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MAREK SZCZUBIAL

Badania nad sposobami przywracania zdolnosci rozrodczych krowom

i jatowkom z zaburzeniami plodnosci o podiozu immunologicznym.

Czesc Il. Skutecznosc inseminacji domacicznej wielokrotnie nieskutecznie
inseminowanych doszyjkowo krow z immunologicznymi
przyczynami nieptodnosci :

Studies on the ways of reproduction ability restoration in cows with fertility
disturbances of the immunological nature. II. Efficacy of intrauterine
insemination in cows with infertility caused by immunological factors

Warunkiem optacalnos$ci zar6wno hodowli, jak i chowu bydta mlecznego jest prawidiowo
przebiegajacy proces rozrodu. Przyjmuje sig, ze cykl rozrodczy przebiega optymalnie, jesli krowa
wyciela si¢ raz w roku, a okres migdzyciazowy zamyka si¢ w 85-90 dniach (4, 8). Przy prowadzeniu
W stadzie sztucznej inseminacji po pierwszym zabiegu powinno zaciela¢ si¢ 55-60% kréw (4, 10).
Brak skutecznego krycia lub inseminacji powoduje straty, wynikajace z obnizenia laktacji i liczby
uzyskanych cielat, kosztow leczenia i wielokrotnego nieskutecznego zabiegu unasieniania. Zaburze-
nia ptodnosci stanowia réwniez jeden z gtéwnych powodéw zbyt wezesnego wybrakowywania kréw
(13, 22). Jedna z przyczyn zaburzen ptodno$ci u kréw sa czynniki immunologiczne. Skiadniki
nasienia, jako antygenowo obce dla samicy, moga wzbudza¢ w jej organizmie produkcje przeciwciat,
utrudniajacych badZ uniemozliwiajacych zaptodnienie (5, 6, 23, 25, 28, 37, 44). Zeby temu zapobiec
Istnieje wiele czynnik6w zar6wno ze strony samicy, jak i samca, ktére hamuja wzbudzanie odpowie-
dzi immunologicznej. M at o u s e k i wsp. (35) wykazali immunosupresyjne dziatanie §luzu
szyjkowego. Se ger s on i wsp. (47) znaleZli w wydzielinie macicznej kréw proteiny , ktére
hamowaty transformacje blastyczna limofocytéw. K a t s h i wsp. (29) uwazaja, ze plodne krowy
maja aktywne uklady enzymatyczne, ktére moga inaktywowac antygeny nasienia buhaja. Z kolei
Fahmi iwsp. (21) stwierdzili immunosupresyjne dziatanie ptynu pecherzyk6éw jajnikowych kréw.

Zostato réwniez udowodnione, ze w dodatkowych gruczotach piciowych samcéw produkowany
Jest silny inhibitor odpowiedzi immunologiczne;j, ktéry podczas ejakulacji wydzielany jest do plazmy
nasienia (3, 19, 20, 32, 38, 51). Upo$ledzenie syntezy tych immunosupresyjnych czynnikéw zar6wno
ze strony samicy, jak i samca moze by¢ przyczyna produkcji przeciwgial przeciwko antygenom
nasienia i wystapienia zaburzeri ptodno$ci o podtozu immunologicznym (43). Inne przyczyny
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powstawania przeciwciat przeciwplemnikowych to: krycie lub inseminacja samicy przed zakoricze-
niem inwolucji macicy po porodzie (9, 48), krycie lub inseminacja przy toczacych si¢ procesach
zapalnych (9, 26, 28, 33, 40, 45) lub krwawieniach w drogach rodnych samicy (53). RéwnieZ
wielokrotne nieskuteczne krycie lub inseminacja w kolejnych rujach moze nasili¢ produkcje¢ prze-
ciwciat skierowanych przeciwko antygenom plemnikéw (16, 17, 27, 36, 40, 41, 48, 50, 57).

