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Efektywnosc aspiracji oraz jakoS¢ oocytow kozich
uzyskiwanych laparoskopowa metoda OPU
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Efficacy of laparoscopic method OPU in goats

Summary

The aim of the study was to develop new techniques for the repeated recovery of goat and sheep oocytes
useful for culture and fertilization in vitro and cloning and the evaluation of the efficacy of the established
method. Oocytes were aspirated with a syringe or an originally designed catheter for aspiration. The oocytes
donors were 54 goats. The animals were premedicated, after which general anesthesia was induced. The
general anesthesia lasted about 22 min. The endoscope was inserted into the abdominal cavity. Two trockars
for putting the manipulators were inserted 15 cm below the udder. Oocytes were collected by the aspiration of
the follicular fluid from the ovarian follicles. Depending on the size, a single aspiration of up to 8 follicles was
performed. The collected oocytes were evaluated under a stereoscopic microscope. The following rules of the
evaluation and classification of the oocytes were established: class I — homogenous cytoplasm, at least 3 layers
of the granulosa cells; class II — homogenous cytoplasm, 1-2 layers of granulosa cells; class III — homogenous
cytoplasm, no granular cells; class IV — heterogenous cytoplasm, independent of the granulosa cells. Oocytes
class I, IT and III were qualified for the culture. 363 ovarian follicles were aspirated, 183 (50.41%) oocytes
were obtained. 56 were qualified as class I, 79 — class II, 31 — class III, 8 — class I'V. 175 (95.36%) of the obtained
oocytes were qualified for the culture, including: 35.52% in class I, 43.17% — class II, 16.94% — class III.
4.37% of the collected oocytes were disqualified for the culture. The proposed technique allows for the
collecting oocytes of good quality that can be used for IMV/IVF techniques and cloning.

Keywords: ovum pick-up, goat, laparoscopy, oocytes

Postep w produkcji zarodkow in vitro zwierzat gos-
podarskich uwarunkowany jest m.in. rozwojem me-
tod uzyskiwania oocytow. Zastosowanie metod IVF/
IVM (in vitro fertilization/in vitro maturation) w pro-
gramach hodowlanych (MOET — multiple ovulation
and embryo transfer), limitowane jest dost¢pnoscia do
odpowiedniej liczby komorek jajowych zdolnych do
dojrzewania 1 zaptodnienia in vitro. Dlatego tez ko-
nieczne jest opracowanie skutecznych, przyzyciowych,
powtarzalnych 1 mato inwazyjnych metod uzyskiwa-
nia oocytow, bedacych alternatywa dla metod chirur-
gicznych czy poubojowych. Metody niechirurgiczne-
go uzyskiwania oocytOw po raz pierwszy opisano u byd-
ta. Byla to tzw. transwaginalna metoda uzyskiwania
oocytow pod kontrola USG (OPU — ovum pick-up)
(9, 22-24). Uzycie laparoskopii 1 wideochirurgii po-
zwolito na opracowanie metod OPU u $rednich zwie-
rzat gospodarskich owiec, kéz 1 §win (1, 5, 25). Ogra-
niczeniem tych metod jest stosunkowo niska 1 zmien-
na efektywnos$¢ pozwalajaca z aspirowanych peche-

rzykow uzyska¢ od 50% do 80% oocytow, z kto-
rych do dalszej hodowli kwalifikowane jest 30-90%.
W efekcie uzyskuje si¢ nie wigcej niz 15% do 80%
oocytoéw dobrej jakosci. Na efektywnos$¢ metod maja
wptyw m.in.: odpowiedni dobor dawczyn, stymulacja
hormonalna, czgstotliwos¢ uzyskiwania oocytéw oraz
czynniki techniczne np.: wielko$¢ stosowanego pod-
ci$nienia, grubos¢ igly, sposdb aspiracji pecherzykow,
sposob stabilizacji jajnika 1 sprawno$¢ manualna ope-
ratoréw (1, 2, 4).

