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Rozcieńczolnik o przedlużonej wożności do konserwocii
nosienio buhojów

Z InstytLrttl Genetyki i Hodowli zwielząt PAN \\- Jastlzębcll

Na przestrzeni ostatnich lat, skład i techno-
irlgia sporządzania rozcienczalników do nasie-
nia buhajów przechodzi stałą ewolucję (l, 2).

W wielu krajach, niezależnie od rozcieńczal-
ników sporządzanych według określ,onych re-
ceptur przez laboratoria zakładów unasienia-
nia, proJukowane są równiez rozcieńczalniki
gotowe (2), Jednak większość znajdujących się
w hand]u .,gotowych" rozcierlczalników wyma-
ga przed bezpośreJnim uzyciem Codatkowych
zabiegów 1aboratoryinych (dodatku glicerolu,
żółtka iaja kurze;1o wzglęCnie ,lvody destyl,o-
wanej),

W Polsce zakłady unasieniania, pTzy techni-
ce konserwacji nasienia w niskich temperatu-
rach, stosują rozcieńczalnik żółtkowo-cytrynia-
nowo - fruktozowo - glicerynowy (żcfglic.). Ze
u,zględu na skła,C, r,ozcieńczalnik ten ma krótki
okres wazności, gdyz tylko około jednej doby.
Z tego pcwodu laboratoria zakładowe muszą
przygotowywać go w kazdym dniu pobierania
nasienia. Pozostałości nie wykorzystane ulega-
1ą zniszczeniu. PoCięcie zatem produkcji roz-
cieńczalników gotowych miał,oby praktyczne i
ekonomiczne uzasadnienie. Kierując się tymi
przesłankami podjęto w Instytucie Genetyki
i l{odowli Zwierząt PAN w Jastrzębcu bada-
rria,, zntierzające do uzyskania gotowego roz-
cieńczalnika o trwałości co najmniej 2-3 mie-
Slęc}r.

N[ateriał i metody
Baciania rvłasne skoncentrolvano na rozcieńcuaini-

l<u żółtkowo - cyiryniancwo - fruktuzowo - glicery-
nowym (żcfglic.), który jest zalecany i powszechn'e
stosowany w Polsce v,r praktyce unasieniania l<rów
nasieniem mrożonym (5). W skład tego rozcieńczalni-
ka - w przeliczeniu na 10C ml - wchodzą następu-
jące komponenty:

- roztrvór 2,99o d-uvurvodnegtl c5,tryniua .odĘłfoao 
_,

- żóltko jaja l<lrrzegr) - 20,00 ml
- glice1,1,na B.00 ml

Rozcieńcźalnik
5rłae

Tab 1 Wyniki mikrobiologicznych badań rozcieńczalników

oraz

- fruktoza

- streptomycyna

- penicylina

0,10 e
0,10 c

- 1000 000 j.m.

Drugi wariant tego rozcieńczalnika, poza wyrnie-
nionyrni kornponentami, zawieral do,datek Tweenu
8!*) rv ilości 0,059o.

Wszystkie kompone nt5, poddawano procesowi do-
kładnego mieszania r,v mikserze. Przygotowane w ten
sposób rozcieńczalniki rozdzielano do szklanych fla-
konów tzw. plazmówe}i o po j. 250 ml, zamykano
gumowymi korkami i nakręcano metalowe kapsle.

Utrwalanie rozcieńczalników przeprowadzano meto-
dą pasteryzacji iub przy pomocy tlenku etylenu. Sto-
sowano tzw. pasteryzację niską (temperatura 63-65"
C, czas 30 minut). Po upływie doby połowę flakonów
poddawano pono.łnie pasteryzacji stosując te same
parametry tempcratury i czasu.

_ W dlugim przypaCku rozcieńczajnik wyjaławiano
tlenkiem etylenu, wpnowadzając go w ilości około 5 m1
na dno llakonu z rozcieńczainikami. Flakony zakry-
lvano kolkami z ."vaty, a po 24 godz.inach przettzy-
my,,vania ich w temperatutze pokojowe.i, celem odpa-
loił.ania tlenku etvlenu, zamykano .jałowymi kot,kami
gumo§,ymi nad 1laInikiem gazowym.

