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znaczny stopień zakażenia pał. Salmonella
(11,B0/o).

2. Wśród wyizolowanych serotypów domino-
wały pał. Salmonella należące do grupy E.

3. Lepsze wyniki przy badaniu bakteriolo-
gicznym mięsa końskiego uzyskano w metodzie
I, w której stosowano preinkubację_w 43"C,
oraz posiewano dziesięciokrotnie większe ilości
materiału,
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łegjo azotl1 wymaga bandzio dużej koncerrtracji
zar.azków w kulka,ch stanowiący,c|y źro,dło zaka-
zenia (4, 5).

W pracy niniejszej pragnęliśmy prześledzić
pro,oets utworzenia się osadu w kontener:Ze w
,czasie przechowywarria nasierr,ia w ku]kach oraz
uśtalić czy osad nagrornadzorry w cżasie prze-
chowywania kulek zlawierając5rch,bakterie od-
grywa nolę w zakażeniu naŃenia w-olnego od
,dr,ohrr,ołrstrojów i w jakim czasie następuje je§o
ewentu alna inf e.l<cja.

Materiatr i metody
I. Nagromadzenie zakażonego osadu
1, I(ontener typu LRN-25 produkcji Union Carbide

zostal wyjałowiony po czym umieszczono w nim 5
pojemników, z którydn każdy zal,vierał po 12 plasti-
kowych dziurkowanych pudełeczek, w których znaj-
dowały się kulki zakńone lub jałowe. W celu zaka-
żenia twotzącego się osadu włączone zostały do konte-
nera pudełeczka z kulkami zakażonymi, które stano-
wiły 1/3 część zawartości kontenera i zostały umiesz-
czone na różnych wysokościach. I(ulki jałowe umiesz-
czone w oddzielnych pudełeczkach posłużyły do wy-
pełnienia wnętrza i sbworzenia warunków zbliżonych
do naturalnych rila nagromadzenia osadu w czasie
przechowywania nasienia w ciekłym azocie.

2. Jałowo przygotowany r,ozcieńczalnik cytryniano-
wo-glicerynowo-żółtkor,vy został lżyty zamiast nasie-
nia dla przygotowania kulek jałowych (4).

3. Szczepy bakteryjne o ustalonych ,właściwościach
biochemiczny c1,1 E. c oli,, S taylltglo c o c cu s auT e1,1 s, pałecz -
ka otoczkowa, zostały użyte do przygotorvania kulek
zakażonych w sposób opisany (4).
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Wpływ osodu nogromodzonego w konleneroch no zokożenie
nosienio zamrażonego w kuJkoch i przechowywonego

w ciekłym ozocie (-19ó' C)
zakład Fizjologii Rozrodu i sztucznego lrnasienianla zwierząt

InStytutl1 zootechniki
Kierownik: prof. dr S. WIERZBoWSKI

Z,as'tros,owanie ci,ekłego azot:u (-196"C) do
przechowywania m,ateriału b,iołogiczn€o otwie-
ra nol^ry żalrres badań rrrikrobiologi,czny,ch,
Wraz z mateniałem biologicznym rnożemy bo,-
#ierm w spo§ób niezamierzony przechowywać
dnorbnołr§troje, które rno,gą stanow,ić zagrożenie
dla konserrrvolwa.Trego materiału or,az jego bior-
,cy, rnożerny rcrrnrnież śtworzyć re,zerwuar drob-
no,ustrojów na o{kres, kiedy i,ch obecne niektó-
re populacj e zwa\cżane prze:z człołvieka lvyginą
lu,b znienią swoje ,ceohy biolo,giczne.

Wykazano, że w śro,do,wisku ciekłego az,otu
kornórki b,akteryjne pozb,awioire jakiejkolwiek
osłony cząste)< organicznych luh innych z,acho-
wują swoje właściwości enzymatyczne i zjadli-
wość (Plasecka 1970).

