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Metody uzyskiwania oocytów bydlęcych
i ich wykotzystanie do produkcji

zarodków in vitro
ZakladFizjologii Rozrodu Zwierząt Instytutu Zootechniki, 32_083 Balice

Hormonalna stymulacja superowulacji połączona

tylko od zwterząt młodych, ale także od starszych,
Moze to mieć szczegó|ne zllaczęnle w odniesieniu
do krów o wysokiej i sprawdzonej juz wartości.

W ostatnich latach nastąpił znaczr'y postęp w opa-

liczeniu na liczbę oocytów uzytych do hodowli iłl

a oocytów jest ich aspiracja
ych pod kontrolą USG, do-
ki ciała (6). Podobnie jak

laparoskopia jest to ró 9o1o-dowaćlrazyiztego cwle-
lokrotnie iiutynowo w od-

biegu sonda jest wprowadzana do pochwy, a następ-

nie jajniki są ustalane naprzeciwko niej przy pomocy
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Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie położenia sondy USG i jajnika pod-

czas tfanswaginalnej aspiracji pęcherzyków jajnikowych

Objaśnienia: 1 -jajnik,2 - odbytnica,3 -szyjka macicy,4- sonda USG

manipulacjI per rectum (ryc. 1). Po odpowiednim
ustawieniu sondy i jajnika (pęcherzyk jajnikowy
znajduje się na linii przejścia igły) igła jest popy-
chana, przebIja ścianę pochwy i wchodzi do pęche-
rzyka. Natychmiast po wejściu końcówki igły do
pęcherzyka podłączanę jest podciśnienie, co powo-
duje wyssanie płynu pęcherzykowego z oocytem.
Zabte g wykonuj e się po unieruchomieniu zw ierzęcia
w poskromje t znteczuleniu nadoponowym.

Metoda transwaginalnego uzyskiwania oocytów
bydlęcych pod kontrolą USG została w ciągu ostat-
nich kilku lat znacznie udoskonalona. Dąży się do
wprowadzenia zmian umozliwiających obnizenie
kosztów zabiegu, skrócenie jego czasu i zwiększenie
kontroli opefatora. Sukces aspiracji mierzony sto-
sunkiem uzyskanych oocytów do aspirowanych pę-
cherzyków uzalezniony jest od hormonalnej stymu-
lacji zwierząt, częstości wykonywania punkcji,
zastos owanej aparatury i do świad częnia operatorów.
Po wstępnej adaptacji transwaginalnej aspiracji pę-
cherzyków jajnikowych u bydła, badania skoncentro-
wały się nad mozliwością zwiększenia ltczby uzyski-
w any ch o ocytó w. D zięki z asto s ow an ym mo dyfik acj o m
udało się uzyskać znaczny postęp. Procent pozy-
skiwanych oocytów w stosunku do aspirowanych
pęcherzyków wzrósł z około 27Vo (16) do około
5OVo (I2) i 69,6Vo (14). W efekcie mozliwe stało
się uzyskanie średnio około 16 oocytów od krowy
w tygodniu, co pozwoliło wyhodować in vitro ponad
2 nadające się do przenoszenia zarodki (13). W
ciągu sześciu miesięcy mozliwe stało się wypro-
dukowanie ponad 50 zarodków, czyli czterokrotnie
więcej niż przy metodzie superowulacji, Daje to
szansę uzyskania około 25 cieląt rocznie,

Bardzo duzy wpływ na efektywność metody ma
częstość wykonywania aspiracji. Cykl rujowy bydła
charakteryzuje się występowaniem2lub 3 fal wzto-
stu pęcherzyków jajnikowych (8, 19, żż). Każda
fala trwa 6-] dni i obejmuje początkową rekrutację
grupy pęcherzyków, z których jeden zostaje wyse-

lekcjonowany do dalszego wzrostu (pęcherzyk do-
minujący) podczas gdy pozostałe ulegają regresji.
Pęcherzyk dominujący hamuje wzrost pozostałych
przez produkcję inhibin (l, 15). Aspiracje powta-
rzane w odstępie 3-4-dniowym zapobiegają selekcji
pęcherzyka dominującego i podwajają liczbę fal
wzrostu pęcherzyków w ciągu 2I dni. Cykl rujowy
zanika. Przy pobieraniu oocytów w odstępach więk-
szych niż 3-4 dni liczba pęcherzyków nie zwiększa
się, natomiast zwiększa się ich średnica. Po pięciu
dniach pęcherzyk może osiągnąć wielkość przed-
owulacyjną i owulować. W takim wypadku cykl
rujowy zostaje zachowany, jak to miało miejsce
przy cotygodniowej aspiracji pęcherzyków w do-
świadczeniu Pieterse i wsp. (17).

W odniesieniu do mozliwości polepszenia wyni-
kó w aspira cjt p oprzez zasto sowanie stymulacj i hor-
monalnej zdanta są podzielone. Walton i wsp. (24)
podając FSH i przeprowadzając punkcję raz w tygo-
dniu uzyskał więcej oocytów niż przy dwukrotnej
punkcji w tygodniu od zwierząt niestymulowanych.
Podobne wyniki uzyskał Pieterse i wsp. (18) po-
równuj ąc zw terzęta stymulow ane PMS G z ni estymu-
lowanymi. Uzyskał on wzrost liczby aspirowanych
pęcherzyków, ale po stymulacji hormonalnej procent
pozyskiwanych oocytów zmniejszył się istotnie. Inni
autorzy (5, 23) nie stwierdzili wzrostu liczby uzy-
skanych oocytów po zastosowaniu stymulacji hor-
monalnej. Stubbings i Walton (23) zaobserwowali,
ze podanie hormonów gonadotropowych moze po-
czątkowo spowodować wzrost liczby aspirowanych
pęcherzyków,|ecz w dłuzszym czasie średnia |iczba
uzyskanych oocytów od zwierząt stymulowanych i
niestymulowanych nie rózni się istotnie.

