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Wystepowanie i wrazliwosé na antybiotyki warunkowo
chorobotwoérczych bakterii izolowanych z nasienia ogierow

Zaktad Choréb Koni Bydgoskiego Oddziatu Instytutu Weterynarii w Putawach, Al. Powstaricéw Wikp. 10, 85-090 Bydgoszcz

Summary

Prevalence and sensitivity to antibiotics of facultative pat-
hogenic bacteria isolated from the semen of stallions

295 ejaculates of 150 stallions of various breeds (full
English, Great Polish, Hannower and Polish ponny) used
for mating in 17 horse breeding centres in Poland were
examined bacteriologically. More than 23% of ejaculates
were contaminated with facultative pathogenic bacteria,
mostly by Pseudomonas aeruginosa (10% of samples) sen-
sitive to streptomycin (100%) and neomycin (8%). Str.
zooepidemicus was also isolated (9.5%), sensitive mostly
to chloramphenicol (73%), penicillin (64 %) and oxytetra-
cycline (50% of strains).

Ejakulat ogiera moze zawieraé¢ obok flory saprofitycznej,
takze drobnoustroje warunkowo chorobotwoércze, okreslane
jako bakterie oportunistyczne, czy nawet patogenne o réznym
stopniu zjadliwosci (3, 6, 7, 15, 16, 19, 22, 23). Moga one
by¢ pochodzenia wewnetrznego, w zwiazku z infekcja we-
wnetrznych narzadéw plciowych samca (5, 11), ale czeSciej
sa pochodzenia zewngtrznego (obecnosé na praciu, w faldach
napletka czy w cewce moczo-piciowej), co jednak nie umniej-
sza znaczenia wystepowania zarazka w spermie i roli, jaka
moze on odegraé w wywolywaniu stanéw zapalnych narza-
déw plciowych klaczy i ich jatowosci (1, 8, 9, 17). Powyisze
zagrozenia determinuja wigc okreSlone postgpowanie profila-
ktyczne i terapeutyczne (13, 16, 20, 24).

Celem pracy bylo okreslenie odsetka ejakulatéw zawiera-
jacych bakterie warunkowo chorobotwércze u ogieréw uzy-
wanych do krycia w osrodkach hodowli koni w Polsce, a
takze ocena wrazliwoéci najczesciej izolowanych szczepow
bakterii na wybrane antybiotyki.

Material i metody

W sezonach rozrodczych 1985-1990 poddano ocenie bakte-
riologicznej 295 ejakulatéw pobranych od 150 klinicznie
zdrowych ogieréw réznych ras (pelnej krwi angielskiej, wiel-
kopolskiej, hanowerskiej 1 konika polskiego) z 17 oSrodkéw
hodowli koni w Polsce.

Ejakulaty do badai pobierano przy uzyciu wyjalowionego
sprzetu, bez wstepnej toalety pracia i napletka ogiera i w
takich warunkach, w jakich byto prowadzone naturalne stano-
wienie w osrodku hodowlanym. Nasienie po pobraniu przy
uzyciu sztucznej pochwy (model zamkniety) i oddzieleniu fra-
keji galaretowatej przy pomocy sterylnej gazy, przewozono w
termosie w temp. +4°C i w jak najkrétszym czasie poddawano
badaniu mikrobiologicznemu. Posiewy wykonywano na aga-
rze z krwia, podlozu McConkeya oraz Levina. JakoSciowy
sktad bakteryjny nasienia okre§lano za pomoca rutynowych
kryteriéw przynaleznosci rodzajowej i szczepowej drobnou-
strojéw, a ogdblna ich liczbe oznaczano metoda plytkowa.
Wrazliwo$¢ na antybiotyki izolowanych szczepéw bakterii
chorobotwdrezych okres§lano metoda krazkowa.

