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Rozcienczalnik o przedtuzonej waznosci do konserwaciji
nasienia buhajéw

Z Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebeo

Na przestrzeni ostatnich lat, sktad i techno-
logia sporzadzania rozcienczalnikéw do nasie-
nia buhajow przechodzi stalg ewolucje (1, 2).

W wielu krajach, niezaleznie od rozcienczal-
nikéw sporzadzanych wedlug okreslonych re-
ceptur przez laboratoria zakladéw unasienia-
nia, produkowane sg rowniez rozcienczalniki
gotowe (2). Jednak wiekszo§¢ znajdujacych sie
w handlu ,,gotowych” rozcienczalnikéw wyma-
ga przed bezposrednim uzyciem dodatkowych
zabiegéw laboratoryjnych (dodatku glicerolu,
zottka jaja kurzego wzglednie wody destylo-
wanej).

W Polsce zaklady unasieniania, przy techni-
ce konserwacji nasienia w niskich temperatu-
rach, stosuja rozcienczalnik zoltkowo-cytrynia-
nowo - fruktozowo - glicerynowy (zcfglic.). Ze
wzgledu na sklad, rozcienczalnik ten ma krotki
ckres wazno$ci, gdyz tylko okolo jednej doby.
Z tego powodu laboratoria zakladowe muszg
przygotowywaé¢ go w kazdym dniu pobierania
nasienia. Pozostalosci nie wykorzystane ulega-
ja zniszczeniu. Podjecie zatem produkcji roz-
cienczalnikow gotowych mialoby praktyczne i
ekonomiczne uzasadnienie. Kierujgc sie tymi
przestankami podjeto w Instytucie Genetyki
i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu bada-
nia, zmierzajace do uzyskania gotowego roz-
cienczalnika o trwalosci co najmniej 2—3 mie-
siecy.

Materiat i metody

Badania wtlasne skoncentrowano na rozcienczalni-
ku zéltkowo - cytrynianowo - fruktuzowo - glicery-
nowym (zcfglic.), ktéry jest zalecany i powszechn'e
stosowany w Polsce w praktyce unasieniania krow
nasieniem mrozonym (£). W sklad tego rozcienczalni-
ka — w przeliczeniu na 10) m! — wchodzg nastepu-
jace komponenty:

— roztwor 2,9% dwuwodnego cytrynianu sodowego

— 72,00 ml
— z6ltko jaja kurzego — 20,00 ml
— gliceryna — 8,060 ml

oraz

— fruktoza —_ 0,10 g
— streptomycyna — 0,10 g
— penicylina — 1000 000 j.m.

Drugi wariant tego rozcienczalnika, poza wymie-
nionymi komponentami, zawieral dodatek Tweenu
85%) w ilodei 6,05%.

Wszystkie komponenty poddawano procesowi do-
kiadnego mieszania w mikserze. Przygotowane w ten
¢poséb rozcienczalniki rozdzielano do szklanych fla-
konow tzw. plazméwek o poj. 250 ml, zamykano
gumowymi korkami i nakrecano metalowe kapsle.

Utrwalanie rozciericzalnikéw przeprowadzano meto-
dg pasteryzacji lub przy pomocy tlenku etylenu. Sto-
sowano tzw. pasteryzacje niskg (temperatura 63—65°
C, czas 30 minut). Po uptywie doby polowe flakonéw
poddawano ponownis pasteryzacji stosujac te same
parametry temperatury i czasu.

W drugim przypadku rozcienczalnik wyjatawiano
tlenkiem etylenu, wprowadzajac go w iloéci okoto 5 ml
na dno flakonu z rozcienczalnikami. Flakony zakry-
wano Kkorkami z waty, a po 24 godzinach przetrzy-
mywania ich w temperaturze pokojowej, celem odpa-
rowania tlenku etylenu, zamykano jalowymi korkami
gumowymi nad palnikiem gazowym.

Ocene rozcienczalniko6w oparto o badania mikrosko-
powe jakoSci tych samych ejakulatow, podzielonych
na odpowiednig ilo§¢ czeSci. Wyniki, tj. wskaznik ru-
chliwodci plemnikéw w nasieniu $wiezym, jak i po
zamrozeniu w cieklym azocie, okres$lano pod mikro-
skopem optycznym. Jako uklad odnijesienia przyjeto
analogiczny wynik uzyskany przy uzyciu rozcienczal-
nika sporzadzonego w dniu badania wedlug receptury
Panstwowych Zakladow Unasieniania Zwierzat (3).

