
Superowulacja (SOV) jest istotnym ele-
mentem transferu zarodków. Polega 

ona na wywołaniu u krów owulacji mno-
giej (1). Celem procesu jest uzyskanie jak 
największej liczby zarodków przydatnych 
do transferu (2). Superowulacja prowoko-
wana jest hormonalnie przez podanie eg-
zogennych gonadotropin, najczęściej hor-
monu folikulotropowego (FSH), końskiej 
gonadotropiny kosmówkowej (eCG) albo 
ludzkiej gonadotropiny menopauzalnej 
(hMG). Aktualnie dostępne są na świecie 
preparaty FSH produkowane z przysadek 
bydła (bFSH), koni (eFSH), owiec (oFSH) 
i świń (pFSH). Specyfiki te zawierają czę-
sto substancje pomocnicze, np. kwas hia-
luronowy, które mają na celu przedłużenie 

działania FSH podawanego w pojedynczej 
iniekcji (3).Do niedawna na rynku krajo-
wym preparatów FSH nie było. W najbliż-
szym czasie jednak pojawi się Folltropin 
(Vetoquinol).

Dawczynie

Dawczyniami mogą być krowy wieloród-
ki lub jałowice. Powinny one być wolne od 
urzędowo zwalczanych chorób oraz kli-
nicznie zdrowe. W odniesieniu do krów 
wieloródek preferuje się samice o wyso-
kiej płodności, będące co najmniej 6  ty-
godni po wycieleniu, które wykazywały 
przynajmniej dwie pełnoobjawowe ruje (4).

W osiągnięciu satysfakcjonujących wy-
ników superowulacji ważna jest właściwa 
selekcja samic, dawczyń zarodków (5). Wy-
kazano, że poziom energetyczny dawki po-
karmowej, jak i sposób zarządzania stadem 
to determinanty wpływające na kondycję 
i stan ogólny krowy, a w konsekwencji na 
jej odpowiedź na superowulację oraz od-
setek zarodków przydatnych do transferu 
i zdegenerowanych zarodków (6). Do cech 
osobniczych zalicza się kondycję dawczyni, 
jej wiek, liczbę przeprowadzonych super-
owulacji w danym cyklu reprodukcyjnym, 
rasę, stan jajników w dniu rozpoczynania 
superowulacji, dzień rozpoczynania super-
owulacji oraz liczbę stwierdzanych pęche-
rzyków antralnych (7). Niektóre rasy bydła 
wyróżniają się szczególnie dużą liczbą pę-
cherzyków antralnych, a rezultaty wypłu-
kiwania zarodków są u nich istotnie wyż-
sze niż u pozostałych. Czynnikiem limi-
tującym wyniki pozyskiwania zarodków 
i reakcję na gonadotropiny jest także wiek 
krów dawczyń, który znacząco wpływa na 
jej odpowiedź na superstymulację. Im star-
sza dawczyni, tym gorsza odpowiedź na 
hormony i wyższy odsetek zdegenerowa-
nych zarodków (8, 9).

Nie bez znaczenia pozostaje także stan 
ogólny dawczyni. Wykazano, że krowy po 
przebytych zaburzeniach okołoporodo-
wych – szczególnie ciężkich porodach, za-
trzymaniu łożyska i zapaleniu błony śluzo-
wej macicy, a także z chorobami gruczołu 
mlekowego i chorobami racic – są gorszy-
mi dawczyniami od samic niewykazujących 
tych komplikacji (10). Z  innych danych 

wynika, że dodatek wydzieliny zapalnej do 
pożywki stosowanej podczas hodowli za-
rodków in vitro powodował wzrost odset-
ka zdegenerowanych zarodków. Z drugiej 
strony dodanie do pożywek czynnika mar-
twicy nowotworów (tumor necrosis factor 
– TNFα), wytwarzanego w procesie zapal-
nym, nie miało wpływu na rozwój zarod-
ków produkowanych w warunkach labo-
ratoryjnych (11).