Ocenę rozc,ieńczalników oparto o badania mikrosko-
powe jakoścli tych samych e jakulatów, podzielo,nych
na odporł"iednią ilość części. Wyniki, tj. wskaźnik nu-
chliwości plemn,ików w nasienriu świeżym, jak i po
zamrożeniu lv ciekłym azocie, określano pod mikro-
skope,m optycznvm. Jako układ odniesienia przyjęto
analogiczny wynik uzyskany plzy użyciu rozcieńcza]-
nika sporządzonego w dniu badania według receptury
Państwowych Zakładó,w Unasieniania Zwierząt (5).

Badanria ważncśc,i (trwałoścri) rozcieńczalników, prze-
chowywanych w zaciemnienriu i temperaturze poko-
jclvej, przeplowadzano co 30 dni w czal;ie 3 mresięcr.,
używając każdorazowo do ich oceny świezo pob:anych
ejakulatów, które poddawano mrożeniu w ciekłym
azoore.

Badania mikrob,iologiczne rczoieńczainików przepro-
ivadzalo po ich sporządzeniu, tj. po upływie około
l godz, oraz po zabiegach utrwalających, oznaczając:

- ogólną liczbę bakterii (3),

miano colź (4).
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Tab, 2. Wyniki ocerry ruchliwości plemników (wg norm dla PZUZ) 24 ejakulatów od 4 buhajów przy użyciu
badanych rozcieńczalników
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Wyniki i omówienie
Rozcieńczalniki s6r,orządzone w Instytucie Genetyki

i Hodowli Zwterząt PAN, w warunkach laboratoryj-
nych, posiadały dość bogatą mikroflorę (tab. 1), Ogól-
na liczba bakterii w rozcieńczalnikach nie zawierają-
cych antybiotyków, -wahała się w granicach 1000-1300
kornórek w 1 ml. stwierdzono w nich takżle o,becność
bakterii z grupy E. coli. Antyb,iotyki obniżały ogólną
liczbę bakterii o około 50,-ryo, natonriast miano E. coli
nie ulegalo zmniejszeniu.

Rozoieńczalnriki po jednorazowej pasteryzacji niskiej
nlie wykazywały już o,becności bakterii, Zastosowanie
pasteryzacji ponownej, po upływie 24 godzin oraz do-
datek antybiotyków miały na celu zniszczenie flory
bakteryjnej, która ewentualnie mogła się rozwinąć
w międzyczasie z form przetrwal,nikujących.

Tlenek etylenu wykazał różną efektywność, zapelvne
z uwagi na trudności stosowania tej substancji (punkt
wrzenia 10-14oC). Niektóre flakony wyjałowiane tą
metodą nie wykazywały obecności bakterii, podczas
gdy w innych rozcieńczalntkach zawierały do kilku-
setkomórekwlml.

W tab. 2 zestawono wyniki serii badań, przeprowa-
dz,onych na 24 ejakulatach odpowiadających wymaga-
niom zawartym w Instrlrkcji prac Iaboratory.jnych d]tr
PZVZ **) (5) przy użyciu wszystkich wariantó,w roz-
cieńczalnika.

Rozcieńczalniki wyjałowione tlenkiem etylenu z re-
guły powodowały szok plernrr,ików i zostały wye]imi-
nowane z dalszych badań. Pozostałe wersje rozcień-

czalników nie pogorszyły ruchliwości plemników i to
zarówno przy badaniu nasienia świeżego jak i po za-
mrożeniu ,w ciekłym azocie. Można nawet zauważyć
pewną tendencję Ela korzyść rocieńczalników pastery-
zowanych, zawierających dodatek Tweenu 80, Ten-
dencja ta przejawia się także w przypadku zastoso-
wania rozcieńczalnika dwukrotnie pasteryzowanego
z dodatkiem Tweenu B0, przy badaniu nasienia po za-
mrożeniu. Podobne zależności zaobserwowano przy
okresowych badaniach nasienia zamrożonego w roz-
cieńczalnikach doświadczalnych sporządzonych przed
30, 60 i 90 dniami (tab. 3). Uzyskane wyniki wskazują,
że rozcieńczalniki pasteryzowane nie pogarszają swej
jakości na przestrzeni pełnych trzech miesięcy.