Wpr,owadzenie do praktyki irrs,emin^acyjnej
ina]sienia ko,nseru/owanego w ciekłym azocie
stworzyło ró,wnocześni,e zagrożeńe przechowy-
wania wraz z na,sierriern toŻnyctr dr-dbno,ustro-
iów. Metoda l<ons,erwowania na§ierda w ,ciek-
łyrn azclcle w p,o§ta,ci nieosłoniQt;rch kul,ek,
wniosła zldczrrc upro§zczenie techniczrre d'ając
doibre wyniki insemirrcrwania. Szereg autoró,w
zrvróciło uwagę na plzenoszeni,e zarazków za
pośrednictwern ciekłego azotu z kulek zakaż,o-
ne§o nasienia na kulki nie zawierające d_rob-
noustrojów (I,2, 4, B).

Wyfi<azano jednaĘ że zakażenie jednych ktr-
lek nasienia od drugich za pośrednictwem ciek-
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4. Podłoża bakteriologiczne: płytki agarowe z do-
datkiem 50ń odwłóknionej krwi baraniej, Bacto Levine
ElVlB Agar, Staphylococcus lneclium 110, burion z
gLUKolą, WsZyslko sporząuzutie Z pl,cpal.atow lirmy
Difco.

5, Kontener wypełniony jak w punkcic 1 pozosta-
wiono z jego zawartoscrą przez oKl,es 3 lat wyt(onując
okresowo kontrolne postewy kulek i azolu. Po wy-
mienionyrrt clkresie cza§) z kontenera usunięto pucie-
łeczka z kulkami oraz azot. Z oszronionych wewnętrz-
nych ścian i dna kontenera zostały pobrane lvymazy
przy pomocy jałowych tamponów umieszczonych na
długich prętach. Posiewy tych wymazóvl wykonano
dla określenia stopnia zakażenia osadu.

II. Badanie możliwości zakażenta jałowych kulek
przez osad.

Kontenel, zawierający zakażony osad napełniono
świeżym azotem, W pojemnikach umieszczono jałowe
puCełeczka jak w punkcie 4 wypełnione jałowymi kul-
kami wykonanymi z zamrożonelo L-ozcienczalnika. Pu-
dcłeczka lv i;ojemnikacLr umieszczono tak, że 3 górne
były oddzielone pustą pl,zestrzenią od pozostałych
i znajdowały się ponad powierzchnią azotu w jego
parach.

Plzygotowując kulki jałowe, tym razem rozcieiczal-
nik wkraplano miarowo wprost do azotu zna.jdującego
się w jałowej \i/anience w której również napełniano
pudełeczka, przy pomocy jaiowej szpatułki. Ten spo-
sób zapewnrał szybkie i łatwe uzyskanie jałowych
kulek.

Posiewy kontrolne rozcieńczalnika wykonano bez-
pośrednio pc jego przygotowaniu z resztek, które po-
zostały po spcrządzeniu klrlek, oraz losowo z zamro-
żonyc|-t kulek w czasie wkładania ich do pudełeczek
przed zan1,1rzeniem w azocie w badanym kontenerze,
Posiewy jałowo przygotowanych kulek wykonywano
po 2, 4, 6 i 24 godzinach oraz 5 i 9 dniach od umiesz-
czenia ich w konlenerze. Kulki znajdujące się w pa-
rach azotu wysiewano po 2, 4, 6 i 24 godzinach, póź,
niej zostały one usunięte. Każdorazowo ze wszystkich
pudełeczek wysiewano od 6-9 kulek przenosząc ptzy
pomocy jałowej ezy po jednej kulce na płytki z pod-
łożem stałym i do bulionu cukror,vego. Po rozmroże-
niu się kulki materiał rozprowadzano dokładnie po
powierzchni pożywl<i ażeby uzyskać oddzielne policzal-
ne kolonie, j po identyfikacji
szczepÓW, a por iloŚciowych
zestawień in zaka w badanych
odstępach czasu. Wszystkie czynności zwtązane z ptzy-
gotowaniem kulek i posiewami wykonywane były w
wyjałowionym boksie,

Wyniki
Baidania bal<terio,Iogiczne wymazów po,bra-

nych z we\ł/nętrznyoh po\Mielzchni ścian i dna

Czas posiewu od
włożenia kulek
do kontenera

0Sadu.
Posiewy kontrolne L-ozcieńczalnika oraz kulek

jałowo przygotowanych wykonane losowo przed
włożeniem ich do kontenera zawierającego za-
każony osad wypadły ujemnie na podłożach
stałych i namnażaiących.

