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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda de obtinere a serului
sanguin de vaca in superestru utilizat intr-o tehnologie
de fertilizare in vitro la taurine. Metoda, conform
inventiei, consta Tn etapele de: stimulare a vacii dona-
toare in zilele 9-12 dupa ziua estrului cu o doza ames-
tec de cate 150, 125, 75, 50 Ul hormon de stimulare a
cresterii foliculare (FSH), respectiv, hormon luteinizant
(LH), in ziua 13, evaluarea ecograficé a ovarului privind
foliculii ovarieni maturi, recoltarea sangelui prin punctie
venoasa pentru obtinerea serului sanguin in vacu-

tainere cu activator de coagulare, depozitarea vacu-
tainerelor, imediat, la temperatura de 2...4°C, timp de
30 min, recoltarea serului sanguin si purificarea bio-
logica a acestuia prin filtrarea cu filtru de 0,22 pm,
rezultdnd serul sanguin de vaca in superestru, care
prezinta eficacitate maxima data de capacitatea de a
determina in vitro selectia si dezvoltarea concomitenta
a mai multor folicului ovarieni maturi.
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METODA DE OBTINERE A SERULUI SANGUIN DE VACA iN SUPERESTRU

1. DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se referd la o biotehnologie de fertilizare in vitro (FIV) la taurine, in special
prin producerea unui ser sanguin de vacd in superestru ce poate suplimenta mediile FIV de
maturare §i culturd celulard, in scopul imbunatétirii acestora pentru cresterea cantitativa si
calitativa a numdérului de embrioni produsi.

Se mai cunoagte o metoda de producere a serului fetal bovin ce este utilizat in mediile
de maturare a complexelor ovocit-celule cumulus din cadrul programelor FIV, dar prezinta
urmatoarele dezavantaje:

1. Acest ser este produs de firme specializate iar pretul de achizitie este mare;

2. Este foarte greu de produs acest ser deoarece trebuie recoltat de la fetusul ce se afld in
uterul vacii gestante.

Se mai cunoaste o metodd de producere a serului de vacia in estru ce este utilizat in
mediile de maturare a complexelor ovocit-celule cumulus §i de culturd a prezumtivilor zigoti
din cadrul programelor FIV dar §i aceast ser prezinta unele dezavantaje:”

1. In unele studii utilizarea serului de vaci in estru pentru imbunititirea mediilor de
maturare nu a avut efect asupra procesului de maturare a complexelor ovocit-celule
cumulus, ci asupra ratei de fertilizare in vitro a acestora.

2. In alte studii utilizarea serului de vaca in estru nu a avut efect asupra programelor de
fertilizare in vitro la taurine.

Problema pe care o rezolva inventia consti in realizarea serului sanguin de vacd in
superestru (aparut ca urmare a dezvoltirii concomitente a mai multor foliculi ovarieni maturi),
filtrat, care cregte eficienfa programelor de fertilizare in vitro prin suplimentarea mediilor de
maturare a complexelor ovocit-celule cumulus si de culturéd a prezumtivilor zigoti.

Se cunoagte cd una din problemele importante ale procesului de fertilizare in vitro la
taurine este procesul de maturare a complexelor ovocit-celule cumulus. Prin addugarea acestui
ser sanguin de vacd in superestru, filtrat (filtru 0,22 pm), se realizeazi o potentare a mediului
de maturare §i astfel creste sansa ca din complexele ovocit celule cumulus maturate in acest
mediu si se dezvolte un numar mai mare de zigoti (prezumtiv embrioni). Totodata, utilizarea
acestui ser sanguin in mediile de maturare a complexelor ovocite-celule cumulus dar si in
mediile de culturi celulard a prezumtivilor zigoti ar reduce din costurile necesare pentru crearea
lor determinand o crestere cantitativa si calitativd a productiei de embrioni ce pot fi obtinuti

prin FIV la vaca.
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Inventia se referd in primul rdnd la obtinerea serului sanguin de vaci in superestru
si filtrarea acestuia cu filtru de 0,22 pm pentru purificarea microbiologica. Pentru obtinerea
acestui ser sanguin se realizeazi stimularea vacii donatoare dupa protocolul prezentat in tabelul
1 in scopul producerii unui numér mare de foliculi ovarieni (tertiari) maturi (figura 1) ce
determina starea de superestru. Se observa ca eficacitatea serului sanguin este maxima daca
acesta este recoltat imediat Inainte de declansarea semnelor comportamentale specifice estrului,
in ultima faza a proestrului si daca pentru recoltare sunt utilizate juninci. Eficacitatea serului
vacilor in superestru este dati de capacitatea acestuia de a determina in vivo selectia si
dezvoltarea concomitentd a mai multor foliculi ovarieni maturi in comparatie cu vacile in estru
la care se producere selectia si dezvoltarea unui singur folicul ovarian matur.

