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Predavanje po pozivu

EMBRIOTRANSFER KOD KOBILA - PRAKSA KOD ARAPSKIH KONJA

EMBRYO TRANSFER IN MARES — PRACTICE AMONG
ARABIAN HORSES

Ljubodrag Stanisi¢, Vladimir Magas, Milo$ Pavlovi¢, Milan Maleti¢,
Ivan Nestorovié, Miloje Durié¢

Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine, Katedra za porodiljstvo, sterilitet i
vestacko osemenjavanje, Beograd, R. Srbija

Kratak sadrzaj

Embriotransfer (ET), posle veStaCkog osemenjavanja, je jedna od najaktuel-
nijih asistiranih reproduktivnih tehnika koja se primenjuje kod domacih Zivotinja.
Od vremena prvog embriotransfera kod kobila 1972. godine, tehnike izvodenja
ET su napredovale, ali uprkos trudu klini¢ara i laboratorija, taj progres nije bio po-
tentan kao kod drugih domacih Zivotinja. Sa reproduktivnog aspekta, kobila se na
nekoliko nacina razlikuje od ostalih domacih Zivotinja: grada jajnika i hormonalni
status, trajanje estrusa (3-7 dana), veli¢ina preovulatornog folikula (>36mm), pro-
gresivno uvecanje nivoa LH, $to kliniCaru oteZava izvodenje i uspesnost embrio-
transfera, pa iz navedenih razloga, u odnosu na druge domace Zivotinje, moZe-
mo reci da kobile imaju nizu reproduktivnu efikasnost. Postoji vise nalina da se
uspesno izvr8i ET. Procena je da je 90% protokola prilikom izvodenja ET slicno
ili identi¢no. Preostalih 10% se razlikuje u zavisnosti od geografske lokacije, rase
konja, starosti, reproduktivnog statusa, tipa osemenjavanja, sezone, svrhe i uslo-
va drZanja. Cilj ovog rada je prikaz izvodenja ET kod takmiCarskih arapskih konja
i uticaja razlicitih faktora na uspesnost ET kod kobila bez klinicki vidljivih repro-
duktivnih patologija.

Kljuéne reci: kobila, asistirane reproduktivne tehnike, embriotransfer,
arapski konji

Summary

Embryo transfer (ET), after artificial insemination, is one of the most current
assisted reproductive techniques used in domestic animals. Since the first equine
embryo transfer in 1972, ET techniques have advanced, but despite the efforts of
clinicians and laboratories, this progress has not been as potent as in other dome-
stic animals. From the reproductive aspect, the mare differs from other domestic
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animals in several ways: structure of the ovaries and hormonal status, duration of
estrus (3-7 days), size of the preovulatory follicle (>36mm), progressive increase
in the level of LH, which makes it difficult for the clinician to perform and succe-
ssfully carry out embryo transfer, therefore, in relation to other domestic animals,
we can say that mares have a lower reproductive efficiency. There are several
ways to successfully perform ET. It is estimated that 90% of protocols are similar
or identical when performing ET. The remaining 10% varies depending on geo-
graphic location, horse breed, age, reproductive status, type of insemination, se-
ason, purpose and housing conditions. The aim of this paper is to present the im-
plementation of ET protocol in Arabian horses and the influence of various factors
on the success of ET in mares without clinically visible reproductive pathologies.

Key words: mare, assisted reproductive techniques, embryo transfer,
Arabian horses

UvoD

Era embriotransfera (ET) kod konja pocela je 1970-ih godina, a primenjeni
protokoli su otvorili nove kliniCke moguc¢nosti u kojima su embrioni sakupljani na
jednom mestu, hladeni i otpremani u specijalizovane centre za transfer koji se Ce-
sto nalaze na velikoj udaljenosti. Razli¢ite tehnike za krioprezervaciju embriona
su opisane, pri ¢emu najuspesnije ukljuCuju ili sporo zamrzavanije ili vitrifikaciju
(ultrabrzo zamrzavanje) malih (< 300 yum) embriona. Asistirane reproduktivne teh-
nike kao $to su transfer oocita (OT), intracitoplazmatska injekcija spermatozoida
(ICSI) i transfer jedra uvedeni su u industriju uzgoja konja u kasnim 1990-im i ra-
nim 2000-im godinama. Koncepti i tehnike ET koje su prvobitno razvijane kod dru-
gih domacih zivotinja kasnije su upotrebljene u reprodukciji konja. Najsavremenije
manipulativne tehnike za prenos embriona konja ukljuuju protokole superovula-
cije, transfer nativnih (neposredno nakon prikupljanja) ili rashladenih embriona za
transport i vitrifikaciju embriona (Campbell, 2014).

