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I nseminacja jest metadbiotechnologii ruty-

nowo stosowan w hodowli zwierat. Przy-

ktadowo, tylko u bydta co roku wykonujegsi
w skaliswiatowej okoto 100 milionéw takich za-
biegéw (Thibier, 2005). Wymaga to produkcji
dwzej ilosci dawek mraonego nasienia, ktére
musz spetnig wysokie normy sanitarno-wete-
rynaryjne i podlega ochronie sanitarnej. Celem
ochrony sanitarnej jest zapewnienie bezpigcze

Zgodnie z obowizujacymi standardami sanitar-
no-weterynaryjnymi, okidonymi w przepisach,
dodatki stosowane w rozrzedzalnikach nie mog
stanowé¢ zagraenia dla zdrowia zwiegt (Roz-
porzadzenie Ministra Rolnictwa, 2004 a, b,
2006). Zagreenie takie wydaje sirealne, bo-
wiem rozrzedzalniki magby¢ zrodtem patoge-
néw i s zarazem doskorgpazywka dla czyn-
nikéw chorobotworczych. Ma to istotne znacze-

stwa epizootycznego, ograniczenie do minimumnie w sytuacji, gdy wgksza¢ dostpnych na

ryzyka przenoszenia choréb, w tym chordb od-rynku

zwierzcych, dbanie o odpowiednijakas¢ za-

rozrzedzalnikow jest produkowana
w oparciu o substytuty pochodzenia zwige-

konserwowanego i przechowywanego materiatugo, gtownie mleko i6ttko jaj, a take w mniej-

Ochrona sanitarna materiatu
w tym takze nasienia, odbywacsiv bardzo sze-
rokim zakresie i obejmuje napujace etapy: po-
zyskiwanie, przetwarzanie i obrahkkonserwa-

genetycznegoszym stopniu krew, surowjd osocze.

Czynniki patogenne przenoszoney S
Z pétproduktami zwiercymi w sposéb bezpo-
sredni od zwiergt zaka&onych, Ilgdacych

cje, przechowywanie, wprowadzanie do obrotu,w okresie inkubacji choroby, zwiestz chorych

transport oraz wykorzystanie (Le Tallec i in.,

2001). W pierwszej kolejrigi zwraca si uwag;
na stan zdrowotny dawcow, ktory begpemnio

z objawami klinicznymi lub nosicieli. Wedtug
Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwiest (OIE)
czynniki specyficzne dostasic do pobieranego

przeklada s na stan sanitarny pozyskiwanego materiatu, stanowtego po odpowiedniej ob-

materiatu. Naspnie bierze s pod uwag za-
bezpieczenie sanitarne pomieszgzesprzitu
i personelu, a tale wprowadzanie i egzekwowa-

rébce dodatek do nasienia, w wyniku wiremii,
bakteriemii lub w momencie wygiienia infek-
cji miejscowych (Thibier i Guerin, 2000). Naj-

nie systeméw kontroli. Przedmiotem zaintere-grozniejszy wydaje si okres inkubacji (wydga-

sowania s takze laboratoria, w ktorych prowa-

dzi sk ocery materialu genetycznego, rozrze-

dzanie, konfekcjonowanie i zamemie. Pod
wzglgdem sanitarnym rozpatrujegsstan higie-
niczny pomieszcZe odpowiedmi jakos¢ sprz-
tu, programy sterylizacji i odkania oraz kwali-
fikacje personelu.

W ujeciu sanitarnym istotna jest tak

nia) choroby, od momentu wnikmia patoge-
néw do wysipienia objawéw klinicznych
(Alexandersen i in., 2003; Bauer, 1997; Jackson,
2003). W zalenosci od choroby mge on trwa

od kilku do nawet kilkudziesciu godzin,

a w sporadycznych przypadkach do kilkuset dni
(Jackson, 2003; OIE Listed diseases, 2007).
Szczegolne zagrenie niog zakaenia pier-

