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Summary

Bovine embryo transfer as a method to get healthy
offspring derived from cows infected with enzootic
bovine leukaemia virus (EBLV)

The purpese of the work was to confirm the possibility
of emYyryo transfer to protect offspring of leukaemic cows
of high breeding value from infection with EBLYV. The
studies were carried out on 22Y doners of embryos infected
with tie EBLV. Heifers free frem enzootic leukaemia were
receivers of the embryos. The disease was diagnesed both
in the doncrs, receivers and new-born calves by the gel
precipitation test or ELISA. From 152 donors 1390 embryos
were obtained and only 676 (48.6%/) were qualified as sui-
tible. There were transfered 535 embryos resulting in 278
pregnant cows (the efficacy of the transfer was 47.5%).
‘fhere were brrn 274 calves free from leukaemia and 4 died
during parturition. The transferes and new-born calves
were housed in isolation under conditions which protected
them against EBLV. The studies showed that the transfer
of emhryos was an effective method allowing to get healthy
offspring from leukaemic cows on condition that strict pro-
phylactic measures during the operation and pregnancy
and after ealving were applied.

Szerokie rozpowszechnienie w kraju enzootycznej bia-
laczki bydla sprawia, ze zaistniala potrzeba opracowa-
nia skutecznych, nowoczesnych programow walki z tg
chorobg. Dotychczasowe metody zwalczania chorob za-
kaznych opicraly sie w gléwne]j mierze na likwidacji
nosicieli zarazkéw. Pozadane efekty osiggano kosztem
powaznych strat, powstalych w nastepstwie koniecznosci
_eliminowania z hodowli zwierzat o wysokiej wartosci
genetycznej, warunkujgcej odpowiedni poziom produkcji.
Odtworzenie tego cennego materialu nie bylo sprawa
latwa i wymagalo wieloletniej pracy hodowlanej.

Wydaje sie, ze istotna role w zapewnieniu cigglosci
produkeji zdrowego oraz wartoSciowego materialu ho-
dowlanego moze w najblizszym okresie oraz w latach
nastepnych odegra¢ transfer zarodkéw. W warunkach
niekontrolowanych, przenoszenie zarodkéw moze jednak
stanowié powazne niebezpieczenstwo szerzenia sie cho-
rob zakaznych (1). Do zakazenia zarodkow moze dojse
badz poprzez same komoérki rozrodeze (1), badzZ tez przez
zakazone érodowisko (1), w ktérym zarodki sie znaj-
duja. Dotychcezasowe obserwacje wykazaly, ze tylko nie-
liczne mikroorganizmy stwierdza sie w oocytach 1).
Mozna sadzi¢, ze najwigkszg role w zakazeniu zarodka
odgrywa jego bezposredni kontakt z zakazonym $rodo-~
wiskiem (1). Zagrozenie biorczyni i rozwijajacego sie
zarodka bedzie zalezalo od koncentracji i zjadliwosci
drobnoustrojéw. Istotng bariera chroniaca zarodek przed
zakazeniem jest przede wszystkim oslonka przejrzysta
(8). Dotychczasowe badania wykazaty, ze przy nieuszko-
dzonej ostonce przejrzystej, zaden z przebadanych pato-
gennych wiruséw nie podlega replikacji w komoérkach
zarodka (1). Zdarza sie to jedynie przy uszkodzonej

*) Praca wykonana w ramach CPBP 05.06.2.1.1.

ostonce lub po jej wezeSniejszym usunigeiu (1). Ponie-
waz cze$é z nich podlega inaktywacji pod wplywem
trypsyny, zarodki przed przeniesieniem powinny by¢
inkubowane w pozywkach zawierajacych ten enzym
(1, 8).

7 obserwacji roznych autorow (2, 3, 4, 7, 9) wynika,
ze oslonka przejrzysta jest nieprzepuszczalna dla wiru-
sa BL. Istnieje jednak potencjalne niebezpieczefistwo
adhezji kruszywa komoérkowego, a w szczegélnosci za-
kazonych BLV limfocytéw, znajdujacych sie w wypiu-
czynach z macicy, pobranych od zakazonych tym wiru-
sem daweczyh zarodkow, w stosunku do ostonki przej-
rzystej. Mozna go unikngé poddajgc wyplukane z maci-
cy zarodki przed ich przeniesieniem lub dzicleniem wie-
lokrotnym kgpielom w jatowych pozywkach, uwalnia-
jacym je od zanieczyszczen komorkowych.

