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Principalele obiective ale prezentei teze de doctorat au fost actualizarea unor informatii
Tn domeniul embriotransferuluim la vaci ca si componenta a biotehnologiilor de reproductie.

Studiile s-au axat mai mult pe inbunatatirea unor tehnici de crestere a potentialului
reproductiv al femelelor cu mare valoare genetica.

Teza care se intituleaza ,,Contributii la imbundtitirea biotehnologiei embrio
transferului la bovine” cuprinde un numar de 221 pagini si este structuratd pe doua parti
principale.

Lucrarea cuprinde 61 de figuri si 28 de tabele.

Prima parte a lucrarii se desfasoara pe parcursul a 58 pagini si cuprinde patru capitole,
reprezentand un studiu bibliografic critic al cunostintelor actuale despre organogeneza, morfo-
fiziologia functiei de reproductie la vaca si biotehnologiile de reproductie la aceasta specie.

Capitolul I se refera la organogeneza aparatului genital, la mecanismele prin care iau
nastere diferitele stadii de dezvoltare ale segmentelor aparatului genital femel.

Capitolul Il ofera informatii despre morfologia aparatului genital la vaca si rolul
fiecarui segment al acestuia In formarea si dezvoltarea unei noi vieti.

Capitolul 111 oferd informatii privind fiziologia reproducerii la vaca, prezentand in
detaliu mecanismele neuro-endocrine care controleaza succesiunea de evenimente ale functiei
de reproductie la vaca. Sistemul nervos central, prin mecanismele sale de control trimite
comanda la organele responsabile de secretia hormonilor implicati asigurarea functiei
reproductive.

Capitolul 1V ofera date despre stadiul actual al biotehnologiei transferului de embrioni
in lume. Pe parcursul a zece subcapitole sunt descrise in detaliu fiecare etapa din cadrul
acestei tehnici.

De asemenea, este prezentata modalitatea prin care aceste tehnici de embriotransfer pot
sa creasca de zece ori sau mai mult intr-un an rata de reproducere a vacilor valoroase si de
cinci ori sau mai mult viata productiva.

Acest capitol prezinta si modalitatea prin care aceastd activitate de embriotransfer este
inregistrata si codificatd la nivel international, trasabilitatea datelor despre tratamentele facute
donatoarelor si modul de conservare al embrionilor obtinuti, pentru ca practicienii sa poata

desfasura corect programele de sincronizare.



Partea a doua a lucrarii se intinde pe 98 pagini si noua capitole, in care sunt prezentate
cercetarile personale si concluziile partiale.

La finalul lucrarii sunt prezentate concluziile generale si sursele bibliografice consultate
urmate de anexe.

Interesul pentru studierea biotehnologiei embriotransferului rezulta din faptul ca dupa
anul 2000, investitiile masive facute iIn Romania in ferme de vaci de lapte de mari dimensiuni
a necesitat gasirea rapidd a unor metode de ameliorare genetica, pentru cresterea productiei i
a productivitatii.

Capitolul V se referd la scopul Ilucrarii, la obiectivele stabilite si importanta
multitudinii de factori care influenteaza reusita embriotransferului.

Lucrarea de fatd a urmarit mai multe obiectivele importante care au fost sistematizate
etapizat, sd respecte astfel o ordine cronologica succesivd : selectarea donatoarelor dupa
criterii morfo-productive; selectarea recipientelor; gasirea unor noi protocoale de tratament
pentru poliovulatie; alegerea unei metode eficiente de recoltare a embrionilor; evaluarea si
implantarea embrionilor recoltati; alegerea unei tehnici de crioconservare optime; utilizarea
embriotransferului in tratarea unor stari de infecunditate.

Pentru toate aceste obiective majore s-au cautat proceduri de lucru, care sa elimine
stresul pentru animale si sa usureze activitatea practicienilor, astfel incat embriotransferul sa
devina o manopera de rutind si nu o corvoada.

Capitolul VI se refera la cCercetarile privind inducerea poliovulatiei la vacile
donatoare. Acest capitol este structurat in trei subcapitole.

Primul subcapitol face referire la materialele necesare de lucru (animalele folosite,
respectiv 25 de vaci de lapte din rasele Holstein, Montbeliarde si Normanda la care s-au
aplicat tratamentele de poliovulatie) si metodele utilizate (protocoalele de poliovulatie)

Produse comerciale utilizate au fost: Pridoestrol®, Folligon®, PRID®, Folltropin®,
Pluset®, Prosolvin®, Prostol® .

Subcapitolul doi descrie rezultatele obtinute la cele patru loturi de donatoare la care s-au
aplicat diferite protocoale de poliovulatie.

Un raspuns slab la tratamentul de poliovulatie (o medie de 4,8 embrioni colectati per
donatoare cu rata medie de recuperare de 39,13%) a fost observat la lotul P1, care a fost
poliovulat cu produsul Folligon®.

Gonadotropina corionicd ecvind (PMSG) din produsul Folligon® datorita timpului de
injumatatire prea lung, determind dezvoltarea mai multor valuri foliculare fard sincronizarea

ovulatiei.



