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znaczny zakazenia

(11,8%).

2. Wsrdéd wyizolowanych serotypow domino-
waly pal. Salmonella nalezgce do grupy E.

3. Lepsze wyniki przy badaniu bakteriolo-
gicznym miesa konskiego uzyskano w metodzie
I, w ktorej stosowano preinkubacje w 43°C,
oraz posiewano dziesieciokrotnie wieksze ilosci
materiatu.

stopien pal. Salmonella
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Wpltyw osadu nagromadzonego w kontenerach na zakazenie
nasienia zamrazanego w kulkach i przechowywanego
w ciektym azocie (-=196° C)

Zaklad Fizjologii Rozrodu i Sztuecznego Unasienianla Zwierzat
Instytutu Zootechniki

Kierownik: prof. dr S. WIERZBOWSKI

Zastosowanie cieklego azotu (—196°C) do
przechowywania materialu biologicznego otwie-
ra nowy =zakres badan mikrobiologicznych.
Wraz z materialem biologicznym mozemy bo-
wiem w sposdéb niezamierzony przechowywaé
drobnoustroje, ktére moga stanowié¢ zagrozenie
dla konserwowanego materialu oraz jego bior-
cy, mozemy rowniez stworzy¢ rezerwuar drob-
noustrojéw na okres, kiedy ich obecne niekté-
re populacje zwalczane przez czlowieka wygina
lub zmienia swoje cechy biologiczne.

Wykazano, ze w Srodowisku cieklego azotu
komdrki bakteryjne pozbawione jakiejkolwiek
oslony czastek orgamicznych lub innych zacho-
wuja swioje wlasciwosci enzymatyczne i zjadli-
wosé (Piasecka 1970).

Wprowadzenie do praktyki inseminacyjnej
nasienia konserwowanegoe w cieklym azocie
stworzylo réwnoczeSnie zagrozenie przechowy-
wania wraz z nasieniem réznych drobnoustro-
jow. Metoda konserwowania nasienia w ciek-
lym azocie w postaci nieostonietych kulek,
wniosla znaczne uproszczenie techniczne dajac
dobre wyniki inseminowania. Szereg autoréw
zwrécito uwage na przenoszenie zarazkéw za
posrednictwem cieklego azotu z kulek zakazo-
nego nasienia na kulki nie zawierajgce drob-
noustrojéw (1, 2, 4, 8).

Wykazano jednak, ze zakazenie jednych ku-
lek nasienia od drugich za posrednictwem ciek-

496

tego azotu wymaga bardzo duzej koncentracji
zarazkéw w kulkach stanowigcych zrodlo zaka-
zenia (4, 5). ' :

W pracy niniejszej pragnelismy prze§ledzié
proces utworzenia sie osadu w kontenerze w
czasie przechowywania nasienia w kulkach oraz
ustali¢ czy osad nagromadzony w czasie prze-
chowywania kulek zawierajacych bakterie od-
grywa role w zakazeniu mnasienia wolnego od
drobnoustrojéw 1 w jakim czasie nastepuje jego
ewentualna infekcja.

Material i metody

I. Nagromadzenie zakazonego osadu

1. Kontener typu LRN-25 produkcji Union Carbide
zostal wyjalowiony po czym umieszczono w nim 5
pojemnikéw, z ktérych kazdy zawieral po 12 plasti-
kowych dziurkowanych pudeleczek, w ktérych znaj-
dowaly sie kulki zakazone lub jalowe. W celu zaka-
zenia tworzgcego sie osadu wlgczone zostaly do konte-
nera pudeteczka z kulkami zakazonymi, ktére stano-
wity 1/3 cze$¢ zawarto$ci kontenera i zostaly umiesz-
czone na roznych wysokosciach. Kulki jalowe umiesz-
czone W oddzielnych pudeleczkach postuzyly do wy-
pelnienia wnetrza i stworzenia warunkéw zblizonych
do naturalnych dla nagromadzenia osadu w czasie
przechowywania nasienia w cieklym azocie.

