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Trebusiewicz B., Wartenberg L:, Pres J. — Stability of
a fat component of a fodder concentrate ,Celat” in
various conditions of storage. .

It was found that a fat concentrate ,,Celat”, produced
in Poland for caloric enrichement oi concentrate re-
vealed a remarkable stability in definite storage con-
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ditions. Alter above 3 months storage at 20—25°C and
4°C in darknesss, the indices of fat freshness pointed to
very slow oxidative and hydrolytic changees of fat
fraction. Storage in raised temperature and sunlight di-
minished stability of a tat component of concentrate.
In this conditions the shield of antioxidant did not play
any prolective role.
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Wyniki transplantacji zamrozonych zarodkéw owiec

Z Zakladu Fizjologlli Rozrodu i Sztueznego Unasi

Zamrazanie zarodkow ssakéw — poza ogolno-
biologicznym aspektem, jakim jest mozliwosé
okresowego zafrzymania rozwoju organizmu, a
nastepme przetrz ymywama 8o w stanie zamro-
zonym — otwiera réwnoczesnie mozliwoéé zna-
cznych uproszezen w zakresie transplantacii. W
praktyce transplantacji u bydia stosuje sie prze-
tt‘zymywame zarodkow w temperaturze poko-
jowej. W warunkach eksperymentalnych przy-
trzymywano zarcdki owcy do 10 dni (1). Nato-
miast zarodki krowy przechowuje sie na skale
doswiadczalng przez okres okolo 2 dni (3, 9).
Z kolei koniecznosé stoscwania syne “hronizacji
cyklu plciowego dawcey i biorcy stwarza szereg
dodatkowych utrudnien technicznych przy bar-
dzo ograniczonym czasie przechowywania za-
rodkow poza organizmem. 7 tego powodu ba-
dania nad przechowvwaniem zarodkéw w sta-
nie zamrozonym majs tak istotne znaczenie dla
mozliwosci stosowania transplantacji w prakty-
ce.

Pilerwsze ciele po transplantacji zamrozonego
zarodka urodzilo sie w 1973 r. {11), a kilka
nastepnych urodzifo sie jedynie w Cambridge
1w Australii (2, 10). Pierwsze jagnieta po trans-
plantacji zamrozonych zarodkéw uzyskano tak-
7ze w Cambridge (7, 8), a nastepnie w Australii
(2). Uzyskano tam roéwniez pierwsze wykoty
koz. *)

Pierwsze transplantacje zamrozonych zarod-
kéw owcy autorzy przeprowadzili w 1975 r.
Jednak po transplantacji u zadnej z 4 biorczyn,
ktorym transplantowano 6 zarodkow, cigza sie
nie rozwinela.

Material i metiody

a) Przygotowanie zwierzat i uzyskanie zarodkéw.

Jako dawczynie zaplodnionych komoérek jajowych
uzywano owiec rasy merynos i cakiel w wieku od 3 do

*)  SBzezegoiowy przeglad piSmiesnictwa obejmiujgcegs  ba-
dania z tego zakresu zostal opublikowany w Medyceynie Wet,
32, 210, 1976.
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7 lat. Owce byly przygotowywane do superowulacji, a
nastepnie kryte lub inseminowane trykami rasy mery-
nos lub karakul.

Superowulacje wywolywano podajge 1000 j.m. PMSC
w 13 dniu cyklu. Po wystgpieniu pierwszych objawdw
rui podawano i. v. 1000 j.m. HCG. Réwnoczeénie rozpo-
czynano krycie. Owce byly kryte lub inseminowane
2—3 razy w odstepach 8—10 godzin. Zarodniki wyplu-
kiwano pomiedzy 3 a 7 dniem. Jamy brzuszne otwiera-
no w linii biatej u zwierzat znajdujacych sie w stanie
pelnej narkozy oreracyjnej. Owee byly uzywane 1 lub
2,a w merrtovy(’h vypadkach 3 razy. Zarodki zaréwno
z roku macicy jak i z jajowedu wyplukiwano kieruiac

przeplyw plynu od macicy do lejka jajowodu. Pluka-
niem obefnowarwo rég macicy od miejsca przyczepu
lig. intercornualae. Do plukania uzywano okolo 20 ml
uzupelnicnego ptynu Dulbecco (8) w tunperaturze ok.

37°C. ©Od pobrania zarodkdéw do rozpoczgcia mirozenia

uplywaly ok. 2 godz. Byl to czas potrzebny na wyszu-
kanie, ocene i pozostale czynnoscl zwigzane z przygoto-
waniem do mrozenia.

b) Zamrazanie i rozmrazanie.