odpowiednia jak& stosowanych rozrzedzalni- wotne przy diugich okresach inkubacji. W takich
kow i innych preparatow lub odczynnikdw. sytuacjach istnieje ryzyko dtugotrwatego siew-
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stwa bez widocznych oznak choroby. NMao-
sci zdiagnozowania dajwéwczas badania labo-
ratoryjne: wykrycie czynnikow patogennych lub
badanie swoistych przeciwciat. Naje jednak
pamkta, ze przeciwciata pojawiajsie dopiero
po uptywie srednio kilku lub kilkunastu dni od
momentu infekcji, a tale po szczepieniach
ochronnych. Mniejsze zagrenie niesie okres
kliniczny choroby lub nosicielstwa. W tych sy-
tuacjach istnieje bowiem mlwos¢ szybkiej
eliminacji zwierat po badaniu Klinicznym
i wykonaniu swoistych bada laboratoryjnych.
Nalezy pamgtac, ze wynikiem infekcji jest oz
sto proces nawrotowy, z okrespwwysoky kon-
centracy patogendw, nagbnie nisky koncentra-
cja lub brakiem czynnikéw chorobotworczych

osocze i mlekoZottko jaja w mniejszym stop-
niu maze by zrodtem zakaenia patogenami
swoistymi ze wzgidu na wysol barieg
miedzygatunkow. W przypadkuzottka jaja
istnieje jednak bardzo wysokie ryzyko prze-
noszenia choréb bakteryjnych, gtéwnie sal-
monellozy iE. coli.

W tabeli 1 przedstawiono 13 gtéwnych
choréb umieszczonych przez OIE nadie A,
na ktore chorwj ssaki. Wszystkieaschorobami
wirusowymi, z wyptkiem pleuropneumonii by-
dia, ktora jest powodowana przékycoplasma
mycoides subsp. mycoides. &iowodnionoze
sparod tych 13 najgriiejszych choréb w 9
zrédtem zakaenia mog by¢ krew, mleko i na-
sienie (OIE Listed diseases, 2007). Wedtug nie-

(Alexandersen i in., 2003; Bauer, 1997; Jacksonktérych autoréw, w zwazku z wirusov etiolo-

2003; Kitching i Taylor, 1985; Mammerickx
iin., 1987; Muskens i in., 2001; Tyler, 1978).
W ujeciu sanitarno-epizootiologicznyrodiem
czynnikobw patogennych magby¢ potprodukty
pochodzenia zwieezego stosowane w produk-
cji rozrzedzalnikéw, takie jak: krew, surowica,

gia chordb z listy A naley spodziewa sie ich

w materiale genetycznym, w trakcie fazy wire-
mii, we wszystkich przypadkach z vaykkiem
zakanego gcherzykowego zapalenia jamy ust-
nej i gonczki doliny Rift (Hare, 1985; Philpott,
1993; Thibier i Guerin, 2000).

Tabela 1. Wykaz choréb umieszczonych teidi A OIE z uwzgtdnieniem etiologii, drogi przenoszenia,
zrédta zakaenia i liczby gatunkéw podatnych na chogd®IE Listed diseases, 2007)
Table 1. Diseases notifiable to the OIE (List Alhwegard to aetiology, transmission routes,
sources of infection and number of susceptibleispdOIE Listed diseases, 2007)

Choroba -Disease Etiologia —Aetiology

Zrédio zakaenia —Sources of virus

Pryszczyca

Foot and mouth disease rodzajAphtovirus

virus, family Picornaviridae,

genus Aphtovirus

wirus, rodzinaPicornaviridae,

wydychane powietrzeglina, kat, mocz, krew,
mleko, nasienie (na 4 dni przed wysgpieniem
zmian klinicznych)

breath, saliva, faeces, urindlood, milk, semen
(up to 4 days before clinical signs)