Posiewy kontrolne azoŁu wykonane przed
napełnieni€m kont go rakażo-
ny osad wyrkazały pojedyncz9
t<olorrie z rcdzaju posie\Mach
na 6 wykonanych natomia§t wszystkie posiewy
bezpośrednie wypad.ły uj emnie,

Polsiewy azotu z doświadczalrrego kontenera
zawierają,cego ad i jałowo przygo-
towane kir]ki wykazywały na po-
dŁożach stałych i namnazający,ch od je,dnego
ćlo truech sz,czelg)ów łąurie. Wyniki po,siewów
jałowo przygotowanych kulek wykonane w
ióZnych okresach c,zasu po przetrzymaniu ich
w ko,ntenerze zawierającyrn zakażorly osad
przedstawia tab. 1. Pro,cent do,datnich Łolacji
łzrasta tu z B0 po 2 godzinach do 99% po 24
go,dz., a po 4 dniach wynosi 1000/o. Przeciętna
ilośc bakter:ii wyosoibnio,rrych z poszczegóJnych
kulek zwiększa się od 27,5 tzolowanych po 2
godzinach do 68 po 24 godzinach następnie
spa,da do 56 po 4 ,dniach i znów po 9 dniach
wzlasta do B5 bakterii stwier,dzanych przecięt-
nie w jednej kulce.

Izolacje szczepów bakteryjnych po,chodzą-
,cy,ch z osadu w posiewach z poszczegółnych ku-
tek są uwi,doczniorre w tab. 2. Zwraca tu uwa-
gę wędrówka szczspow bakteryjnych. Po 6 go-
,dzinach najwięcej bo 650/o kutrek bylo zakażo-
nych 2 szczepami równocześnie, z 300h kulek
izo],owano 3 szczepy, a jeden sżczep stwierdzo-
no tylko w 50/o kulek. Po 24 godzinach 2 szcze-
py stwierdz,ono tylko w 337o kulek natom,iast
ilość kulek, §,dzie wyho,dowano tylko 7 szczep
zŃiększyła się dwukrotnie, a 3 szczepy łącznie

Tab. 1. posiewy kulek jałowo przygotowan5,ch po przetrzymywaniu ich w ciekłym azocie w kontenerze
zawierającym zakażony osad

Ęqs_iewy na podłoża namnażające
I1ość badanych kulek

z kulki Ogólnie

Z
dodat-

nrm
Wynl-
kiem

uJem-
nynr
wynl-
kiem

dodat-
nich

posle-
wów

2h 300

300

(27,5)

4h (30,9)

(44,2)6h 300

(68)

(56)

100l nnI o l nn

l00 l s5 l- s- 95

-_-,-.Il100|nsirInn
24h 300

(B6)
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wyo,solbrriono z 57Dl0 kulek. Wyniki przodsta-
wione w tab. 1 i 2 dotyczą kulek zamrożonycll
w ciekłym azo,cie. P,osiewy kulek umieszczo,-
nych ponad po,z,iorrrerrn azotu w jego parach,
wykonane po 2, 4, 6 i 24 godzinach nie wyka-
zały,dodatn,ich izołacii,

Tab. 2. Liczba szczepów wyosobnionych
z poszczegóInych kulek w różnych odstępach czasu

Liczba kulek

W pr,o,cesie zakażenia nasienia w śro,dowisEu
ciekłego azo,tu nie bez znaczenia wydaje się
sposóib w iaki korrrórka bakteryjna jest zwią-
zar;la ż po,dło,żern, z którego rozpo,czyrna \Mę-
drówkę w str.onę jałowej kuiki nasienia. Drob-
noustrolje zarnknięte w z|amToiŻorrej kulce nasie-
nia. mtrszą naj,pierw uwolnić się od azotu praw-
,dopo,dorbnie przez o,derwanie się małych czą-
steczek ,z p,owier.zchni kułki. W przeciwieństwie
do tego osa,d na ,dnie i ścialr^ach konterrera skła-
da się z oddz,iehnych, luźnych cząsteczek zaTnTo-
żołrego materiał,u, które mogą być przeniesiorre
przeż bę,dą,cy w oiągłym rlłchu ciekły azoI a
jego nasycenie dr,obnoustroja,mi będzie o wiele
wię}<sze niż w kontemer,ze wolnym o,d, olsa,d,u, a
zawierającym nawet z;rta,czrLe iiości zakażonego
nasienia.