Celem badan bylo potwierdzenie mozliwosci wyko-
rzystania metody transferu zarodkéw do zabezpieczenia
potomstwa kréw bialaczkowych o wysokiej wartosci
hodowlanej przed zakazeniem BLYV.

Material i metody

Zarowno dawcezynie. jak i biorczynie zarodkéw uzyte do
badan, pochodzily ze stad zlokalizowanych na terenie Dol-
nego Slaska, wolnych od gruzlicy i brucelozy. Enzootyezna
bialaczke bydla u dawcezyn i blorczyii zarodkow oraz uro-
dzonych cielat diagnozowano testem immunodyfuzjl w Zelu
agarowym oraz przy uzZyciu antygenu glikoproteinowego
firmy Hoechst albo Rhéne-Merieux lub testem ELISA, wy-
korzystujac gotowe zestawy Enzygnost Rinderleukose firmy
Behringwerke. Badanie dawczyn biorezyn przeprowadzs-
no w okresie przygotowania do transferu, zas urodzonych
cielgt przed napojeniem siarg pochodzgea od ich matek-
-biorczyn zarodkéw.

Superowulacje wywelywano u 228 potencjalnych daw-
czvh., ktorvmi byly wyselekcjonowane wezesnie] wartoscio-
we krowy rasy ch, czb oraz charoelaise w wieku 4—12 lat
zakazone wirusem BL. Zwierzeta znajdowaly sie w irzec
lub poiniejszej laktacji. Ostatni porod przebiegal u nich
fizjologicznie, a blony plodowe zostaly wydalone we wlasci-
wyvm terminie. W okresie poporodowym nie obserwowano
u nich powiklan w postaci niezytow macicy i torbieli jaj-
nikowyeh, & ruja pojawiala sie w regularnych odsigpach
czasu, Uzvte do doswiadczen jalowki, bilorczynie zarodkow
w liczbie 585, w wieku okolo 18 miesiecy, byly wolne od
biataczki, a stan ich narzadu rodnego i przebieg cyklu jaj-

nikowego nie odbiegaly od normy. Dla potrzeb transferu
ruje byvly u nich synchronizowane przy uZyciu preparatu

Oestrophan firmy Spofa, podawanego dwukrotnie w odste-
pach 12 dni, w dawce 0,5 mg analogu PGF, alfa.
Wywolywanie superowulacji u dawezyn zarodkow rozpo-
czynano okolo 60 dnia po porodze, podajac migdzy 8 a
14 dniem, najczesciej jednak w 9 dniu po wysiapieniu spon-
tanieznej lub synchronizowane] rui, gonadoiroping przysad-
kowa FSH P firmy Burns, w ilosciach 32—38 mg na krowsg
araz Folicotropin firmy Spefa w ilosciach 480 jm. na sztukeg
lub sonadotropine pozaprzysadkows zawarts w preparacie
Folison PMSG w ilosei 2500—3500 j.m. na jedng dawczy-
nie. Gonadotropine przysadkowa FSH podawano domigsnio-
wo w 8 podzielonych dawkach przez 4 kolejne doby, w od-
stepach 12- godzinnych, wedlug ustalonej sekwencji, zas go-
nadotropine pozaprzysadkowa PMSG stosowano jednorazo-
wo. Po uplvwie 48 godzin od pierwszej iniekejl jednej z go-
nadotropin, podawano domiesniowo Oestrophan w dawce
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0.5 mg. Dawczynie inseminowano pierwszy raz miedzy 10 a
12 godzing od poczatku rui podwdjng dawkg nasienia bu-
hajow wolnych od biataczki, deponujac jedna porcie do
jednego, a drugg do drugiego rogu macicy, po czym po
uplywie 5—6 godzin u krow, u ktorych superowulacje wy-
wolywano gonadotroping pozaprzysadkows, podawano pre-
parat Neutral PMSG firmy Intervet. Dwukrotna reinsemi-
nacje przeprowadzano w odstepach B-godzinnych, wprowa-
dzajac kazdorazowo, doszyvjkowo jedna porcje nasienia.