Lotul P3 unde s-a utilizat produsul Pluset® (fara implant intravaginal cu eliberare lenta
de progesteron, PRID®), a avut un rispuns mai bun, o medie de 8 embrioni colectati per
donatoare cu o rati medie de recuperare de 66,66%. Lipsa implantului intravaginal PRID® a
avut ca efect o secretie de inhibina de catre foliculul dominant care a blocat dezvoltarea mai
multor foliculi ovarieni din valul folicular urmator.

La celelalte doua loturi P2 si P4 unde s-a folosit produsul Folltropin® administrat pe
cale clasica (intramusculard) si pe cale mixta (epidural si intramuscular) ambele cu implant
intravaginal, raspunsul la tratamentul de poliovulatie a fost superior fata de loturile P1 si P3 si
relativ apropiat intre ele. Astfel, la lotul P2 s-au obtinut o medie de 9,1 embrioni colectati per
donatoare cu o ratd medie de recuperare de 77%, iar la lotul P4 in urma analizei rezultatelor,
o medie de 8,8 embrioni per donatoare cu ratd medie de recuperare de 78,57%.

Rezultatele similare arata ca protocolul de poliovulatie cu administrarea FSH — lui pe
cale mixta (epidurald si intramusculard) este o alternativa de lucru care poate fi implementata
n programele de embriotransfer.

Capitolul VII al prezentei teze trateaza etapa sincronizarii ciclului estral intre
receptoare si donatoare. Este structurat de asemenea in trei subcapitole: primul subcapitol
descrie materialele si metodele de lucru, al doilea subcapitol se refera la rezultatele obtinute
de la cele patru protocoale de sincronizare, iar in al treilea subcapitol sunt descrise concluziile
partiale.

Au fost selectate 225 de receptoare impartite in patru loturi, la care s-au aplicat trei
protocoale de tratament diferite. Astfel, la loturile S1 si S2 s-a aplicat acelasi protocol de
sincronizare dar cu produse comerciale diferite S1 (Pridoestrol® si Prosolvin®) iar S2 (PRID®
si Prosolvin®), la lotul S3 s-a aplicat un protocol de sincronizare cu administrare aleatorie de
prostaglandina F2a, iar la lotul S4 s-a aplicat protocolul de sincronizare cu administrare de
analog sintetic al prostaglandinei Th urma examenului ecografic morfometric al corpului
galben.

In urma analizei rezultatelor obtinute s-a observat o sincronizare de 90 — 91% la loturile
S1 si S2 cu un interval intre estrul receptoare — donatoare de + 0,19 ore la lotul S1 si + 0,20
ore la lotul S2.

La lotul S3 tratat aleatoriu cu analog sintetic de prostaglandind F2o s-a obtinut o
sincronizare de 62% cu un interval ntre estru receptoare — donatoare de + 0,32 ore.

Cel mai bun rezultat a fost observat la lotul S4 la care s-a obtinut o sincronizare de
95%, si un intervalul estru receptoare — donatoare de + 0,17 ore. Acest lucru se datoreaza

avantajului oferit de examinarea $i monitorizarea ecografica.



Capitolul VIII se refera la recoltarea embrionilor ca etapa importanta in cadrul
biotehnologiei embriotransferului. Este Tmpartit in trei subcapitole ca: materiale si metode
utilizate, rezultatele obtinute si cateva concluzii partiale. La subcapitolul intdi sunt pe
prezentate lista materialelor si echipamentelor de care este nevoie ca: medii de lavaj uterin,
catetere Luer sau Foley cu dubla cale, tubulatura tip “Y” pahare filtre colectoare cu
dimensiunea porilor de 80 microni, placute, stereolupd pentru evaluarea calitatii embrionilor,
seringi, etc.

Lavajul uterului s-a facut prin doua metode: prima LFC (metoda lavajului fiecarui corn)
cu pozitionarea cateterului cat mai profund la nivelul cornului uterin si a doua metoda LBS
(metoda lavajului bicornual simultan) cu pozitionarea cateterului naintea cervixului.

Dupa executarea ambelor metode de lucru s-au obtinut rezultate diferite si anume: prin
metoda LFC au fost recoltati un numar total de 69 de embrioni fata de 117 prin metoda LBS,
o diferenta procentuald de 41,03%.

In ce priveste numarul embrionilor transferabili s-a constatat de asemenea diferente
semnificative intre cele douda metode, s-au colectat 57 de embrioni transferabili prin metoda
LFC fata de 106 prin metoda LFB o diferentd procentuald de 46,23% intre cele doua metode.

Referitor la numarul mediu de embrioni colectati per donatoare s-au observat diferente
comparative intre cele doud metode, numarul mediu de 6,9 embrioni colectati per donatoare
colectati prin metoda LFC fata de 9 embrioni colectati per donatoare prin metoda LBS, o
diferentd procentuala intre cele doud metode de 23,34%.

In ce priveste media embrionilor transferabili per donatoare, s-a constatat o diferenta
procentuald 30,49%, adicd au fost clasificati 5,7 embrioni transferabili prin (LFC) per
donatoare comparativ cu 8,2 embrioni transferabili per donatoare prin metoda LFB.

