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Summary

Progress in stock farming has incontestably been related to the development of reproduction biotechnology,
especially the introduction of artificial insemination (AI). In the female genital tract there are natural barriers
decreasing the number of spermatozoa after insemination. Moreover, many pathologies of the uterus and
oviducts can negatively affect the sperm. A great deal of research has been devoted to determining the optimal
site for semen deposition, but the findings have frequently been diverse. The aim of this paper was to describe
advanced insemination techniques in dairy cattle, which may improve Al. The paper discusses intraperitoneal
insemination (IPI) and intrafollicular insemination (IFI). IPI consists in semen deposition in the peritoneal
cavity in two ways: by a transvaginal or trancutaneus (in the right flank) injection. It has been successfully
performed in many species: cows, sheep, goats, rabbits, guinea pigs, rhesus monkeys and humans . The result
of this method is highly dependent on the number of spermatozoa, precise oestrus detection and the site of
sperm deposition. IFI is performed by a direct introduction of semen into the preovulatory ovarian follicle.
So far, only one study has been carried out on dairy cattle. The results were promising, but further research

is needed. Presumably both techniques will be useful in the treatment of some cases of bovine infertility.
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Wspotczesna hodowla bydta mlecznego w znacznej
mierze zawdzigcza swdj r0zwdj postgpowi biotechno-
logii rozrodu, wlaczajac w to przede wszystkim tech-
niki konserwacpnaswnla jego porcjowania, przecho-
wywania oraz zabieg sztucznego unasienniania. Dzig-
ki wspomnianym wyzej procedurom mozna z jednego
ejakulatu uzyskac ponad tysiac porcji nasienia, a co za
tym idzie, obnizy¢ koszty produkcji, ilo$¢ utrzymy-
wanych buhaj(')w, utatwi¢ kontrole nad pula genowa
populacji oraz zmniejszy¢ ryzyko transmisji chordb
zakaznych. Ze wzgledu na stosunkowo niska liczbe
plemnikow w ejakulacie oraz mata objetos¢ dawki
inseminacyjnej nasienie musi zosta¢ zdeponowane
bezposrednio do trzonu lub rogéw macicy. Niejedno-
krotnie z powodu bledow ludzkich, czy to zwigzanych
z wykrywaniem rui, czy z nieprawidtowym wykony-
waniem zabiegu unasienniania, krowa nie zostaje za-
ptodniona. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze wg
Sreenan i1 Diskin odsetek zaptodnien po zabiegu inse-
minacji wykonanym w prawidlowy sposob i w odpo-
wiednim czasie waha si¢ w granicach 90% (15). Prze-
prowadzone przez Petersa 1 wsp. (11) badania wyka-
zaly jednak, ze tylko 39% z 586 sprawdzonych inse-
minacji wykonanych przez profesjonalnych insemina-

torow zostato zakonczonych wprowadzeniem nasie-
nia do trzonu macicy. Ma to istotne znaczenie, gdyz
szyjka macicy stanowi podstawowa barierg dla trans-
portu plemnikow. Szacuje sig, ze okoto 20% krow
inseminowanych jest w niewlasciwym terminie, co
oznacza, ze¢ 1/5 wyprodukowanego nasienia zostaje
wykorzystana bezcelowo. Dodajac do tego straty za-
rodkowe (na tle r6znych przyczyn) uzyskujemy nie-
jednokrotnie wskaznik zaptadnialno$ci (CR — Concep—
tion Rate) ksztaltujacy SlQ na poziomie ponizej 50%.
Badania oraz zabiegi majace na celu poprawe ptod-
nosci kréw prowadzone sa wielokierunkowo. Doty-
czy to zarowno skutecznos$ci wykrywania rui, hormo-
nalnego sterowania rozrodem, terapii chordb narzadu
plciowego oraz wielu innych aspektow, ktorych nie
sposOb w tym miejscu wymienic.