Ze wzgledu na uwarunkowania, przy jakich dochodzi do wzrostu miana spermaglutynin W
surowicy krwi i §luzie szyjkowym kréw, nalezy przyja¢, ze w wigkszosci przypadkéw sa one wtérnd
przyczyna ich jalowienia. Przy braku kolejnych stymulacji antygenami nasienia wysoki poziom
przeciwciat przeciwplemnikowych utrzymuje si¢ w surowicy krwi i $luzie szyjkowym przez okres
2-12 miesiecy (18,46,49, 55). Uniemozliwiato zaptodnienie przez tak dtugi okres, nawet po usunigciu
pierwotnej przyczyny nieptodnosci. Najczesciej takie krowy sa eliminowane z hodowli.

Celem tej czesci badari bylo okreslenie skutecznosci inseminacji domacicznej wielokrotnie
nieskutecznie inseminowanych doszyjkowo kréw z wysokim poziomem przeciwcial przeciwple-
mnikowych w surowicy krwi i §luzie szyjkowym.

MATERIAL I METODY
BADANIA WSTEPNE

Badania wstepne miaty wykazac istnienie ewentualnej réznicy migdzy poziomem przcciwcia*
przeciwplemnikowych w §luzie szyjkowym i wydzielinie macicznej kréw nie zachodzacych w ciaz€
z przyczyn immunologicznych. Badania wykonano na 8 krowach wielokrotnie nieskutecznie insemi-
nowanych doszyjkowo (5 i wigcej razy) oraz 5 dziewiczych jatéwkach (grupa kontrolna). Krowy
wielokrotnie nieskutecznie inseminowane byly rasy cb, w wicku 5-9 lat. Na podstawie wywiadu.
badania klinicznego (obejmujacego badanie per rectum i per vaginam narzadu rodnego) oraz badania
surowicy krwi i §luzu szyjkowego na obecno$¢ spermaglutynin wykluczono u nich inne przyczyny
niemoznos$ci zaj$cia w ciaz¢ poza immunologicznymi.

Wszystkie krowy miaty w surowicy krwi wysokie (>1:128) miano spermaglutynin przeciwko
plemnikom buhajéw rasy cb, simental i hf. Dziewicze jatéwki byly rasy cb, w wieku 12-14 miesiecy
z regularnym cyklem rujowym. U zwierzat tych nie stwierdzono klinicznie uchwytnych zmian
patologicznych w narzadzie rodnym. Badane zwierzgta— po wywolaniu rui zsynchronizowanej przez
dwukrotne podanie Oestrophanu w odstgpie 11 dni — poddano ubojowi do$wiadczalnemu. Po
rozcigciu wydobytych narzadéw rozrodczych pobierano do oddzielnych probowek §luz szyjkowy
oraz wydzieling rogu macicy. Okreslano zdolnos¢ penetracji plemnikéw w §luzie szyjkowym oraz W
wydzielinie macicznej stosujac test penetracji plemnikéw opracowany przez Alexander (2). Do
badan uzyto mrozonego nasienia buhajéw rasy cb, simental i hf (po 3 buhaje danej rasy).

BADANIA EKSPERYMENTALNE

Badania przeprowadzono na grupie 6 dziewiczych jatéwek rasy cb, klinicznie zdrowych, w wieku
12-14 miesigcy z regularnym cyklem rujowym. Jatéwki poddano sze$ciokrotnej immunizacji mrol'oj
nym nasieniem buhaja rasy cb. Zwierzgtom podczas rui zsynchronizowanej wprowadzono do sz)’jkf
macicznej nasienie buhaja pozbawione mozliwosci zaptodnienia poprzez rozpuszczenie jednej kulki
mrozonego nasienia w 1 ml wody destylowanej podgrzanej w fazni do temp. 39°C. Nasieni€
wprowadzano do szyjki za pomoca pipet inseminacyjnych zgodnie z technikg stosowana przy zabiegV
inseminacji (7). Ruje, w czasie ktérej wykonano pierwsza immunizacjg, zsynchronizowano podajac,
jatéwkom dwukrotnie w odstepie 11 dni Oestrophan. Po 72 godz. od drugiego podania jatowkl
immunizowano. Kolejne immunizacje wykonywano wedtug nast¢pujacego schematu: po upinie

