro-
porcji FSH do LH, ktéra wraz ze zréznicowana aktiyw-

nosciy FSH-LH w  poszezegolnych preparatach moze
chpiza¢  skutecznoéé¢ stymulacji jajnikéw (4, 9, 10).
W proeprowadzonym doswiadezeniu z  zastosowaniem
preparata ,Pluset”, w ktorych proporcja F3H do LH
wynosi 101, uzyskiwano przecietnie od maciorki po

-

{ zaronzdw z vvahaniami od 3—20, z ktorych 5 z wa-

ra8y owlec polska owca gérska, na ktorej przeprowa-
dzeuno dofwiadezenie, otrzymane wyniki nalezy uznaé¢
za zadowalajgce. W podobnym bowiem do$wiadczeniu
z zastosowaniem wyciagu gonadotropiny z przysadek
swin, w ktorych proporcja FSH :LH = 8, Lopez Sebas-
tian i wsp. (5) uzyskali $rednio od maciorki po 4,2 za-
rodki nadajgce sig do transplantacji. Nalezy przy tym
zaznaczyC, zc owce ras niskoplennych wymagajg po-
dania wickszej dawki hormonéw w przeciwienstwic
do plennych, wykazujacych wiekszg wrazliwo$é na sty-
mulacje hormonalng. Na przykitad od wysokoplennych
ras owice Booroola uzyskiwano po 12 owulacji, a tylko
po 7 od maciorek rasy merynos (2, 3, 8).

W przeprowadzonym doswiadczeniu niezaleznie od
wielkosei dawki gonadotropiny ,Pluset” uzyskano su-
perowulacje na podobnym poziomie (p < 0,05). Takze
réznice w liczbie wyplukanych zarodkéow we wszystkich
grupach owiecc byly niewielkie (tab. 2). Wydaje sie
zatem, ze do wykorzystania w praktyce mozna propo-
nowa¢ dawke 250 LU., przy ktérej koszt przygotowa-

nia owiec do superowulacji jest najnizszy.
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Wprowadzono odczyn ELISA do wykrywania przeciw-
cial dla Salmonella enteritidis w surowicach drobiu. Po-
rownano takie wyniki tego odezynu z uzyciem LPS lub
antygenu ekstrahowanego na goraco (HE) z wynikami
otrzymanymi w szybkim odezynie plytowym (RST), odezy-
nie mikroaglutynaeji (MT) | w odcezynie MAG, W siladzie
kurczat SPF zakazonych doswiadezalnie S. enteritidis Wy-=
stepowala duiego stopnia korelacja miedzy wynikami uzy-

skanymi  we wszystkich odezynach, Jednakze wezed 1ie]
przeciweiala byly wykrywalne w odezynie MAG i MT
Takze najwyzsze miana przeciweial notowano w tych

dwoch odezynach, Stosujac LPS wykazano obecnosé prze-
ciwcial wezesniej nizeli stosujge HE. W ELISA notowano
odczyny krzyzowe miedzy S. enteritidis i S. typhimurium,
przy czym miana w reakcjach homologicznych byly wyz-
sze. Surowice dla S, montevideo i S. senftenberg reago-
waly stabo z S. entferitidis w odcezynie ELISA. Badania
przeprowadzone w dwoch stadach wykazaly, ze stosujac
HE-ELISA lub MAG wykrywa sie przeciwciala prawie
u wszysikich ptakow, LPS-ELISA u ponad 60%. W tym
stadzie 5. enteritidis wyosobniono z 25% ptakow. W dru-
gim stadzie wolnym od zakazen wszystkie testy wypadty
ujemnie,
G.