Podjete badania mialy na celu poprawienie efektyw-
nos$ci aspiracji i jakosci uzyskiwanych oocytow ko-
zich laparoskopowa metoda OPU poprzez dopracowa-
nie techniki penetracji powlok brzusznych, sposobu
stabilizacji jajnikow 1 aspiracji pecherzykow jajniko-
wych.

Materiat i metody

Dawczyniami oocytow byty 54 kozy w wieku 1-3 lat,
o masie ciala 35-50 kg. Dawczynie poddano synchroniza-
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cji cyklu ptciowego i superowulacji. Synchronizacje¢ cyklu
ptciowego przeprowadzono gabkami dopochwowymi Chro-
nogest (Cronolone 30 mg, Intervet GmBH) przez 11-14 dni.
Superowulacj¢ indukowano przez jednorazowe podanie
1000 j.m. PMSG (Folltropin 1000 J.M., Intervet BV) na
16-24 godziny przed usunigciem gabek. Oocyty pozyski-
wano w 24 godziny po usuni¢ciu gabek.

Oocyty pozyskiwano w 12 sesjach, w grupach liczacych
jednorazowo 2-6 koz.

Przed zabiegiem zwierzgta premedykowano przez po-
danie atropiny 0,05 mg/kg i.m. (Atropinum Sulfuricum
0,5 mg, Polfa Warszawa) i ksylazyny 3-5 mg/kg i.m. (Ro-
metar 2%, Spofa Praha). Znieczulenie ogélne indukowano
przez podanie thiopentalu sodu 5-10 mg/kg i.v. (Tiopental
1,0 g, Sandoz GmBH). Czas znieczulenia wynosit 15-30
minut.

Po utozeniu zwierzgcia w pozycji grzbietowej do jamy
brzusznej wprowadzono endoskop. Po wypehieniu jamy
brzusznej filtrowanym powietrzem atmosferycznym zakta-
dano dwa trokary dla manipulatoréw 15 cm dogtowowo od
wymienia. Trokary zaktadano na planie trojkata rownora-
miennego o dlugosci ramion 15-20 cm. Do jamy brzusznej
wprowadzono chwytke do stabilizacji jajnika. Jajnik po izo-
lacji z lejka jajowodu stabilizowano przez uchwycenie jego
wigzadta mozliwie blisko konca. Przez drugi trokar wpro-
wadzono kateter do aspiracji oocytow. Przyjeto dwa wa-
rianty zatozenia kamery endoskopu i kateteru do aspira-
cji oraz dwa sposoby aspiracji 0ocytow.
W pierwszym (grupa 1; n = 20) endo-
skop zaktadano w linii posrodkowej, ka-
teter do aspiracji lewostronnie, a oocyty
aspirowano przy uzyciu strzykawki do
aspiracji. W wariancie drugim (grupa 2;
n = 34) wprowadzono modyfikacje:
kamere¢ edoskopu i kateter do aspiracji
zamieniono miejscami, strzykawke do
aspiracji zastapiono kateterem zakonczo-
nym strzykawka 10 ml. Oocyty aspiro-
wano igtami o grubosci 20G-22G. Oocy-
ty pozyskiwano w kompleksach oocyt —
wzgorek jajonosny (COCs — cumulus
oocyte complexes), aspirujac strzykaw-
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Pozyskane komorki jajowe przeptukiwano trzykrotnie
w Medium 199 HEPES Modification (Sigma-Aldrich,
no kat. M2520) z dodatkiem 500 IU heparyny w 100 ml
medium 1 oceniano pod mikroskopem stercoskopowym
(25-40 x). Przyjgto nastepujace zasady oceny i kwalifika-
cji pozyskanych oocytow i komplekséw oocyt — komorki
wzgorka jajonos$nego: klasa I — oocyty o jednorodnej cyto-
plazmie, z minimum 3 warstwami komorek ziarnistych,
klasa II o jednorodnej cytoplazmie, z 1 Iub 2 warstwami
komorek ziarnistych, klasa I1I — oocyty o jednorodnej cyto-
plazmie pozbawione komorek ziarnistych oraz klasa IV
oocyty o niejednorodnej cytoplazmie bez wzgledu na ilosé
komorek ziarnistych. Do hodowli kwalifikowano oocyty 1,
111 III klasy.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej testem
t-Studenta.