2. Jalowo przygotowany rozcienczalnik cytryniano-
wo-glicerynowo-zottkowy zostal uzyty zamiast nasie-
nia dla przygotowania kulek jalowych (4).

3. Szczepy bakteryjne o ustalonych wlasciwosciach
biochemicznych E. coli, Staphylococcus aureus, patecz-
ka otoczkowa, zostaly uzyte do przygotowania kulek
zakazonych w sposéb opisany (4).
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4. Podioza bakteriologiczne: plytki agarowe z do-
datkiem 5% odwloknionej krwi baraniej, Bacto Levine

EMB Agar, Staphylococcus medium 110, bulion z
glukozg, wszystko sporzgazane z preparatow rLirmy
Difco.

5. Kontener wypetniony jak w punkcie 1 pozosla-
wiono z jego zawartosclg przez okres 3 lat wykonujgc
okresowo kontrolne posiewy kulek i azowu, Po wy-
mienionymn okresie czasu z kontenera usunieto pude-
leczka z kulkami oraz azot. Z oszronionych wewnetrz-
nych $cian i dna kontenera zostaly pobrane wymazy
przy pomocy jalowych tamponoéw umieszczonych na

dlugich pretach. Posiewy tych wymazéw wykonano
dla ckreslenia stopnia zakazenia osadu.

II. Badanie mozliwosci zakazenia jalowych kulek
przez osad.

Kontener zawierajgcy zakazony osad napelniono
$wiezym azotem. W pojemnikach umieszczono jalowe
pudeteczka jak w punkcie 4 wypelnione jalowymi kul-
kami wykonanymi z zamrozonego rozcienczalnika, Pu-
deleczka w pojemnikach umieszczono tak, ze 3 gorne
byly oddzielone pustg przestrzeniag od pozostalych
i znajdowaly sie ponad powierzchnig azotu w jego
parach.

Przygotowujac kulki jalowe, tym razem rozcienczal-
nik wkraplano miarowo wprost do azotu znajdujacego
sie w jalowej wanience w ktérej réwniez napelniano
pudeteczka, przy pomocy jalowej szpatulki. Ten spo-

sob zapewnial szybkie i latwe uzyskanie jalowych
kulek.
Posiewy kontrolne rozcienczalnika wykonano bez-

posrednio po jego przygotowaniu z resztek, ktére po-
zostaly po sporzgdzeniu kulek, oraz losowo z zamro-
zonych kulek w czasie wkladania ich do pudeteczek
przed zanurzeniem w azocie w badanym kontenerze,
Posiewy jalowo przygotowanych kulek wykonywano
po 2, 4, 6 i 24 godzinach oraz 5 i 9 dniach od umiesz-
czenia ich w kontenerze. Kulki znajdujace si¢ w pa-
rach azotu wysiewano po 2, 4, 6 i 24 godzinach, péz-
niej zostaly one usuniete. Kazdorazowo ze wszystkich
pudeleczek wysiewano od 6—9 kulek przenoszgc przy
pomocy jalowej ezy po jednej kulce na plytki z pod-
lozem stalym i do bulionu cukrowego. Po rozmroze-
niu sie kulki material rozprowadzano dokladnie po
powierzchni pozywki azeby uzyskaé¢ oddzielne policzal-
ne kolonie, ktore poZniej posluzvly do identyfikacji
szczepéw, a rowniez do pordwnawczych ilosciowych
zestawien intensywnosci zakazenia kulek w badanych
odstepach czasu. Wszystkie czynnosci zwigzane z przy-
gotowaniem kulek i posiewami wykonywane byly w
wyjalowionym boksie.

Wyniki
Badania bakteriologiczne wymazéw pobra-
nych z wewnetrznych powierzchni Scian i dna

Tab. 1.

kontenera po usunieciu pudelek zawierajacych
kulki oraz azotu, wykazaly we wszystkich po-
siewach bezposrednich obecnos¢ szezepow bak-
teryjnych, ktére wehodzily w sklad zakazonych
kulek potwierdzajacych uzyskanie zakazonego
osadu.