Wykazana tendencja nieco wyższej ruchliwości plem-
ników przy badaniu ejakulatów w rozcieńcza],nikach
pasteryzowanych może być związana z ewentualnymi
zmianami w strukturze białek żółtka jaja kurzego,
bądź pod 1vpł}nvem Tweenu, który zapewnia więki]zą
jednorodr,ość płynu w czasie jego przechowywania.

Wt-i i o ski
1. Rozcieńczalniki żołtkowo - cytrynianowo-

fruktuzowo - glicerynowe (żcfglic) z dodatkiem
antybiotyków poddane jedno- 1ub dwukrotnej
niskiej pasteryzacji nie wykazują obecności
bakterii, a użyte do konserwacji nasienia bu-
hajów dają analogiczne wskaźniki ruchliwości

Tab. 3. Wyniki okresowych badań jakości rozcieńczalników na podstawie wskaźnika ruchliwości plem-
ników tych samych ejakulatów
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objaśnienia: *):tozcieńczalnik kontrolny Sporządzony 1v8 Instrukcji prac laboratoryjnych dla Pzvz w dniu
badania; x*) : system oceny: (-) poniżej 60% plemników o ruchu plawidłowym W nasieniu śWieżym lub ponlżej
30% w mrożonym, (+) 60---80% plemników o ruchu prawidłowym 1v nasieniu śWieżym lub 30--40% w nasieniu mro-
żonyn, (++) polvyżej B0% plemników o ruchu prawidłowym w nasieniu świeżym lub powyżej 40q6 $, mrożonym.

**) cO najlnniei B00 000 plemnikórv w 1 nll3 ejakr]latlr, t]0-0Ó plemnikó\v o rllchu postępo\Vym.
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plemników, co r,ozcieńczalniki świeże i to za-
rówrr,o przed jak i po zamtożeniu w ciekłym
azocle.

2. Rozcieńczalniki żcfglic, po niskiej paste-
ryzacjt z dodatkiem Tweenu B0, zachowują
trwałość i jednoro,dność w czasie 3 miesięcy
od daty wyprodukowania i przy przechowy-
waniu ich w temperaturze ,pokoj,owej, w za-
ciemnionym miejscu.
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4. suIkżelDi,cż B. E.: JAoAc 49, 276, L966,
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Adres autora: doc. dr witold Zieliński, ul. Marszałko,ff-
ska B7 m. 33, 00-683 Warszawa.

3enrłHscrz B., MopcrrH E., flerparueK A. - Pas-
6awrrelt cnepMBI c upoAJIeHHEIM cpoKoM Aeftcrnn-
TeJIbIIocTIl IIpIt ilpI{MeHeHIłI,r AJIff l(oHcepBrlpoBallfiff
ceMeHI{ 6rrxon.

B l4Hcrzryre TeHerrłxr rł )KrłBorrrosoAcrsa llofir-
cxoń Axa4emuln Hay:,r. ycla:eoBltJlw, uro pas6asrłterrl
ceMeHr1 coctoaulzń n3 JIlMoHHoKr{cJIoIo HaTprlrl,
>KeJITKa, Qpyxrosu ,{ rJl],{qep]4Ha r Elr,rpoKo npr{MeHfi-