Tabel 1
Protocol hormonal utilizat pentru inducerea stirii de superestru la vaci in scopul

recoltirii singelui prin punctie intravenoasa

Ziua ciclului sexual Ora tratamentului Doza hormonali injectata
(ziua 0 = ziua estrului) hormonal intramuscular
Ziua 9 ~ 8:00 am 150 UI FSH + 150 UI LH;
20:00 pm 150 UI FSH + 150 UI LH;
Ziua 10 8:00 am 125 UI FSH + 125 UI LH;
- 20:00 pm 125 UT FSH + 125 UI LH; -
Ziua 11 8:00 am 75 UI FSH + 75 UI LH;
20:00 pm 75 UL FSH + 75 UI LH;
Ziua 12 8:00 am 50 UIFSH + 50 UI LH;
20:00 pm 50 UI FSH + 50 UI LH;
Ziua 13 1. Evaluare ecografica a ovarului cu privire la numérul de

foliculi ovarieni (terfiari) maturi (figura 1);

2. Recoltarea sangelui pentru obtinerea serului sanguin in
vacutainere cu activator de coagulare, prin punctie
intravenoasa, realizati in ziua 13 la ora 8.00 am;

3. Depozitarea vacutainerelor, imediat, la temperatura de 2
- 4°C, pentru aproximativ 30 minute;

4. Recoltarea serului sanguin de vacd in superestru.

FSH — hormon de stimulare a cresterii foliculare;
LH — hormon luteinizant.
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Figura 1. Imagine ecografici cu ovarul de vaca aflati in starea de superestru. In stanga este
prezentd imaginea brutd a ovarului iar in dreapta se evidentiaza foliculii ovarieni maturi
(sondd ecograficd transrectald convexd de 5 MHz, addncime 8 cm); 1: Foliculi ovarieni
(tertiari) maturi. Se observd prezenta intr-un singur ovar, intr-o singurd sectiune ecografica,
a 7 foliculi ovaieni (tertiari) maturi.

Sangele recoltat in vacutainere cu activator de coagulare este centrifugat la 3000
rot/minut timp de 15 minute. Dupa centrifugare, cu ajutorul unei seringi sterile se recolteaza
serul sanguin ce este separat de celulele rosii. Serul sanguin de vacd in superestru este apoi
depozitat in tuburi eppendorf si congelat la -25°C in vederea utilizarii ulterioare. Dupa
decongelare se realizeaza filtrarea serului sanguin de vaca in superestru cu filtru de 0,22 um
pentru a produce sterilizare lui in vederea reducerii riscului de contaminare microbiologica a
mediilor destinate FIV la taurine. Acest ser sanguin steril determind o crestere cantitativa si
calitativd a numarului de embrioni produsi atunci cdnd este utilizat in programele de fertilizare
in vitro la taurine. Mentiondm ca pentru utilizare, mostre din serul sanguin se evalueazid cu
privire la gradul de contaminare microbiologica.

Conservarea serului sanguin poate fi realizaté la -25°C péna la utilizare.

Mostrele de ser sanguin de vaca in superestru trebuie filtrate cu filtru de 0,22 pm nainte
de utilizare pentru purificarea microbiologica a acestuia.

Metoda de obtinere a serului sanguin de vacd in superestru prezintd urmatoarele

avantaje:
1. Nu necesita costuri ridicate pentru realizare;
2 Este usor de utilizat;
3. Serul de vaca 1n superestru, produs prin aceastd metoda, este natural si ecologic;
4 Serul de vacad in superestru, produs prin aceastd metoda, are capacitate de

stimulare a programele de fertilizare in vitro prin cresterea cantitativa si calitativd a

numarului de embrioni ce pot fi produsi prin biotehnica FIV.
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2. Revendicari
Serul sanguin de vacd in superestru se caracterizeazi prin aceea ci este obtinut de la
vaci aflate in stare de superestru ca urmare a prezentei concomitente a mai multor
foliculi maturi in ambele ovare.
Serul sanguin de vacd in superestru, conform revendicérii 1, se caracterizeazi prin
aceea ci are potential crescut de stimulare a programelor de fertilizare in vitro la taurine
daca este recoltat de la vaci stimulate pentru a produce mai multi foliculi ovarieni

(tertiari) maturi in acelasi timp.
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