Dawczyniami nie powinny być także 
krowy wielokrotnie inseminowane (powta-
rzające). Bourdin i wsp. (12) dowodzą, że 
mimo satysfakcjonującej reakcji na gona-
dotropinę od takich samic nie wypłukuje 
się żadnych zarodków. Szczegółowe bada-
nia jednoznacznie wskazują, że powodem 
tego może być – przynajmniej częściowo 
– nabyta niedrożność jajowodów. Obecnie 
ponad 90% dawczyń ras mlecznych to kil-
kunastomiesięczne jałowice. Możliwe jest 
pozyskiwanie zarodków od dobrze odży-
wionych, wykazujących cykle rujowe 12 
lub 14–20-miesięcznych jałowic, w przy-
padku bydła, odpowiednio, ras mlecznych 
lub mięsnych.

Protokół superowulacji, 
stosowane preparaty i dawkowanie

Proces superowulacji jest stosunkowo pro-
sty, rozpoczyna się w połowie cyklu rujo-
wego, zwykle między 8. a 14. dniem po na-
turalnej, indukowanej lub synchronizowa-
nej rui (4). Poglądy odnośnie do wskazania 
dokładnego terminu startu programu su-
perowulacji we wskazanym wyżej okresie 
są podzielone. Na superowulację wpływa-
ją nie cechy indywidualne dawczyni, ale 
także rodzaj preparatu gonadotropowe-
go, jego dawka całkowita, a w przypad-
ku FSH czas trwania programu supero-
wulacji oraz miejsce i drogi podania (13). 
Standardowo FSH podawany jest regu-
larnie przez cztery lub pięć dni co 12 go-
dzin w malejących dawkach. Niewielkie 
odstępy pomiędzy kolejnymi iniekcjami 
FSH wynikają z jego krótkiego okresu pół
trwania. Przykładowo okres ten dla pre-
paratu Folltropin wynosi 5 godzin. Wy-
kazano, że lepsze rezultaty uzyskuje się 
po domięśniowym wprowadzeniu prepa-
ratu niż po jego podaniu nadoponowo lub 
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podskórnie. Przedowulacyjny wyrzut LH 
w przypadku iniekcji domięśniowych po-
jawiał się najszybciej i był najwyższy (14).

Bó i wsp. (15) donoszą, że alternatywą 
dla domięśniowego podawania FSH może 
być jednorazowa podskórna iniekcja FSH. 
Jednak zadowalające wyniki notowano je-
dynie w przypadku krów, których wskaźnik 
kondycji ciała (body condition score-BCS) 
był wyższy niż 3. U krów z mniejszą ilo-
ścią tkanki tłuszczowej odpowiedź na FSH 
była słaba lub niedostateczna (15). Dono-
szono także o podawaniu obniżonej, do-
datkowej dawki FSH następującej po pod-
skórnym podaniu pełnej dawki preparatu 
(16). W takich przypadkach Folltropin był 
rozpuszczany w 2% roztworze kwasu hialu-
ronowego zapewniającym powolne wchła-
nianie gonadotropiny (3,17). Mankamen-
tem 2% roztworów kwasu hialuronowego-
jest kleistość takich preparatów. Z badań 
Tribulo i wsp. (3) wynika, że zastosowanie 
0,5 lub 1% roztworu kwasu hialuronowego 
pozwalało uzyskać 6,1 i 5,0 zarodków przy-
datnych do ET. W przypadku końskiej go-
nadotropiny kosmówkowej (eCG), której 
okres półtrwania wynosi 40 dni, wystar-
czająca była jednokrotna iniekcja w daw-
ce 2–3 tys. j.m., u jałowic natomiast daw-
ka nieprzekraczająca 2,5 tys. j.m. Podawa-
nie eCG jest obecnie krytykowane z uwagi 
na podwyższone ryzyko występowania 
nieprawidłowości w sekrecji progestero-
nu po rui, pojawianie się cykli niepołączo-
nych z owulacją pęcherzyka dominującego, 
torbieli jajnikowych oraz obniżenie jakości 
produkowanych zarodków (2). Negatyw-
ne skutki stosowania eCG próbowano eli-
minować, aplikując przeciwciała neutrali-
zujące (anti-PMSG, Neutra-PMSG; 8). Po-
dawano je jednokrotnie w postaci dożylnej 
iniekcji, przeważnie w momencie zastoso-
wania prostaglandyny, ewentualnie 6, 36, 
48 lub 60 godzin po jej podaniu, a także 
przy pierwszej inseminacji. Uzyskiwana 
poprawa – w odniesieniu do liczby wypłu-
kiwanych zarodków – nie była jednoznacz-
na, zwiększała się natomiast liczba owulu-
jących pęcherzyków. Wcześniej następował 
też poowulacyjny spadek produkcji estro-
genów (19). Nie odnotowano znaczących 
różnic w odniesieniu do liczby zarodków 
przydatnych do transferu w zależności od 
terminu podania anty-PMSG (20).