Wyniki przedsta,wione w tab. 1 i 2 mogłyby
świardcąlc o jakiejś wę,drówce bakterii w środo,-
wisku ciekłego azotu, O ile zwiększanie się iloś-
,ci szczepow s,twiepdzanych w posz,czegóInych
]<ulkach rnoże być wynikiern dokażania ich z
os,adu to zmniejszenie się iloś,ci szczepów izo-
Iowanych z każzd',ej kulki mogło,by być dowo-
dem zmywania bakterii naniesionych na po-
wierzctlnię kulki i ich przemies,zczania się.

Wyniki przedstawianych badań bazuią na
warunkac,}r eksper;rmen-talnych w jakich osa,d
został nagroma,dzony - wysoka krlrrcerrtracja
zarazków w kulkach będących źródŁerl zaka-
żenia, dość długi okres groma,dzenia osadu. Ist-
nieje pytanie w jakim s,topniu możeniy oł,lnieśc
po,wyższe wyniki do ,codziennej pral<tyki sztvcz-
nego r-rnasieniania, ieże]i unikarny konserwo-
Wania w ciekłym azocie nasienia zakażonego.
Może s,ię jednak zAarzyc w pewnych określo-
nych war,untrlach, ze nasienie pogho,dzące o,d
zdr,owych dawców, po,b,rarre i pnygotowane w
spo,sób właściwy, \Molne o,d zata:,żkórv patogen-
nych i innych, a lrriieszcz,orre tylko na okres
transpor-tu, w kontenerze z,a,wierającym zaka-
zo,ny osa,d. ,dos'tanie się na m'ie,js,ce pT-Ze,zr\acze-
nia, którym będzie bank nasierria lub p,unkt
,inseminacyjny z balasteirn uzyskanych drobno-
ustroiów, a niehezpieczleństwo ich obecności
określi todzaj i pato,genność zat^azka.

Przyvyną tworzenia s,ię zakaźonego osadu w
korrtenerach może być nie tylko z,al<ażony ma-
teriał bi,olog iczny przech,owywa ny bezpo średni o
w cielrłym azooie ale również sam cliekły azot
moze wn]o,siĆ z:akaŻane c,ząste,czki z poiemni-
ków i sprzętu jezeli te są narazane na zanie-
ozy,szuanie,drołb,nolustroj,ami, a warunki dla
ciągłego uzupełrriania tał<iego osadu istnieją
dziQki odpar,o,wywaniu az,otu. Zakażony osa,d
może być nieberzllieczny nie tylko dla nasienia
ldb innego rnateriału briologic,znego prz,echowy-
wanego bez osłony w Cie[<łym azo,cie. W korr-
tenerze drobnoustro,je mogą odkładać się na
p,owierżchni fiolek, słom,ek i innyoh opakowań
konserwowanego materiału i tą pośrednią dro-
gą mogą zostaĆ wyniesione na zewnąŁt:z i na-
wet osiągnąć chnorriony rnateriał.

W praktyce inserninacyjnej wyldaje się wska-

Czas *)

poslewu

do6h

Ogólna
iczba kulek
zakażonydn

jednym dwoma
szczepa-

m1

trzenra
Szczepa-

m1

powyżej 
I24h 
l

po4t6 
ldniaeh 
l

L4
7%

lzoItoo
l ,ol | 83%

') : po umieszczeniu kulek w kontenerze zawierającym
zakażony osad.

omówienie
Przeplowadzoł-re do,świa,dcz,enie p,otwie,rd,za,

że podczas przechowywania nasieni,a bezpośr,e,d-
nio w ciekłym azo,cie wewnątrz kontenera z
czasem o,dkła,da się osad, który po usunięc,iu
zawartości kontenera i po usunię,ciu azo,tu po-
zostaje na jeg,o wewnętrznej powierzchni.

