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sposréd 14 zachorowato 12 (86%). Zmiany grzybicze wyste-
powaty nie tylko na rekach 1 twarzy (ryc. 3), ale réwniez na
skorze brzucha i udach. Warto podkresli¢, ze w toku kilku-
nastoletnich badan witasnych w fermach liséw zapowietrzo-
nych trychofitoza obserwowano z reguty pojedyncze zacho-
rowania 0séb z obstugi. Mozna domniemywac, Ze tak wysoka
zachorowalno$¢ pracownikdw ferm kréliczych byta zwiazana
z duzg ekspozycja na zakazenie w halach produkcyjnych oraz
bliskim, bezposrednim kontaktem ze zwierzgtami. W fermach
liséw klatki sg usytuowane na wolnym powietrzu. Zrédto
zakazenia dla ludzi stanowia nie tylko kréliki chore, ale réw-
niez bezobjawowi nosiciele spor dermatofitéw. Balsari 1 wsp.
(1) poszukujac 7rédta zakazenia dla personelu laboratorium
przeprowadzit badania 215 krélikéw 1 wykazal nosicielstwo
T. mentagrophytes u 0,5% zwierzat. Kréliki moga by¢ réwniez
zrodtem zakazenia M. canis, przy czym zakazenie tym der-
matofitem, jak podaje Nikiforov (13), bardzo czgsto u zwierzat
przebiega bezobjawowo. Przeprowadzone badania wykazaly
zadowalajaca skuteczno$é szczepionek zywej i inaktywowanej
w zwalczaniu grzybic skornych krélikow.
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Summary

Collection, splitting and transfer of equine embryos

The aim of the studies was the collection, splitting
and transfer of halves of equine embryos in order to
obtain monozygote twins. Experiments were carried
out on 27 mares including 19 Polish pony and 8 he-
avy-type mares. Out of the total number of 134 col-
lections, 55 (41%) embryos were obtained: on days
5.5-6.5 after ovulation, 12 embryos were collected;
on day 7, the number was 32; and on day 8, there
were 11 embryos. Among the embryos obtained there
were 8§ morulas, 11 early blastocysts and 36 blasto-
cysts. Ten embryos were split into halves, 14 of which
were transferred non-surgically and 2 using surgery
in the flank. None of the transferred embryo halves
resulted in pregnancy. From among 16 control mares
to whom whole embryos were transferred 10 were
found pregnant on day 20 and 7 of them gave birth
to healthy foals.

*) Praca finansowana przez KBN nr projektu 5 0698 91 01

The best results were obtained when the degree of
synchronization of the estrus cycle between the donor
and recipient mares was minus 2, e.g. when the
recipient mare ovulated two days later then the donor
mare.

Urodzenia bliZniat jednojajowych u zwierzat, podobnie
jak u ludzi, spotyka si¢ bardzo rzadko, a u koni w ogdle
dotychczas nie stwierdzono takiego przypadku (4). Ro-
dzenie sie blizniat monozygotycznych stato si¢ jednak
mozliwe dopiero po opanowaniu metod dzielenia zarod-
kéw 1 ich transplantacji. Metody te stosuje si¢ rutynowo
w hodowli bydta uzyskujac wysoki procent urodzeri bliznigt
jednojajowych. Willadsen i wsp. (11) po podzieleniu 14
zarodkéw bydlecych uzyskali 10 par monozygotycznych
cielat. U koni uzyskanie bliZniat monozygotycznych na-
potyka jednak na wiele trudnosci i pomimo licznych
eksperymentéw prowadzonych juz od wielu lat urodzito
sie zaledwie kilka par Zrebigt bliZniat monozygotycznych,
4 w Anglii (1, 7) i jedna w USA (8). Giéwna bariera
jest mata liczba zarodkéw, jakie uzyskuje si¢ od klaczy
i wynikajace z tego ograniczenia eksperymentowania.