Jednym z badanych zagadnien jest technika wyko-
nywanla samego zabiegu inseminacji oraz jej skutecz-
nos$¢ zalezna czgsto od umiejetnosci i wiedzy insemi-
natora. Podstawowa metoda inseminacji, polegajaca
na wprowadzeniu nasienia do narzadu ptciowego, zo-
stata wielokrotnie przebadana pod katem miejsca oraz
glebokosci wprowadzenia nasienia. Dowiedziono bo-
wiem, iz w przypadku krycia jedynie nieznaczny od-
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setek plemnikow dociera do miejsca, w ktorym do-
chodzi do zaptodnienia, w zwigzku z istnieniem natu-
ralnych barier, takich jak: szyjka macicy, potaczenie
banki z cie$nia jajowodu czy produkowany przez gru-
czoty $luz, dlatego przyjgto, ze efektywnos¢ zabiegu
powinna poprawi¢ gltgboka domaciczna inseminacja.
Czgs$¢ autorow (4, 6, 8, 10) badajacych to zagadnienie
wykazata poprawe zapladmalnosm przy zastosowaniu
glebokiej inseminacji do rogu ipsilateralnego w po-
réwnaniu do inseminacji do trzonu macicy. Inni bada-
cze nie stwierdzili istotnych réznic pomiedzy wymie-
nionymi miejscami wprowadzenia nasienia (2, 3).
W zwiazku ze zréznicowaniem otrzymanych wynikow
prowadzane sa badania nad zastosowaniem alternatyw-
nych technik sztucznego unasienniania bydta, stoso-
wanych juz wczesniej w medycynie cztowieka 1 u in-
nych gatunk(')w zwierzat.

Celem niniejszego artykutu jest opis metod insemi-
nacji bazujacych badz na zdeponowaniu nasienia bez-
posrednio do pecherzyka jajnikowego przed owula-
cja, badz do jamy otrzewnowe;.

Inseminacja dootrzewnowa

Technika inseminacji dootrzewnowej znana jest juz
prawie od 60 lat. Po raz pierwszy skutecznego una-
siennienia ta droga dokonat Skjerven (cyt. 16) w 1955 r.
u jatowki. Na przestrzeni lat metoda ta udalo si¢
uzyskac ciaze u bydta, owiec, koz, krolikoéw (tab. 1),
swinek morskich, szynszyli, §win, naczelnych, w tym
u cztowieka (16). U bydta oraz u ludzi zostata ona na-
wet wykorzystana jako metoda leczenia nieptodnosci.
Lopez (5) nie uzyskal statystycznie istotnych roéznic
pomigdzy skuteczno$cia inseminacji domacicznej
a dootrzewnowej u krow powtarzajacych objawy ru-
jowe.

Idea inseminacji dootrzewnowe;j
bazuje na zalozeniu, iz plemniki moga

Med. Weter. 2012, 68 (9)

w pobieranych wymazach szyjkowych byta rowniez
w znacznym stopniu zalezna od koncentracji plemni-
kéw w deponowanej dawce. Co ciekawe, Brussow
i wsp. (1), stosujac niskie dawki plemnlkow W inse-
minacji domacicznej i dootrzewnowej u $win, nie byli
w stanie potwierdzi¢ migracji plemnikow przez jamg
otrzewnowa do jajowodow. Uzyskanie przez wielu
autoréw ciazy po inseminacji dootrzewnowej bez-
sprzecznie wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania tej
metody. W zwiagku z odstepstwami w stosunku do
tradycyjnej inseminacji dotyczacymi transportu plem-
nikow do jajowodu pojawiaja sig jednak pytania do-
tyczace wptywu Srodowiska jamy otrzewnowej na
gamety, sposobu 1 miejsca depozycji nasienia, dawki
inseminacyjnej oraz ewentualnych skutkéw ubocznych
zabiegu.