Posiewy kontrolne rozcienczalnika oraz kulek
jalowo przygotowanych wykonane losowo przed
wlozeniem ich do kontenera zawierajacego za-
kazony osad wypadly ujemnie na podlozach
stalych i namnazajgcych.

Posiewy kontrolne azotu wykonane przed
napelnieniem kontenera zawierajacego zakazo-
ny osad wykazaly po namnozeniu pojedyncze
kolonie z rodzaju Micrococeus w 2 posiewach
na 6 wykonanych natomiast wszystkie posiewy
bezposrednie wypadly ujemnie.

Posiewy azotu z do$wiadczalnego kontenera
zawierajacego zakazony osad i jalowo przygo-
towane kulki kazdovazowo wykazywaly na po-
dlozach stalych 1 nammazajacych od jednego
do trzech szczepow lacznie. Wyniki posiewow
jalowo przygotowanych kulek wykonane w
réznych okresach czasu po przetrzymaniu ich
w kontenerze zawierajacym zakazony osad
przedstawia tab. 1. Procent dodatnich izolacji
wzrasta tu z 80 po 2 godzinach do 99% po 24
godz., a po 4 dniach wynosi 100%. Przeci¢tna
ilo$¢ bakterii wyosobnionych z poszczegolnych
kulek zwieksza sie od 27,5 izolowanych po 2
godzinach do 68 po 24 godzinach nastepnie
spada do 56 po 4 dniach i znéw po 9 dniach
wzrasta do 85 bakterii stwierdzanych przecigt-
nie w jednej kulce.

Izolacje szczepow Dbakteryjnych pochodza-
cych z osadu w posiewach z poszezegdlnych ku-
lek sg uwidocznione w tab. 2. Zwraca tu uwa-
ge wedréwka szczepéw bakteryjnych. Po 6 go-
dzinach najwiecej bo 65% kulek bylo zakazo-
nych 2 szczepami réwnoczesnie, z 30% kulek
izolowano 3 szczepy, a jeden szczep stwierdzo-
no tylko w 5% kulek. Po 24 godzinach 2 szcze-
py stwierdzono tylko w 33% kulek natomiast
iloé¢ kulek, gdzie wyhodowano tylko 1 szczep
zwiekszyla sie dwukrotnie, a 3 szczepy lacznie

Posiewy kulek jalowo przygotowanych po przetrzymywaniu ich w cieklym azocie w kontenerze

zawiera_j_a,cym zakazony osad B
Posiewy na podloza stale Posiewy na podloza namnazajace
Ilos¢é badanych kulek Ilos¢ badanych kulek
T B BTy Przecigtna, |——— = =
z Z % liczba kolonii | Z Z 7
Czas posiewu od Godntoim ujems- dodat- izolowanyech ' dodat- ujem-= dodat-
wlozenia kulek | Ogdlnie o - | nym nich z kulki | Ogodlnie ! nim nym nich
do kontenera lw_ym | wyni- posie- | I wyni- | wyni- posie-
St | kiem wow | | ‘ kiem kiem WOwW
—_— SHE———— _I _— ‘ - )
2h | 300 240 60 80 27,5) 100 ' 94 6 94
4 h | 300 246 54 82 (30,9) 100 | 95 5 95
6 h | 300 | 264 39 88 (44,2) 100 | 99 1 99
24 h || 300 27 3 | 99 (68) 100 ‘ 100 0 100
e — " = = = —| e e =—
4 dni 100 | 100 0 100 (56) | 580 B0 0 100
9 dni 100 | 100 0 100 ®) | 60 50 | 0 100
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wyosobniono z 57% kulek. Wyniki przedsta-
wione w tab. 1 i 2 dotycza kulek zamroZonych
w cieklym azocie. Posiewy kulek umieszczo-
nych ponad poziomem azotu w jego parach,
wykonane po 2, 4, 6 i 24 godzinach nie wyka-
zaly dodatnich izolacji.