Zarodki pozyskiwano metodg niechirurgiczng w 7 dniu
po inseminacji. Przed zabiegiem samicom podawano i.m.
preparat Uterusrelaxans (Wirtschaftsgenossenschaft deut-
scher Tierdrzte eG Hannover) w dawce 20 ml wzglednie
wykonywano znieczulenie nadoponowe przy uzyciu 3 ml 2%
roztworu Polocainy firmy Polfa, Do kazdego rogu macicy
wprowadzano przy pomocy kateteru do wyplukiwania za-
rodkow (typ 18) po 500 ml ogrzanego do temperatury 34°C
PBS [lirmy Bicvet z dodatkiem 2% surowicy plodowej.
Odzyskane wypluczyny wraz z wypiukanymi zarodkami zle-
wano do jalowej butelki o pojemnosci jednego litra, po
czym po 30 min. sedyvmentacji zlewano plyn znad osadu,
pozostawiajac w butelce okolo 70 ml zawartosei, ktdra prze-
noszono na jatowe plytki Petriego. Zarodki wyszukiwano
w mikroskopie stereoskopowym, po czym przenocszono je do
wypukiych mnaczyniek, zawierajgcych 5 ml ogrzanego do
temp. 34°C jatowego plynu PBS z dodatkiem 20% surowicy
plodowej. Po ocenie morfologicznej uwzgledniajace] row-
niez stan oslonki przejrzystej i zakwalifikowaniu zarodkow
do transferu, poddawano je 4-krotnym kgpielom w PBS
z dodatkiem 20% surowicy plodowej, zmierzajacym do
uwolnienia ich od limfocytéw znajdujacych sie w pobra-
nych wyptuczynach, moggcych ulec adhezji w stosunku do
ostenki przejrzystej, bedgcych potencjalnym zrédlem wirusa
BL. Tak przygotowane zarodki $wieze umieszczano w stom-
kach typu Casseu i wprowadzano pistoletem typu Worrlein,
przygotowanym do transferu, wolnym od bialaczki jalow-
kom-biorczyniom, w przeciagu 2—4 godzin od pobrania,
wzglednie poddawano mrozeniu lub dzieleniu. Pistolet
wprowadzano do rogu, do ktorego przvlegal jajnik z wy-
raznie wyksztalconym cialkiem 2Zoltym, na gleboko$é¢ okolo
5 —8 cm od zakonczenia rogu. Rezygnowano z tych bior-
czyn, u ktorych na jednym z jajnikow stwierdzano wyraz-
nie wyksztalcone ciatko zolte, zas na drugim obecnosé pe-
cherzyka.

Wyniki i omowienie

Przeprowadzone badania nie wykazaly istotnych réz-
nic w oddzialywaniu na jajniki amerykanskiej oraz

Tab. 1. Wyniki superowulacji u dawczyn
zarodkow — liczba (%)

Krowy, u ktoryeh stwierdzono
na obu jajnikach
: A o) R

=
Liczba krow
poddanych

' 0—2

SUperowu- powyie] 5 3—5
lacji I_L‘.iEl_i_tZk_i":[-)n)'f:hJ_C_i?]iek zo_H_vch_| cialek zoltych
229 .__145 (63,3) ’ 24 (105) 60 (262)

Tab. 2. Wyniki oceny morfologicznej zarodkdéw — liczba (%)

czeskiej gonadotropiny przysadkowej FSH. Po zastoso-
waniu gonadotropiny pozaprzysadkowe] PMSG, na jaj-
nikach obok cialek zoltych stwierdzano rownicz obec-
nos¢ pojedynezych lub mnogich tworéw torbielowatych.
Negatywne odpowiedzi superowulacyjne zdarzaly sie za-
rowno po zastosowaniu FSH, jak i PMSG. Wydaje sie.
ze wyniki wywolywania superowulacji oraz samego
transferu bytly skorelowane z poziomem zywienia zwie-
rzat. Lerner (5) wykazal, ze z wiekiem krow obniza sie
liczba pozyskiwanvch zarodkéw 1 zmniejsza sie wskaz-
nik zaplodnienia, U kréw starszych zwiekszenie dawki
FSH powoduje wzrost liczby pozyskanych zarodkow.
U krow mlodszyeh zwiekszenic dawki FSH ma nieko-
rzystne skutki. Przv podawaniu FSH w 10 i 11 dniu
cyklu uzyskiwano wieeej zarodkéw niz przy podawaniu
FSH w 7—9 i 12—14 dniu cyklu. W badaniach wlasnych
w  wyniku superowulacji 229 potencjalnyeh dawezyn
zarodkow, bedgeyeh nosiciclami wirusa BL, uzyskano
145 (63,3%) odpowiedzi dobrych, przy ktarych stwier-
dzano powyzej 5 cialek zoltych na obu jajnikach, 24
{(10,5"0) odpowiedzi mierne (3—3 c.z.) oraz 60 (26,2 nie-
dostatecznych, wyrazajacych sie brakiem cialck z6ltych
lub obecno$cia 1—2 punktow owulacyijnych na jajni-
kach (tab. 1). Ogolem od 152 dawezyn uzyskano 1390
zarodkéw o zroznicowanej jako$ci, co dawalo Srednio