ET kod konja je dugo promovisan kao sredstvo za priplod kod takmigarskih
kobila bez prekida njihove takmiCarske karijere (Squires i sar., 1999; Sitzenstock
i sar., 2013). Od izuzetne je koristi kod kobila koje se takmi¢e u sportovima kao
Sto su dresura i preskakanje prepona, gde je neophodna viSegodiSnja obuka pre
nego Sto dostignu elitne nivoe takmiCenja i vrhunske rezultate. ET kod takmicar-
skih kobila je doprineo prihvatanju ET medu vlasnicima kobila, koja im omogucéa-
va da kobila ispolji svoj takmi€arski i reproduktivni potencijal. Ono Sto je u prvim
danima bila hirur8ka tehnika ET sa povezanim rizicima je prevazidena tokom go-
dina, pa je sada zlatni standard, nehirurSka tehnika ET (Squires i sar., 1982; Van-
derwall i Woods, 2007). PoteSkoCe sa zamrzavanjem i odmrzavanjem konjskih
embriona (Stout, 2012) govore o tome da je u praksi jo§ uvek neophodno imati
sinhronizovanu donor kobilu dostupnu u periodu reproduktivne aktivnosti, $to je
skupo. Uprkos ovim ograni¢enjima, nehirurdka tehnika izvodenja ET daje dobre
Sanse za stvaranje graviditeta kod recipijentskih kobila i radanje zdravog Zdrebeta
(Hartman, 2011).
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Bez obzira na ovaj opsti uspeh, mnogi klini¢ari u oblasti ET konja mogu lako
da navedu slucajeve u kojima je bilo poteSko¢a u postupku ET kod kobila koje, na
papiru, bi trebalo da budu idealni donori embriona. Sa ekonomskog aspekta za
vlasnike konja i troSkove vestaCkog osemenjavanja i ET programa, ali i logistike
koja je neophodna da bi se uklopio raspored takmicenja, dostupnost veterinara i
vremena za izvodenje reproduktivnih procedura, navedeni slu€ajevi mogu biti ve-
oma frustrirajuci za sve zainteresovane strane.

Pored toga Sto je ET verovatno najcesc¢e koris¢ena reproduktivna tehnika
kod kobila pored vestatkog osemenjavanja (Hartman, 2011), njegova Siroko ra-
sprostranjena praksa jeste smanjena istrazivanjem faktora koji utiCu na plodnost
(Mortensen i sar., 2009; Vazquez i sar., 2010; Kelley i sar., 2011; Smith i sar.,
2012; Fazio i sar., 2013), koji sugeriSu da priplod kod takmi€arskih kobila mozda
nije tako jednostavan kao $to su raniji zagovornici ET-a sugerisali. Odstupanje od
rasporeda treninga i takmicenja, barem za neke kobile, su neophodni u cilju do-
bijanja optimalnih rezultata. Cilj ovog rada je osvrt na faktore koji mogu ograniciti
izvodenje ET kod takmiCarskih kobila, a koje je autor ovog rada iskusio u radu sa
arapskim konjima.