Nie bez znaczenia wydaje się także ro-
dzaj zastosowanego FSH oraz proporcja 
FSH: LH, dawka całkowita użytego pre-
paratu FSH, jego typ oraz seria. Obecnie 
za sprawę pierwszoplanową uważa się ro-
dzaj zastosowanej gonadotropiny oraz, wy-
nikający z dynamiki fal pęcherzyków jajni-
kowych stan (obraz) jajników w momencie 
startu programu superowulacji, a także faza 
fali pęcherzykowej. Jak wspomniano, do 
wywoływania superowulacji wykorzysty-
wane są różne preparaty gonadotropowe. 

Zasadnicza różnica między nimi polega 
na wzajemnej relacji FSH do LH. Mihm 
i wsp. (21) podają, że FSH odpowiada za 
wzrost pęcherzyka jajnikowego do osią-
gnięcia przez niego średnicy do 9 mm, na-
tomiast LH wspomaga pęcherzyk na koń-
cowych etapach jego wzrostu. Przykłado-
wo podając 450 µg FSH oraz 4500 µg LH, 
a dalej 450 µg FSH i 900 µg LH, oraz 450 µg 
FSH i zaledwie 50 µg LH uzyskiwano od-
powiednio 0,5, 2,1  i 4,6 zarodków przy-
datnych do transferu (22). Równie istotna 
co relacja FSH do LH wydaje się całkowi-
ta dawka preparatu. W badaniach porów-
nywano preparat Folltropin o wzajem-
nej proporcji FSH do LH 5:1 oraz hMG 
i FSH-P o relacji FSH do LH odpowied-
nio 1:1 i 1:5. We wszystkich przypadkach 
podawano 50, 100 i 200% zalecanej daw-
ki. Efekty były zaskakujące – zbyt wysoka 
dawka preparatu powodowała obniżenie 
liczby stwierdzanych w dniu superowulacji 
ciałek żółtych, liczby zarodków i oocytów, 
a w końcu liczby zarodków przydatnych do 
transferu. Podobne obserwacje z zastoso-
waniem kilku różnych dawek FSH przepro-
wadzono później, dochodząc do podob-
nych wniosków. Dawczynie otrzymujące 
ponadnormalne dawki FSH miały częściej 
silnie powiększone jajniki, a ultrasonogra-
ficzna analiza ich struktury wskazywała 
na obecność pojedynczych ciałek żółtych 
i licznych niezowulowanych pęcherzyków 
jajnikowych. Rezultaty wypłukiwania za-
rodków od takich samic były niesatysfak-
cjonujące. Mimo znacznej liczby zarodków 
i oocytów ogółem, liczba zarodków przy-
datnych do transferu była niska. Z drugiej 
strony, użycie dawek poniżej wymaganego 
optimum zapewniało lepszą proporcję za-
rodków najwyższej jakości w stosunku do 
pozostałych (23). W  jednym z doświad-
czeń podanie 500  IU eCG 2 dni przed 
rozpoczęciem leczenia FSH spowodowa-
ło lepszą reakcję dawczyń na superstymu-
lację (24). Natomiast Davis i wsp. (25) do-
noszą, iż zastąpienie ostatnich dwóch in-
iekcji FSH przez eCG skutkuje wzrostem 
odsetka zdatnych do transferu zarodków.