O ile w kontenerze zrlaj,dowało się równo,-
cześnie odpowiedni e źr ód',o zakażemia, ut\Morz o-
ny osad będz]ie zuuńerał uzyskane z tego źrod-
ła zarazl<t a po usu,nięciu tegoż źró,dła z kon-
tenera stanie się ich Tezerw-u]arem oraz bę,dzie
kon-tyntrował pro,ces z:akażania czy'stego świeżo
wprowa,dzonego materiału.

W pl"ze,dstawianych wa,runkach doświa,dczal-
nych B07o jałowo przygotowanych kulek uległo
zakażeniu w ciągu 2 godz:in o,d włożenia ich do
kol-tenera zawierającego z.akażomy o,sad, przy
,czym średnia itrość balktenii wyniesiorrych na
powierzchni każdej kul,ki wynosiła ok, 27. Je-
żeli wziąc po,d uwagę wyniki ,posiewów na po,d-
lcńach namnażający,ch to w wymieniorrym okre-
sie czasu 95% jałowych kulek ze,tknęło się
trwale z z:ara,zkie,m.

Porównrjąc wyniki poprze,dnich badań nad
rnolżliwością pr^zeno§zenia się ,bakterii z ]<ulek
zan<ażonych na jałowe drolgą oiekłego azatu
(3, 4, 5, 6, 7) z wynikami obecnych badań nale-
ży podkreśIić, że dla nasienia przechowywane-
go w ciekłym azocie zakażony osad w konte-
nerze jest bardziei niebezpiecznv niż zakażo-
ne nasienie w kontenerze wolnym od osadu.
W cytowanym doświadczeniu, ażeby wv-
wołać rakażenie kulek jałowych w i,ałowym
ko,rltenerze trzdba bylo użyć wysokich konc,en-
,tracii zarazków w ku]kach które były zródłem
infel<cii. Liczby bakterli zbliżone ,do stwierdza-
nyCh zwyl<le w nasńediu zdrowych buhajów
przechowywanym w ciokły,m azocie nie wystar-
uaŁy do z,ak;:ńenia iałowo przygo,to,wanych ku-
lek, ieżeli proces przebiegał w kontenerze wol-
nym od osadu.
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zana ze względów profilaktycznych częsta wy-
rniana kontenerów będących w użyciu. Prze,z
wymianę należy r,ozum[eć szybkie przeniesienie
całej zawartości każ,dego pojemnika do wypeł-
nionego a,zctem o,dpo,wiedni,o plzygotowanego
kontenera, w którym nasienie p,ozostanie już do
czas,u następ,rrej wymi,any konten,erów. Ro,tacja
kontenerów wymaga jedn,akże o,dpowiedniego
ich przy,gotowania i zaperwnierria maksimtrrn
jałowolś,ci, Zagardnienie wyjaławiani,a korrtene-
rów będzie przedmi,otem odd,zielnei pubłikacji.

W produkcji ko,ntenerów należałoby lans,o-
wać modele o gła,dkiej powierzchni wewnętrz-
nei dna z ruchomymi daiącymi się przesuwt,tc
odstępnikami (spacer), które zamorrtowane
ti,wale sprzyjają odkladarriu się osadu i utru,d-
niają ,dezynfekcję.

Wnioski
1. W kontenerach przechowujących obficie

zakażone nasienia z biegiern czastł gromadzi
się osad zawierający te same dnobno,ustroje co
w nasieniu.

2. W określonych war.unkach zakażorry osad
rnoze dopro,wa,dzić do infekcji przechowywa-
nych lrulek nasienia iuż w ciągu 2 godz. od
umieszczenia i,ch w konterrene.

3. Zakażenie iałowych kulek od osadu n,astę-
puje o wiele s,zyibciej niż w jałowym kontene-
rze od, zakażonego nasienia.

4. Należy przerywać proces tworzenia się
osadu. przez c,zęstą wymianę kontenerow.

5. Do produkcji ko,ntenerów należałoby wpro-
wadz-ać mordele o gładkiej powierzchni wew-
nętrznej dna lub z ruchomymi o,dstępni,kami.
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Ilacsqra-CspaÓlrH M, - Bluanue HaxollJlrxlułeTocff
n rorrrelirrepax ocaAKa Ha 3apaxteul{e neJIJIeTI{poBaH-
tlofo cełrent| xpaHnMoro B )KllAKoM asore (-1960).