Wyniki i omowienie
Pig¢édziesiat cztery kozy poddano synchronizacji
cyklu piciowego i superowulacji, oocyty aspirowano
od 43. Lacznie z 82 jajnikow aspirowano 363 peche-
rzyki, z ktoérych pozyskano 183 oocyty. Srednia efek-
tywnos$¢ uzysku wynosita 50,41%, wahajac si¢ w po-
szczegodlnych sesjach od 34,6% do 76,5% (ryc. 2). Ze

183 uzyskanych oocytéw do hodowli i zaptodnienia
in vitro zakwalifikowano 175 (95,63%), sposrod nich

Ryec. 1. Uzyskiwanie oocytéw — aspiracja plynu pecherzykowego z pecherzykow
jajnikowych (Fot. 1 A i B)

ka ptyn pecherzykowy z pecherzykow
jajnikowych. Aspirowano wszystkie pg- 1007
cherzyki widoczne na powierzchni jaj- 90
nika o éredm.cy powyzej 3 mm (ryc. 1). 80,
W zaleznosci od wielkosci jednorazowo

aspirowano od 2 do 8 pecherzykow. Po- | £ 0
zyskany ptyn gromadzono w naczynkach |.§ 607
z Medium 199 HEPES Modification § 50
(Sigma-Aldrich, No kat. M2520) z do- 2 40
datkiem heparyny w ilosci 5,0 IU/ml | @
medium. =

Po aspiracji pecherzykoéw katetery 20
usuwano w odwrotnej kolejnosci niz je 10
zaktadano. Na skorg zaktadano pojedyn- 0
cze szwy proste, otrzewnej i powlok 1 2

brzusznych nie szyto. Po zabiegu zwie-
rzgta obserwowano przez 7 dni. Srodki
przeciwbolowe stosowano jednorazowo

Kolejne sesje — grupa 1

B Efektywnos¢ uzyskiwania (%)

3 4 5 6 1 2 3 4 5) 6
Kolejne sesje — grupa 2

B Zakwalifikowane do hodowli (%)

bezposrednio po zabiegu.

Ryc. 2. Efektywno$¢ uzyskiwania oocytow w kolejnych sesjach
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65 (35,52%) zakwalifikowano do klasy I, 79 (43,17%)
doklasy 11131 (16,94%) do klasy II1. Pozostate 8 oocy-
tow (4,37%) zdyskwalifikowano jako nie nadajace si¢
do hodowli in vitro ze wzglgdu na brak komoérek
wzgorka jajono$nego i zmiany w cytoplazmie (tab. 1
12).

Srednio u jednej dawczyni aspirowano 6,77 + 4,82
(0-25) pecherzykow jajnikowych, uzyskano 5,8 + 4,42
oocytow (0-19), do hodowli zakwaliﬁkowano 3,2
+3,0, wtym 1,20+ 2,23 wklasie I, 1,46 + 2,34 w kla-
sie [110,51 + 0,88 w klasie III, zdyskwalifikowano
0,14 + 0,36 oocytow.

Na jednym jajniku aspirowano $rednio 4,56 £ 2,27
pecherzykow, uzyskano 2,23 + 1,52 oocytow, do ho-
dowli zakwalifikowano 2,13 + 1,52, w tym 0,79 £ 1,09
w klasie I, 0,96 + 1,23 w klasie 111 0,38 + 0,53 w klasie
II1, nie zakwalifikowano 0,10 £+ 0,19 oocytow.
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aspiracji oocytow). Przez prawy trokar wprowadzano
chwytke do stabilizacji jajnika. Jajnik stabilizowano
jedna chwytka. Ze wstepnych badan przeprowadzo-
nych w symulatorze na izolowanych narzadach §win
wynikato, Ze optymalne jest stabilizowanie jajnika po-
jedyncza chwytka mozliwie blisko konca krezki. Taki
sposob stabilizacji jajnika daje bowiem mozliwos¢
swobodnej manipulacji w obrgbie jamy brzusznej i tat-
wy dostep do aspirowanych pgcherzykow. Wprawdzie
stabilizacja dwoma chwytkami pozwala na pewniej-
sza stabilizacje jajnika, stwarza jednak koniecznos$¢
zaktadania dodatkowego, czwartego trokara i unie-
mozliwia swobodna manipulacj¢ narzedziami w ob-
rebie jamy brzusznej (26, 28). W ogdlnym schemacie
przyjeto, ze optymalne jest zakladanie trzech troka-
réw w nastgpujacym uktadzie: lewy trokar — sztywny