Modyfikacje protokołu superowulacji

Początek programu superowulacji można 
przesunąć, używając progesteronowych 

pesariów. Aplikacja dopochwowej wkład-
ki PRID lub podskórnego implantu nor-
gestometu pozwalała na przesunięcie ter-
minu rozpoczynania superowulacji na 
2–6, względnie 13–17 dzień cyklu. Pro-
gesteron podany przed iniekcją FSH po-
wodował wzrost liczby owulujących pę-
cherzyków (26). Podobnie wprowadze-
nie norgestometu w momencie podania 
eCG, w celu przedłużenia okresu stymu-
lacji rozwoju pęcherzyków jajnikowych 
przez supresję wyrzutu LH, a następnie 
podanie w 54 godzinie – po iniekcji pro-
staglandyny – GnRH wraz z anty-PMSG, 
umożliwiało uzyskiwanie zarodków w zbli-
żonym stadium rozwoju (27, 28). Intere-
sujący program superowulacji z zastoso-
waniem P4 zaproponował Bó i wsp. (2; 
ryc. 1). Zakłada on wprowadzenie wkładki 
progesteronowej w dniu „zerowym” i jed-
noczesnym podaniu PGF2a. W 7. dniu po-
dawane jest GnRH, natomiast po upływie 
kolejnych 36 godzin rozpoczynana jest se-
ria iniekcji FSH. Prostaglandyna podawa-
na jest dwukrotnie w 3 dniu po 1 iniekcji 
FSH, następnie usuwa się wkładkę proge-
steronową. GnRH aplikuje się ponownie 
14 dnia programu i przeprowadza dwu-
krotną inseminację 12 i 24 godziny po in-
iekcji gonadoliberyny (2).

Istotne modyfikacje wymienionego 
programu wprowadzili Martins i  wsp. 
(29) oraz Chesta i  wsp. (30). Pierwszy 
z  nich wskazuje, że zwiększenie liczby 
zarodków można osiągnąć poprzez usu-
nięcie wkładki progesteronowej 36  go-
dzin po 1 iniekcji PGF2a i opóźnienie po-
dania GnRH z 48 do 60 godzin po apli-
kacji pierwszej dawki prostaglandyny, 
a  zatem 24  godziny po usunięciu źró-
dła P4. Podobnie z badań Chesta i wsp. 
(30) wynika, że opóźnienie usunięcia 
wkładki progesteronowej PRID zapobie-
gało występowaniu wczesnych owulacji, 
a iniekcja GnRH następująca 24 godziny 
po usunięciu źródła egzogennego proge-
steronu skutkowała polepszeniem stop-
nia synchronizacji owulacji oraz zwięk-
szeniem liczby produkowanych zarodków. 
Występowanie synchronicznych owula-
cji jest kluczowym czynnikiem decydują-
cym o skuteczności orientowanej w cza-
sie inseminacji (FTAI) w superstymula-
cji dawczyń (29).

E2 + P4
PGF

Dzień 0. Dzień 7. Dzień 8. Dzień 12. Dzień 13. Dzień 14.

GnRH

Al Al

GnRH

Progesteron

FSH

Ryc. 1. Schemat superstymulacji z zastosowaniem wkładki progesteronowej (adaptacja od Bó i wsp., 2014; 
AI – inseminacja)
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Indywidualne cechy dawczyń 
jako czynniki ryzyka 
powodzenia superowulacji

Typując dawczynie do wielokrotnego po-
zyskiwania zarodków w konkretnym cy-
klu reprodukcyjnym, należy uwzględniać 
pewną powtarzalność wyniku supero-
wulacji. Z zasady tzw. dobre dawczynie, 
od których pozyskiwano dużą liczbę do-
brych jakościowo zarodków, jednocześnie 
silnie reagujące na gonadotropiny, powta-
rzają satysfakcjonujące wyniki po kolejnej 
superowulacji. Niedostateczną liczbę za-
rodków pozyskiwano po kolejnej supero-
wulacji od tzw. złych dawczyń (31). Z dłu-
goletnich obserwacji wynika, że wybitne 
pod względem produkcji zarodków jało-
wice dawczynie zarodków okazywały się 
równie wydajne w produkcji zarodków 
po kilku przebytych laktacjach. Dane epi-
demiologiczne nie potwierdzają jednak 
szczególnych związków pomiędzy wyni-
kami pierwszej i kolejnych superowula-
cji u statystycznej dawczyni. Pewnym ele-
mentem prognostycznym jest tendencja 
dawczyni do ciąż bliźniaczych. Selekcja 
krów pod kątem podwyższonego ryzyka 
ciąż bliźniaczych wiąże się ze zwiększe-
niem reakcji jajników na gonadotropiny 
w porównaniu z krowami po porodach 
pojedynczych. Na gonadotropiny lepiej 
reagowało żeńskie potomstwo matek ro-
dzących bliźnięta oraz buhajów zapew-
niających przewagę ciąż bliźniaczych (32). 
Jednak badania terenowe wydają się prze-
czyć tym ustaleniom; obecność dwóch cia-
łek żółtych w dniu rozpoczynania supero-
wulacji nie miała korzystnego wpływu na 
jej efektywność. Różnice między tzw. do-
brymi i złymi dawczyniami mogą być też 
efektem uwarunkowań immunogenetycz-
nych, polegających na występowaniu se-
milatentnych defektów zapłodnienia lub 
zaburzeń immunologicznych przejawia-
jących się zamieraniem zarodków. Stwier-
dzono, że elementem różnicującym płod-
ność u  kojarzonych par rodzicielskich 
może być genotyp charakterystyczny dla 
zasadowej RNA‑zy leukocytów. Stosując 
heterospermiczne dawki nasienia o ge-
notypach AA, AB i BB, wykazywano me-
chanizm proselekcyjny, faworyzujący zy-
goty AA i dyskryminujący zygoty BB (31).