3aparrerrrłuż ocaAoK [oJIyqaJIr{ [oMeIqaE B cTe-
prłnrHsrż xorłreżuep cTepilJlbHble lxapvlr*w ,7 llapwr<w
3apa>KeHHbIe TpeMff pa3Hbtrvrr 6axteprłńrrsrlłlł 1IITaM-
lrantr (e oTAeJIIrHbIx xopo6ovr<ax c oTBepcTla[tr) cpo-
roM Ha r:prł roAa. Pesy.rrsrarsr 3apa>KeHrra [poBeAffJIIł
IIepI{oAI4I]ecKrł. flo rłcre.łegvu 3 JIeT ilIaplKrt ,{ a3oT
yąalranu. B oca4re ycTaHoBT4JIr4 npilcyTcTBr{e Bcex
Tpex luTaMMoe 6aI<reprlż BxoAflll{I4x R cocTaB 3apa-
}xeHHbIx ilaplKoB. Ycrarroslrlrl I]To cTepr{JIbHbIe [Ia-
pIĄKr4 [p],{roToBJIeHHBIe rł: pas6aslrteJl8 ceMeH]4, I1o-
Meil_IeHHbIe e xorłrer,irłep co4ep>xarqlrft sapax<errrłsiń
asor, 6r,r.111 3apażIreHbl y>Ke r{cpe3 2 .raca Jł IłTo 3a-
pa>xearłr,riŻ .ocaAoK 6ołee epeAFloe BJIrfrłeT Ha cTepI4JIb-
rłocrs xparirłMoro B ,Kr{AKoM asore (- 1960) cełrerłr,
qeM nprlcyTcTBre B KoHTeżHepe 6es ocagra 3apa)Ken-
HbIx rxaprlKoB ceMeHr.

Piasecka-Serafin M. - 
The effect of the sediment

accumulated in containers on the infection of pelle-
ted semen §tored in liquid nitrogen (-196oC).

Investigations were carried out to determine the
effect of the sediment accumulated in the container
holding infected semen upon the infection of the
uncontaminated pelleted semen being preserved in
liquid nitrogen (-196oC), In order to obtain the in-
fected sediment, sterile and infected pellets with
three different bacterial strains were placed separa-
tely into perforated boxes. The bclxes were put into
a sterile container and left there for 3 years; bacte-
riological control was being performed periodically.
After this period both the pellets and liquid nitro-
gen were removed from the container. Bacteriologi-
cal examination of the sediment revealed the bac-
terial strains present in the infected pellets. Sterile
pellets prepared of a semen diluent beoame infected
within 2 hrs after placing them in a container hol-
ding the infected sediment. The degree of pellet in-
fection (qualitative and quantitative) was examined
at different periods. The results of our investigations
showed that the infected sediment was more dan-
gerous for the semen stored in liquid nitrogen than
the contaminated semen in a container free of sedi-
ment.

Drobnousłroie izolowone z poronionych płodow bydlęcych
no terenie woi.koszolinskiego w loloch 1969,197O

Drobnoustroje wywołujące ronienia u krów
należą do najważniejszych czynników hamują-
cych roz\^7ój pogłowia bydła. W NRD van Ulsen
(39) stwierdził drobnoustroje w 33,B% poronio-
nych płodów, Weik1 (a0) w 30,1tl0, Beerwerth
i Mlinkel (2) w IB,20lo; w CSRS Kolói (11) w
24,3%, Król i Kolói (12) w 15,6%, Gilka i Peiśe
(6) w 34,B0l0 badanych płodów bydlęcych.
Oprocz czynników swoistych (Brucella abortus,

Vźbrio foetus, Trtchomonas foetus) szereg auto-
rów zwraca uwagę na ronienia u bydła powo-
dowane przez drobnoustroje nieswoiste, a
Szczególnie: pon?ona, (25), L. sejroe
(22), L. grż (4I), Satmonella dublżlt,
(5, 16, 39), rium (30, 37), S. bran-
denburg, S. choleruesu?s (23), Liste,rża n,Lono-
cytogenes (11, 30, 36), Coąlnebacterżu"m p!łoge-
nes (11, 39, 40), Mycobacterżum tuberculosżs (6,
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