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Metody uzyskiwania oocytéw bydlecych
i ich wykorzystanie do produkcji
zarodkow in vitro
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Hormonalna stymulacja superowulacji potaczona
zniechirurgicznym wyplukiwaniem i przenoszeniem
zarodkéw jest stosowang juz od wielu lat metoda
uzyskiwania zwigkszonej liczby potomstwa od naj-
bardziej warto$ciowych genetycznie kréw. Zabieg
superowulacji moze by¢ powtarzany okoto pigc razy
w roku na tym samym zwierzeciu, co pozwala uzys-
ka¢ od jednej krowy Srednio okolo 25 zarodkow
nadajacych sie do przenoszenia i w rezultacie okolo
12 cielat (9). W poréwnaniu do rozrodu naturalnego,
gdzie od jednej krowy uzyskuje si¢ od 4 do 6 cielat
w ciagu zycia, jest to znaczacy wzrost wykorzystania
mozliwosci rozrodezej bydta. Jesli weZmie si¢ pod
uwage. ze w jajniku krowy znajduje si¢ ponad 100
tys. gamet — w wigkszosci w przedantralnych pe-
cherzykach jajnikowych (13) — oznacza to, ze jej
potencjal rozrodczy jest wykorzystywany w bardzo
niewielkim stopniu. W badaniach przeprowadzo-
nych przez Katska i wsp. (10) stwierdzono, ze Srednia
liczba antralnych pecherzykéw jajnikowych o Sred-
nicy 2-6 mm, a takze prawidtowych morfologicznie
oocytéw utrzymuje sie na podobnym poziomie u
jatéwek i krow w wieku 3-8 lat, natomiast u krow
w wieku powyzej 9 lat wystgpuje niewielka ten-
dencja spadkowa. Spostrzezenia te potwierdzajq
wezesniejsze obserwacje Ericksona (7), ktory wy-
kazal, 7e liczba pecherzykéw antralnych u bydia w
wieku od 8 miesiecy do 10-14 lat utrzymuje si¢ na
zblizonym poziomie, a wyrazna redukcje populacji
obserwowat dopiero u zwierzat 15-letnich. Wynika
z tego, ze produkcje znacznej liczby przydatnych
do hodowli in vitro oocytéw mozna uzyskac nie
tylko od zwierzat mtodych, ale takze od starszych.
Moze to mie¢ szczegblne znaczenie w odniesieniu
do kréw o wysokiej i sprawdzonej juz wartoci.

W ostatnich latach nastapit znaczny postgp w opa-
nowaniu metod pozaustrojowej produkcji zarodkow
u bydta. Obecnie mozliwe jest uzyskanie ponad
90% dojrzalych in vitro oocytéw pobranych z ant-
ralnych pecherzykéw jajnikowych. Z tej liczby
ponad 80% oocytéw ulega zaptodnieniu, ponad 70%
podejmuje rozwdj zarodkowy, a okoto 40% rozwija
sie do stadium blastocysty (11). Tak wigc w prze-