Pozostałe czynniki ryzyka

Obecnie istotne znaczenie dla efektywno-
ści superowulacji przypisuje się momen-
towi wynurzania się fali pęcherzykowej. 
Podczas cyklu rujowego występują dwie, 
czasem trzy fale pęcherzykowe. Każda 
fala rozpoczyna się wzrostem kilku ma-
łych pęcherzyków, z których selekcjonuje 
się duży pęcherzyk dominujący (PD). Po 
okresie dominacji, trwającym 2–4 dni, pę-
cherzyk ulega regresji, względnie owuluje 
(33). Ustalono, że rozpoczynanie supero-
wulacji w dniu wynurzania się fali pęche-
rzykowej gwarantuje uzyskiwanie satys-
fakcjonującej liczby pęcherzyków jajni-
kowych, w konsekwencji bardzo dobrą 
odpowiedź superowulacyjną. Rozpoczę-
cie superowulacji przed wynurzeniem się 
fali, względnie po jej wynurzeniu, obniża 
efektywność procesu. Proces wynurzania 
się fali pęcherzykowej można synchroni-
zować. Jednym ze znanych sposobów jest 
ablacja dwóch największych pęcherzyków 
jajnikowych 1,5 dnia przed startem super-
owulacji. W takim przypadku w momencie 
rozpoczynania superowulacji pojawia się 
pożądana, kolejna fala pęcherzykowa. Usu-
nięcie dużego pęcherzyka/ów jest metodą 
skuteczną, ale nie zawsze wykonalną w wa-
runkach terenowych. Korzysta z niej jednak 
około 80% zespołów europejskich, doko-
nując manualnego usunięcia PD. W kraju, 
oryginalny, prosty instrument do wykłu-
wania pęcherzyków pod kontrolą ultra-
sonografu oraz wpływ ablacji pęcherzy-
ka w dniu rozpoczynania SOV na wyniki 
superowulacji opisał Zbylut (34). Kolejną 
metodą kontroli pęcherzyka dominującego 
jest podawanie 4 dni przed rozpoczęciem 
superowulacji 17-b-estradiolu, benzoesa-
nu estradiolu lub walerianianu estradiolu 
połączonego z jednoczesną aplikacją pro-
gesteronu (2). Schemat z wykorzystaniem 
estradiolu przedstawił Bó i wsp. (ryc. 2; 35). 
Także i w tym przypadku wykorzystanie tej 
metody synchronizacji fali pęcherzykowej 
nie zawsze jest możliwe. W wielu krajach 
stosowanie egzogennych estrogenów jest 
niedozwolone. 

Trzecia metoda polega na podawaniu 
2 dni przed rozpoczęciem SOV iniekcji 
GnRH oraz pLH (29, 35). Ta z  kolei 
metoda jest jednak w  dużym stopniu 

nieprzewidywalna w odniesieniu do efektu 
superowulacji i zapewnia pełną synchro-
nizację fali jedynie w przypadku owula-
cji pęcherzyka jajnikowego. Z nieopubli-
kowanych danych terenowych, przepro-
wadzonych na bydle mięsnym, wynika, 
że uzyskiwane korzystne rezultaty SOV 
znacząco odbiegają od oczekiwań, o  ile 
GnRH połączone zostanie z  podaniem 
progesteronu. W  takich przypadkach 
dopochwowa wkładka progesteronowa 
wprowadzana jest 2 dni przed startem su-
perowulacji i usuwana w ostatnim dniu 
programu FSH.