o



Badania nad sposobami przywracania zdolnosci...Cze$¢ 11 237

11 dni od poprzedniego zabiegu immunizacyjnego wszystkim jaldowkom podawano Oestrophan, a
72 godz. p6zniej immunizowano.
Przed kazdym zabiegiem pobierano krew z zyly szyjnej zewnetrzne;j i §luz szyjkowy. Z surowica
~ krwi wykonywano test mikroaglutynacji wedtug Deo i Roy (14), natomiast ze §luzem szyjkowym
Przeprowadzano test penetracji plemnikéw wedtug Alex ander (2). Gdy miano spermaglutynin
W surowicy krwi osiagneto u wszystkich sztuk warto$¢ 1:512-1:1024 (po szesciu zabiegach immu-
Nizacyjnych), jatéwki inseminowano doszyjkowo tym samym nasieniem, ktére wykorzystywane byto
do immunizacji. Po uptywie 10 tygodni wykonywano badanie per rectum w celu ustalenia ciazy. Po
Wykluczeniu cigzy synchronizowano u tych jaléwek ruj¢ i inseminowano je domacicznie tym samym
Nasieniem, ktérego uzywano do nieskutecznej inseminacji doszyjkowej. Skutecznos$¢ inseminacji
domacicznej sprawdzano badaniem per rectum po uptywie 10 tygodni. Przed zabiegiem inseminacji
domacicznej z surowica krwi jatéwek wykonywano test mikroaglutynacji, a ze §luzem szyjkowym —
test penetracji plemnik6w, celem ustalenia utrzymywania sie wysokiego poziomu spermaglutynin.

BADANIA KLINICZNE

Badania przeprowadzono na 30 krowach wielokrotnie nieskutecznie inseminowanych doszyjko-

Wo, rasy cb, w wieku 3-9 lat, o regularnym cyklu rujowym i ustalonej diugosci rui. Badaniem

k|inic7,nym obejmujacym badanie per rectum i per vaginam narzadu rodnego oraz badaniem surowicy

Krwi i Sluzu szyjkowego na obecnos$¢ spermaglutynin wykluczono u nich inne przyczyny niemoznosci

ZajScia w cigze poza immunologicznymi. Wszystkie krowy mialy w surowicy spermaglutyniny
| Przeciwko plemnikom buhajéw rasy cb, simental i hf w mianach >1:64. Krowom podano domacicznie
| Pook. 100 ml ptynu Lugola. Miato to na celu wyeliminowanie ewentualnych przewleklych stanéw
Zapalnych btony §luzowej macicy niewielkiego stopnia (Ej-E2), ktérych nie udato si¢ zdiagnozowac
badaniem klinicznym.

Krowy inseminowano najpierw doszyjkowo mrozonym nasieniem buhajéw, przeciwko ktérych
plemnikom mialy w surowicy krwi wysokie miano (=1:128) spermaglutynin. Po 10 tygodniach
‘ Wykonywano badanie per rectum w celu wykrycia kréw cielnych. Krowy niecielne w czasie pierwszej
. Ui po badaniu inseminowano domacicznie tym samym nasieniem, ktére byto uzyte do nieskutecznej

inseminacji doszyjkowej. Efektywno$¢ inseminacji domacicznej oceniano za pomoca badania per

rectum po uptywie 10 tygodni.
Nasienie buhajéw uzywane w badaniach poddane byto laboratoryjnej ocenie jakosci, obejmuja-

Cej: mikroskopowe badanie na stoliku Blooma, oceng¢ koncentracji, ocene odsetka plemnik6w

Martwych oraz oceng przezywalnosci w temp. 46,5°C. Badania laboratoryjne wykazaty, ze uzywane

Nasienie odpowiadato obowigzujacym normom (7).