liczeniu na liczbe oocytéw uzytych do hodowli in
vitro, mozliwe jest uzyskanie od 20-30% blastocyst.
Jest to juz wydajno$é spetniajaca warunki wyko-
rzystania metody na skalg praktyczng. W wiekszosci
przypadkéw oocyty do dojrzewania i zaptodnienia
in vitro uzyskiwano dotychczas z jajnikéw jatéwek
lub kréw po ich uboju. Aby wykorzysta¢ pozaustro-
jowa produkcje zarodkéw do realizacji programow
genetycznych konieczne jest zastosowanie metody
pozwalajacej na wielokrotne pobieranie oocytéw z
jajnika tej samej krowy. Jedna z takich metod jest
laparoskopia. Zabieg ten mozna powtarzac, jednak
tylko w ograniczonym zakresie, gdyz moze on po-
wodowaé urazy u dawczyni oocytéw. Ponadto pow-
tarzalno$¢ laparoskopii jest ograniczona ze wzgledu
na tworzenie sig blizn i zrostéw w miejscu operacji.
Inna metoda uzyskiwania oocytéw jest ich aspiracja
z pecherzykéw jajnikowych pod kontrola USG, do-
konywana przez powloki ciala (6). Podobnie jak
Japaroskopia jest to réwniez metoda mogaca powo-
dowaé urazy i z tego wzgledu nie moze by¢ wie-
lokrotnie i rutynowo stosowana, zwiaszcza w od-
niesieniu do warto$ciowych dawezyn (17).
JakoSciowa zmiane w uzyskiwaniu oocytéw byd-
lecych z pecherzykéw jajnikowych in situ stanowi
rozwijana w ostatnich latach metoda aspiracji pe-
cherzykéw pod kontrola dopochwowej sondy USG
sprzezonej z igta. Technika ta zostata po raz pierwszy
uzyta do uzyskiwania oocytéw ludzkich i opisana
przez Wiklanda i wsp. (25) w 1987 . Obecnie jest
to rutynowo stosowana metoda w placéwkach pro-
wadzacych zaptodnienie in vitro u ludzi. Pierwsze
doniesienia o wykorzystaniu transwaginalnej aspi-
racji pecherzykéw jajnikowych u bydla zostaty
opublikowane przez Pieterse i wsp. (16, 17) i Kruipa
i wsp. (12). Pozyskiwanie oocytéw pod kontrola
USG wymaga zastosowania ultrasonografu o wy-
sokiej rozdzielczosci obrazu z sondg dopochwowa
wyposazona w nasadke do punkcji. Technika ta
pozwala na aspiracj¢ oocytéw z pecherzykow jaj-
nikowych o $rednicy powyzej 2 mm. Podczas za-
biegu sonda jest wprowadzana do pochwy, a nast¢p-
nie jajniki sa ustalane naprzeciwko niej przy pomocy
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Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie polozenia sondy USG i jajnika pod-
czas transwaginalnej aspiracji pecherzykéw jajnikowych
Objasnienia: 1 — jajnik, 2 — odbytnica, 3 — szyjka macicy, 4 — sonda USG

manipulacji per rectum (ryc. 1). Po odpowiednim
ustawieniu sondy i jajnika (pecherzyk jajnikowy
znajduje si¢ na linii przejScia 1g1y) igla jest popy-
chana, przebija Sciang pochwy i wchodzi do peche-
rzyka. Natychmiast po wejSciu kofcowki igly do
pecherzyka podlaczane jest podciSnienie, co powo-
duje wyssanie ptynu pecherzykowego z oocytem.
Zabieg wykonuje si¢ po unieruchomieniu zwierzgcia
w poskromie i znieczuleniu nadoponowym.

Metoda transwaginalnego uzyskiwania oocytow
bydlecych pod kontrola USG zostala w ciagu ostat-
nich kilku lat znacznie udoskonalona. Dazy si¢ do
wprowadzenia zmian umozhwwgacych obnizenie
kosztow zabiegu, skrécenie j jego czasu i zwigkszenie
kontroli operatora. Sukces aspiracji mierzony sto-
sunkiem uzyskanych oocytéw do aspirowanych pe-
cherzykdw uzalezniony jest od hormonalnej stymu-
lacji zwierzat, czg¢stoSci wykonywania punkcji,
zastosowanej aparatury i do§wiadczenia operatorow.
Po wstgpnej adaptacji transwaginalnej aspiracji pe-
cherzykéw jajnikowych u bydta, badania skoncentro-
waly si¢ nad mozliwoscia zwigkszenia liczby uzyski-
wanych oocytéw. Dzigki zastosowanym modyfikacjom
udato si¢ uzyska¢ znaczny postgp. Procent pozy-
skiwanych oocytéw w stosunku do aspirowanych
pecherzykéw wazrést z okoto 27% (16) do okoto
50% (12) i 69,6% (14). W efekcie mozliwe stalo
sie¢ uzyskanie §rednio okoto 16 oocytéw od krowy
w tygodniu, co pozwolito wyhodowac in vitro ponad
2 nadajace si¢ do przenoszenia zarodki (13). W
ciagu szesciu miesigcy mozliwe stalo si¢ wypro-
dukowanie ponad 50 zarodkéw, czyli czterokrotnie
wiecej niz przy metodzie superowulacji. Daje to
szans¢ uzyskania okoto 25 cielat rocznie.