Badanija wazncs$ci (trwato$ci) rozcienczalnikow, prze-
chowywanych w zaciemnieniu i temperaturze poko-
jowej, przeprowadzano co 30 dni w czasie 3 miesiecy,
uzywajgc kazdorazowo do ich oceny §wiezo pobranych
ejakulatow, ktore poddawano mrozeniu w cieklym
azocie.

Badania mikrobiologiczne rezcienczalnikow przepro-
wadzano po ich sporzadzeniu, tj. po uplywie okolo
1 godz. oraz po zabiegach utrwalajgcych, oznaczajgc:

— o0golng liczbe bakterii (3),

— miano coli (4).

Tab. 1. Wyniki mikrobiologicznych badan rozcienczalnikdéw

Rozclencialnik

Sweezy, berposrednio po wykonaniu, prred
zadiegami pasteryzact :
Sneely, bezposrednio po dotleniu antybivbykon
Po niskig pasteryzagi jednakrotne

Po niskity pasteryracii dmukroéng)

Ogdina liczoa Sakéerii Miano bakterii F.coli
oa - do
3_ s3x103 102
05%103- Q5 x 104 10-2
0 (7]
0 0

Wyjelawianie tenkiom otyleny

W neekLOrych [lokanach nde stmerdono odecnodcl batéeru,
& Lanych o

komorek w 1 ml rorciencraindta

*) Ester kwasu olejowego z trojelerem szesciooksyetylenowym sorbilanu — eczynnik aktywny powierzchniowo — bi-

polarny cmulgator niejonowy.
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Tab. 2. Wyniki oceny ruchliwo$ci plemnikéw (wg norm dla PZUZ) 24 ejakulatéw od 4 buhajéw przy uzyciu
badanych rozcienczalnikéw

WSROIk ruchliwosci plemnikonw (ruch posigporry)
Rozcienczalnik nasiente swieze rosienie mroione :
zdyskwalifkowane 0;77{% 60-69%47° g)y;:/ zayskwalifikomane |3 ‘”‘4 po:g ‘2’/:/
Kontrolny (swieZy) 7 6 | 17 1 5 9 4
Pasteryzomany jedrokrolnie:
z Tweenem 0 4 18 2 3 20 !
o6z Tweenu 0 5 18 ! 5 9 0
Pasteryzowany dwukrotnie:
z Tweenem 0 3 18 3 2 20 2
bez Tweenu 0 6 17 1 1 179 7
Wyjalawiany tlenkiem etylenu 24 0 (1] Ji] nie badano

Wyniki i omobéwienie

Rozcienczalniki sporzadzone w Instytucie Genetyki
i Hodowli Zwierzat PAN, w warunkach laboratoryj-
nych, posiadaty dos¢ bogata mikroflore (tab. 1). Ogol-
na liczba bakterii w rozcienczalnikach nie zawierajg-
cych antybiotykéw, wahata sie w granicach 1000—1300
komoérek w 1 ml. Stwierdzono w nich takze obecnosé
bakterii z grupy E. coli. Antybiotyki obnizaly ogolng
liczbe bakterii o okolo 50%, natomiast miano E. coli
nie ulegalo zmniejszeniu.

Rozcienczalniki po jednorazowej pasteryzacji niskiej
nie wykazywaly juz obecno$ci bakterii. Zastosowanie
pasteryzacji ponownej, po uptywie 24 godzin oraz do-
datek antybiotykéw mialy na celu zniszczenie flory
bakteryjnej, ktéra ewentualnie mogla sie rozwingé
w miedzyczasie z form przetrwalnikujgcych.

Tlenek etylenu wykazal rézng efektywnosé, zapewne
z uwagi na trudnosci stosowania tej substancji (punkt
wrzenia 10—14°C), Niektére flakony wyjalowiane ta
metodg nie wykazywaty obecnosci bakterii, podczas
gdy w innych rozcienczalnikach zawieraly do kilku-
set komérek w 1 ml.

W tab. 2 zestawono wyniki serii badan, przeprowa-
dzonych na 24 ejakulatach odpowiadajacych wymaga-
niom zawartym w Instrukcji prac laboratoryjnych dla
PZUZ **) (5) przy uzyciu wszystkich wariantéw roz-
cienczalnika.