WYNIKI

WYNIKI BADAN WSTEPNYCH

Plemniki buhajéw zdecydowanie wolniej przemieszczaly si¢ w $luzie szyjko-
Wym kréw wielokrotnie nieskutecznie inseminowanych niz w ich wydzielinie
Macicznej (tab. 1). Srednia dhugos¢ drogi przebytej w ciagu 1 godz. przez plemniki
buhaj6w rasy cb w §luzie szyjkowym wyniosta 7,4 mm w poréwnaniu do 28,8 mm
W wydzielinie macicznej. Plemniki buhajéw rasy simental penetrowaty §luz szyj-
kowy na glebokosé 9,9 mm, natomiast wydzieling maciczna na gleboko$¢ 32,7 mm.
W odniesieniu do plemnikéw buhaj6éw rasy hf wartosci te wyniosty odpowiednio
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11,3 mm i 34 mm. Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic migdzy zdolno-
§cia penetracji przez plemniki $§luzu szyjkowego i wydzieliny macicznej dziewi-
czych jatéwek (tab. 1).

Tab. 1. Wyniki testu penetracji plemnikéw w §luzie szyjkowym i wydzielinie macicznej wielokrot-
nie nieskutecznie inseminowanych kréw i dziewiczych jaléwek (w mm)
Spermatozoa penetration test results in cervical mucus and uterine secretion of repeatedly inffected-
ly inseminated breeding cows and virgin heifers (in mm)

Penetracja plemnikéw (X, £S)

G
chiw a b ¢

S w $ w $ Y

Krowy

wielokrotnie | 5 4 55 62| 58 84879 | 9.0+6,8% [32,7+9,3%| 11,347,4% |34,0+ 84"
nieskutecznie

inseminowane
RERGER.

Dziewicze jatéwki | 44,4 +3.6 | 46,7+43 | 508+3,1 | 51,6+3,1 | 454+24 | 469+3,5
(grupa kontrolna)

I

Objasnienia: a — nasienie buhajéw rasy cb, b — nasienie buhajéw rasy simental, ¢ - nasienie
buhajéw rasy hf, § — §luz szyjkowy, W — wydzielina maciczna, d — réznica statystycznie istotnd
(0=0,05) przy poréwnaniu a$ z aW, e - r6znica statystycznie istotna (¢t =0,05) przy poréwnaniu b
2 bW, f — réznica statystycznie istotna (o =0,05) przy poréwnaniu ¢S z cW, g - r6znica statystyczni€
istotna (0=0,05) przy poréwnaniu z grupa kontrolna.

Explanations: a — semen of cb breed bull, b — semen of simental breed bull, ¢ - semen of hf breed
bull, § - cervical mucus, W — uterine secretion, d - statistically significant difference (0:=0.05) when
a$ compared with aW, e — statistically significant difference (0:=0.05) when b$ compared with bW
f- statistically significant difference (0=0.05) when ¢S compared with cW, g - statistically significant
difference (a=0.05) when compared with control.

WYNIKI BADAN EKSPERYMENTALNYCH

Miano spermaglutynin w surowicy krwi jatéwek do$wiadczalnych wzrosto PO
6 zabiegach immunizacyjnych od wartosci 1:8-1:32 do 1:512-1:1024 (tab. 2)-
W czasie inseminacji doszyjkowej miano spermaglutynin w surowicy utrzymyWw4-
to si¢ na poziomie 1:512-1:1024 (tab. 2). Podczas inseminacji domacicznej posia-
dato réwniez wysokie wartosci 1:256-1:512 (tab. 2). Gigboko§¢ penetracji prze?
plemniki §luzu szyjkowego jatéwek przed immunizacja wynosita od 37 do 59 mim
(tab. 3). Po immunizacji dostgpno$¢ §luzu dla penetracji przez plemniki ulegld
ograniczeniu. W ciagu |1 godz. wnikaty one w §luz na glebokos¢ zaledwie od 3 do