Bardzo duzy wplyw na efektywnos$¢ metody ma
czesto$é wykonywania aspiracji. Cykl rujowy bydta
charakteryzuje si¢ wystgpowaniem 2 lub 3 fal wzro-
stu pecherzykéw jajnikowych (8, 19, 22). Kazda
fala trwa 6-7 dni i obejmuje poczatkowa rekrutacje
grupy pecherzykéw, z ktorych jeden zostaje wyse-

lekcjonowany do dalszego wzrostu (pecherzyk do-
minujacy) podczas gdy pozostale ulegaja regres;ji.
Pecherzyk dominujacy hamuje wzrost pozostatych
przez produkcje inhibin (1, 15). Aspiracje powta-
rzane W odstepie 3-4-dniowym zapobiegaja selekcji
pecherzyka dominujacego i podwajaja liczbe fal
wzrostu pecherzykéw w ciagu 21 dni. Cykl rujowy
zanika. Przy pobieraniu oocytéw w odstepach wigk-
szych niz 3-4 dni liczba pecherzykow nie zwicksza
sie, natomiast zwigksza si¢ ich Srednica. Po pigciu
dniach pecherzyk moze osiagnac¢ wielkoS¢ przed-
owulacyjna i owulowaé. W takim wypadku cykl
rujowy zostaje zachowany, jak to miato miejsce
przy cotygodniowe] aspiracji pecherzykéw w do-
$wiadczeniu Pieterse i wsp. (17).

W odniesieniu do mozliwosci polepszenia wyni-
kéw aspiracji poprzez zastosowanie stymulacji hor-
monalnej zdania sg podzielone. Walton i wsp. (24)
podajac FSH i przeprowadzajac punkcjg¢ raz w tygo-
dniu uzyskal wigcej oocytéw niz przy dwukrotnej
punkcji w tygodniu od zwierzat niestymulowanych.
Podobne wyniki uzyskat Pieterse i wsp. (18) po-
rownujac zwierzgta stymulowane PMSG z niestymu-
lowanymi. Uzyskal on wzrost liczby aspirowanych
pecherzykdéw, ale po stymulacji hormonalnej procent
pozyskiwanych oocytéw zmniejszyt si¢ istotnie. Inni
autorzy (5, 23) nie stwierdzili wzrostu liczby uzy-
skanych oocytéw po zastosowaniu stymulacji hor-
monalnej. Stubbings i Walton (23) zaobserwowali,
ze podanie hormonéw gonadotropowych moze po-
czatkowo spowodowaé wzrost liczby aspirowanych
pecherzykéw, lecz w dluzszym czasie Srednia liczba
uzyskanych oocytéw od zwierzat stymulowanych 1
niestymulowanych nie rézni si¢ istotnie.

Ostatnio opublikowano szereg prac, ktérych gtow-
nym obiektem zainteresowania jest techniczna strona
metody (2, 20, 21). Badania dotycza mozliwosci
zastosowania réznych aparatéw ultrasonograficz-
nych, typow sond, igiet aspiracyjnych, prowadnic
do igiet 1 systemow podcis$nienia. Ich celem jest
uproszczenie techniki tak, by stata si¢ ona atrakcyjna
z ekonomicznego punktu widzenia i mogta by¢ sto-
sowana w praktyce. Duze znaczenie ma mozliwos¢
uzycia krétkich, tatwo wymienialnych igiet aspira-
cyjnych. Bedace wciaz jeszcze w uzyciu diugie igly
maja szereg wad. Sa drogie, bardzo szybko si¢ tepia,
a ich ponowne naostrzenie nigdy nie przywraca
poczatkowej ostrosci. Z uwagi na duza przestrzen
martwa bardzo trudno jest pobieraé¢ pltyn pecherzy-
kowy z poszczegdlnych pecherzykow. Krétkie igly
sa tanie, pozwalajg na uzycie nowej igty dla kazdego
zwierzecia, tatwo nimi manipulowaé. Dzigki malej
przestrzeni martwej mozna uzyskiwac ptyn peche-
rzykowy z poszczegdlnych pecherzykow. :