.9,1 od jednej samicy (tab. 2). Rutynowa ocena morfolo-

giczna przeprowadzana przy uzyciu mikroskopu stereos-
kopowego przed transferem nie zawsze zapewniala
uchwycenie wszystkich anomalii rozwojowych. Pelniej-
szy obraz morfologicznej jakosei zygot daja badania
ultrastrukturalne (6). Z ogélnej liczby 1390 ocenianvceh
zarodkow do transferu zakwalifikowano jedynie 676,
co stanowilo 48,6%. Pozostalych 714 czyli 51,4% nie za-
kwalifikowano do przeniesienia. Byly to zarodki opoz-
nione w rozwoju lub zdegencrowane (tab. 2). Ogotem
przeniesiono 583 zarodkow, uzyskujgc 278 cigz, co da-
walo skutccznosé zabiegu na poziomie 47,5% (tab. 3).
Najlepsze efekty uzyskano po przeniesieniu catych za-
rodkéw $wiezych, nieco gorsze po transferze zarod-
kow dzielonych i najgorsze po wykorzystaniu zarod-
kéw mrozonych. Urodzily sie 274 zywe, wolne od bia-
taczki cieleta, zas 4 padly podczas porodu. Zaréwno
biorczynie zarodkéw, jak i urodzone cieleta utrzymy-
wane byly w izolacji w oddzielnych pomieszczeniach, w
warunkach zabezpicezajacyeh je przed zakazeniem wiru-
sem bialaczki.
Ujemne wyniki badan serologicznych w kierunku
EBB bierczyn oraz cielgt dowodzg, ze transfer zarodkow
okazal sie skutecznym sposobem uzyskiwania zdrowego
potomstwa od bialaczkowyeh matek, pod warunkiem

Liczba Liczba Liczba za- | Zarodki za- | Zarodki nie N . . = 3 3 )
dawezyh 'yyyskanych | rodkow z kwalifiko- | zakwalifi- przszswze;lgam:t’ ok_re_:, onych .ry.gorcm pf)dC;:fl.«. samego
carod- | zarpdkow |Jednegopo-! wane do kowane do zabiegu, jak rowniez zapewnienia odpowiednich warun-
kow |« g \ i —_ o . . . L
Sy 2 " ‘Zysmwﬂla“_ ra_nsieru‘_transte_ru_ kéw izolacji 1 utrzymania zwierzat w czasie cigzy i po
152 ] 13% | 91 | 676 (48,6) | 714 (514)  urodzeniu.
Tab. 3. Skutecznosé przeprowadzonych transferéw zarodkow
Przeniesione zarodki _
Swieze a mrozone dzielone | ogotem
| | | et
| liczba uzy-| ., i v [ 1 - SXeAanH
e e skutecz- liczba uz skutecz- liczba uzy skutecz- uzyska- | skutecz-
— skanych . skanych s i skanych . A | T e E
liczba G noseé liczba g nosé liczha | . nosé liczba | nych eiazl nosé
el4z po U c1az bo 0/p | |, claz po /o I po tran- oy
| transferze transferze | transferze
| | sferze
|
a93 | o 489 | 73 | 29 | 397 19 g | 430 | ses | a8 | 415




Medycyna Wet. 48 (2) 1992

81

Pismiennpnictwo

1. Bielanski A., Tischner M.: Przeszczepianie zarodkow u zwie-
rzal geospodarskich, AR, Krakaw 988,

9. Boubilant A. M. P, Ruckerbguer G. M.,
Samagh B. 8., Singh E. L., Hare W. C. D,
Ann. Rech. Vet. 12, 185, .=81.

i, Eaglesome M. D., Mitzhell D, Betteridge K. J., Randall G. C. B.,
Singh E. L., Samagh B. S., Hare W. C. D.: Vet. Rec. 111, 122,
1582.