Metody =zamrazania i rozmrazania zarodkow byly
zblizene do stosowanych przez W 1llad>ena 1 wso, (7 8).
Komoérki jajowe po ich uzyskaniu i ocznie morfelogicr
nej przeprowadzano przez kolejno wzrastajgce steze-
nia DMSO 'w uzupelnionym roztworze Dulhecco (6),
0,25; 0,59; 0,75; 1,0; 1,25 i 1,5 M. W kazdym z wymie-
nionych stezen komadrki jajowe byly przetrzymywane
przez 5 min., a w stezeniu 1,5 M pozostawaiy przez 20
minut. W ostatnim etapie zarodki byly umieszczane w
szklanych probowkach o wymiarach 0,6X5 cm zawie-
rajacych ok, 0,2 mli 1,5 M DMSO w roztworze Dulbec-
co. Wszystkie te czynnosci przeprowadzano w temp.
20—24°C. Nastepnie probowki z zarodkami przenoszo-
no do lodséwki o temperaturze 2—4°C na okres 10 mi-
nut, a po tym przenoszono na okres 5 min. do lazni
lodowo-wiodnej. Nastepnie probowki przenoszono <o
tazni alkoholowej o temp. —6°C. Po 2—3 minutach do-
konywano posiewania krysztaikéw lodu (5), po czym
pozostawiano je w tej temperaturze na okres dalszych
5 minut. Mrozenie przeprowadzano ze stala szybkoscia
0,27°C/min. do temp. —80°C. Po osiagnieciu tej tempe-
ratury probowki przekladano do cieklego azotu, gdzie
byly przechowywane przez okres ok. 2 miesiecy.

Rozmrazanie przeprowadzano z szybkoscig 12-—14°
C/min. Po calkowitym rozmrozeniu, zawartosé pro-
Gwek przenoszono na szkietka zegarkowe, gdzie wy-
iwano a nas corowadzano oceng morfc
loglezng zarodkdw. Czyanoscl te pochlanialy zazwycezaj
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ok. 10 minut. Nastepnie przeprowadzano zarodki przex
analogiczne stezenia DMSO jak przed mrozeniem ale w
odwrotnej kolejnosci. W kazdym ze stezen zarodki prze-
trzymywano przez 10 minut. Czynnosei te réwniez byly
przeprowadzane w temperaturze pokojowej. Transplan-
tacja zarodkéw nastepowala w przeciggu 1 godziny od
momentu rozmrozenia.

c) Transplantacja.

Zarodki byly transplantowane maciorkom znajdujg-
cym sie w naturalnym cyklu plciowym w dniu odpo-
wiadajacym wiekowi transplantowanego zarodka lub
dzieri weczesniej. Operacje przeprowadzano w analo-
giczny sposob jak przy uzyskiwaniu zarodkow. Komor-
ki jajowe w zaleznodci od stadium rozwoju byly wpro-
wadzane do jajowdu (8—16 blastometrow) lub do ma-
cicy (morule i wezesne blastocysty). Wprowadzenia za-
rodkéw dokonywano przy pomocy szklanej pipety po
uprzednim przebiciu Sciany macicy metalowg igia.
Wiekszodcei biorczyn transplantowano po 2 zarodki. By-
Iy one umieszczane w jedayra lub obydwu rogach (tab.
2

Tab. 1. Stan mortologiczny zarodkéw owcy po rozmrozeniu

Na 8 biorczyn, ktorym transplantowano 15
morul 1 wezesnych blastocyst, 3 zostaly ciezar-
ne, jedna weszla w ruje po trzech miesiacach,
a cztery wykazaly ruje w regularnych odste-
pach. Dwie z ciezarnych maciorek urodzily po
2 jagnieta a trzecia jedno jagnie. Wszystkie po-
rody odbyly sie w terminie.

Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwose
konserwacji w stanie zamrozonym 6 i 7 dnio-
wych zarodkéw owcy. Natomiast brak pozytyw-
nych rezultatéw zamrazania 3-dniowych zarod-
kéw §wiadezy, ze stosowana imetoda nie jest
odpowiednia dla zamrazania komorki jajowej
owcy znajdujace] sie we wezesnym stadium roz-
wojowym. Nie zmieniony wyglad morfologicz-
ny wiekszosci komoérek jajowych stadium 8—16
blastomeréw wskazywalby, Zze proces zamraza-

Liczba komérek jajowych " Ocena morfologiczna po rozmrozeniu
Stadium rozwoju - T ‘ . . g
zarodiea | ) o ) . morfologicznie czescicwo
| Zamyozonycn | rozmrozonycn ! normalne uszkodzone
|
| I N
8—16 blastomerow [ 9 | 7 1

Morula i wczesne

blastocysty 22 [ 20

| 19 1

Wyniki i omowienie

Ogoélem zamrozono 31 zarodkdéw, z czego roz-
mrozono 28 (tab. 1). Na 8 rozmrozonych zarod-
k6w znajdujacych sie w stadium 8—16 blasto-
meréw w ocenie morfologicznej stwierdzono
czeéciowe uszkodzenie jednego zarodka. Réw-
niez na 20 rozmrozonych morul i wczesnych
blastocyst zmiany morfologiczne stwierdzono
tylko w jednym przypadku.