W wielu badaniach podkreślano zwią-
zek pomiędzy liczbą pęcherzyków stwier-
dzaną w dniu rozpoczynania SOV a  jej 
efektywnością. Im więcej pęcherzyków jaj-
nikowych o średnicy 2 mm i więcej w dniu 
rozpoczynania superowulacji, tym wię-
cej zarodków i oocytów ogółem oraz za-
rodków przydatnych do ET (36, 37). Pew-
ną rolę w odpowiedzi na superstymulację 
odgrywa stopień rozwoju pęcherzyków 
jajnikowych warunkujący ich reakcję na 
LH. W zasadzie im dłużej trwał program 
stymulacji hormonalnej, tym większe było 
prawdopodobieństwo satysfakcjonującej 
reakcji. Tradycyjny schemat terapii wyma-
ga podawania iniekcji FSH przez 4–5 dni 
dwukrotnie w ciągu doby. Badania wska-
zują, że wydłużenie okresu podawania FSH 
do 6–7 dni korzystnie wpływa na wskaź-
nik efektywności superowulacji (15, 38). 
W dniu inseminacji na jajnikach dawczyń, 
u których zastosowano program 7‑dnio-
wy, stwierdzano w 93% obecność dużych 
> 9 mm pęcherzyków, a liczba wartościo-
wych zarodków wyniosła 6,3, podczas gdy 
w grupie, u której zastosowano program 
4-dniowy odsetek dużych pęcherzyków 
w dniu inseminacji wyniósł 66%, natomiast 
liczba wypłukanych, dobrych jakościowo 
zarodków – 4,2 (38). 

Wyniki doświadczeń potwierdzają, że 
tradycyjne 4-dniowe schematy supersty-
mulacji nie mogą zapewnić odpowiednie-
go czasu na przygotowanie się do owula-
cji wszystkich pęcherzyków w danej gru-
pie (2). Dias i wsp. wykazali, że 7-dniowa 
terapia spowodowała 2,5-krotny wzrost 
liczby wypłukiwanych zarodków od jednej 
dawczyni i zwiększenie produkcji zarod-
ków in vitro w porównaniu do tradycyjne-
go 4‑dniowego schematu (9, 39).

Inseminacja dawczyń

Po zakończeniu programu superowula-
cji dawczynie są inseminowane. Stan-
dardowo termin unasieniania przypada 
12–16 godzin po rozpoczęciu rui. W Eu-
ropie przeważa pogląd o konieczności wie-
lokrotnego unasieniania dawczyń. Zabieg 
inseminacji przeprowadzany jest przez 
pracowników technicznych, rzadziej przez 

E2 + P4
PGF

Dzień 0. Dzień 4. Dzień 6. Dzień 7. Dzień 8. Dzień 9. Dzień 10. Dzień 15.