4. Kaaden O. R.: Rinderproduktion 33, 14, 1987.

Eaglesome M. D,
Bandall G. C. B.

. Lerner S. P.: Anim. Sci. 36, 176, 1986.

. Marcinkowskt K., Kassner J.: Weterynaria, Wroclaw 44, 53, 1988.

. Olson C., Rowe R. F., Kaja R.: Proc. 4th Int. Symposium on
BovineLeukosis Martinus Nijoff Publishers, The Hague, Bo-
ston, London, 1982, s. 361,

8. Thibter M.: Proc. 13th Conf. OIE Regional
Madrid, 27—30 September 1988, 5. 3. i

9. Wierzbowski S., Smorag Z., Wierzchos E.:

kow u bydia. Balice—Przysiek 1985, 5. 10.

oo

Comm. Europe,

Przenoszenie zarod-

Adies
Wrociaw

autora; dr Jacek Krolinski, ul. Gwarecka 7/5, 54-143

JOZEF PILASZEK, MARIAN TRUSZCZYNSKI

Rola

érodowiska w szerzeniu sie infekcji narzadu rodnego

u bydta drobnoustrojami Ureaplasma

Zaktad Mikrobiologii, Instytut Weterynarii, Al. Partyzantow 57, 24-100 Pulawy

Summary

The role of environment on the distribution of
infections of the reproductive tract caused by
Ureaplasma microorganisms in cattle

The purpose of the work was to determine the role of
contaminated environment by U. diversum as a source of
jnfections of the reproductive tract in cattle. It has been
found that the period of Ureaplasma microorganisms survi-
val outside the animals is relatively short, ie. within 24
hours limits. However, it is long enough fo make passible
infection of the preputial mucosa of bulls. In contrast,
heifers are rare infected under those conditions. Carries of
U. diversum play an important role in the infection: their
faeces sustain a permanent infection of environment. It
constitutes a source of infection for animals free from infec-
tion. Fer prophylactic purposes one should take into account
the need of carries removal by use of chemotherapeutics.
Besides, an important role plays hygiene of cowsheds.

7 wykonanych dotad badan wtasnych (10, 11) wy-
nika, ze hodowlg szczepow U. diversum, wyizolowa-
nych od zwierzat tej samej pici, jak tez szczepow wy-
osoknionych od zwierzat pici odmiennej, udaje sie za-
kazi¢ blone &luzowa mnapletka lub pochwy u bydia.
Infekcje tymi zarazkami mozna tez przeniesté ze zwie-
rzecia zakazonego na zwierze wolne od tych zakazen
za poemoceg Sluzu pobranego z zewnetrznych narzadow
plciowych. Potwierdzono rowniez (9) poglad innych
autorow (1, 3, 6), iz infekcja U. diversum przenosi sie
w czasie aktu krycia z udzialem zwierzecia zakazone-
go, a u krow szerzy sie droga inseminacji, jezeli do
tego zabiegu uzywa sig nasienia zawilerajacego ureaplaz-
my. Zauwazono tez (9), ze kontakt pteiowy lub insemi-
nacja nie sg jedynymi sposobami zakazenia ukiadu roz-
rodczego.

Wystepovsanie U. diversum w miedniczkach nerko-
wych (10, 11), pecherzu moczowym (2, 10, 11, 13), cewce
moczowej (2, 4, 10, 11, 13) i w moczu (7) wskazuje na
to, ze zarazki te moga byé¢ wydzielane wraz z moczem
do érodowiska. Przypuszczenia te potwierdzaja udane
proby izolacji ureaplazm z podiogi stanowiska. gno-
jowicy i skoéry zwierzat zakazonych oraz pojawienie
sie infekcji narzadoéw rozrodezych u buhajow 1 jato-
wek nie zakazonych w zaden przyjety dotad sposob (9)
Mozna wiec przypuszczaé, ze zanieczyszczone U. diver-
sum $rodowisko odgrywa réowniez role w przenoszeniu
infekeji tymi zarazkami. Z tego tez wzgledu wykonano
dalsze badania, ktérych celem bylo okreflenie, czy za-

kazone przez U. diversum s$rodowisko bytowania bydia
moze byé uznane za potencjalne zrédio infekeji u tych
zwierzat.