Czas wykonania zablegu w poszczegolnych -
sesjach wahat si¢ od 17,4 do 27,3 minut. Sred-
ni czas wykonania zabiegu wynosit 21,6 minut | £ 25
(23,6 min. w grupie 1 1 20,0 min. w grupie 2) | €]
(ryc. 3). Wykonany zabieg nie wptynat na do- | & 151
brostan dawczyn. W trakcie 7-dniowej obser- | £
wacji u zadnego ze zwierzat nie stwierdzono § 101
niepozadanych skutkéw po zabiegu. S 5]
Standardowe oprzyrzadowanie zestawu do la-
paroskopowego pozyskiwania oocytéw u koéz
sklada si¢ ze sztywnego endoskopu z kamera,

0-
1 2 3

26,5 27.3

23,0 23,2

4 5 6 1 2 3 4 5 6
Kolejne sesje — grupa 1 Kolejne sesje — grupa 2

chwytek do stabilizacji jajnikow i strzykawki
lub kateteru do aspiracji oocytow. W ogdlnie
przyjetym modelu laparoskopowego OPU

Ryec. 3. Czas trwania zabiegu

sig trzy lub cztery trokary o srednicy 5-8 mm. o Qocyty zakwalifikowane do hodowli

Kamera endoskopu wprowadzana jest przez czha (klasy I-lll)

pepek. Bocznie i doogonowo od endoskopu | Grupa aspirowanveh | UZyskanyeh A .

wprowadzane sa chwytki i kateter (1, 2, 10). pe"cherzvkgw oocytéw ogdtem | Liczba %) %)
W proponowanej wiasnej metodzie przyjeto (%)

nowy, oryginalny sposob umiejscowienia tro- | Grupa1 161 71 67 | 9437011 | 4161023

karow. Zaktadano je na planie trdjkata rowno- | (7=20) BRI e L)

ramiennego o dtugosci ramion 15-20 cm i pod- ?nrll_pgf) 202 5 4;1+20 g7y | 108 | 9432029 | 53472020

stawie umieszczonej 10-15 cm doglowowo od : A=

wymion. Kamereg endoskopu poczqtkOWO Lacznie 363 (50 4:8»«30 26) | 175 95,36 + 0,19 | 48,21 + 0,27

umieszczono w linii posrodkowej ponizej pep- R

ka, nastgpnie zamieniono miejscem z lewym
mampulatorem (strzykawka lub kateterem do

Tab. 2. Klasyfikacja morfologiczna uzyskanych oocytow

Objasnienia: A —w stosunku do liczby uzyskanych oocytow (%), B—w sto-
sunku do liczby aspirowanych pgcherzykow (%)

Klasa
Grupa [ I i v
liczba (f/\u) (;) liczba (:/\o) (;) liczba (:/\o) (;) liczba (:/\n) (;)
(‘f]"i";u; 24 |32,29:038|14,29x020 35 |49,30:0,40|21,74:0,19| 8 | 559:0,13|12,68=017| 4 |4,23x0,00 1862005
?;“jg:; 42 |37,50+0,37(20,79£021| 44 [39,29:0,3821,78+031| 22 |19,6420,35 10,89:0,16| 4 |4,46+0,242,48 0,06
tacznie | 56 |35,52:0,37|17,91:0,21| 79 |4317:040(21,7620,26| 31 |16,9420,29| 8542015 8 |4,3720,19|2,20=0,06

Objasnienia: jak w tab. 1
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endoskop z kamera, posrodkowy — strzykawka lub ka-
teter do aspiracji oocytow, prawy trokar — chwytka do
stabilizacji jajnika. Taki sposob zatozenia trokarow
1 manipulatoréw pozwala na swobodny dostep do jaj-
nika i zapewnia mozliwo$¢ pozyskania oocytow przy
szerokim polu widzenia, obejmujacym narzady we-
wnetrzne, chwytki 1 kateter.