Zakane pcherzykowe

zapalenie jamy ustnej  rodzaj Vesiculovirus

wirus, rodzinaRhabdoviridae,

slina, ptyn i nablonek z otwartychepherzy, zie-
mia i rasliny

Vesicular stomatitis virus, family Rhabdoviridae, saliva, exudate or epithelium of open vesicled,|soi
genusVesiculovirus and plants
Choroba pcherzykowa  wirus, rodzinaPicornaviridae, przewod pokarmowy, w pogtkowym okresie
swin rodzajEnterovirus wszystkie tkanki w okresie wiremii, w tykrew,
Swine vesicular disease virus, family Picornaviridae, mleko, nasienie
genusEnterovirus digestive tract initially, all tissues during the-
raemic period, includindplood, milk and semen
Pomér bydta (ksigosusz) wirus, rodzinaParamyxoviri-  tzy, wydzielina z nosaslina, mocz, kat 1-2 dni
Rinderpest dae,rodzajMorbillivirus przed objawami klinicznymi, wszystkie tkanki po
virus, family Paramyxoviridae, wystapieniu objawéw, w tymkrew, nasienie
genusMorbillivirus mleko
tears, nasal secretions, saliva, urine, faeces 2 |to
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days before clinical signs, all tissues after the
appearance of clinical signs, includinglood,
semen and milk

Pomér matych przaiwa- wirus, rodzinaParamyxoviri-  {zy, wydzielina z nosaslina, mocz, kat,mleko,

czy dae,rodzajMorbillivirus krew, nasienie

Peste des petits ruminantegirus, familyParamyxoviridae, tears, nasal discharge, saliva, urine, faecamdk,

genus Morbillivirus blood and semen

Zaraza plucna bydta Mycoplasma mycoides subsp. ptuca, limfa, mozg, watroba, nerki, wzty chionne,

Contagious bovine pleu- mycoides S@biotyp bydecy — macica, ptody

ropneumonia bovine biotype) lungs, lymph, brain, liver, kidneys, lymph nodes,
uterus, fetus

Choroba guzowatej skérywirus, rodzinaPoxviridag skéra (wirus przeywa do 40 dni w ubytkach

bydta rodzajCapripoxvirus i strupach),slina, wydzielina z nosamleko, na-

Dematitis nodularis virus, family Poxviridae, genussienie migsnie, ledziona, wzty chfonne

bovum Capripoxvirus skin (virus may survive 40 days in lesions and

crusts, saliva, nasal dischargmilk, semen mus-
cles, spleen, lymph nodes

Goraczka doliny Rift
Rift Valley fever

wirus, rodzinaBunyaviridae komary —-mosquitoes
rodzajPhlebovirus

virus, family Bunyaviridae,

genus Phlebovirus

Choroba niebieskiego  wirus, rodzinaReoviridae komary,krew, nasienie
jezyka rodzajOrbivirus mosquitoesblood, semen
Bluetongue virus, family Reoviridae, genus

Orbivirus
Ospa owiec i ospa k6z  wirus, rodzinaPoxviridag skoéra,slina, wydzielina z nosa, kat
Sheep pox and goat pox rodzajCapripoxvirus skin, saliva, nasal secretions, faeces

virus, family Poxviridae, genus
Capripoxvirus

Afrykanski pomor koni
African horse sickness

viscerotropic virusrodzina wszystkie tkanki, w tymkrew, nasienie mleko
Reoviridae rodzajOrbivirus all tissues includindplood, semen and milk
viscerotropic virus, family

Reoviridae, genus Orbivirus

Afrykanski pomérswin
African swine fever

wirus nieklasyfikowany wszystkie tkanki, w tymkrew, nasienie mleko,
(prawdopodobnidridovirus wydzieliny chorych i padtych zwiest, obrzeek
i Poxvirug ptasi

virus not classified (has chaall tissues includindplood, semen and milksecre-

racteristics of an lIridovirustions and excretions of sick and dead anim
and a Poxvirus) Argas reflexus
Klasyczny pomoOswin wirus, rodzinaFlaviviridae, wszystkie tkanki, w tymkrew, nasienie mleko,
Classical swine fever rodzajPestivirus wydzieliny chorych i padtych zwiesz (ozdro-
virus, family Flaviviridae, ge- wiency do miesica)
nus Pestivirus all tissues, includingblood, semen and milkse-

als,

cretions and excretions of sick and dead animals

(convalescents up to one month)
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Na liscie B OIE umieszczono okoto 80
chorob zakanych, wywolywanych przez wi-
rusy, bakterie, mykoplazmy i pierwotniaki.
Najgrazniejsze z nich & objete rzadowymi
programami zwalczania chordb zahksch
(m.in. wkcieklizna, waglik, gruzlica bydta,

bruceloza bydta, owiec i kéz, enzootycznaczynniki

biataczka bydta i trgsawka owiec. We
wszystkich tych chorobach, z waykiem wa-
glika i trzgsawki owiec, stwierdzono mb-

z krwia, mlekiem i nasieniem, a w przypadku
waglika z krwia.