Potencjalne mozliwosci metody transwaginalnej
aspiracji pecherzykéw jajnikowych w potaczeniu z
produkcja zarodkéw in vitro sprawiaja, ze moze
sta¢ si¢ ona alternatywa lub uzupelnieniem super-
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owulacji. Gléwna zaleta transwaginalnej metody
uzyskiwania oocytéw z pecherzykéw jajnikowych
w stosunku do metody superowulacji jest znacznie
wyzszy stopiei powtarzalnosci. Metoda moze byc
wykorzystana do wspomagania superowulacji po-
przez usuniecie pecherzyka dominujacego, ktore po-
woduje wzrost jednorodnej populacji mniejszych
pecherzykéw jajnikowych. W ten sposéb mozna
uzyskaé lepsza odpowiedZ na superowulacje u kKrow
w laktacji (4). Mozna ja réwniez wykorzystac do
produkcji zarodkéw od zwierzat we wezesnej ciazy,
samic nie reagujacych na superowulacj¢ lub krow
z niedroznymi jajowodami (13). Poniewaz dotych-
czas nie obserwowano probleméw zdrowotnych czy
uszkodzen drég rodnych u dawczyn oocytow, nawet
przy powtarzaniu zabiegéw na tym samym zwie-
rzeciu co 3-4 dni przez wiele tygodni, metoda moze
by¢ stosowana bez ryzyka utraty zdolnosci rozrod-
czych krowy. Jeszcze jedng mozliwoscig zastoso-
wania metody jest uzyskiwanie oocytéw od niedoj-
rzalych plciowo zwierzat. Czynione byly juz udane
préby pobierania oocytéw od 10-16-tygodniowych
cielat (13). Zastosowanie oocytéw od tak mtodych
zwierzat do produkcji zarodkéw in vitro stanowi
potencjalng mozliwo$¢ znacznej redukcji odstgpu
miedzypokoleniowego, ktéry jest kluczowym ele-
mentem w programach genetycznego ulepszania po-
pulacji. Jego skrécenie prowadzitoby do szybszych
zmian genetycznych.

Pomimo uzyskanego w ostatnich latach postgpu
dalsze prace sa niezbedne, zaréwno w odniesieniu
do samej metody transwaginalnego uzyskiwania
bydlecych oocytéw jajnikowych, jak tez relacji mig-
dzy zastosowanym wariantem pobierania, a jakoscia
uzyskiwanych oocytéw. Kolejnym problemem do
rozwigzania jest identyfikacja pecherzykow atretycz-
nych, w ktérych oocyty moga by¢ juz zdegenero-
wane w momencie pobierania. Badania powinny si¢

tez skoncentrowaé nad jakoscig i potencjalem roz-
wojowym pozyskanych oocytéw w warunkach in
vitro.
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FOSTER G., JOHANS K. L., REID R. J., ROSS H. M.:
Izolacja Brucela z organizmu waleni, fok i wydr. (Isolation

of Brucella species from cetaceans, seals and otter). Vet.
Rec. 138, 583-586, 1996 (24)

Przebadano bakteriologicznie wydry (Latra latra), 8 waleni (Phocoena ste-
nella, Delphinus delphis, Lagenorhynchus acutus, Stenella coeuleoalba) i 9
fok (Phoca vitulina, Cystophora cristata, Halichoerus grypus) na nosicielstwo
drobnoustrojéw rodzaju Brucella. Po raz pierwszy Brucella sp. wyizolowano
z jednego L. acutus, dwéch S. coeuleoalba i jednego C. cristata, H. grypus
i Latra latra. Do izolacji bakterii wykorzystano posiewy ze zmian na skorze
o rozleglym charakterze, §ledziong, gruczot mlekowy, macice, krew, szyjke
macicy oraz wezly chlonne. Brucella sp. wyosobniono z 7 na 14 badanych
§ledzion oraz z gruczoln mlekowego, macicy, jader i krwi oraz pachwinowych,
zotadkowych, pachowych i ledZwiowych weztéw chionnych. Identyfikacje
zarazka oparto o wlasciwosci biochemiczne (test API 20NE).

G.

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

Rozpoznanie niedoczynnogci tarczycy u pséw opiera si¢ o wywiad, badanie
kliniczne i specjalistyczne badania laboratoryjne. Niski poziom surowiczej
tyroksyny (T4) sugeruje jedynie mozliwosé wystgpowania niedoczynnosci tar-
czycy. Rozpoznanie choroby winno byé potwierdzone brakiem odpowiedzi
T4 na podanie egzogennej tyreotropiny (TSH). Test stymulacji przy uzyciu
TSH przeprowadzono u 31 pséw, u ktérych podejrzewano niedoczynnos$¢ tar-
czycy. Catkowita zawartos¢ T4 oznaczono w czasie 0 oraz po 6 h po dozylnej
iniekeji TSH (0,1 jm/kg). Niedoczynnos¢ tarczycy wykluczono, gdy poziom
T4 po stymulacji przekraczal 23 nmol/l, to jest byt co najmniej 1,5 krotnie
wyzszy od poziomu wyjsciowego. U 11 badanych pséw potwierdzono istnie-
nie niedoczynnosci tarczycy.
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