Uspesnost nehirurske tehnike ET kod konja

Na uspesnost ET kod konja utiCu starost i plodnost donora, kvalitet sperme,
vreme izvodenja ET (dani nakon osemenjavanja), broj ovulacija, klinicka eksper-
tiza i iskustvo klini¢ara (McCue, 2010). Stopa uspesnosti ET je u korelaciji sa sta-
ro$¢u i reproduktivnim statusom kobile donora. Veci procenat embriona se dobi-
ja kod kobila starosti do10 godina nego kod kobila starosti preko 15 godina (Mc-
Cue, 2010). Svaka reproduktivna abnormalnost kobile donora neizbezno smanju-
je uspesnost ET. Endometritis kobile donora, iako to ne isklju€uje nuzno izosta-
nak dobijanja embriona, smanjuje Sanse za prezivljavanje embriona u kobili reci-
pijentu nakon transfera (Hartman 2011). Generalno, pod pretpostavkom klini¢ke
kompetencije, ako postoji embrion on ¢e biti prikuplien (McCue, 2010; Hartman,
2011). Stope dobijanja embriona u velikoj meri zavise od broja koncepcija u ciklu-
su, Sto opet na nivou Citave konjarske industrije zavisi od kompetentnosti klini¢ara
ali i od konfekcioniranja i Cuvanja semena (60—77% za sveze, 44% za rashlade-
no i 46% za duboko zamrznuto seme, Squires i sar., 2006). U arapskim zemlja-
ma postoji veliki broj konja koji se gaje u dijametralno razli¢itim uslovima, od ve-
likih i dobro opremljenih ergela sa regulisanim klimatskim faktorima do skromnih
,Stala“, pa se menadzment i o¢ekivanja razlikuju kod razli€itih vlasnika. Jedan od
najvecih problema je ocekivanje da ¢e jedna kobila konstantno davati iste rezul-
tate prilikom izvodenja ET, pri ¢emu se pored saveta veterinara o¢ekuje da kobila
od preko 15 godina starosti odgovori na protokole sinhronozacije i ovulacije uvek
isto. Dodatna otezavaju¢a okolnost je generalno lo$ kvalitet ejakulata arapskih
pastuva kada se uporede sa drugim rasama konja, pri ¢emu je prosecan utroSak
od 8-12 pajeta duboko zamrznutog semena po osemenjavanju.
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Definicija ,,takmicarskih“ kobila

Kobile od interesa za potrebe ovog pregleda su one kod kojih postoji ponov-
lieni neuspeh da se dobije embrion (ili mnogo nize stope od o¢ekivanih) a da ni-
su prestare i generalno su dobrog opSteg zdravlja; bez upotrebe medikamenata
(osim reproduktivnih hormona); bez identifikovanih sistemskih bolesti ili problema
sa hromo3&c¢u; koji nemaju uocljive abnormalnosti na reproduktivhom traktu, a ose-
menjavanije i ispiranje vrsi kompetentni veterinar koji koristi spermu dobrog kva-
liteta. Cesto su to kobile koje uéestvuju u takvim disciplinama kao 3-dnevno ta-
kmicenje, ,endurance” trke, polo, dresura i jahanje s preponama. Arapske zemlje
imaju dugu tradiciju gajenja konja za njihove izloZbe ,horse show” koje su karak-
teristicne samo za to podneblje i njihove rase konja (,Straight Egyptian Arabian
Horse" i ,Polish Arabian Horse" — tzv. ,mix breed). Treneri ovih konja su najce-
8¢e inostrani struénjaci koji dolaze da pripremaju grla nekoliko meseci pre izloz-
be. Dresura ovih konja je veoma naporna i traje od 45 — 60 minuta svakog dana,
a nekada i dva puta dnevno, a takmiCarske kategorije ukljuuju i veoma mladu
Zdrebad koja sa treningom krec¢u ve¢ sa 5-6 meseci. U cilju razumevanja faktora
koji utiCu na ET kod sportskih konja, treba imati u vidu da se takmi€arska izloZba
odrZzava na velikim stadijumima, uz veoma glasnu muziku, Sto je veoma stresan
dogadaj za konje.

Moguca objasnjenja za neo¢ekivano niske stope
dobijenih embriona kod takmicarskih kobila

,Plodnost donor kobile“ se sve Ce&ce identifikuje kao jedan od faktora koji
ogranitava stopu dobijanja embriona (McCue, 2010), a na koji utie nacin drza-
nja (menadzment) i izvodenja ET programa kod takmicarskih kobila. Pod navede-
nim uticajima od strane menadZmenta izdvajaju se izvodenje ET viSe puta, klima
(toplotni stres), trening, transport, hormonalna manipulacija ciklusa (Campbell,
2014).