Z drugiej strony, dodatki pochodzenia
zwierzcego stanowi takze doskonate poyw-
ki dla bakterii, pierwotniakéw i grzybow, sta-
nowiacych w wkkszdci tzw. niespecyficzne
infekcyjne. Do niespecyficznych
czynnikdédw patologicznych zaliczaesgatunki
bakterii saprofitycznych i oportunistycznych,
z ktorych szereg ma charakter warunkowo

wos¢ przenoszenia czynnikdéw infekcyjnych chorobotwérczy (tab. 2).

Tabela 2. Gatunki bakterii najgxiej wystpujace w nasieniu zwiegst gospodarskich
Table 2. Most common species of bacteria fountlérsemen of farm animals

Gatunek -Species

konie -horses(42) |

bydto —cattle (20) |

swinie —pigs(4)

Escherichia coli
Streptococci spp.
Klebsiela pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli
Citrobacter spp.
Enterobacter spp.
Proteus mirabilis
Micrococcus spp.
Staphylococcus aureus
Staph. epidermidis
Bacillus cereus
B. subtilis

Enterococcus spp.
Salmonella npddiia
Acinetolvdwieffi

Eschexichbli

Pseudomonas spp.
Comamonas testosteroni

Klebsiella spp.
Providencia rettgeri
Burkholderia cepacia
Enterobacter cloacae
Corynebacterium spp.
Pasteurella multocida

Proteus mirabilis

Streptococcus suis
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W trakcie zmiany warunkéwrodowi-  zrodlem mog by¢é wowczas: personel, woda
ska niektére z bakterii wymienionych w tabeli i substancje (szczegdlnie pochodzenia organicz-
2 mog sta& sie patogenami zjadliwymiZro-  nego) dodawane do rozaizalnikéw, ptynéw
dtem zanieczyszchesa najczsciej wydaliny  konserwujcych oraz medidw.
zwierzt, wydzielina jamy napletka, skoéra, Dodatkowo, zrédtem zanieczyszche
wiosy, a take wydzielina uktadu oddechowe- mom by¢: sprzt i wyposaenie wykorzystywa-
go (Varner, 1998). ne w kontakcie z materiatem genetycznym,

Do zanieczyszcze flora saprofitycza  atake systemy wentylacji (Althouse i in.,
moze dochodai takze wtornie, w trakcie pobie- 2000) oraz ciekly azot (Mazurova i Krpatova,
rania, obrébki i przechowywania materiatu, a ich1990; Bielaski i in., 2003).

Tabela 3. Sposoby monitorowania zanieczyszt¢gelogicznych nasienia wedtug Bigkkiego (2007)
Table 3. Methods for monitoring biological contaation of semen according to Biékki (2007)

Sposoby monitorowana zanieczyszcb@logicznych nasienia
Methods for monitoring biological contaminationsamen

Ptukanie - wirowanie —centrifugation
Flushing - flotacja —flotation

- powolne wirowanie -slow centrifugation

— gradient prekolu percoll gradient

— gradient albumin -albumin gradient

— szklane kulki -glass balls

— filtracja przez weta szklar —filtration through glass wool
(dostpne metody przygotowage nasienie do IVF -methods available fq
semen preparation for IVF)

-

Antybiotyki - penicylina —penicillin
Antibiotics - amoksycylina -amoxycilin
- streptomycyna streptomycin
- gentamycyna -gentamycin
— amikacyna -amicacin
- linkomycyna -inkomycin
- spektynomycyna spectinomycin
- tylozyna —tylosine
- inne —others
lub ich mieszaniny o szerokim spectruror-broad-spectrum mixtures of these