Ostatnio opublikowano szereg prac, których głów-
nym obiektem zainteresowania jest techniczna strona
metody (2, 20, 21). Badania dotyczą mozliwości
zastosowania różnych aparatów ultrasonograficz-
nych, typów sond, igieł aspiracyjnych, prowadnic
do igieł i systemów podciśnienia. Ich celem jest
uproszczenie techniki tak, by stała się ona atrakcyjna
z ekonomicznego punktu widzenia i mogła być sto-
sowana w praktyce. Duze znaczenie ma możliwość
lżycta krótkich, łatwo wymienialnych igieł aspira-
cyjnych. Będące wciąż jeszcze w uzyciu długie igły
mają szereg wad, Są drogie, bardzo szybko się tępią,
a ich ponowne naostrzenie nigdy nie przywraca
początkowej ostrości. Z lwagi na ólżą przestrzeń
martwą bardzo trudno jest pobierać płyn pęcherzy-
kowy z poszczególnych pęcherzyków. Krótkie igły
są tanie, pozwalaląnaużycie nowej igły dla kazdego
zwterzęcia. łatwo nimi manipulować. Dzięki małej
przestrzent martwej można uzyskiwać płyn pęche-
rzykowy z poszczególnych pęcherzyków.

Potencjalne mozliwości metody transwaginalnej
aspiracji pęcherzyków jajnikowych w połączentu z
produkcją zarodków in vitro sprawiają, że może
stać się ona alternatywą lub uzupełnieniem super-
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owulacji. Główną zaletą transwaginalnej metody
uzyskiwania oocytów z pęcherzyków jajnikowych
w stosunku do metody superowulacji jest znacznie

uszkodzeń dróg rodnych u dawczyń oocytów, nawet
przy powtatzaniu zabtegów na tym Samym zwię-
rzęcitl co 3-4 dnt przez wiele tygodni, metoda moze

nych, w których. oocyty m9g+y: juz zdegenero-
wane w momencie pobierania. Badania powinny się

tez skoncentrować nad jakością i potencjałem roz-
wojowym pozyskanych oocytów w warunkach in

vitro.
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Kraków

FOSTER G., JOHANS K. L., REID R. J., ROSS H. M.:
Izolacja Brucela z organizmu wa|eni, fok i wydr. (Isolation
of Brucella species from cetaceans, seals and otter). Vet,
Rec, l38, 583-586, 1996 (24)

Przebadano bakteriologicznie wydry (Latra latra),8 waleni (Phocoena sle,

nella, Delphinus delphis, Lagenorhynchus ucutus, Stenelkt coeuleoalba) t 9
fok (Phoca vitulina, Cystophora cristata, Halichoerus grypus) na nosicielstwo

drobnoustrojów rodzajl Brucella. Po raz pierwszy Brucella s2. wyizolowano

z jednego L acutus, dwóch S. coeuleoalba i jednego C. cristata, H. grypus

i Latra latra Do izolacji bakterii wykorzystano posiewy ze zmian na skórze

o rozległym charŃterze, śledzionę, gruczoł mlekowy, macicę, krew, szyjkę

macicy oraz węzły chłonne. Brucella sp wyosobniono z 7 na 14 badanych

śledzion oraz z gruczołu mlekowego, macicy, jąder i krwi oraz pachwinowych,

żołądkowych, pachowych i lędźwiowych węzłów ctrłonnych. Identyfikacje

zarazka oparto o właściwości biochemiczne (test API 20NE).

DXON R.M., GRAHAM P. A., MOONEY C. T.: Określe-
nie poziomu surowiczej tyreotropiny: nowy test diagnosĘcz,
ny niedoczynności tarczycy u psów. (Serum thyrotropin
concentrations: a new diagnostic test for canine hypothy-
roidism). Vet, Rec. 138, 594-595 , 1996 (24)

Rozpoznanie niedoczynności tarczycy u psów opiera się o wywiad, badanie

kliniczne i specjalistyczne badania laboratoryjne. Niski poziom surowiczej

tyroksyny (T4) sugeruje jedynie możliwość występowania niedoczynności tar-

czycy. Rozpoznanie choroby winno być potwierdzone brakiem odpowiedzi

T4 na podanie egzogennej tyfootropiny (TSH). Test stymulacji przy użycitl

TSH przeprowadzono u 31 psów, u których podejrzewano niedoczynność tar-

czycy. Całkowit ą zawartość T4 oznaczono w czasie 0 oraz po 6 h po dożylnej

iniekcji TSH (0,1 jnr/kg) Niedoczynność tarczycy wykluczono, gdy poziom

T4 po stymulacji przekraczał 23 nmolĄ, to jest był co najmniej 1,5 krotŃe

wyższy od poziomu wyjściowego U 11 badanych psów potwierdzono istnie-

nie niedoczynności tarczycy.
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