Rozcienczalniki wyjatowione tlenkiem etylenu z re-
guly powodowaly szok plemmnikéw i zostaly wyelimi-
nowane z dalszych badan. Pozostale wersje rozcien-

Tab. 3. Wyniki

czalnikéw nie pogorszyly ruchliwoéci plemnikéw i to
zar6wno przy badaniu nasienia $wiezego jak i po za-
mrozeniu w cieklym azocie. Mozna nawet zauwazyé
pewna tendencje ma korzy$§é rocienczalnikéw pastery-
zowanych, zawierajgcych dodatek Tweenu 80. Ten-
dencja ta przejawia sie takie w przypadku zastoso-
wania rozcienczalnika dwukrotnie pasteryzowanego
z dodatkiem Tweenu 80, przy badaniu nasienia po za-
mrozeniu. Podobne zalezno$ci zaobserwowano przy
okresowych badaniach nasienia zamrozonego w roz-
cieniczalnikach doswiadeczalnych sporzgdzonych przed
30, 60 i 90 dniami (tab. 3). Uzyskane wyniki wskazuja,
ze rozcienczalniki pasteryzowane nie pogarszajg swej
jako$ci na przestrzeni pelnych {rzech miesiecy.
Wykazana tendencja nieco wyzszej ruchliwosci plem-
nikéw przy badaniu ejakulatéw w rozcieficzalnikach
pasteryzowanych moze byé zwigzana z ewentualnymi
zmianami w strukturze bialek z6itka jaja kurzego,
bhadZz pod wplywem Tweenu, ktory zapewnia wieksza
jednorodr.0§¢ plynu w czasie jego przechowywania.

Wnioski

1. Rozcienczalniki zéltkowo - cytrynianowo-
fruktuzowo - glicerynowe (zcfglic) z dodatkiem
antybiotykéw poddane jedno- lub dwukrotnej
niskiej pasteryzacji nie wykazuja obecno$ci
bakterii, a uzyte do konserwacji nasienia bu-
hajéw dajg analogiczne wskazniki ruchliwodci

okresowych badan jakoSci rozcienczalnikéw na podstawie wskaznika ruchliwo$ci plem-
nikow tych samych

ejakulatow

: e Nasien: er en le,

liczba Ocena scenie rozciencione rozciencralnikiem

Rozciercralnik badanych |ruchtimosci SOV IAAR0NGN. e ——

gakulatow |plemnikow | 30 dnam: 60 ancam 90 aniami

swiele\mrozone [saiale|mrozone |siele|mroforne

= 0 o H 7 o g

Kontrolny 4 4 + 3 4 3 3 3 4

L 1 0 0 0 1 [

- [2] o H b4 o 0

Pasteryzacia jednokrotna t Tiveenen 4 + 3 3 3 3 2 4

+H 1 1 0 o 2 0

- [7] [7] 7 7 o g

Pasteryracia jedmokrotpa bex Tiweenu 4 + 3 4 3 3 3 4

#* 1 0 14 0 ! g

= (4 7] 1 7 o [7]

Pasteryraga dmukrobsa ¥ Tweensm 4 + 3 3 2 2 2 3

#- 1 1 1 1 2 f

= (4] 0 1 4 g g

Pasteryzaga awukrotna bez Tweenu 9 + 4 4 3 3 3 4

Lo 0 0 2] (%) ! 0
Objasnienia: *) = rozciericzalnik kontrolny sporzadzony wg Instrukeji prac laboratoryjnych dla PZUZ w dniu
badania; #*¥) = system oceny: (—) ponizej 60% plemnikéw o ruchu prawidtowym w nasieniu $wiezym Ilub ponizej

30% w mrozonym, ()

zonym, (++) powyzej 80% plemnikéw o ruchu

**}  Co najmniej 800000 plemnikdéw w 1 mm? ejakulatu,
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prawidlowym w nasieniu swiezym 1lub powyZej 40% w

60—80% plemnikéw o ruchu prawidiowym w nasieniu swiezym lub 30—0% w nasieniu mro-

mrozonym.
80% plemnikéw o ruchu postepowym.
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plemnikdéw, co rozcieticzalniki Swieze i to za-
rowno przed jak i po zamrozeniu w cieklym
azocle.

2. Rozcienczalniki zcfglic, po mniskiej paste-
ryzacji z dodatkiem Tweenu 80, zachowuja
trwalo§¢ i jednorodno$¢ w czasie 3 miesiecy
od daty wyprodukowania i przy przechowy-
waniu ich w temperaturze pokojowej, w za-
ciemnionym miejscu.
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Beanabeknu B., Mopcetua E., Iletpamex A. — Pa3z-

0aBUTE b CHEPMBI ¢ NPONJEHHBIM CPOKOM eMCTBM-
TEeJIbHOCTM IPM IPUMeHEHMU [JJIA KOHCEPBHPOBAHUS
ceMeHU OBIKOB.