Wyniki i omdéwienie

Stopient bakteryjnego zanieczyszczenia badanych ejakula-
téw byl znaczny, gd;/i $rednia liczba bakterii w 1 ml nasienia
wynosita 3,13 x 10° komérek. Wsréd 295 ocenianych ejaku-
latéw az w 68 przypadkach izolowano warunkowo chorobo-
twércze bakterie, co stanowi przeszto 23% prob (tab. 1). Dane
te s3 zbiezne z wynikami badan przeprowadzonych w latach
1970-1980 w Polsce, w ktérych w 22% ejakulatéw ogieréw
wykazano obecnos¢ bakterii chorobotwérczych (14). Liczba
i rodzaj bakterii w $wiezo pobranym nasieniu moga by¢ bar-
dzo rézne 1 zmienne w okresach przed, w czasie 1 po sezonie
rozrodczym koni. Zaleza one w duzej mierze od stopnia
zanieczyszczenia drog moczo-plciowych samca, ale przede
wszystkim od obecnosci, zdeterminowanej Srodowiskowo,
réznorodnej flory bakteryjnej zewnetrznego pochodzenia. Na
okres§lony udzial mikroorganizméw w nasieniu ogieréw maja
tez wplyw zabiegi stosowane w ramach tzw. higieny krycia
oraz metoda i technika pobierana ejakulatéw (6, 7, 10, 15,
16, 18, 19, 21, 22, 23).

Uzycie modelu pochwy zamknigtej do pobierania ejakulatu
daje mozliwo$¢ oceny zanieczyszczenia mikrobiologicznego
nasienia, obejmujacego zaréwno obecno$é drobnoustrojow
pochodzenia zewngtrznego, jak 1 wewngtrznego, co naszym
zdaniem jest odbiciem mniej lub bardziej prawdopodobnych
sytuacji wystepujacych przy naturalnym kryciu. Szereg autoréw
stosujac ten wlasnie sposéb pobierania ejakulatéw wykazato
obecno$¢ w nasieniu ogieréw wielu rodzajéw saprofitycznych
i warunkowo chorobotwérczych bakterii, a w$réd nich Pseu-
domonas sp., E. coli, Klebsiella, Aerobacter (Enterobacter),
Proteus sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp. i innych
(3, 6,7, 10, 13, 15, 16, 19, 20). Uzycie z kolei pochwy otwar-
tej pozwala na uzyskanie wigkszej liczby ejakulatéw wolnych
od bakterii, frakcji bogatych w plemniki (21), co jest nie-
zmiernie wazne przy inseminacji koni. Ten sposéb pobierania
nasienia pozwala réwniez na analize jego poszczegdlnych fra-

Tab. 1. Odsetek ejakulatéw zawierajacych bakterie
warunkowo chorobotwércze (n=295)

Badane cechy % prob dodatnich

Ejakulgty Azanieczyszczone . 23.05
bakteriami warunkowo chorobotwdrczymi o
W tym:

Streptococcus zooepidemicis 9.50
Streprococcus equisimilis 1,00
Streptococeus equi 0,03
Streptococens pyogenes 0.03
Staphylococens auretis 1,70
Escherichia coli (hemolit.) 1,00
Pseudononas aerginosa 10,00
Pseudomonas fluorescens 0.07
Carynebacterivm equi 0,03

Objasnienie: n — liczba ejakulatéw
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kcji i wyrzutéw w celu doktadnego umiejscowienia Zrdédia
infekcji, szczegdlnie wowczas, gdy proces chorobowy doty-
czy np. dodatkowych gruczotéw pitciowych ogiera (5). Tisch-
ner i Kosiniak (22) wykazali, Ze odsetek wolnych od bakterii
ejakulatéw maleje, a liczba drobnoustrojéw i ich rodzajéw
wzrasta wraz ze zwickszeniem sie liczby skokow oddawa-
nych przez ogiera do ejakulacji (2 i wiecej). Autorzy ci (23)
badajac réwniez bakteriologicznie pierwsze ejakulaty 200
ogieréw w okresie okotosezonowym, wykazali w 41% préb
brak, a w 59% obecnos¢ réznego typu saprofitycznych i po-
tencjalnie chorobotwdrczych bakterii z rodzajéw: Streptococ-
cus sp., Staphylococcus sp., Corynebacterium sp. i szczepy
E. coli.