Tab. 2. Liczba szczepéw wyosobnionych
z poszczegdlnych kulek w réznych odstepach czasu
‘ Liczba kulek zakazonych
Ogélna
Czas™) |2 kulek jednym | dWoma | trzema
posiewu ' | szczepa- | szczepa-
zakazonych o 39 )¢
Yei |szezepem = mi
- 38 | 487 295
dgéhy f 750 5% 65% 304
powyzej 297 29 97 169
24 h 10% 33% 57%
po41ié6 ‘ | 14 20 166
dniach 200 : % 10% 83%
"*) = po umieszczeniu kulek w kon.tener‘ze zawierajgeym
zakazony osad.
Omodéwienie
Przeprowadzone doswiadczenie poiwierdza,

ze podczas przechowywania nasienia bezposred-
nio w cieklym azocie wewnatrz kontenera z
czasem odklada sie osad, ktéry po usunieciu
zawartosci kontenera i po usunigciu azotu po-
zostaje na jego wewnetizné] powierzchni,

O ile w kontenerze znajdowalo sie réwno-
cze$nie odpowiednie zZrédlo zakazenia, utworzo-
ny osad bedzie zawieral uzyskane z tego zrdod-
la zarazki a po usunieciu tegoz Zrddia z kon-
tenera stanie sie ich rezerwuarem oraz bedzie
kontynuowal proces zakazania czystego $Swiezo
wprowadzonego materiatu.

W przedstawianych warunkach dos$wiadczal-
nych 80% jalowo przygotowanych kulek uleglo
zakazeniu w ciggu 2 godzin od wlozenia ich do
kontenera zawierajgcego zakazony osad, przy
czym S$rednia ilo§¢ bakterii wyniesionych na
powierzchni kazdej kulki wynosila ok. 27. Je-
zeli wzig¢ pod uwage wyniki posiewow na pod-
fozach namnazajacych to w wymienionym okre-
sie czasu 95% jalowych kulek =zetknelo sie
trwale z zarazkiem.

Pordéwnujac wyniki poprzednich badan nad
mozliwoécilg przenoszenia sie bakterii z kulek
zakazonych na jalowe droga cieklego azotu
(3, 4, 5, 6, 7) z wynikami obecnych badan nale-
zy podkreslié, ze dla nasienia przechowywane-
go w cieklym azocie zakazony osad w konte-
nerze jest bardziej niebezpieczny niz zakazo-
ne nasienie w kontenerze wolnym od osadu.
W  cytowanym do$wiadezeniu, azeby —wy-
wola¢ zakazenie kulek jalowych w jalowym
kontenerze trzeba bylo uzy¢ wysokich koncen-
tracji zarazkéw w kulkach ktére byly Zrodlem
infekeji. Liczby bakterii zblizome do stwierdza-
nych zwykle w nasieniu zdrowych buhajéw
przechowywanym w cieklym azocie nie wystar-
czaly do zakazenia jalowo przygotowanych ku-
lek, jezeli proces przebiegal w kontenerze wol-
nym od osadu.
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W procesie zakazenia nasienia w $rodowisku
ciekiego azotu nie bez znaczenia wydaje sie
sposob w jaki komoérka bakteryjna jest zwig-
zana 7z podlozem, z kidorego rozpoczyna we-
drowke w strone jalowej kulki nasienia. Drob-
noustroje zamknigte w zamrozonej kulce nasie-
nia musza najpierw uwolni¢ sie od azotu praw-
dopodobnie przez oderwanie sie malych czg-
steczek z powierzchni kulki. W przeciwienstwie
do tego osad na dnie i 4cianach kontenera skla-
da sie z oddzielnych, luznych czasteczek zamro-
zonego materialu, ktére moga by¢ przeniesione
przez bedacy w ciaglym ruchu ciekly azot a
jego mnasycenie drobnoustrojami bedzie o wiele
wiecksze niz w kontenerze wolnym od osadu, a
zawierajacym nawet znaczne ilosci zakazonego
nasienia.