P
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Tab. 2. Wyniki testu mikroaglutynacji plemnikéw buhaja z surowicg jaléwek do$wiadczalnych
Spermatozoa agglutination test results of a bull with serum of experimental heifers

Naries Wysoko$¢ miana spermaglutynin w surowicy krwi
jatéwki ! 13 \ ... | wczasie inseminacji | w czasie inseminacji
przed immunizacja | po immunizacji Beikows; TR I
1 1:8 10122 1:512 1:256
2 1:16 1:1024 1:1024 1:512
“. 1 1:1024 1:1024 1:512
4 1:8 1:512 1:512 1:512
5 1:16 1:512 1:512 1:256
6 1:8 1:512 1% 1:256

Tab. 3. Wyniki testu penetracji plemnikéw w §luzie szyjkowym jaléwek doswiadczalnych
Spermatozoa penetration test results in cervical mucus of experimental heifers

e Giebokos¢ penetracji przez plemniki §luzu szyjkowego (w mm)
jatéwki ; 4 W J ... | wczasie inseminacji | w czasie inseminacji
przed immunizacja | po immunizacji ikl el sl
1 39 12 12 14
2 37 3 6 8
3 40 7 9 9
4 59 21 21 20
5 50 14 14 15
L 6 44 19 19 16

Tab. 4. Wyniki inseminacji doszyjkowej oraz inseminacji domacicznej jaléwek do$wiadczalnych
Results of intracervical and intrauterine insemination of experimental heifers

Numer Wynik badania na ciazg
jatowki po inseminacji doszyjkowej | po inseminacji domacicznej
1 - -
2 ¢ 2
3 J :
4 - -
5 - -
6 k \

21 mm (tab. 3). Wyniki testu penetracji w czasie inseminacji doszyjkowej oraz
inseminacji domacicznej utrzymywaly si¢ na podobnym poziomie. Inseminacja do-
Szyjkowa jaléwek z do§wiadczalnie wywolanym wysokim poziomem spermaglutynin
W surowicy i $luzie szyjkowym nie doprowadzita do zaplodnienia zadnej z nich
(tab. 4). Po inseminacji domacicznej w ciaze zaszly 3 jaléwki, tj. 50% (tab. 4).

.
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WYNIKI BADAN KLINICZNYCH

Inseminacja doszyjkowakréw mrozonym nasieniem buhaja, przeciwko ktérego
plemnikom miaty w surowicy wysokie miano (>1:128) spermaglutynin okazata si¢
w 100% nieskuteczna (tab. 5). Po inseminacji domacicznej tym samym nasieniem
— 60% kréw zaszlo w ciaze (tab. 5).

Tab. 5. Wyniki inseminacji doszyjkowej oraz domacicznej kréw nieptodnych z przyczyn immu-
nologicznych
Results of intracervical and intrauterine insemination of cows with immunoinfertility

Liczba Inseminacja doszyjkowa | Inseminacja domaciczna
krow liczba i procent kréw zacielonych
30 (100,0) 0(0,0) 18 (60,0)
OMOWIENIE

Inseminacja domaciczna jest powszechnie stosowana metoda w medycynié
ludzkiej (1, 11, 12, 28, 30, 34, 42), pozwalajaca na zaptodnienie kobiet nie
mogacych zaj§¢ w ciaze¢ z powodu wysokiego poziomu przeciwcial przeciwko
plemnikom meza w §luzie szyjkowym. Odsetek nieptodnych kobiet, ktére zacho-
dzity w ciazg po inseminacji domacicznej nasieniem ich me¢zéw, wedlug r(’)z'n)/Ch
autoréw waha sie od 6,7% do 57,1% (1, 12, 28, 30, 42). Zasada tej metody opierd
si¢ na pominigciu szyjki macicznej na drodze plemnikéw do komérki jajowej. T?f
cze$¢ uktadu rozrodczego samicy jest bowiem miejscem najwigkszej koncentracj!
przeciwciat, powstajacych w odpowiedzi na stymulacje antygenami nasienia samed
(26, 31, 39, 49). Wynika to zaréwno z najlepszego — w poréwnaniu do innych
odcinkéw drég rodnych samicy — przygotowania do miejscowej produkcji prze
ciwciat (28, 52), jak i budowy anatomicznej (krétka, waska), pozwalajacej Né
zgrupowanie duzej ilo$ci przeciwcial na matym odcinku. Wiazanie si¢ przeciwcia
z antygenami plemnikéw op6Znia badZ wrecz uniemozliwia dotarcie ich do komor-
ki jajowej (41, 54, 57). Potencjat immunologiczny jest natomiast stosunkowo nisk!
(31, 52). Réwniez transsudacja przeciwciat z uktadu krazenia zachodzi gtéwnie nd
btone §luzowa szyjki macicznej (56), natomiast jest ograniczona w macicy (15,3 -
Te uwarunkowania powoduja, ze poziom przeciwcial skierowanych przeciwlfo
antygenom nasienia w wydzielinie macicznej jest znacznie nizszy niz w $luzi€
szyjkowym (24, 28, 31, 52).