W zadnym z rozmrozonych zarodkow, nie-
zaleznie od stadium rozwoju, nie stwierdzono
uszkodzenia zona pellucida.

Z 4 biorczyn, ktérym transplantowano 6 za-
rodkéw w stadium 8—16 blastomerow, zadna
nie byla cigezarna. Wszystkie maciorki weszly
w nastepna ruje w regularnych odstepach.

nia 1 rozmrazania nie wywiera na nie negatyw-
nego wpiywu, a zmiany prowadzace do utraty
zdolnodci rozwojowych in vivo mogly nastgpié
W okresie poprzedzajgcym zamrazanie lub tez
po rozmrozeniu. Wiadomo bowiem, ze zarodki
owey W tym stadium rozwoju sa wrazliwsze na
schiadzanie do temperatury 0°C (7).

Zarodki 6—7 dniowe sa mniej wrazliwe na
zmiany zwigzane ze schladzaniem. Jednakze i
w tym wypadku skutecznosé transplantacji wy-
nosila 50% *) mimo, ze wszystkie transplanto-
woane zarodki posiadaly nie zmieniony wyglad
morfologiczny. Mozna by i w tym przypadku
przypuszezaé, ze utrata zdolnosci rozwojowych
czesci zarodkéw tego stadium jest zwiazana z

*) Zakladamy, ze maciorka, ktora Wykaz‘ala ruje po 3 mie-
siacach byta kotna ale nastapilo obumarcie ptodu.

Tab. 2. Wyniki transplantacji zamrozonych morul 1 wczesnych blastocyst u owiec

Liczba cialek zéitych | Liczba transplantowa-
u biorczyn nych zarodkéw Rasa Termin o
O A T | biovezyn; | Fransplan- Wyniki
jajnik po stronie 2 tacji [
lewy prawy lewej prawej ’
2 0 2 0 merynos wrzesien Ruja po uplywie ponad 3 mies.
0 1 0 2 merynos wrzesien Porod w terminie, 2 9@ @
2 0 1 1 merynos wozesien Poréd w terminie, 1 @ + 1 &
2 0 2 0 merynos wrzesien Pordéd w terminie, 1 Q
1 0 1 0 cakiel grudzien Wejscie w ruje w regularnym
odstepie czasu
1 0 1 T merynos listonad Weisdcie w ruje w regularnym
| odstepie czasu
1 1 1 1 Merynos grudzien Wejscie w ruje w regularnym
cdstepie czasu
0 1 0 2 merynos listonad Wejscie w ruje w regularnym
odsiepie czasu
|
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warunkami poprzedzajacymi zamrazanie lub tez
po rozmrozeniu. .

Pewien wplyw na wyniki transplantacji mo-
gly mieé¢ czynniki nie zwiazane z zamrazaniem
zarodkéw, a mianowicie okres sezonu, w kt6-
Tym przeprowadzano transplantacje. Wszystkie
nieskuteczne transplantacje zarodkéw 6 i 7
dniowych mialy bowiem miejsce pod koniec se-
zonu rozplodowego owiec rasy merynos (tab.
2).

Ryc. 1. Grupa jagnigt urocdzonych w slyczniu—lutym
1977 r. po transplantacji zamrozonych zarodkéw

Foto.: A, Turczarnski

Wejécie 1 owey w ruje po 3 miesigcach od
momentu transplantacji wskazywaloby na obu-
marcie plodu w drugiej polowie ciazy. Trudno
jednak sadzi¢, czy to moze mieé¢ zwigzek z fak-
tem, Ze transplantowano zamrozone zarodki.

Wyniki tej pracy oraz rezultaty uzyskane
przez Willadsena i wsp. (7, 8) pozwalaja na
stwierdzenie, ze obecnie stosowana metoda za-
mrazania 6 i 7 dniowych zarodkéw owcy poz-
wala na osiagnigcie skutecznoscei transplantacji
w granicach 50%.
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ILTES J. P, DANIELS B, S, WYAND D. S.: Wykazanie
udzialu adenewiruséw ptasich w etiolegii choroby mar-
murkowatej Sledziony, (Pemonsiration of an avian ade-
novirus as the causatlive agent of marbl spleen disease).
Amer. J. vet, Res. 38, 95—100, 1977 (1).