Oocyty uzyskiwane sa przez aspiracj¢ ptynu peche-
rzykowego z pecherzykow jajnikowych. W dostepne;j
literaturze do aspiracji ptynu pgcherzykowego stoso-
wane sg aparaty do pozyskiwania oocytow transwagi-
nalna metoda OPU u bydta (1, 3, 8, 17). Duza zaleta
tych systemow jest mozliwos¢ kilkukrotnego przeptu-
kiwania aspirowanego pgcherzyka, co zwigksza efek-
tywnos¢ uzysku. Wykazano jednak, ze na skutek wy-
sokiego ci$nienia w trakcie aspiracji dochodzi do
mechanicznego ogotocenia uzyskiwanych oocytow
1 znacznego obnizenia ich jakos$ci (26, 28). Z tego
wzgledu w przeprowadzonych badaniach oocyty aspi-
rowano specjalnie skonstruowana oryginalna strzykaw-
ka do pozyskiwania oocytow (patent nr 31068) lub
kateterem do aspiracji. Aspiracja strzykawka lub ka-
teterem pozwolily na zachowanie odpowiedniej mor-
fologii uzyskiwanych oocytéw. Z uzyskanych oocy-
tow ponad 95% zakwalifikowano do hodowli, z tego
az ponad 78% stanowity komorki jajowe zakwalifiko-
wane do I i II klasy. Oocyty poczatkowo aspirowano
strzykawka. Ze wzgledu na niewielka objetos¢ i ko-
niecznos$¢ czestej wymiany strzykawki w trakcie aspi-
racji, zastapiono ja kateterem pozwalajacym na ciagla
aspiracje ptynu pgcherzykowego. Modyfikacje te po-
zwolily skrécié czas zabiegu o 3-5 minut oraz pod-
nie$¢ efektywnosci §rednio o okoto 25%. Miedzy gru-
pami nie stwierdzono jednak réznic statystycznie istot-
nych.

O skutecznosci metody decyduje liczba i jako$¢
uzyskanych oocytow. Glownym kryterium jakosci jest
zachowanie prawidtowej morfologii pozyskanych ko-
morek jajowych oraz zdolno$ci do rozwoju 1 hodowli
in vitro. Stosowane sg rozne kryteria oceny i klasyfi-
kacji oocytow od 2- do 6-stopniowych (3, 10, 14-17,
19, 26). Najlepsze jakoSciowo sa oocyty z jednorodna
cytoplazma, wiencem promienistym 1 zwarta warstwa
komorek wzgorka jajonosnego (COCs — cumulus oocy-
te complexes). Do hodowli kwalifikowane sa tez oocy-
ty o nieco gorszej jakosci z jednolita cytoplazma, wien-
cem promienistym i luzng warstwa komoérek wzgorka
jajonosnego (expanded COCs). Sa autorzy, ktorzy
kwalifikuja do hodowli takze oocyty pozbawione ko-
morek ziarnistych (DCOCs — cumulus-denuded oocy-
tes) o prawidtowej cytoplazmie (15, 17, 19).

W badaniach zastosowano czterostopniowa skale
oceny oocytow. Jako czynnik dyskwalifikujacy przy-
jeto zmiany jako$ciowe w cytoplazmie, bez wzgledu
na liczb¢ komorek ziarnistych w kompleksie oocyt—
—komorki wzgorka jajonosnego. Podobna skalg oceny
1 klasyfikacji oocytow kozich zastosowali Koeman
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iwsp. (17) 1 Locatelli 1 wsp. (19), uzyskujac nizsza
efektywno$¢. W niniejszych badaniach uzyskano $red-
nio 50,41% aspirowanych oocytow.