Zakwaszenigrodowiska — 1IN HCI 1:1 z nasieniem, pH 5,0, przez 2-5 midN HCI 1:1 with
Acidity (pH) semen, pH 5.0, for 2-5 min

Trypsyna i inne enzymy - Trypsyna -Trypsin(0,3% — 5-0 min)

Trypsin and other enzymes - amylaza -amylase

- beta-glukuronidaza beta-glucuronidase
- katalaza- catalase

Zwiazki $wiattoczute - hematoporfiryna -hematoporphyrifHP)

i barwniki —Sensitizers and - pochodne hematoporfirynyhematoporphyrin derivative$iPD)
dyes — thiopyronina -thiopyronine (TP)

Immunorozrzedzalniki — swoiste immunoglobuliny 1gG G specific immunoglobulins
Immunoextenders

Ozon -Ozone - 0zon —0zong(Os)
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Dostpnymi metodami pozwalagymi produkowanych komercyjnie. W przypadku
na eliminacg wtérnych zanieczyszcgebiolo-  potproduktow pochodzenia siinnego istnieje
gicznych z nasienia i rozrzedzalnikdéw. gtu-  jednak maliwos¢ wtérnego przenoszenia
kanie, dodatki antybiotykowe, zakwaszenieczynnikow patogennych. Mdiwosé taka wy-
srodowiska (pH), trypsyna lub inne enzymy, kazano zaledwie w dwoch chorobach z listy A
czynniki s$wiattoczute, barwniki, preparaty OIE, tj. pryszczycy (Dus Santos i Wigdo-
immunologiczne i ozon (tab. 3) (Bidiski, rovitz, 2005; OIE Listed diseases, 2007; San-
2007). W praktyce powszechnie stosowane sson, 1994) i pcherzykowym zapaleniu jamy
dodatki antybiotykow i ich mieszaniny, ustnej (Hansen i in., 1985; OIE Listed dise-
W mniejszym stopniu pozostate sposoby. ases, 2007; Vesicular Stomatitis, 2007). Opi-

Standardowe procedury sanitarne sto-sano maliwos¢ wtdrnego przenoszenia tak
sowane w trakcie przygotowania nasienia doinnych chordb, m.in. kolibakteriozy, salmonel-
potrzeb inseminacji obejmuziatania majce  lozy (Erickson i Doyle, 2007; Fett i Cooke,
prowadzé do eliminacji czynnikéw patogen- 2003; Nabbut i in., 1982; Rangel i in., 2005) i
nych przy zachowanejywotndsci plemnikow.  zakaen Clostridium spp. (Greenham iin.,
W tym celu powszechnie stosowanred®datki  1987). Naley podkréli¢, ze zanieczyszczenia
antybiotykéw, a o ich wyborze jako stabiliza- bakteryjne nie powinny stanotviproblemu,
toréw flory bakteryjnej decyduje w znacznej bowiem w procesie technologicznym przygo-
mierze wlasne dawiadczenie. Badania labora- towania dodatkow 4y sie do eliminacji ob-
toryjne obejmujce identyfikacg drobnoustro- cych czynnikdéw biologicznych. Problem mpg
jow i testy lekooporngci mogn by¢ jedynie  stanowt wspomniane wirusy ze wzglu na
pomocne w doborze chemioterapeutykdw. Wznaczm oporn@é na czynniki srodowiska
warunkach terenowych zasada gpswania i srodki odkaajace (Wachnik, 1983). Istnieje
celowanego i stosowania oklenych lekow jedynie hipotetyczna nitiwos¢ przenoszenia
przeciwko patogenom ugiuje miejsca che- pryszczycy i pcherzykowego zapalenia jamy
mioterapii skojarzonej, o jak najszerszym ustnej pod warunkiemze stosowane poétpro-
spektrum dziatania. Wskazania do stosowaniadukty raslinne pochodz z tak zwanych miejsc
dwdch lub wecej preparatow obejmatj lecze-  zapowietrzonych, czyli objych chorol. Na-
nie przypadkow trudnych do rozpoznania,lezy jednak pamitaé, ze proponowane za-
zapobieganie rozwojowi opord@ na dany mienniki, m.in. biatko soi, mleko kokosowe,
antybiotyk, uzyskanie synergicznego dziataniacukry ztazone i inne, w podobnym stopniu jak
lekow i leczenie zakan mieszanych (Rohi-  substancje pochodzenia zwiecego Ieda
ski, 1990).Wszystkie te warunkiasspetnione doskonad pozywka dla bakterii i innych drob-
w praktyce terenowej. Rutynowo stosuje si noustrojow (Aires iin., 2003). W badaniach
mieszanirg streptomycyny z penicylin oraz  przeprowadzonych z wykorzystaniem dodat-
linkomycyny ze spektynomycyn kéw pochodzenia niezwiegzego nie wykaza-