Wirus choroby marmurkowatej $Sledziony wyizolo-
wano ze sledziony chorveh indvkow i oczyszezono na
drodze ekstrahowania chloreformem lub czterochlor-
kiem wegla, rdéZnicowego wirowania w gradiencie
chlorku eezu. U indykéw zakazonyeh na drodze do-
Swiadezalne] ocz onym wirusem wystapilty typowe
dia tej choroby objawy i makroskepowe oraz mikyo-
skopowe zmiany. Polegaly one na obrzeku sledziony
i rozplemie komdrek siateczki limfatyczne]. W sledzia-
nie wystepowal réwniez specyficzny antygen wiruso-
wy wykrywalny w odczynie precypitacji dyfuzyinej w
zelu agarowym. W preparatach histologicznych §ledzio-
ny wystepowaly specyficznie wirety wirusowe. Wysto-
powanie hiperplazji komorek siateczki i

limfalycznej
Sledziony mozna uznaé za zmiane patognomoniczng dla
choroby marmurkowatej sledziony. Metods immunc-
flucrescencji bezposredniej wykazano przy tvm specy-
ficang immunofluorescencje jader komdrek sledziony.
G.

KUTTLER K. L, ADAMS L. G, TODOROVIC R, AL
Perownanie odezynu winzania dopeciniacza i edezynn
immunetluorescencji posredniej w wykrywaniu babesz-
jozy u bydla. (Cemparisons of {he complement lixation
and indirect fluorescent antibody reaclion in the de-
tection of bovine babesiasis). Amer. J. vet. Res. a8,
153—158, 1977 (1),

Antygeny do odezynu wigzania dopelniacza (OWD)
i odezynu immunofluorescencji posredniej (IFA) przy-
gotowano ze szczepdéw Babesia bizemina izolowanveh
od chorego bydia, Badania pordwnaweze nad Pra;
noscig obydwu odezyndw w rozpoznawaniu babeszj
wykonane z surowlcami kréw w wieku ponad 5 1at, za-

954

kazonych sztucznie. Miano surowicy w odczynie wigza-
nia dopelniacza 1:5 i w IFA 1 :40 przyjmowano za do-
datnie. Obydwa testy umozliwiajg wykrycie swoistych
przeciwcial u zakaZonego bydla w okresie pierwszych
87 dni po zakazeniu. W tym okresie 95% probek suro-
wicy reagowalo dodatnio w OWD i 100% w IFA. Mic-
dzy 87—175 dniem po zakazeniu 40% surowic badanych
reagowsato dodatnio w OWD i 95% w IFA. Utrzymywa-
nie sie wysokiego miana przeciweial w odezynie IFA
po 87 dniu od zakazenia wskazuje na udzial w tym
odczynie bardzie] stabilnych przeciwcial anizeli w od-
czynie OWD,
G.

HOLLEY D. .. EVANS J. W.: Okreslanie poziemu
wapnia calkowiiego i ultraprzesacrzalneso i magnezu
w strowicy zdrowych keni, (Determination of total and
uvitrafilterable calcium and magnesium in normal egui-
ne serum), Amer. J. vet. Res. 38, 259—262, 1977 (2).

Wapn i magnez wystepuja w surowicy zwierzat w
trzech zasadniczych formach: zjonizowanej, zwiazanej
z bialkami surowicy oraz pod postaciag komplekséw lub
chelatéw z niektorymi skladnilkami surowicy np. cytry-
nianami, fostoranami i dwuweglanem, Autorzy ozna-
czyli  ultraprzesgczalng frakeje (forma zjonizowana,
lompleksowa i chelatowa) oraz frakcje zwiazana z
bialkami surowicy wapnia i magnezu w surowicy koni
i szetlandzkich kucykéw oraz u klaczy w okresie ciazy
i okresie miedzycigzowym. Badane parametry w suro-
wiey ogierdw i lilaczy ciezarnych nie wykazywaly sta-
tysiyeznie znamiennych réznie. Ultraprzesgezalny wapn
wynosil u keoni 63,4 £1.7%, u kueykéw 64,8 £2.2% wap-
nia calkowitego, Utraprzesgezalny magnez wynosil u
koni 75,8 +£1,5%, u kuevikow 77,0 21,7% magnezu calko-
witego, Calkowita zawertos¢ wapnia w surowicy koni
wynosila 12,56 10,26 mg/dl. u kucvkdow 12,43 49,32 me/dl,
magnezu  odpowiednio 2184029 mg/dl i 24940,6
mg/ldl,

G.