U koz $rednio uzyskuje si¢ od 56% do 88% aspiro-
wanych oocytow, z ktorych do hodowli kwalifikuje si¢
od 28,5% do 95% (3, 4, 7, 8, 10, 17). W badaniach
wiasnych w poréwnaniu z dostgpnymi pracami innych
autorow osiagnigto najwyzszy procent oocytow zakwa-
lifikowanych do hodowli. Dzigki zastosowaniu odpo-
wiedniej grubosci igiel 20G-22G, krotkich kateterow
o dtugosci do 40 cm 1 zmniejszeniu ci$nienia udato si¢
ograniczy¢ uszkodzenia mechaniczne wiefica promie-
nistego 1 warstwy komoérek wzgorka jajonosnego, tym
samym poprawi¢ jako$¢ pozyskiwanych oocytow (26,
28). Podobne rezultaty uzyskali Brussow i wsp. (5).
Istnieje szereg czynnikow natury technicznej, maja-
cych wptyw na efektywnos¢ metody. Do czynnikow
tych naleza m.in.: wielko$¢ stosowanego podci$nie-
nia, grubos¢ igly, wielkos$c¢ aspirowanych pecherzykow,
sposéb aspiracji pecherzykow, sposob stabilizacji jaj-
nika, odlegto$¢ migdzy pecherzykiem a naczyniem
zbiorczym. Do aspiracji pgcherzykow 1 uzyskiwania
oocytow co najmniej dobrej jako$ci optymalne sa: nis-
kie ci$nienie rz¢du 0,2-0,04 bar oraz $rednie rozmiary
igiet 20G-22G (26, 28). Ze wzrostem cisnienia obniza
si¢ znacznie efektywnos¢ pozyskiwania i jakos¢ oocy-
tow, glownie wzrasta 1lo$¢ oocytéw ogotoconych (6).
Aspiracja przy pomocy strzykawki nie pozwalata
wprawdzie na kontrole podcisnienia, jednak na pod-
stawie uzyskanych wynikéw i danych z pis$miennic-
twa (6, 26, 28) mozna przyjaé, ze podcisnienie 0scy-
lowato w zalecanym przedziale 0,2-0,04 bar. Dodat-
kowo w przyjetym modelu badan stosowano cztero-
stopniowa skalg oceny, wedlug ktorej do hodowli bra-
no takze oocyty pozbawione komoérek granulozy, kto-
re nie byly kwalifikowane przez innych autoréw sto-
sujacych ostrzejsze kryteria (3, 10, 14, 16, 26). W ostat-
nich latach zwraca si¢ bowiem uwage na mozliwos¢
hodowli oocytow pozbawionych komorek ziarnistych,
jesli hodowane sa z dodatkiem komoérek granulozy.
Badania takie prowadzono u ludzi (12) i na szeregu
gatunkow zwierzat m.in.: myszach (21), krowach (11,
13) $winiach (20), kozach (29) i owcach (18). Intere-
sujace rezultaty uzyskali Miao i wsp. (21), wykazujac
mozliwo$¢ dojrzewania oocytdw myszy pozbawionych
komorek ziarnistych, w hodowli z oocytami COCs
w proporcji 1 : 2. Biorac to pod uwage uzasadnione
byto zastosowanie tagodniejszych kryteridéw oceny
uzyskanych oocytow.

Uzyskane wyniki wskazuja, Zze zaproponowana tech-
nika laparoskopowego pozyskiwania oocytow pozwala
na uzyskanie odpowiedniej liczby komorek jajowych
zdolnych do hodowli in vitro, a zatem na ich wykorzy-
stanie w programach IVM/IVF czy klonowaniu. Me-
toda umozliwia rdwniez przyzyciowe, szybkie i sku-
teczne wykonanie zabiegu przy minimalnej inwazyj-
nos$ci i zachowaniu doskonatej kondycji zwierzat.
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