Rezultaty badan wtasnych sa podobne do tych ustalef i
wykazuja w decydujacym stopniu obecno$¢ w nasieniu beta
hemolitycznych paciorkowcéw, w tym: Str. zooepidemicus
(9,5%), Str. equisimilis (1,0%) i Str. equi (0,03% préb). Na
wystepowanie paciorkowcéw w ejakulatach ogieréw zwraca-
no juz w Polsce uwage (3, 8, 10, 20). Dotychczasowe usta-
lenia potwierdzaja aktualno$¢ omawianego problemu i jest to
tym bardziej wazne, Ze odnotowano w czasie prowadzonych
badan ronienia u klaczy krytych ogierami, z ktérych nasienia
izolowano Str. zooepidemicus oraz wykazano nosicielstwo te-
go paciorkowca u ogiera w kolejnych sezonach rozrodczych.
Na uwage zastuguje réwniez obecnosé w nasieniu paciorkow-
ca zolzowego — Str. equi, a jego izolacja mogta by¢ zwiazana
z okreslong sytuacja epizootyczna w stadzie.

Bakteria gramujemng, najczesciej izolowana z nasienia
ogieréw, byta pateczka ropy bigkitnej — Pseudomonas aeru-
ginosa (10,0% préb). Obecno$é tego drobnoustroju w nasie-
niu ogieréw wykazato wielu autoréw (6, 13, 15, 16, 19).
Stanowi on czesto tylko maty odsetek réznych bakteryjnych
populacji i izolowany jest przewaznie od samcéw z normalng
plodnoscia (10). Z kolei problem wyjatkowej zjadliwosci
okreslonych serotypéw Ps. aeruginosa w $wietle badan At-
hertona (2) nie jest do kotica jasny. Badania wlasne wykazaly
tylko, ze bakteria ta najczeSciej wystepowata w nasieniu ogie-
réw pelnej krwi (40% préb dodatnich) i hanowerdw (28,5%
préb), a najrzadziej u wielkopolskich (6,0% prob) i konika
polskiego (5,0% préb).

Bakterie wystepujace w nasieniu ogieréw moga by¢ prze-
noszone w czasie krycia i czgsto wykazywane sa jako czyn-
niki etiologiczne stanéw zapalnych macicy klaczy, ronief i
jatowosci (1, 4, 8, 9, 12, 15, 17, 25). Moga by¢ tez przyczyna
infekcji narzadéw plciowych ogiera; opisane zostaly ostatnio
przypadki zapalenia najadrzy wywotanego przez Str. zooepi-

Tab. 2. Wrazliwo$¢ (w %) Str. zooepidemicus oraz Ps. aeruginose izo-
lowanych z nasienia ogieréw na wybrane antybiotyki

Anitgbiowk Str. zomipidemicus Ps. aell’uginosa
w Sw 0 w Sw 0
Ampicylina 32,0 9,0 590 0 0 100,0
Chloramfenikol 73,0 4,5 22,5 0 8,0 92,0
Erytromycyna 36,5 4,5 59,0 0 0 100,0
Gentamycyna 4,5 9,0 86,5 4,0 4.0 96,0
Kloksacylina 4,5 4,5 91,0 0 0 100,0
Linkomycyna 9.0 4,5 86,5 0 0 100,0
Neomycyna 23,0 41,0 36,0 8,0 71,0 21,0
Oksytetracyklina 59,0 32,0 9,0 0 4,0 96,0
Penicylina | 64,0 14,0 22,0 0 0 100,0
Streptomycyna 36,0  41.0 23,0 100 0 0

Objaénienia: w — wrazliwe, §w — $redniowrazliwe, o — opome
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demicus (11) oraz bariki nasieniowodu i gruczoléw pecherzy-
kowych przez Ps. aeruginosa (5).

Z tych tez wzgledéw duzego znaczenia nabieraja wyniki
oceny wrazliwosci na antybiotyki bakterii najczeSciej izolo-
wanych z nasienia krajowych ogieréw, ktére przedstawiono
w tab. 2. Okazalo si¢, ze Streptococcus zooepidemicus byl
najbardziej wrazliwy na chloramfenikol (73%), penicyling
(64%) 1 oksytetracykling (59% szczepéw), a najmniej na klo-
ksacyling (4,5% szczepéw). Podobne wyniki uzyskat Rostel
(15) stwierdzajac, ze hemolityczne paciorkowce izolowane z na-
sienia ogieréw wrazliwe byly w 70,3% na chloramfenikol, a
45,2% na penicyling oraz Renner (16), ktéry potwierdzit wra-
zliwoé¢ hemolitycznych paciorkowcéw na chloramfenikol, pe-
nicyline, erytromycyne, tetracykline, ampicyling, a opornos¢
miedzy innymi na gentamycyne, kanamycyne i neomycyng.