GnRH

Al Al
Pobranie
zarodków

Progesteron

FSH

Ryc. 2. Schemat superowulacji z wykorzystaniem wkładki progesteronowej i estradiolu  
(adaptacja od Bó i wsp., 2006)
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lekarzy weterynarii wolnej praktyki lub eki-
pę embriotransferu. Ruja u dawczyń zarod-
ków pojawia się kilka do kilkunastu godzin 
wcześniej niż w przypadku rui zakończo-
nych pojedynczą owulacją (7). Korzystając 
z gotowych programów, dawczyń nie una-
sienia się po raz pierwszy później niż po 
upływie 48–54 godzin po indukowanej lu-
teolizie. Do pierwszej inseminacji wykorzy-
stuje się dość często podwójną porcję na-
sienia (20 × 106 plemników w dawce). Re-
inseminację przy dwukrotnej inseminacji 
przeprowadza się po upływie 12–16 go-
dzin. W przypadku unasieniania trzykrot-
nego zachowuje się – pomiędzy kolejnymi 
inseminacjami – przeważnie 12‑godzinne 
odstępy. Według nowszych danych dwie 
inseminacje w zupełności wystarczają do 
uzyskiwania wysokiego odsetka zapłod-
nionych komórek jajowych. Ze szczegóło-
wych badań wynika, że szczyt wyrzutu LH 
po luteolizie indukowanej 48 i 60 godzin po 
podaniu pierwszej iniekcji FSH pojawia się 
w przedziale od 44 do 48 godzin, przy od-
chyleniu standardowym około 2 do 12 go-
dzin i jest niemal identyczny u krów i jało-
wic dawczyń zarodków. Równocześnie od 
wyrzutu LH do owulacji pierwszych pę-
cherzyków jajnikowych upływa przecięt-
nie 24–30 godzin. Owulacja po indukowa-
nej luteolizie trwa od 1,2 godziny do ponad 
12 godzin. Przeciętny czas do wystąpienia 
piku LH występuje u krów otrzymujących 
PMSG wcześniej niż u krów, którym po-
dawano iniekcje FSH (40,9 godziny wobec 
44,9 godziny; 40). Nasienie używane do in-
seminacji dawczyń powinno być najwyż-
szej jakości. Przy braku takiej gwarancji 
pewnym rozwiązaniem może być głęboka, 
dorogowa inseminacja (UTJ). Celem spro-
wokowania owulacji i uzyskania zarodków 
o wyrównanym stopniu rozwoju praktyko-
wane jest niekiedy podawanie bezpośred-
nio przed unasienianiem iniekcji GnRH.

Obecne protokoły superowulacji zaleca-
ją stosowanie inseminacji w ściśle określo-
nym terminie. Celowi takiemu służy apli-
kacja LH następująca 24 godziny po usu-
nięciu wkładki progesteronowej. W takiej 
sytuacji inseminacja następuje 12 i 24 go-
dziny po podaniu LH i nie wymaga wcze-
śniejszego wykrywania rui. Schemat ten 
stosowany jest także z  powodzeniem 
u dawczyń inseminowanych nasieniem 
seksowanym, z tą różnicą, że pierwsza in-
seminacja następuje 18, a druga 30 godzin 
po podaniu LH.

Ocena dawczyń przed zabiegiem 
wypłukiwania zarodków

Przed zabiegiem pozyskiwania zarodków 
przeprowadza się ostateczną kwalifikację 
dawczyni na podstawie badania kliniczne-
go jajników per rectum. Określane są wów-
czas: przybliżone rozmiary jajników, liczba 

wyczuwalnych na jajnikach ciałek żółtych, 
względnie obecność torbieli jajnikowych 
lub dużych niezowulowanych pęcherzy-
ków. Liczba stwierdzanych na jajnikach 
ciałek żółtych umożliwia dość precyzyj-
ne określenie stopnia reakcji dawczyni na 
gonadotropiny. Na ogół stwierdzenie kil-
ku (4–5) ciałek żółtych na jajniku jest do-
stateczną gwarancją uzyskania dużej licz-
by zarodków. Gwarancji takiej nie daje 
natomiast nadmierna reakcja na hormo-
ny (więcej niż 8–10 ciałek żółtych na jed-
nym jajniku, jego duże rozmiary). Obec-
ność na jajnikach wyłącznie dużych, niezo-
wulowanych pęcherzyków lub torbieli jest 
z zasady powodem do dyskwalifikacji daw-
czyni. Selekcja dawczyń przed rozpoczę-
ciem pozyskiwania zarodków jest istotna, 
tym bardziej że liczba owulujących pęche-
rzyków jest zmienna pomiędzy poszcze-
gólnymi zwierzętami, nawet w obrębie tej 
samej rasy, jednak jest dość stała osobni-
czo (41, 42). 

Wiele zespołów rezygnuje także z wy-
płukiwania zarodków od dawczyń reagu-
jących na gonadotropiny w stopniu niedo-
statecznym (<2 ciałka żółte; 43). W kraju 
z powodu niesatysfakcjonującej reakcji na 
gonadotropiny niewypłukiwanych jest od 
4 do 17% dawczyń. Do ostatecznej selek-
cji dawczyń wykorzystuje się coraz częściej 
bardziej precyzyjne badanie ultrasonogra-
ficzne. Pewne znaczenie prognostyczne 
posiada stwierdzenie licznych ciałek żół-
tych o homogennej echoteksturze w ob-
razie USG.

