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PROBA OKRESLENIA ZANIECZYSZCZER BAKTERYJNYCH NASIENTA

METOD) BREEDA
Jacek Judek, Jedrzej M, Jaskowski

Zaklad Fiz jopatologii Rozrodu i Imnseminac ji

Instytutu Weterynarii, Oddzial w Bydgoszczy

Wierzbowski i wsp, [6] stwierdzili, ze na 2850 zbadanych
e jakulaté6w nasienia mrozonego 26% zawieralo wigcej niz 100 000,\
a 11% wiecej niz 500 000 drobnoustrojéw na mililitr, Jakkol=-
wiek brak jest wyraZnych dowodéw, aby zawartoééndroﬂndustroé
Jow wyZsza niz 100 000/ml wplywala ujemnie na zdolno$é zaptad-
nia jeca nasienia « duze ich stezenie w nasieniu uwaza sie¢ =za
niepozgdane, Tymczasowe wytyczne Departamentu Weterynarii
z 1979 r, przewidujg, Ze w nasieniu $wiezym nie powinno byé
wiecej niz 500 000 drobnoustro jéow na ml, w nasieniu mrozﬁnym -
konserwowanym 150 000 i 50 000 w nasieniu przechowywanym w sta=
nie pitynnym, Obowigzujgca u nas metoda okres$lania liczby dro-
bnoustro jow za pomocqg posiewdw na agar z krwig [2] Jest za-
réowno czasochionna i kosztowna, jak i w warunkach laboratorium
inseminacy jnego trudna do wykonania, szczegélnie w przypad-
kach, gdy ilo$ciowej kontroli bakteriologicznej mialoby sie
poddaé¢ kazdy e jakulat przeznaczony do konserwacji nasienia, Te

wzgledy spowodowaly, ze postanowiono sprawdiié czy wprowadzona

w roku 1911 metoda Breeda do oznaczania bakterii w mleku nie
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mogtaby znaleZé zastosowania praktycznego, Zasadniczym celem
badan bylo ustalenie czy wymieniona metoda Jjest w przyblize-

niu poréwnywalna z metodg posiewu,

MATERIAL I METODY

Analizie poddano 86 e jakulatéw pobranych od 10 buha jkéw
w wieku 18-24 miesiecy. Posiew na podloze bakteryjne wykonywa-
no okolo 2 godziny. po pobraniu, rozcieficza jgc nasienie przed
posiewem wy jalowionym roztworem fiz jologicznym soli w stosun-
ku 1:100 i 1:1000, Posiewano 0,1 ml odpowiedniego rozcienocze-
nia na dwie ptytki agaru z krwig, Z liczby wyrostych kolonii
obliczano liczbe bakterii w 1 .ml,

Metode Prescott-Breeda [1] zmodyfikowano w ten sposéb, zZe
na powierzchni 1 cm? rozpo$Scierano nie 0,01, lecz 0,005 ml
nasienia, Po utrwaleniu preparatéw 96% alkoholem i zabarwie-
niu barwnikiem L8fflera, przeglgdano przy powig¢kszeniu 1000

razy 20, 40, 80 i 120 pél widzemia, obliczajgc sume zauwazonych
bakterii. Przeliczenia wykonywano stosujgc wspdiczynnik f, ob-
liczony dla poszczegdlnej liczby pdl wg wzoru:

d

’
h - r2 e N

f =

w ktérym
d - powierzchnia rozmazu @00 mmz),
h - grubo$¢é warstwy nasienia w mm,
r - promien pola widzenia,

n - liczba prze jrzanych pél widzenia,
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Wspétozynnik ten dla 20, #O, 80 i 120 pél widzenia w mikro=-
skopie, w ktérym promiefi pola widzenia przy zastosowanych oku~
larach i obiektywach byl réwny 0,1 mm, wyniésl w zaokrggleniu:
32,0; 16,0; 8,0 i 5,3 -103. MnozZzgo sume dostrzezonych drobno-
ustro jéw przez wspdlczynnik f, uzyskiwano lioczbg drobnoustro jéw
w 1 ml, W celach orientacyjnych przebadano réwniez obiema meto-
dami 9 e jakulatdw zamrozonych w slomkach, Wyniki liczbowe opra-

cowano statystyoznie,

WYNIKI BADAN

Z tabeli 1 wynika, %e w 86 e jakulatach ﬂ;dan}ch me todg
Breeda w zaleznoSci od liczby pﬁ%ejrzanyoh pdél widzenia stwier-
dzono w 1 ml nasienia od 57 do 91 -103 drobnoustro jow, W tabe-
1i 2 przedstawiono rozmieszczenie badanych e jakulatow wediug
stopnia zanieczyszczenia 1 techniki badania, Bez wzgledu na za-
stosowang metode najwiece]j eJakulatéw znalazlo si¢ w przedziale
préb zawiera jgcych od 1000 do 200 000 drobnoustro jéw, przy czym
wraz ze wzrostem stopnia czulo$ci metody zmnie jszala si¢ licz-
ba préb zerowych, rosta za$ liczba préb zawierajacych niepoli-
czalna 1104é drobnoustro jow, Stopiern korelacji migdzy liczbg
drobnoustro jéw obliczonych metodg Breeda i metodsg posiewu byl
na ogdét niezbyt wysoki (tab. 3).‘Najwyzszy wspbélczynnik kore-
lacji r = 0,49 wystapil miedzy liczbag drobnoustro jéw obliczo-
nych w 40 polach widzenia a liozba stwierdzong metodg posiewu
przy rozcieficzeniu 1:100, Najnizszy przy zsumowaniu ich w 20
polach widzenia i posiewie przy rozcienczeniu 1:100, Bardzo