522

Medycyna Wet. 52 (8) 1996

U klaczy nadal nie udaje si¢ bowiem wywota¢ super-
owulacji, a krotki okres sezonowej aktywnosci rozrodczej
dodatkowo ogranicza mozliwo§¢ czestego uzyskiwania
zarodkéw. Kolejna bariera jest specyficzna kapsula za-
rodka rozwijajaca sie po wewnetrznej stronie osfonki
przejrzystej okoto 6-7 dnia po zaplodnieniu. Uszkodzenie
kapsuly podczas dzielenia zarodka hamuje jego dalszy
rozwoj in vivo. Uzyskanie za$ zarodkéw we wczesniej-
szych stadiach rozwojowych napotyka na trudnosci. Pier-
wsza parg bliznigt monozygotycznych otrzymano z za-
rodkéw wyplukanych metoda chirurgiczng z jajowodu
klaczy pomiedzy 1 a 3 dniem po owulacji (1). Metoda
ta nie moze by¢ jednak zalecana, gdyz powoduje czgsto
powiklania, kiére uniemozliwiaja ponowne uzycie klaczy
jako dawezyni zarodkéw. Slade 1 wsp. (8) oraz Skidmore
1 wsp. (7) uzyskali Zrebigta monozygotyczne po podzieleniu
zarodkéw pozyskanych metoda niechirurgiczng z macicy
klaczy w 5.5-6,5 dniu po owulacji. Do dzielenia i trans-
plantacji przeznaczyli tylko te, ktére byly w fazie moruli.
_Potéwkowe” zarodki transplantowano klaczom biorczy-
riom sposobem chirurgicznym w- stabiznie (8) lub w
linii biatej (7).

Celem badari bylo pozyskanie zarodkéw we wezesnych
stadiach rozwojowych, ich dzielenie, krétkotrwala ho-
dowla i transplantacja zarodkéw ..poléwkowych”. Kon-
trolnie przeprowadzono réwniez transplantacje catych
zarodkow.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 27 Klaczach, w tym 19 rasy
konik polski 1 8 klaczach typu pogrubionego utrzymywanych
w Stacji Doswiadczalnej Katedry Rozrodu AR w Krakowie
w latach 1992-1994. Wszystkie klacze przebywaty w jednako-
wych warunkach utrzymania i zywienia (siano, owies, woda
ad libingn, lalem pastwisko 4-6 godzin dziennie. zima mar-
chew). Klacze rasy konik polski wykorzystywano jako daw-
czynie i1 biorezynie zarodkow. Natomiast klacze typu pogru-
bionego uzywano glownie jako biorczynie.

Celem okreslenia fazy cyklu rujowego, klacze badano co-
dziennie ogierem probnikiem i rejestrowano ich zachowanie
pleiowe. Moment owulacji okreslano badaniem jajnikow przez
prostnicg palpacyjnie i przy pomocy USG (Ultra vision, z glo-
wica 5 MHz). Po stwierdzeniu pecherzyka jajnikowego wiel-
kosci powyzej 2.5 cm badanie jajnikow przeprowadzano 2 razy
dziennie 1j. rano i wieczorem,

Klacze dawczynie byly kryte lub inseminowane nasieniem
jednego ogiera rasy konik polski o sprawdzone] plodnosci.
W jednym przypadku klacz dawczyni typu pogrubionego zo-
stala pokryta ogierem rasy slaskiej.

Uzyskiwanie zarodkow

Uzyskiwanie zarodkéw przeprowadzono metoda bezkrwa-
wa. Do plukania macicy uzywano ptynu Dulbecco (zbutoro-
wany roztwar soli fizjologiczne) DPBS) sporzadzony na wo-
dzie podwéjnie destylowanej i zdejonizowane] z dodatkiem 1%
surowicy plodéw bydlecych (FSC) lub inaktywowanej surowicy
cielecej oraz z dodatkiem penicyliny i streptomycyny. W pier-
wsze] kolejnosci zarodki odszukiwano w niewielkiej objetosci
plynu zlewanego z dolnej czgsci naczynia. Gdy nie znaleziono
zarodka w te] czesci plynu, caly plyn przepuszczano przez
specjalny filtr i poszukiwanie zarodka powtarzano. W przypad-
ku gdy nie znaleziono zarodka zabieg plukania macicy powta-
rzano dwu lub trzykrotnie (2).

Po odszukaniu zarodka przenoszono go do wzbogaconej
pozywki Dulbecco z dodatkiem 10% surowicy plodéw bydlg-
cych (FSC) przesaczonej przez mikrofiltr (0,2 um). Dalsze
¢zynnosci polegaly na kilkukrotnym (5%) przeplukiwaniu za-

rodka tj. przenoszeniu do kolejnych naczyn z niewielka iloscia
pozy wki.
Dzielenie i hodowla zarodkéw

Dzielenie zarodkéw przeprowadzano przy uzyciu odpowied-
nio wyprofilowanego ostrza zyletki podtaczonego do mikro-
manipulatora zamontowanego do mikroskopu Nomarskiego.
Zarodek umieszczono w kilku kroplach pozywki i po odpo-
wiednim ustaleniu dzielono go na dwie czesci.

Hodowle zarodkdw ,poléwkowych™ jak i catych przeprowa-
dzano w pozywce DPBS z dodatkiem 10% surowicy ptodow
cielecych i niewielkiej ilosci antybiotykéw w atmosferze 5%
CO; w temperaturze 37°C.