Mozliwe jest take stosowanie innych no, by ich zastosowanie prowadzito do obni-
antybiotykdéw lub ich pajczen, jesli dzialaja ~ zenia ryzyka wtérnych zanieczyszézbakte-
one zarazem przeciw giwikowi, leptospirom  ryjnych i zahamowania rozwoju drobnoustro-
i mykoplazmom. Najogciej stosowane gs  jow (Ahmad i Foote, 1986; Bousseau i in.,
amikacyna, gentamycyna, neomycyna, poli-1998; Thun i in., 2002; Vishwanath i Shannon,
myksyna czy tylozyna Iub ich mieszaniny 2000; Wagtendonk-de Leeuw i in., 2000). Je-
(Chohan i Hunter, 2004; Eaglesome i Garcia,dynym korzystnym aspektem sanitarnym ich
1995; Gliedt i in., 1996; Kim, 2000; Kohler- stosowania jest eliminacja drobnoustrojow

Samouilidis, 1884). wystepujacych we krwi, mleku izottku jaja
Ze wzgkdu na maliwos¢ bezpdred-  (Aires i in., 2003; Bousseau i in., 1998; Thun

niego przenoszenia choréb zakgch z pro- iin., 2002).

duktami pochodzenia zwiegzego poszukuje W aspekcie sanitarno-weterynaryjnym

sie ich zamiennikéw. Substancje pochodzeniazastpienie produktéw pochodzenia zwierz
roslinnego lub syntetycznegoa sobecnie do- cego substytutami gbnnymi lub syntetycz-
datkiem do szeregu rozrzedzalnikdw nasienianymi maze wptymé na podniesienie poziomu
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bezpieczastwa epizootycznego przez ograni- rob wirusowych. W mniejszym stopniu przy-
czenie maliwosci bezpdredniego przenosze- czyni sk do ograniczenia wtoérnych zanie-
nia czynnikéw patologicznych, gtéwnie cho- czyszczé biologicznych.
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Rozrzedzalniki w produkcji nasienia na potgzeébseminacii

EXTENDERS IN PRODUCTION OF SEMEN FOR ARTIFICI AL
INSEMINATION — SANITARY ASPECTS AND NEW SOLUTI ONS

Summary

The experimental biotechnological techniques,odticed 40 years ago in animal reproduction, are
now routine and common procedures used in breedirtdicial insemination occupies the most importan
place, requiring the production of huge amountérofen semen doses that meet strict sanitary atetive
nary standards. The quality of extenders and opheparations or reagents used for semen treatragnt,
tension and cryopreservation is also importantatcordance with current sanitary and veterinary-sta
dards, the additives used in extenders must befsaf@nimal health. In fact, they can be a diremirse of
pathogens as well as providing an excellent mediamnbacteria. In the former case, pathogens anestra
ferred directly with the material collected fronfented animals, from animals in the incubation ghata
disease, from sick animals with clinical symptonmisfrom the carriers. Animal additives also provide
excellent medium for bacteria, protozoa and funghjch are mostly non-specific infectious agentseTh
fact that infectious diseases can be spread througgtia containing animal-origin additives seemsrttegn
reason for a search for replacements that are $@fier the sanitary standpoint. In sanitary and satey
terms, the replacement of animal materials witmptar synthetic substitutes can help to increaseogypic
safety by limiting the possibility of pathologicabents, mainly viral diseases, being transferredcdy.
To a lesser degree, this will contribute to limitisecondary biological contamination.

fot. B. Borys
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