Pseudomonas aeruginosa byt szczegblnie wrazliwy na strep-
tomycyne (100%) i na neomycyneg (8% szczepdw), a oporny
na wiekszo$é pozostatych antybiotykéw. Wielu autoréw
stwierdzito, ze zaréwno u klaczy, jak i ogieré6w bakteria ta
jest oporna na szereg chemioterapeutykéw oraz wywoluje
trudno wyleczalne stany zapalne narzadéw piciowych (2, 5,
13, 16).

Przedstawione wyniki badania bakteriologicznego ejakula-
téw ogieréw obrazuja zanieczyszczenie nasienia réznymi ro-
dzajami bakterii warunkowo chorobotwérczych. Nalezy mied
jednak $wiadomo$¢, ze sa to drobnoustroje, ktére wspdlzyja
ze zwierzeciem lub znajdujg si¢ w bezposrednim Srodowisku
jego bytowania i w zwyktych warunkach nie wywotuja choroby.
Jest jednak szereg czynnikéw, ktére powoduja, Ze nieszkod-
liwe dotad szczepy nabieraja wlasciwosci chorobotwérczych,
a problem wtedy moze mie¢ nie tylko charakter indywidual-
ny, ale réwniez Srodowiskowy, czgsto zwiazany z okreslonym
stadem i sezonem rozrodczym.
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Aktywnos¢ esterazy neurotoksycznej
u kur wielokrotnie zatruwanych DFP

Zaktad Ochrony Radiologicznej i Badan Izotopowych, Instytut Weterynarii, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Summary

Activity of neurotoxic esterase in hens poisoned over a
period of time with DFP

The studies were carried out on 30 hens of the Leghorn
breed, which were being poisoned with DFP for 20 days
at a rate of 0.05 mg per 1 kg. The activity of AChE was
determined in the plasma, brain and spinal cord and the
activity of NTE in the brain and spinal cord after 1, 5,
15 and 20 days. In poisoned hens the activity of AChE
decreased after the 1st injection to 55 per cent and did
not change for up to 20 days; it fell to 82 per cent in the
brain after 5 days and was on the same level for up to 20
days. In contrast, the activity of AChE in the spinal cord
decreased successively up to 71 per cent after 20 days.
The NTE activity in the brain dropped to 46 per cent and
in the spinal cord to 40 per cent after 20 days.

Zwiazki fosforoorganiczne (FO) mogg wywotywad u ludzi
1 zwierzat op6Zniony efekt neurotoksyczny, ktory jest catkiem
odmienny od ostrej odpowiedzi toksycznej, zwiazanej z dzia-
taniem antycholinesterazowym. Nie wystepuje on nigdy
wczesniej niz w 8 dni po zatruciu, a w tagodniejszych przy-
padkach wystepuje w okresie do 3-4 tygodni. Efekty te do-
tycza gtownie dtugich aksondw rdzenia kregowego i nerwéw
obwodowych; zwykle sa bardziej rozwiniete w koficzynach
tylnych — nogach anizeli przednich — r¢gkach (4).

OpdéZniona neuropatia zostata po raz pierwszy rozpoznana
przez Larota w 1899 r. u gruzlika leczonego fosfokreozotem,
a opisana po raz pierwszy przez Smitha i wsp. w 1933 r.
Przypadki tej choroby stwierdzano w Holandii, Niemczech,
Francji u kobiet stosujacych wyciag z pietruszki z dodatkiem
TOCP do wywotania aborcji, a takze u zolnierzy niemieckich
1 francuskich w czasie II wojny $wiatowej w wyniku uzywa-
nia oleju jadalnego zafatszowanego TOCP (22). Najpowaz-
niejsze zatrucia z przypadkami neuropatii, obejmujace okoto
10 000 oséb, wywotane zafatszowanym TOCP olejem jadal-
nym, mialy miejsce w 1959 r. w Maroku (16).