Oddziatywanie ptynu w jarnie otrzewnowej na plem-
niki nie jest w pelm wyjasnione (16). Solidatii i wsp.
(14) stwierdzili, ze w czasie fazy oestrus ptyn z jamy
otrzewnowej moze swobodnie przeplywac¢ do wngtrza
jajowodu, nie zaburzajac procesu zaptodnienia. Jed-
nak plyn ten zostaje wymieszany z wydzieling gru-
czoléw narzadu piciowego i stanowi jedynie czgsé
sktadowa srodowiska jajowodu. Revelli i wsp. (12)
uzyskali rozbiezne wyniki dot. wptywu ptynu otrzew-
nowego u kobiet na plemniki w warunkach in vitro.
Roéwniez pytanie o zjawisko kapacytacji plemnikoéw
w przypadku inseminacji dootrzewnowej pozostaje bez
odpowiedzi. Nie wiadomo bowiem, czy plemniki pod-
legaja ostatecznemu dojrzewaniu po zetknigciu sig ze
nabtonkiem blony surowiczej macicy (17), czy dopie-
ro po przejsciu do jajowodu oraz co w takim wypadku
co stanowi rezerwuar plemnikow? Nalezy pamigtac
jednak, ze plemniki podczas procesu mrozenia/rozmra-

Tab. 1. Liczba uzyskanych ciaz po inseminacji dootrzewnowej u poszczegolnych
gatunkéw zwierzat w poréwnaniu z innymi metodami (cyt. 17)

osiagna¢ miejsce zaptodnienia ko-

, oo N G ] Liczba ..
morki jajowej réwniez z jamy otrzew- Gatunek/autor Liczba | yotoqa | OPFOBKE | oo rnikow | CdZe M
. . . . zwierzat nasienia 5 (%)
nowej (Lopez reviev). Dowiedziono (x 10%)
bowiem, iz nawet w przypadku kry- |krowa
cia czy inseminacji konwencjonalnej Skjerven (1955) 1 IPI brak nieznana | 1(100)
94 1A . ” McDonald i Sampson (1957) 4 IPI brak nieznana 1(25)
c7¢s¢ plemnikow moze przedostawac Lopez-Gatius (1995) 62 IPI mrozenie 45 9 (14,6)
sig do jamy otrzewnowej, a stamtad 63 i mrozenie 45 13 (20,6)
z powrotem do jajowodow (z tej sa- | -
mej badZ przeciwnej strony, 9d kﬁQ- Adams (1969) 25 IPI zag/pt 185-450 | 12 (48)
rej wniknely). Udowodniono rowniez, Mroueh i Mastroianni (1966) | 31 IPI zag nieznana | 8 (25,8)
ze jajowody sa w stanie ,,wciagac” |koza
drobne czastki z jamy otrzewnowe;j, Gonzalez (1972) 10 IPI | rozrzedzenie 2500 3 (30)
takie jak: atrament indyjski, czastki 5 VI | rozrzedzenie | 2500 4 (60)
wegla czy nawet jaja pasozytow |Owea - _
i transportowac’ je dalej do macicy Negobatikov i wsp. (1981) 50 IPI rozrzedzen!e 20 27 (54)
5) L . 17) . . 7. 105 IP1 rozrzedzenie 25 75 (71)
(5). Lopez i WSD. (17) po 1nseminacjl 80 IPI rozrzedzenie 35 61 (76)
dootrzewnowej odzyskali plemniki 45 IPl | rozrzedzenie 80 37 (83)
z szyjki macicznej w 12-24 godz. po 140 IcI brak nieznana | 84 (60)

zabiegu. Dotyczylo to jednak w gtow-
nej mierze plemnikéw uszkodzonych

i nieruchliwych. Obecno$¢ gamet pl-plukanie

Objasnienia: IPI — inseminacja dootrzewnowa; IUI — inseminacja domaciczna;
IVI — inseminacja dopochwowa; ICI — inseminacja doszyjkowa; zag — zaggszczenie;
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zania stomek inseminacyjnych podlegaja procesowi
kriokapacytacji.

Co z kolei z dawka inseminacyjna? Wyniki wszyst-
kich przeprowadzonych dotychczas badan nad inse-
minacja dootrzewnowa pozwolity na stwierdzenie, ze
wraz ze zwigkszaniem liczby zdeponowanych plem-
nikow rost odsetek uzyskanych ciaz. Przyktadowo,
zwigkszajac dawke z 20 do 80 milionéw plemnikoéw
Negobatikov 1 wsp. (9) uzyskali wzrost wskaznika
zaptadnialnosci u owiec o 29%. Z kolei Rowlands
1 wsp. (13) deponujac 50 milionéw plemnikéw do jamy
otrzewnowej $winek morskich, uzyskali 100% skutecz-
no$¢ (standardowa dawka inseminacyjna wynosi 30
milionéw gamet). Niestety, w przypadku bydta nie
mozna doktadnie okresli¢ idealnej dawki inseminacyj-
nej, gdyz brak danych dotyczacych ilosci wykorzysta-
nych plemnikow w badaniach Skjervena i McDonal-
da (za 16) (unasiennienia dokonano nasieniem $wie-
zym). Lopez (5) wykonal skuteczne inseminacje do-
otrzewnowe u kroéw nasieniem mrozonym, deponujac
45 milionéw plemnikow.