eMrrż s llonrure MoxteT 6rrrs 6es HuKar^ux il3MeHe-
rrzż cocrasa r 6es rrrłraxrx 4o6anor< nepeA np]4Me-
HeH]4eM ,Ic[oJIL3oBaH B TeqeHr{I4 3 ruecaqes oT l43ro-
ToBJIeH]4fl [pI4 xpaHeHl4m TaKx<e e roNIHarHo]ż TeM[e-
paType. Ąo6asra Tween-80 IapaHTr{pyeT oAHopoA-
rłoctr, pas6aB]łTeJlfi Bo BpeM.fi eTo xpaHeHr{g. Pas6a-
BrĄTeJIlĄ m3roToBJIeHHLIe no gtoż texHołolll4, nprrMe-
HfieMbIe Alrff KoHcepBl4poBarrfl ceMeHI4 6btr<os I4MeIoT
aHaJIoII4qecKrle napaMeTpL,I noABI{x<HocTil cIIepMaTo-
3oI{AoB KaK cBex(re, B nepI{oAe Ao ,1 fiocJle 3aMopaN(I,{-
BaHr{ff gflKyJIflToB B X(IIAKoM a3oTe.

Zieliński W,, Morstin J., Pietraszek A. - A diluter
of prolonged valitlity for the preservation of bulls
seInen.

In the Institute of Genetics and Animal Breeding
of the Polish Academy of Sciences at Jastrzębiec
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 flesh ones.
Deep freezing in liquid nitrogen does not influence
the results. La,boratory investigations indicate that
this diluter maintains an unchanged ,,validity" for
three months since production, and the addition of
Tween B0 secures its uniformity during its storage.

MAREK DUTKIEWICZ

Większość zńruć trzo,dy chlewnei w ,warun-
kach hodowli masowei wynika z bŁę,dow ży-
wieniowych, jak również z plzypadkowego
kontaktu z.;rrerząt z pestycydami. Poważnym
zagadnieniem, któr,e przyno,si dużo kłopotów
lekarzom sprawującym opiekę na,d chlewniami
zaro,dowymi, tuczarniami trzo,dy chlewnej i
fermami o zamkniętym cyklu pro,dukcyjnym,
są zatrucia, których źródŁo tkwi w bu,d_ynkach
inwentarskich, Chociaż zatrucia spowodo,wane
czynnik:ami związa:nymt z przebywaniem trzo-
dy chlewnei w pomieszczeniach są w ostatnim
okresie stosunkowo częste, to jednak w piś-
miennictwie fachowym poza sporadycznym
opisem przypadków kazuistycznych brakuje
szer§zych opracowań tego tematu.

Jak wynika z przeglądu współczesnego piś-
miennictwa źro,dła tvch zatruć rnożna szukać

w wielu elementach oitoczenia zwierzęcego.
Przyczyną masowych zatruć trzody mogą być
niektóre materiały budowlane, głównie mate-
riały uzvwane do wykładania i uszczeliriania
podłóg, ,do impregnacji drewna, farby do
ochrony ko,nstrukcji drewnianych i rnetalo-
wych. Notuje się sporadyczne T,rzwadki za-
chorowań po niewłaściwym stosowaniu pnepa-
ratów o,dkazający,ch. prepar:aty owadobójcze
i gryzoniobójcze stosowane w sposób niezgod-
ny z prze,pisami stanowią poważne niebezpie-
czeństwo dla zdrowia zwierząt. Błędne tozwią-
zania ko,nstrukcyi ne u:rządzeń kanalizacyi nych,
a także awarie utządzen klimatyzacyjnych mo-
gą powod,ować zatrucia w wyniku działania na
trzodę tr"ujących gazów, Rozwói mechanizacji
powo,duje możliwość z,etknięcia się świń z ta-
kimi truciznami iak ropa naf,towa, olei silni-
kowy, nafta, benzl,na.

H|G|ENA I TECHNOLoG|A PRODUKCJI
Zw|ERZĘCEJ

Potencjolne źród|.g zgtruć lrzody chlewnej
w nowoczesnej hodowli

Z Instytutu Fizjologii zwierząt wydziału Weterynaryjnego AR w walsżawie
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