In concluzie metoda LBS (lavajul bicornual simultan) este mai eficientd, mai usor de
executat, mai comoda si mai rapidd decat metoda LFC ( lavajul fiecarui corn separat) si poate
fi aplicata de catre practicieni.

Capitolul IX se refera la etapa de congelare a embrionilor, modalitate de pastrare pe
termen lung a embrionilor colectati atunci cand nu exista suficiente receptoare sincronizate
sau cand se doreste comertul international cu acestia.

Se structureaza pe doua subcapitole: primul subcapitol se referd la materialele necesare:
mediu de congelare, paiete si pipete pentru aspirarea embrionilor, instalatie de congelare
Criocell, azot lichid si metodele de lucru si pregatirea embrionilor pentru congelare. S-a lucrat

dupa doua protocoale de congelare pentru douad loturi de embrioni.



Protocolul folosit pentru lotul de embrioni C1 a fost acela cu inceperea congelarii de la
temperatura de 0°C si protocolul pentru lotul de embrioni C2 a fost cu inceperea congelarii
de la temperatura camerei,.

Rezultatele obtinute la acest capitol se discuta in corelatie cu rezultatele din capitolul X,
cu rata de gestatiei obtinutd in urma implantului embrionilor, intrucat aceste capitole sunt
doud etape interconectate in cadrul biotehnologiei de embriotransfer. Rata gestatiei ramane
singura metoda de evaluare a eficacitétii congelarii.

Capitolul X se referd la implantul embrionilor proaspeti sau congelati. Acest capitol
este structurat pe trei subcapitole: matriale necesare si metode: trei loturi de receptoare
sincronizate, ghene speciale de implant (cu capat metalic rotunjit pentru a facilita traversarea
cervixului), procaind 2%, seringi, ace, ecograf Tringa pentru examenul ovarelor si stabilirea
pe care corn uterin se va face implantul.

Subcapitolul doi face analiza rezultatelor obtinute in urma implantarii, iar la
subcapitolul trei cateva concluzii partiale.

Analiza rezultatelor obtinute dupa controlul gestatiei prin examen ecografic arata ca: la
lotul T1 (la care s-au implantat embrioni proaspeti) rata gestatiei obtinute a fost de 67%
reprezentand un numar de 57 gestatii confirmate din 85 embrioni implantati.

La lotul de receptoare T2, la care s-au implantat embrioni congelati din lotul C1 ( cu
plecare de la temperatura de 0°C), rata gestatiei obtinute a fost de 53%, adica, in urma
controlului de gestatie, au fost confirmate 19 gestatii din 36 embrioni implantati.

La lotul T3 la care au fost implantati embrioni congelati din lotul C2 ( la care
temperatura de plecare a congeldrii a fost temperatura camerei) rata de gestatie a fost de 48%,
fiind confirmate Tn urma controlului de gestatie 20 de gestatii din 42 embrioni implantati.

Analiza comparativd pe loturi aratd ca cea mai buna ratd de gestatie (67%) a fost
observata la lotul T1 la care s-a folosit pentru implant embrioni proaspeti, o ratd de gestatie
care se incadreazd in limitele 60 — 70% raportate de IETS (International EmbrioTransfer
Society). [www. iets.com]

In ce priveste rata gestatiei dintre loturile T2 si T3 (la care au fost implantati embrioni
congelati) se observa o diferentd de 5% intre cele doua loturi (53% la T2 ) fata de (48% la T3)
ceea ce presupune cd metoda de congelare a embrionilor din lotul C1 (congelati cu plecare de
la temperatura de 0°C) a fost mai eficienta decat metoda de congelare a embrionilor din lotul
C2, datorita timpului mai scurt de expunere a embrionilor in spatiul extrauterin.

Capitolul X1 se refera la terapia infecunditatii  dobdndite cu ajutorul

embriotransferului. Tn acest capitol structurat tot pe trei subcapitole cu materiale si metoda,



rezultate si discutii si concluzii partiale sunt descrise modalitatile prin care anumite femele
foarte bune producatoare pot sd-si continue activitatea productiva chiar daca cea reproductiva
s-a incheiat.

Pentru acest capitol au fost tratate prin implant embrionar un lot de 6 vaci cu obstructia
cailor genitale anterioare, diagnosticate in urma testarii permeabilitatii cu fenolsulftaleina.

Dupa executarea controlului de gestatie au fost diagnosticate 3 gestatii, ceea ce
inseanma ca au fost recuperate 50% din vacile care ar fi fost reformate.

Terapia prin embrio transfer a starilor de infecunditate dobandita poate fi o solutie
alternativa pentru salvarea unor femele si prelungirea activitati productive a acestora.

Capitolul XI1 descrie concluziile generale desprinse in urma realizarii acestui studiu.

Capitolul X111 se refera la cateva recomandari practice pentru tehnicienii din teren.

Bibliografia cuprinde un numar de 128 referinte care au fost citate de-a lungul tezei

dintre care 21 romani si 107 straini.