Transplantacja zarodkéw

Jako biorczynie zarodkéw uzywano klacze, u ktérych sto-
pieni synchronizacji owulacji w stosunku do klaczy dawczyn
wahat si¢ +3 dni. Transplantacje zarodkéw dokonano w dwo-
jaki spos6b — metoda niechirurgiczng i 2 zarodki ,,potowkowe”
transplantowano chirurgicznie. Metoda niechirurgiczng wpro-
wadzano zarodki do trzonu lub rogu macicy przy uzyciu me-
talowego lub plastikowego pistoletu typu Cassou. Tuz przed
wprowadzeniem pistoletu do pochwy klaczy, nakladano na
niego sterylna oslonke plastikowa. Zabieg deponowania zarod-
k6w w drogach rodnych klaczy biorczyi wykonywata zawsze
ta sama osoba. Po wprowadzeniu reki wraz z pistoletem osfo-
nietym ostong plastikowa do pochwy klaczy odszukiwano ka-
nat szyjki i wprowadzano na glgbokos¢ kilku cm pistolet. po
czym przerywano ostonke plastikowg przez podciagniecie jej
korica zewnetrznego. Nastgpnie reke wysuwano z pochwy kla-
czy i wprowadzano do prostnicy. Ustalano i kory gowano miej-
sce potozenia korica pistoletu i deponowano zarodek w poblizu
rozwidlenia trzonu lub w rogu macicy po stronie jajnika, na
kiérym wezesniej stwierdzono owulacje (2, 10).

Transplantacje zarodkéw metoda chirurgiczng wykonywano
w slabiznie po prawej stronie wg metody opisane] przez Squires
i wsp. (9). Po odpowiednim znieczuleniu, przecigciu powlok
brzusznych i odszukaniu macicy. przebijano tgpa igta Sciang
rogu macicy na wysokosci 1/3 dolnej dtugosci rogu, w miejscu,
gdzie nie stwierdzano wyraznych naczyr i w powstaly otwor
wprowadzano zarodek przy pomocy pipely pasterowskiej.

Wyniki i oméwienic

Wyniki uzyskiwania zarodkéw przedstawiono w tab. L.
Obserwacije te potwierdzaja ograniczone mozli wosciuzyskania
wiekszej liczby zarodkéw od klaczy w ciagu roku. W zimie
u ponad 70% klaczy. z wahaniami od 43% w 1993 1. do 92%
w 1992 r. nastapil zanik aktywnosci jajnikowe] (zimowe an-
estrus), kiory trwat przecigtnie 114 dni. W sezonie owulacja
u klaczy wystepowata Srednio 9 razy.

Podczas 3 sezonéw przeprowadzono ogétem 134 zabiegi
pozyskiwania zarodkéw, uzyskujac ich 55 (41%). Srednio od
jednej klaczy dawczyni uzyskano po 3,9 zarodka. Najmniej
zarodkéw (27%) uzyskano wowczas, gdy zabiegi przeprowa-
dzono w 5,5-6,5 dniu po owulacji. W 7 i 8 dniu uzyskiwano
odpowiednio 46% i 55% zarodkéw (tab. 2). Otrzymane wyniki
sa zblizone do wynikéw Boyle'a i wsp. (3). Sa jednak nieco
nizsze od wynikéw uzyskanych przez Huhtinen 1 wsp. (5).

Do dzielenia i transplantacji przeznaczono 10 zarodkéw,
z ki6rych 8 bylo w stadium moruli i 2 wezesnej blastocysty.
Po podzieleniu i krétkotrwatej hodowli 14 zarodkow poléw-
kowych” transplantowano metoda niechirurgiczng i 2 metoda
chirurgiczna. Dwukrotnie jednej klaczy biorczyni wprowa-
dzono jednoczesnie po 2 zarodki ..polowkowe™. Jednak u zad-
nej klaczy nie otrzymano ciazy po tran splantacji tych zarodkow.

Kontrolnie przeprowadzono metoda niechirurgiczng trans-
plantacje 16 catych zarodkow. ktore byty w stadium wczesnej
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Tab. 1. Aktywno$¢ rozrodcza klaczy i wyniki uzyskiwania zarodkéw (n=19)