B Uucturyre Tenerukyu u ZKuBOTHOBOJACTBA IlONB-
ckoit Axazemun Hayx yeranoBunu, uro pasbasureinb
CceMeHM COCTOAOIMIA M3 JNMMOHHOKMCJIOTO  HaTPu,
XKeNTKa, @PYKTO3bl U IIMIEPUHA M IIMPOKO NIPMMEHS-

embli B Ilombiie Moxer OBITL 0e3 HUKAKUX U3MeHe-
HMii coctaBa M 6e3 HMKaRuxX mo0aBOK mepex IpuMe-
HEHMEM MCIOJIL30BAH B TEYEHUM 3 MeCALEeB OT M3To-
TOBJICHMA IIPM XPAHEHMM TaKKe B KOMHATHOM TeMIe-
parype. Jobaska Tween-80 rapanTMpyeT OLHODOJ-
HOcTh pas3baBuTens BO BpPeMsa ero xpaHeHus, Pazta-
BUTEJY M3TOTOBJIEHHLIE II0 3TOM TEXHOJOTHM, NIPMME-
HAeMble IJIS KOHCEPBMPOBAHUSA CeMeHM OBLIKOB MMEIOT
aHaJIoTHUYEeCKMe MapaMeTpbl IOABMKHOCTM CIIEPMATO-
30MI0OB KaK CBeXUe, B IIepHoZe OO0 U II0CTEe 3aMOpazki-
BaHUA 9AKYJIATOB B KUIAKOM a30Te.

Zielinski W., Morstin J., Pietraszek A. — A diluter
of prolonged validity for the preservation of bulls
semen.

In the Institute of Genetics and Animal Breeding
of the Polish Academy of Sciences at Jastrzebiec
there was developed a technology to prolong the
validity of a yolk-citrate-fructose-glycer diluter,
usually applied in Poland for the insemination of
cows with a frozen semen. The diluter is complete
and does not require any additives prior to mixing
with a semen. It may be stored at room temperature.
The diluters produced according to this technology
and used for the preservation of bulls semen give the
same indices of spermatozoa motylity as fresh ones.
Deep freezing in liquid nitrogen does not influence
the results. Laboratory investigations indicate that
this diluter maintains an unchanged ,validity” for
three months since production, and the addition of
Tween 80 secures its uniformity during its storage.

HIGIENA | TECHNOLOGIA PRODUKCJI
ZWIERZECE)

MAREK DUTKIEWICZ

Potencjalne zréodta zatrué trzody chlewnej
w nowoczesnej hodowli

Z Instytutu Fizjologii Zwierzat Wydzialu Weterynaryjnego AR w Warszawie

Wiekszos¢ zatrué trzody chlewnej w warun-
kach hodowli masowej wynika z bledéw zy-
wieniowych, jak rowniez z przypadkowego
kontaktu zwierzat z pestycydami. Powaznym
zagadnieniem, ktére przynosi duzo klopotow
lekarzom sprawujgcym opieke nad chlewniami
zarodowymi, tuczarniami trzody chlewnej i
fermami o zamknietym cyklu produkcyjnym,
sg zatrucia, ktorych zrodlo tkwi w budynkach
inwentarskich. Chociaz zatrucia spowodowane
czynnikami zwigzanymi z przebywaniem trzo-
dy chlewnej w pomieszczeniach sg w ostatnim
okresie stosunkowo czeste, to jednak w pis-
miennictwie fachowym poza sporadycznym
opisem przypadkéw kazuistycznych brakuje
szerszych opracowan tego tematu.

Jak wynika z przeglagdu wspodlezesnego pis-
miennictwa Zrédia tych zatrué¢ mozna szukaé

w wielu elementach otoczenia zwierzecego.
Przyczyna masowych zatru¢ trzody mogg byé
niektére materialy budowlane, gléwnie mate-
rialy uzywane do wykladania 1 uszczelniania
podiég, do impregnacji drewna, farby do
ochrony komstrukcji drewnianych i metalo-
wych. Notuje sie sporadyczne przypadki za-
chorowan po niewlasciwym stosowaniu prepa-
ratow odkazajacych. Preparaty owadobdjcze
1 gryzoniobdjcze stosowane w sposob niezgod-
ny z przepisami stanowig powazne niebezpie-
czenstwo dla zdrowia zwierzat. Bledne rozwig-
zania konstrukcyjne urzgdzen kanalizacyjnych,
a takze awarie urzadzen klimatyzacyjnych mo-
ga powodowad zatrucia w wyniku dziatania na
trzode trujacych gazoéw. Rozwd6j mechanizacji
powoduje mozliwos$é zetkniecia sie Swin z ta-
kimi truciznami jak ropa naftowa, olej silni-
kowy, nafta, benzyna.
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