Podsumowanie

Celem obecnie stosowanych programów 
superowulacji jest uzyskiwanie maksy-
malnej liczby dobrych jakościowo zarod-
ków. Efekt taki zapewnia stosowanie wyso-
kiej jakości preparatów gonadotropowych 
o optymalnej proporcji FSH: LH, umiarko-
wana dawka oraz odpowiednio długi pro-
gram podawania preparatu. Efektywność 
superowulacji zależy także od fizjologii fal 
pęcherzykowych i sposobów kontroli pę-
cherzyka dominującego. Z kolei błędy za-
płodnienia, w efekcie wysoki odsetek zde-
generowanych zarodków i niezapłodnio-
nych komórek jajowych, eliminowane są 
poprzez orientowaną w czasie insemina-
cję bez konieczność wykrywania rui (2).
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Diagnostyka mikrobiologiczna

Pomimo licznych badań dotychczas nie-
wiele wiadomo na temat różnic w chorobo-
twórczości wywołanej gatunkami prątków 
wchodzących w skład kompleksu Mycobac-
terium tuberculosis (MTBC). W przypad-
ku gruźlicy zwierząt wywołanej zarówno 
przez M. bovis, jak i M. caprae gatunki te 
wywołują podobne zmiany patologiczne 
widoczne w obrazie makroskopowym i po-
dobne umiejscowienie zmian, co prawdo-
podobnie jest związane z drogą zakażenia 
u zwierząt. Badania zmian patologicznych 
gruźlicy wywoływanych przez M. caprae 
u dzików wykazały większą ilość ziarni-
niaków w zaawansowanym stadium cho-
roby oraz większą liczbę wielojądrowych 
komórek olbrzymich i kwasoopornych 
prątków niż w przypadku gruźlicy wywo-
łanej przez M. bovis. Autorzy sugerują, że 
M. caprae może powodować większą eks-
presję prątków (1).

Identyfikacja gatunków prątków gruź-
licy należących do MTBC ze względu na 

ich podobne cechy biochemiczne jest nie-
możliwa za pomocą rutynowych metod 
bakteriologicznych. Dopiero zastosowa-
nie metod molekularnych w diagnostyce 
mikrobiologicznej pozwoliła na dokładną 
identyfikację MTBC. Początkowo orga-
nizmy należące do kompleksu identyfiko-
wano w oparciu o różnice w genomie, ta-
kie jak m.in. analiza sekwencji 16S rRNA 
(2), sekwencja insercyjna IS6110 (3), gen 
mpb70 (4). W ciągu ostatnich lat metody 
molekularne rozwinęły się, umożliwiając 
kompleksową klasyfikację MTBC przy za-
stosowaniu metody spoligotypowania lub 
MIRU-VNTR (mycobacterial intersper-
sed repetitive units – variable number of 
tandem repeats). Zastosowanie tych me-
tod genetycznych w  laboratoriach wete-
rynaryjnych pozwoliło rozpoznać gruźli-
cę u bydła wywołaną prątkiem ludzkim – 
M. tuberculosis (5, 6, 7). Ponadto metody 
molekularne umożliwiły wykazanie trans-
misji pomiędzy zwierzętami hodowlany-
mi i wśród dzikich zwierząt. Opisano rów-
nież przypadki gruźlicy odzwierzęcej, co 
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This article aims at the presentation of laboratory 
procedures to differentiate two mycobacterial 
species responsible for BTB. Also current legislation 
concerning the control of BTB in Poland is 
presented. Both, Mycobacterium caprae and 
M. bovis, cause similar gross lesions and their 
location is also similar. The recent development 
of molecular methods has improved the MTBC 
clinical isolates identification, both at the species 
and strain levels (spoligotyping, MIRU-VNTR). The 
nomenclature of the members of MTBC however, 
is a  little controversial. This paper discusses the 
possible implications for diagnostics and the 
legal consequences of naming the new species. 
According to the current veterinary legislation 
in Poland, only M. bovis and M. tuberculosis are 
regarded as the causative agents of BTB. Changing 
the Polish legislation seems to be at this moment 
necessary in connection with the legal and 
economic importance of tuberculosis in cattle 
and in other animal species.

Keywords: Mycobacterium caprae, Mycobacterium 
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