N : . . Liczba uzyskanych
Rok: Liczba dni obserwacii dpesinus Ogolniz‘l liczbe .LlC,Zba c zarodkow
i, A, (rednio/klacz) zimowe ovxiulaq} w roku pozyskjyvan zarodkéw (%)
(dni) ($rednio/klacz) ($rednio od klaczy) srednio od klaczy
1992: 3985 92%* 98 32 10 (31%)
12 (332) (128)%* (8,2) 2.7 0,8
1993 4910 43%* 132 65 25 (38%)
16 (306) (108)** 8,2) 4,1 1,6
1994 4950 86%* 140: 14 37 20 (54%)
14 (353) (104)** (10,0) (2,6) 1.4
Razem za 3 lata 13 845 71%* 370 : 42 134 55 (41%)
= | (329 (114y% (8.8) (9.6) ; 3.9
Objagnienia: * — klacze z zimowym anestrus, ** — $redni czas trwania zimowego anestrus.

blastocysty i blastocysty. Jednej klaczy typu zimnokrwistego
zdeponowano jednoczesnie 3 zarodki pozyskane w 7 dniu po
owulacji od 3 réznych klaczy rasy konik polski, a w jednym
przypadku przeniesiono zarodek pozyskany od klaczy typu
pogrubionego klaczy rasy konik polski. Uzyskano ogétem 10
przypadkéw ciazy rozpoznanych USG w 20 dniu po owulacji.
U klaczy, kiéra otrzymala 3 zarodki nastapita jednak w 23
i 26 dniu po owulacji resorpcja 2 z nich, a jeden rozwijat si¢
normalnic. Klacz ta urodzita zdrowe Zrebie. Zanotowano réw-
niez resorpcje zarodka w 25 dniu po owulacji u klaczy rasy
konik polski, ktéra otrzymata zarodek od klaczy typu pogru-
bionego. Pozostate ciaze rozwijaty si¢ normalnie. Ogdtem po

Tab. 2. Wyniki uzyskiwania zarodkéw metoda bezkrwawag
w poszezegdlnych dniach po owualacji

Stadium rozwojowe zarodka

Dzien | Liczba | ogélem
po owulacji | pozyskiwai [ | wezesna T
blastocysta liczba .
| odkéw | ¢
zarodkow
55-6.5 44 s 6 ! 12 27
65-75 | 70 3 4 5 | 32 |46
7.5-8.5 20 | = | 10 Il 55
Razem | 134 | 8 I 36 55 | 41
Tab. 3. Wyniki transplantacji catych zarodkow
Synchronizacja cyklu Liczba . Ciaza
. s - Cigza .
pomigdzy dawczyniami zabiegow 0 20 dni zakonczona
i blorczyniami (dni) transplantacji | - porodem
-3 5 | 4 2
-2 4 | 3 3
- S - .
0 5 i |
+1 I 1 -
+2 - - -
+3 I | 1
Razem 16 10 (63%) 7 (44%)
Objasnienia: * — resorpcja 2 zarodkéw spoéréd 3 transplantowanych

réwnoczesnie do jednej klaczy typu zimnokrwistego, ** — resorpcja zarodka
pochodzacego od klaczy typu pogrubionego 1 transplantowanego do klaczy
rasy konik polski

transplantacji uzyskano 7 Zrebiat. Najlepsze wyniki transplan-
tacji otrzymano, gdy stopieni synchronizacji owulacji pomigdzy
klaczami dawczyniami a biorczyniami wynosit — 2, tzn., gdy
u klaczy biorczyn owulacja wystapita dwa dni pdZniej niz
u dawczyn zarodkéw (tab. 3).

Huhtinen i wsp. (5) przeprowadzili w Finlandii podobne
obserwacje na 50 klaczach, od kt6rych uzyskali 45 zarodkow.
Do dziclenia przeznaczono tylko te, ktérych Srednica nie prze-
kraczata 185 um. Dzielenie zarodkéw przeprowadzano w po-
zywce z dodatkiem cytochalazyny B, kiéra zapobiega rozpu-
szczeniu jader komérkowych i jest czesto dodawana do pozywek
uzywanych przy tego rodzaju zabiegach. ,,Potéwkowe” zarodki
transplantowano metoda niechirurgiczna 24 klaczom biorczy-
niom, jednak nie uzyskano ciazy u zadnej z nich. Kontrolnie
dokonano transplantacji 8 calych zarodkéw uzyskujac 7 przy-
padkéw ciazy.

Specyficzne whasciwosci rozwojowe zarodkéw klaczy byty
badane przez szereg autoréw (6, 7). Celem ich byto zwigk-
szenie mozliwosci uzyskania Zrebiat bliZzniat monozygotycz-
nych. Wyniki badad wykazaty, ze bez wzglgdu na taze roz-
wojowa zarodka, kapsula nie powstaje na ,,potdwkowych”
zarodkach hodowanych in vitro. Potomstwo po zarodkach
,potéwkowych” uzyskano tylko w tych przypadkach, aody
zostaty podzielone przed lub w poczatkowej fazie tworzenia
kapsuty.
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