Opdinione neuropatie moga wystgpowac réwniez u 0sdb
zawodowo stosujacych rozpuszczalniki, farby, lakiery, skéry
naturalne i sztuczne i materialy plastykowe zawierajace
TOCP, srodek zwigkszajacy ich plastycznosé (23).

Tesli chodzi o pestycydy, to po raz pierwszy stwierdzono
w USA neurotoksyczne dziatanie Leptofosu (2) i w zwiagzku
z tym odwotano jakgkolwiek tolerancje dla tegb zwiazku w
zywnoscl oraz wprowadzono biezaca kontrole zwiazkéw FO

przed ich dopuszczeniem do stosowania. Kontrole takie wpro-
wadzono nastepnie w Wielkiej Brytanii, Niemczech, Kana-
dzie i innych krajach. Badania testowe tego typu polegaja na
oznaczaniu neurotoksycznej esterazy (NTE) u kur w wieku
powyzej 180 dni otrzymujacych testowany zwiazek FO.

W zwiazku z tym podjeto badania poréwnawcze aktywno-
Sci acetylocholinoesterazy (AChE) i NTE w mézgu i rdzeniu
kregowym kur po wielokrotnym podawaniu DFP, ktéry jest
typowym zwiazkiem FO o dziataniu neurotoksycznym.

Material 1 metody

Badania przeprowadzono na 30 kurach rasy Leghorn w
wieku 12 miesiecy o masie ciata 1,8-2,4 kg. Zwierzgta przez
caly okres doswiadczenia byly zZywione standardowg dietg z
nieograniczonym dostepem do wody.

DFP (fluorofosforan dwuizopropylowy) rozpuszczony w
mieszaninie glikolu propylenowego z alkoholem etylowym
(1:1) w stezeniu 1 mg DFP/1 ml podawano kurom domiesnio-
wo codziennie przez 20 dni w dawkach 0,05 mg/kg.

Oznaczanie aktywnosci AChE w osoczu, m6zgu i rdzeniu
kregowym wykonano po 1, 5, 10, 15 i 20 dniach metoda
Hestrina opisang przez Juszkiewicza 1 wsp. (14). Oznaczanie
NTE w moézgu i rdzeniu kregowym wykonano w tych samych
okresach metoda Johnsona (11). Zawartos¢ biatka w badanych
tkankach oznaczano metoda Lowry i wsp. (21).

Krew do oznaczen aktywnosci AChE w osoczu pobierano z
zyty skrzydtowej. Do oznaczeri aktywnosci AChE i NTE w
mozgu i rdzeniu kregowym kury zabijano przez dekapitacje
bez narkozy. Aktywno$¢ enzymdéw oznaczano bezposrednio
po pobraniu préb.

Wyniki badar

Aktywnosé AChE w osoczu przed podaniem DFP wynosita
(w nM/min/ml/ 650£43 (100%). Po pierwszej iniekcji DFP
aktywnos¢ AChE zmniejszata si¢ w ciagu 24 godz. do 354£30
(55%). Nastepne, codzienne iniekcje DFP nie zmienialy istot-
nie aktywnosci AChE, ktéra po 20 dniach wynosita 344,5+25
(53%}).

Aktywnos¢ AChE w homogenatach mézgu (ryc. 1) przed po-
daniem DFP wynosita (w uM/min/g tkanki) 23,3+1,8 (100%).
Po pierwszej iniekcji DFP zmniejszata si¢ do 21,942,0 (94%).
W ciagu 5 dni nastgpowal dalszy spadek aktywnosci AChE
do 19,1£1,5 (82%) i w ciagu kolejnych iniekcji DFP aktyw-
nos¢ AChE utrzymywala si¢ na podobnym poziomie, wyno-
szacym po 20 dniach 19,6120 (84%).

Aktywno$§¢ AChE w homogenatach rdzenia kregowego
(ryc. 1) przed podaniem DFP wynosita (w pmM/min/g tkan-