Wyniki przedstawione w tab. 1 i 2 moglyby
Swiadczy¢ o jakiejs wedréowce bakterii w srodo-
wisku cieklego azotu. O ile zwigkszanie sie ilo§-
ci szcezepdéw stwierndzanych w  poszezegolnych
kulkach moze by¢ wynikiem dokazania ich z
osadu to zmniejszenie sig iloSci szczepow izo-
lowanych z kazdej kulki mogloby byé dowo-
dem zmywania bakterii naniesionych na po-
wierzchnie kulki i ich przemieszczania sie.

Wyniki przedstawianych badan bazuja na
warunkach eksperymentalnych w jakich osad
zostal nagromadzony — wyscka koncentracja
zarazkéw w kulkach bedgcych zrodiem zaka-
zenia, do§¢ dlugi okres gromadzenia osadu. Ist-
nieje pytanie w jakim stopniu mozemy odniesc
powyzsze wyniki do codziennej praktyki sztucz-
nego unasieniania, jezeli unikamy konserwo-
wania w cieklym azocie nasienia zakazonego.
Moze sie jednak zdarzy¢ w pewnych okreslo-
nych warunkach, Ze nasienie pochodzgce od
zdrowych dawcow, pobrane i przygotowane w
sposob wlasciwy, wolne od zarazkow patogen-
nych i innych, a umieszczone tylko na okres
transportu, w kontenerze zawierajacym zaka-
zony osad dostanie sie na miejsce przeznacze-
nia, ktérym bedzie bank nasienia lub punkt
inseminacyjny z balastem uzyskanych drobno-
ustrojow, a niebezpieczenstwo ich obecnosci
okresli rodzaj i patogennosé¢ zarazka.

Przyczyng tworzenia sie zakazonego osadu w
kontenerach moze by¢ nie tylko zakazony ma-
terial biologiczny przechowywany bezposrednio
w cieklym azocie ale réwniez sam ciekly azot
moze wnosi¢ zakazane czgsteczki z pojemni-
kow i sprzetu jezeli te sg narazane na zanie-
czyszczanie drobnoustrojami, a warunki dla
ciaglego uzupelniania takiego osadu istnieja
dzieki odparowywaniu azotu. Zakazony osad
moze by¢ niebezpieczny nie tylko dla nasienia
lub innego materialu biologicznego przechowy-
wanego bez osltony w cieklym azocie. W kon-
tenerze drobnoustroje moga odkladaé¢ sie na
powierzchni fiolek, stomek i innych opakowan
konserwowanego materiatu i tg posrednia dro-
ga moga zostaé¢ wyniesione na zewnatrz i na-
wet osiagnac chroniony materiat.

W praktyce inseminacyjnej wydaje sie wska-
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zana ze wzgledow profilaktycznych czesta wy-
miana konteneréw bedacych w uzyciu. Przez
wymiane nalezy rozumieé szybkie przeniesienie
calej zawartoéci kazdego pojemnika do wypel-
nionego azotem odpowiednio przygotowanego
kontenera, w ktorym nasienie pozostanie juz do
czasu nastepnej wymiany konteneréw. Rotacja
kontenerow wymaga jednakze odpowiedniego
ich przygotowania i zapewnienia maksimum
jalowoéei. Zagadnienie wyjalawiania kontene-
row bedzie przedmiotem oddzielnej publikacji.

W produkeji kontenerdéw nalezaloby lanso-
waé modele o gladkiej powierzchni wewnetrz-
nej dna z ruchomymi dajagcymi sie przesuwac
odstepnikami (spacer), ktére zamontowane
trwale sprzyjaja odkladaniu sie osadu i utrud-
niajg dezynfekcje.

Wnioski

1. W kontenerach przechowujacych obficie
zakazone nasienia z biegiem czasu gromadzi
sie osad zawierajacy te same drobnoustroje co
W nasieniu.

2. W okres§lonych warunkach zakazony osad
moze doprowadzi¢ do infekcji przechowywa-
nych kulek nasienia juz w ciagu 2 godz. od
umieszczenia ich w kontenerze.