Wyniki badan wlasnych wydaja si¢ w petni potwierdza¢ doniesienia cytOV_Va‘
nych autoré6w. Zdolno$¢ przemieszczania si¢ plemnikéw w wydzielinie macicy

> |
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byta wyraZnie wigksza niz w §luzie szyjkowym u kréw z zaburzeniami na tle
immunologicznym. Dhugo$¢ drogi pokonywanej przez plemniki w ciagu 1 godz. w
wydzielinie macicznej byta ponad 3-krotnie wigksza niz w §luzie szyjkowym tych
samych kréw. Natomiast przy badaniu wydzieliny tych odcinkéw narzadu rodnego
dziewiczych jaléwek réznice w wynikach testu penetracji nie byly statystycznie
istotne. Uzyskana 60% skuteczno$¢ inseminacji domacicznej u wielokrotnie nie-
skutecznie inseminowanych doszyjkowo kréw mozna uznaé¢ za zadowalajaca.
Niski potencjal immunologiczny macicy stwarza jednak warunki do rozwoju
infekcji po wprowadzeniu do niej patogennych drobnoustrojéw. Przestrzeganie w
Spos6b rygorystyczny warunk6éw higieny i wlasciwej techniki zabiegu przy doma-
cicznym wprowadzaniu nasienia buhaja jest podstawowym warunkiem skuteczno-
Sci tej metody.

WNIOSKI

1. Sluz szyjkowy i wydzielina maciczna wielokrotnie nieskutecznie insemino-
wanych kréw z wysokim mianem spermaglutynin w surowicy sa w réznym stopniu
dostepne dla penetracji przez plemniki buhaja. W ciagu 1 godz. plemniki pokony-
waly 3-krotnie dtuzsza droge w wydzielinie macicznej niz w §luzie szyjkowym.

2. Inseminacja domaciczna kréw z zaburzeniami ptodnosci na tle immunologi-
Cznym jest prosta i skuteczng metoda postgpowania umozliwiajaca zacielenie.
Skuteczno$¢ jej zalezy jednak w duzym stopniu od przestrzegania wiasciwej
higieny i techniki zabiegu inseminacyjnego.
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SUMMARY

The research carried out was to state the efficacy of intrauterine insemination of repeatedly
ineffectively inseminated intracervically cows with a high level of antispermatozoal antibodies in the
serum and cervical mucus. The examinations comprised 38 cows infertile due to immunological
causes and 11 virgin heifers. Using the sperm cells penetration test developed by Alexander it was
proved that the cervical mucus and uterine secretion of the cows infertile due to immunological causes
are to various degree accessible to the penetration of bull sperm cells against which they have got
a high titre of spermagglutinins in the serum. Over one hour’s time the sperm cells covered a 3 times
longer distance in the uterine secretion as compared to the cervical mucus. Cows with fertility
disturbances for immunological causes intrauterinally inseminated with the same sperm previously
ineffectively used for their intracervical insemination, got pregnant in 60%.