Ponovljeni pokusaji dobijanja embriona

Tokom manipulacije reproduktivnog trakta kobile a posebno uterusa, od ve-
Stackog osemenjavanja do ispiranja tokom ET, moze do¢i do akutnih endometriti-
sa, koji ako su Cesti, posledi¢no dovode do hroni¢ne degenerativne fibrozne pro-
mene endometrijuma konja (Hoffman i sar., 2009). lako u jednoj studiji nije nade-
na korelacija izmedu ponovljenih ispiranja tokom ET i nastanka patologije na en-
dometrijumu (Aurich i sar., 2011), drugi radovi su pokazali pozitivhu korelaciju iz-
medu ponovljenih poku$aja kolekcije embriona i hroni¢nih inflamatornih promena
u materici (Carnevale i sar., 2005). U klini¢koj praksi postoje ,znacajni dokazi“ da
ponavljene tehnike ispiranja materice tokom ET mogu rezultirati akutnim bakterij-
skim endometritisom i hroniénom inflamacijom endometrijuma (Hartman, 2011). U
ovim slu€ajevima, tokom vremena, dolazi do smanjenog procenta ispranih funk-
cionalnih embriona kod odredenog broja kobila u jednoj godini. Primec¢eno je da
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kod visoko vrednih kobila koje se nisu zdrebile a koriste se viSe godina kao donori,
cerviks gubi sposobnost elasti¢nosti i dilatacije, Cineci ih sve viSe sklonim endo-
metritisu (Riera, 2011). Jedan od velikih problema prilikom izvodenja ET u Kuvaj-
tu, jeste mali broj dostupnih recipijentskih kobila, kao i nepostojanje baze podata-
ka za sve ergele. Ovo je od velikog znacaja, jer prilikom protokola sinhronizacije
donora i recipijenata, pri Eemu se embrioni za sada ne zamrzavaju (praksa), ¢esto
recipijenti ne odreaguju o€ekivano na hormonsku terapiju i nastane diskrepanca
u danima ciklusa, a embrion je ostao kolektovan bez recipijenta. Razdaljina izme-
du reproduktivnhog centra i ergela je velika, pa je Cest slu¢aj mobilnosti opreme i
obavljanja ET na ergelama. To nije svuda mogucée, upravo iz higijenskih razloga,
tako da je veoma tesko uskladiti sve faktore, a kao posledica mogu biti upravo go-
re pomenuti akutni endometritisi.

Uticaj toplotnog stresa na plodnost

Kobilama prilikom treninga u trajanju od 30 minuta (trka, prepone, izlozbe)
raste rektalna temperatura sa 38°C do 39,9°C (srednje vrednosti), pri cemu je
u toku merenja temperatura vazduha bila >30°C a procenat vlaznosti bio >50%
(Mortensen i sar., 2009). U navedenim uslovima, uporedivane su kobile koje su
bile u treningu i kontrolna grupa koja nije imala trening. Nakon dva osemenjavanja
i ispiranja embriona 7. dana, grupe kobila su zamenjene i opet uraden isti postu-
pak. Udeo embriona klasifikovanih kao 1. stepen je bio maniji kod kobila u treningu
nego kod kobila koje nisu u treningu (36% u poredenju sa 73%; P = 0.051). Ovi re-
zultati su dosledni sa rezultatima za goveda, gde toplotni stres uti¢e na periovula-
torni i period oplodnje, usporava embrionalni razvoj i dovodi do slabijeg kvaliteta
embriona (Putney i sar., 1988). Rad Mortensena i sar. (2009) sugeriSe da toplotni
stres (usled vezbanja ili drugi uzroci) mogu biti ograni¢avajuci faktor u oporavku
embriona kod takmicarskih kobila (Campbell, 2014).

U isto¢nim zemljama (napr. Kuvaijt, Saudijska arabija, Katar itd.) u toku go-
dine prosecna temperatura je oko 28°C, sa letnjim temperaturama u proseku od
32-37°C a viSe dana godiSnje dostize preko 50°C. Ovakvi vremenski uslovi i te
kako utiCu na stopu dobijenih embriona, ali i na njihov oporavak u medijumima
pre transfera.