3. Zakazenie jalowych kulek od osadu naste-
puje o wiele szybciej niz w jalowym kontene-
rze od zakazonego nasienia.

4. Nalezy przerywaé proces tworzenia sig
osadu. przez czesta wymiane kontenerow.

5. Do produkeji kontenerow nalezaloby wpro-
wadza¢ modele o gladkiej powierzchni wew-
netrznej dna lub z ruchomymi odstepnikami.
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IIacsuxga-Copacdua M. — Bauaxmne HAKONIAIOUIETOCHT

B KOHTEIHEpaxX o0CajAKa Ha 3apaikeHHe MNelIeTHPOBaH-
HOr¢ CeMEHM XPAaHKMOro B Kuakom asore (—196°).

3apaxkeHHBII 0CafloK IoJydaay HnoMelnas B CTe-
PUNBHBII KOHTEeMHEp CTepUJbHble IIAPMKM U LIAPUKN
3apa’keHHble TpPeMs pPazHbIMM OaKTepMIHBIMM IUITAM-
MaMM (B OTAeNbHLIX KOPOoGOUKaX C OTBEPCTMAMM) CPO-
KOM Ha TPM rojia. Pesyabrarhbl 3apakennus NPOBERAIN
nepuopgmiecku. Ilo mucredeHmy 3 JeT MIAaPMEM M a30T
yoananau. B ocagke ycTaHOBUJIM IIPUCYTCTBUE BCeX
Tpex LITAMMOB OaKkTepmii BXOJALIMX B COCTAaB 3apa-
JKeHHBIX IIapyKORB. YCTAHOBUIM YTO CTEPUJIbHBIE Ila-
PUK}M IIPUTOTOBJIEHHBIE M2 pa3baBuTenda ceMeHy, Io-
MEILEHHbIE B KOHTelHep COoLep:Kalluil 3apaKeHHbIA
a30T, OblIM 3apazkeHbl y3Ke Hepe3 2 €aca M 4YTO 3a-
pakeHHBIT 0CafoK OoJiee BpeAHOE BJIAMACT HA CTEPUIIbL-
HOCTH XPaHuMMOTO B KMAKOM aszore (—196°) cemeHw,
4yeM NOPHICYTCTBME B KOHTelHepe 0e3 ocaika 3apakeH-
HBIX [IAPUKOB CEMEHN.

Piasecka-Serafin M. — The effect of the sediment
accumulated in containers on the infection of pelle-
ted semen stored in liquid nitrogen (—196°C).

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 (—196°C). 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 boxes 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 became 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.

STANISLAW KOZLOWSKI, IRMGARDA KOZLOWSKA

Koszalin

Drobnoustroje izolowane z poronionych ptodéw bydlecych
na terenie woj. koszalinskiego w latach 1969-1970

Drobnoustroje wywolujace ronienia u krow
nalezg do najwazniejszych czynnikéw hamujg-
cych rozwéj poglowia bydla. W NRD van Ulsen
(39) stwierdzil drobnoustroje w 33,8% poronio-
nych plodéw, Weikl (40) w 30,1%, Beerwerth
i Miinker (2) w 18,2%; w CSRS Kolat (11) w
24,3%, Kral i Kolafr (12) w 15,6%, Gilka i Pejse
(6) w 34,8% badanych plodéw bydlecych.
Opréez czynnikéw swoistych (Brucella abortus,

Vibrio foetus, Trichomonas foetus) szereg auto-
réw zwraca uwage na ronienia u bydla powo-
dowane przez drobnoustroje nieswoiste, a
szczegOlnie: Leptospira pomona (25), L. sejroe
(22), L. grippotyphosa (41), Salmonella dublin
(5, 16, 39), S. typhimurium (30, 37), S. bran-
denbury, S. choleraesuis (23), Listeria mono-
cytogenes {11, 30, 36), Corynebacterium pyoge-
nes (11, 39, 40), Mycobacterium tuberculosis (6,
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