Zasadniczo istnieja dwie podstawowe drogi wy-
konania zabiegu: wklucie przez sklepienie pochwy
1 wprowadzenie nasienia na trzon macicy oraz iniek-
cja przez powloki brzuszne i zdeponowanie nasienia
w okolicy jajnikow pod kontrolg ultrasonografu badz
laparoskopu. U bydta preferowana jest metoda pierw-
sza, gdyz jest tatwiejsza wykonaniu, do kontroli wy-
starczy Jedyme badanie manualne przez prostnice,
a co najwazniejsze, uzyskano przy jej uzyciu lepsze
rezultaty (17).

Technika wykonywania zabiegu jest stosunkowo
prosta 1 nie wymaga skomplikowanego sprzgtu. Lo-
pez (5) wykorzystywal szklana rurke o dtugosci 44 cm
i 10 mm $rednicy jako prowadnicg dla pistoletu inse-
minacyjnego, na ostonkg ktorego montowat igl¢ o dtu-
gosci 4 cm i $rednicy 19. Rurka po uprzedniej dezyn-
fekC_]l wprowadzana bylta wraz z reka do pochwy
i opierana o sklepienie. Nastepnie wprowadzono pis-
tolet quI"O_]Ol’ly w igle, przekluwano sig przez $ciang
pochwy i deponowano nasienie w okolicy trzonu ma-
cicy. Autorzy niniejszej publikacji sugeruja, ze szkla-
na rurk¢ mozna zastapic prowadmcq z metalu lub
z tworzywa sztucznego, zmniejszajac ryzyko uszko-
dzenia drog rodnych w przypadku zbicia szkla.

Poza przygotowaniem aprowizacyjnym oraz wypra-
cowaniem odpowiedniej techniki, niezmiernie wazny
jest czas wykonywania zabiegu. Sugerowany, najlep-
szy okres to czas najblizej owulacji, powinien on jed-
nak by¢ dopasowany do okreslonego gatunku zwie-
rzecia (16). U bydta najlepiej termin zabiegu wyzna-
cza¢ badaniem rektalnym narzadu ptciowego.

Wprowadzenie obcego materiatu do jamy otrzew-
noweJ jakim jest nasienie, moze nie$¢ ryzyko infek-
cji, szoku anafilaktycznego, tworzenia zrostow lub
immunizacji przeciwko plemnikom, jednak tego typu
zjawiska zaobserwowano tylko u ludzi, u myszy (kto-
rym podawano nasienie bez adjuwantow) oraz u kro-
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likow (zwigkszenie ilosci ptynu oraz zrosty), natomiast
u innych gatunkow nie byly one notowane. W celu
zmniejszenia prawdopodobienstwa wystapienia efek-
tow ubocznych proponowane jest ptukanie oraz wiro-
wanie nasienia.

Pomimo pewnych niewiadomych dotyczacych in-
seminacji dootrzewnowej nalezy traktowac ja jako
realna alternatywe w stosunku do konwenq onalnego
zabiegu, gdyz umozliwia ominigcie naturalnych ba-
rier mechanicznych w narzadzie ptciowym samicy oraz
negatywnego wplywu na plemniki ewentualnych sta-
néw patologicznych.

Inseminacja dopgcherzykowa

Pierwszy zakonczony sukcesem zabieg inseminacji
dopecherzykowej u bydta zostat opisany przez Lope-
zaiHuntera (7) w 2011 r. Wcze$niej procedura ta byta
wykonywana jedynie u ludzi i koni (cyt. 7).