Material i metody

Szczepy. W badaniach uzyto szczepu laboratoryjnego
U. diversum nr 368K. Byl en wyosobniony od krowy z obja-
wami grudkowego zapalenia sromu i pochwy (vulvovaginitis
granularis — VVG).

Podloza. Do izolacji i namnazania U. diversum uzyto
ptynnego i stalego podioza TP, opisanego uprzednio (8).

Zwierzeta dod§wiadeczalne. Do badan uzyto 2 bu-
hajow 1 2 jalowek w wieku okoto 18 miesigcy. Celem zlik-
widowania ewentualnej wezzéniej wystepujacej infekcji wy-
wolane] przez U. diversum, zwierzetom doswiadczalnym
podano domiesniowo Biotyl-200 w ilosci 5 ml na 100 kg c.c.
przez G kolejnych dni. Okres od podania ostatniej dawki
preparatu do dnia, w ktorym przystapiono do doswiadcze-
nia wynosil 14 dni lub wigce].

Materiat do badan laboratoryjnych, Od
zwierzat do$wiadezalnych pobierano wymazy z blony sluzo-
wej worka napletkowego lub pochwy za pomoca wacika.
Rowniez wacikiem pobierano material z podlogi stanowisk,
w ktoryeh przebywaly zwierzeta doSwiadezalne. Do badan
zmierzajacyeh do izolacji ureaplazm, uzyto rowniez trzech
probek, zawierajacych kal zmieszany z moczem. Pobrano je
w odstepach kilkudniowych ze stanowiska buhaja zakaZo-
nego doswiadezalnie U. diversum. Kazda z pobranych pro-
bek, po dokladnym wymieszaniu, podzielono na trzy czescl.
Jedna czes¢ przechowywano w temperaturze pokajowe],
druga w temperaturze lodowki, a {irzecia wysuszono.
7 dwoch pierwszych probek material do badan pobierano
przy pomocy wacikow, a z czgsci wysuszone] brano 100 meg
materialu. W podobny sposob, lecz bez suszenia, postepowa-
no z trzema probkami gnojowicy pobranej z kanalu scieko-
wego. lzolacje ureaplazm przeprowadzono w dniu pobrania
materiatu, po 24 i 48 godzinach.

Doswiadczalne zakazenia zwierzat., Dwa
buhaje wolne od infekcji U. diversum w worku napletko-
wym oraz dwie jalowki nie pesiadajace tych zarazkow w
pochwie, umieszczono. w stanowiskach bezéciolkowych na
3 dni przed doswiadczeniem. W tym czasie codziennie wy-
konywano badania w kierunku izolacji ureaplazm z napletka
lub pochwy tyeh zwierzat oraz z podlogi ich stanowisk.
Nastepnie na podloge kazdego z tych stanowisk rozpylono
po okolo 20 ml hodowli szezepu 368K otrzymane] na piyn-
nym podiczu TP. Z hodowli plynnej przeznaczonej do roz-
pylania wykonano posiewy na plynne i stale podiloze sluzgce
do izolacji ureaplazm w celu sprawdzenia czy uzyta do roz-
pylania hodowla zawierala zywe zarazkl. Po 4 tygodniach
od rozpylenia hodowli pobrano wymazy z podlogi stanowisk
w celu sprawdzenia, czy po rozpyleniu na podlodze znaj-
duja sie zZywe zarazki. Rozpylenie zywe] hodowli tego same-
o0 szezepu powtérzono po 3 dniach w przypadku stanowisk
jatowek nr 1 i 2, a po nastepnych 3 dniach w przypadku
stanowiska jalowki nr 2. W trakcie trwania doswiadczenia,
przez 10 dni pobierano wymazy z napletka lub pochwy oraz
z podlogi stanowisk do badan w kierunku izolacji drobno-
ustrojow Ureaplasma.