Uticaj treninga kobila na plodnost

U cilju razjasnjavanja u kom procentu sam trening kobila uti¢e na oplodenje,
uspesnost ET i kvalitet embriona, Smith i sar. (2012) su koristili kobile u treningu
ali u uslovima koji su minimalno uticali na povec¢anje rektalne temperature (Mor-
tensena i sar., 2009). Razli¢itim trenaznim protokolima na kobilama ,lakih* rasa
procenjivan je protok krvi kroz reproduktivne organe, broj zdravih embriona i nji-
hov kvalitet. Rezultati su pokazali da su kao i u prethodnoj studiji (Kelley i sar.,
2011), serumske koncentracije kortizola bile uve¢ane usled treninga, i da je pro-
cenat dobijenih embriona bio 43% za razliku od kontrolne grupe (67%, P<0.1).
Bitno je naglasiti da od dve grupe kobila koje su bile aktivne (jedna u punom tre-
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naznom protokolu, druga grupa u polutrenaznom protokolu), nisu postojale veée
razlike u broju dobijenih embriona. Protok krvi kroz jajnik bio je veéi kod obe grupe
u treningu u danima koji su prethodili ovulaciji (P<0.05) (Smith i sar., 2012). Medu-
tim, vaskularna perfuzija zida preovulatornog folikula dan pre ovulacije bila je ma-
nja kod obe grupe kobila u treningu u poredenju sa kontrolnim kobilama (P<0.05)
tj. vaskularna perfuzija zida folikula je bila u pozitivnoj korelaciji sa verovatno¢om
dobijanja embriona. Nalazi Smith i sar., (2012) su u saglasnosti sa istrazivanjima
koji su pokazali pozitivnu korelaciju izmedu stope vaskularne perfuzije preovula-
tornog folikula i graviditeta kod goveda (Siddiqui i sar., 2009) i konja (Silva i sar.,
2006; Gastal i Gastal, 2011), ali i kod zena (Coulam i sar., 1999).

Na osnovu pomenutih istrazivanja moze se doneti zaklju€ak da &ak i sasvim
umeren trening u neekstremnim uslovima moze smanijiti broj dobijenih embriona
kod kobila (Campbell, 2014). Efekat treninga na broj dobijenih embriona povezuje
se sa aktivno$éu tokom periovulatornog perioda. Trening povecava nivo kortizola
u cirkulaciji (Kelley i sar., 2011; Smith i sar., 2012) i smanjuje koncentraciju luteini-
ziraju¢eg hormona u plazmi (LH) (Kelley i sar., 2011). Povecan protok krvi u foliku-
lu, zajedno sa brzim povecanjem LH u terminalnoj fazi sazrevanja folikula, pove-
zano je sa uspesnim nastavkom mejoze i normalnog zavrSetka sazrevanja oocita
(Gastal i Gastal, 2011). Smanjenje nivoa LH kao i smanjenje vaskularne perfuzije
preovulatornog zida folikula izazvano treningom, rezultira smanjenoj sposobnosti
najveceg folikula da izvrsi svoju dominaciju, odloZenoj ovulaciji i poveéanim inte-
rovulatornim intervalima (Kelley i sar., 2011).

Nasuprot navedenim Cinjenicama, postoje i istrazivanja (Vazquez i sar.,
2010; Pessoa i sar., 2011) koja dokazuju da kod odredenog broja kobila u toplim
klimatskim uslovima nema razlike u broju dobijenih embriona, a koje su bile u ja-
kom treningu tokom ET programa.

Treba imati u vidu godidnje doba kada se izvodi ET i rasu konja, ali i indivi-
dualne razlike medu jedinkama. Arapski konji su konstantno u veoma toploj klimi,
gde se prva osemenjavanja izvode u novembru, a najveéi broj osemenjavanja i
ET u periodu januar-mart, $to ujedno predstavlja najhladniji period godine. U isto
vreme se odrzavaju izlozbe arapskih konja koje su fizi¢ki ali i stresogeno vrlo za-
htevne, a pored izloZbi odrzavaju se i trke izdrZljivosti. Vrlo je mali broj kobila koje
mogu da podnesu ovakve napore i da produ uspesno ET programe, usled Cega
je kod vecine vlasnika vredna kobila poStedena takvih napora nakon pokazanih
takmicCarskih rezultata.

Smanjena stopa koncepcije i ET kod takmicarskih kobila (Silva i sar., 2006;
Gastal i Gastal, 2011), je dodatni problem u zemljama gde je broj dostupnih pri-
malaca ograni¢en jer komplikuju upravljanje programom ET zbog oteZzane sinhro-
nizacije donora i recipijenata. | pored navedenih ograni¢enja u ET programima u
arapskim zemljama, broj dobijenih embriona je na zavidnom nivou, a najve¢u za-
slugu, po skromnom misljenju autora, imaju veterinari koji su godinama izgradili
pored svog znanja, dobar odnos sa vlasnicima i ukazali na propuste i znacaj me-
nadzmenta u ET programima takmicarskih kobila.
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