Istota metody polega na wprowadzeniu nasienia
bezposrednio do pecherzyka przedowulacyjnego. Po-
dobnie jak w przypadku inseminacji dootrzewnowej
wykonanie zabiegu nie jest zbyt skomplikowane (7),
wymaga jednak od operatora dobrej umiejetnosci ba-
dania rektalnego, szczegdlnie w odniesieniu do oceny
struktur jajnikowych. Potrzebny sprzgt jest praktycz-
nie taki sam, jak do inseminacji dootrzewnowej, jedy-
nie igla naktadana na pistolet inseminacyjny powinna
mie¢ inne rozmiary (23G, 18 mm dtugosci [7]). W celu
wykrycia wlasciwego momentu inseminacji krowy
Lopez i Hunter (7) proponuja monitorowane narzadu
piciowego badaniem rektalnym palpacyjnym lub ul-
trasonograﬁcznym Samice powinno si¢ unasiennia¢
wowczas, gdy ciatko zo6lte na jajniku ma mniej niz 10
mm badz jest niewyczuwalne w badaniu palpacyjnym.
Jednoczesnie na jednym z jajnikow powinien zostacé
stwierdzony duzy, migkki pecherzyk, $rednicy 12-25
mm. Bada si¢ réwniez reaktywno$¢ i konsystencje
macicy oraz charakter §luzu, wydobywajacego si¢ ze
szpary sromowej. W momencie inseminacji nalezy
wprowadzi¢ metalowa prowadnice o dlugosci 44 cm
i §rednicy 10 mm do pochwy i oprze¢ o jej sklepienie.
Osoba wykonujaca zabieg poprzez manipulacje przez
prostnicg ustala jajnik w taki sposob, aby $ciana po-
chwy byta jedyna bariera pomigdzy konicowka prowad-
nicy i pecherzykiem. Nastqpme do rury wprowadza
sig uzbrojony w iglg pistolet inseminacyjny. Po wkiu-
ciu do $wiatta pecherzyka deponuje si¢ nasienie. Lo-
pez i Hunter (7) wprowadzali 1/4 standardowej dawki
inseminacyjnej, tj. 0,06 ml (5 milionow plemnikow,
po rozmrozeniu 40% o ruchu prawidtowym). W trak-
cie wykonywania zabiegu cytowani autorzy nie stwier-
dzili Zadnych uszkodzen w obregbie pecherzykow czy
pochwy oraz dyskomfortu u inseminowanych zwie-
rzat. Grupg kontrolna stanowity krowy, ktore unasien-
niano glgboko do rogu macicy. W przypadku insemi-
nacji dopgcherzykowej uzyskano 4 ciaze u 17 (23,5%)
unasiennianych samic w stosunku do 3 spo$rod 33 in-
seminowanych konwencjonalnie (9%). W ciagu 11 dni
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po inseminacji nie stwierdzono zadnych powiktan.
Nalezy zaznaczy¢, ze do§wiadczenie dotyczylo jednak
stada z powaznymi problemami rozrodczymi (wskaz-
nik zaptadnialno$ci na poziomie 10% w cieptych po-
rach roku oraz 33% w chiodniejszych), a dodatkowo
bylo wykonywane podczas goracych miesigcy. Selek-
cjonowane do badania samice byly wolne od chordb
narzadu ptciowego, choréb wymienia i konczyn oraz
schorzen metabolicznych.

Dotychczas nieznane sa mechanizmy oraz miejsce
kapacytacji i zaptodnienia w przypadku inseminacji
dopecherzykowej. Lopez i Hunter (7) sugeruja, iz do-
chodzi do tego w obrebie jajowodu, po wydostaniu
si¢ komorki jajowej oraz plemnikow z pecherzyka
podczas owulacji.

Podsumowanie

Obie omawiane techniki inseminacyjne wymagaja
jeszcze wielu badan oraz udoskonalen, jednakze juz
na obecnym etapie wiedzy mozna stwierdzi¢, iz beda
pewna alternatywa w stosunku do konwencjonalnych
metod unasienniania. Istnieje prawdopodobienstwo,
ze w przysztosci moga stanowi¢ cenne narzgdzie
w zwalczaniu niektorych przypadkow nieptodnosci
u bydta.
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