niska korelacja rzedu r = 0,191 wystapita réwniez miedzy licz-
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bg drobnoustro jéw okreé$long metodami posiewu przy pordéwnywa-
nych rozcieficzeniach, Nalezy nadmienié, ze w obliczeniach na
podstawie posiewu 2 pilytek dla kazdego rozcieliczenia wystepo=-
waly nie jednokrotnie bardzo duze réznice, wskazujgce na to,
%20 w poszczegbdlnych porcjach posiewu zawiesiny zna jdowaly sie
nie jednakowe ilosci drobnoustrojéw. Zaznaczylo si¢ to szcze-
gblnie przy poréwnywaniu préb rozociernczonych w stosunku 1:100
i 1:1000, Mnie jsza liczba drobnoustro jéw w posiewie rozrzedzo-
nym’100 razy byla spowodowana niepolioczalno$cig drobnoustro jéw
przy mnie jszym rozcieficzeniu, podczas gay przy rozciernczeniu
wigekszym mozna bylo bez trudu policzyé 200 i wiecej kolonii =
co oznaczalo zawarto$é ponad dwu milionéw drobnoustrojéw w 1 ml,
V nasieniu mrozonym stwierdzono S$rednio 45,0 i 145 - 103
drobn;;strojéw w posiewach po rozrzedzeniu préb 1:100 i 1:1000

oraz 31, 4O, 39 i 42 - 103 przy zsumowaniu drobnoustrojéow w

20, 40, 80 i 120 polach widzenia,

OMOWIENIE WYNIKOW

Liczba drobnoustro jéw okreSlona w niniejszych badaniach me-
toda Breeda i metodg posiewu przy rozcieinczeniu 1:100 zblizo-
na jest do warto$Sci stwierdzanych w poprzednich badaniach [3].
Mimo ze metoda Breeda byla juz stosowana do oznaczania liczby
drobnoustro jow w nasieniu [h], ustepuje z cals pewnosScig meto-
dzie posiewdéw, ktéra przewyzsza pierwszg przede wszystkim moz-
liwo$cig okreélenia zawarto$ci drobnoustrojéw zywych, a nastep-
nie jest bardziej dokladna, jezeli chodzi o okre$lenie bardzo

malych i bardzo duzych ilo$ci drobnoustrojéw w nasieniu, Poz-
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wala wreszcie drobnoustroje identyfikowwé¢, Metoda posiewdéw ma
jednak réwniez ujemne strony, Jjest stosunkowo droga i nie da-
je informacji o stopniu zanieczyszczenia nasienia w ciggu kil-
kunastu minut po jego pobraniu,

Biorgc pod uwage, 2e metodg Breeda nie mozna odréznié drob-
noustro jéw zywych od martwych nalezaloby sig¢ spodziewaé, ze
liozba drobnoustro jéw w zbadanych przez nas e jakulatach okre $=-
lona tg metodq powinna byé wyzsza niz metodg posiewu, Fakt, ze
bylo na odwrdét potwierdza opini¢, ze metoda nie jest preoyzyjna,

Z drugiej strony niska korelacja miedzy wyliczeniami uzys-
kanymi ;a podstawie posiewédw przy rozrzedzeniu nasienia 1:100
i 1:1000 wskazuje réwniez na wzgledng dokladno$é metody posie-
wu, Dokladno$é te mozna by zwiekszy¢ sporzadza jgc z kazdego
rozcieniczenia co najmniej 5 posiewow i przyjmujec érednia Zz
trzech (przy odrzuceniu wartos$ci skrajnych) za praktyczng
liczbe drobnoustrojéw w 1 ml nasienia., Zwig¢kszyloby to znacznie
koszty badania zaréwno materialtowe, jak i w zakresie naktladu
pracy.

Metoda Breeda mimo braku precyzji w warunkach laboratorium
inseminacy jnego moglaby daé duze ustugi., Jezeli zalozymy, %e
mialaby ona daé jedynie odpowiedZ czy nasienie z punktu wi-
dzenia wytycznyoch Departamentu Weterynarii spelnia warunki hi-
gieniczne, wystarczyloby zbadaé czy w okreslonej liczbie pél
widzenia suma drobnoustrojéw nie przekraocza normy, Takg normg
np. w naszym przypadku dla nasienia $wiezego i w 40 polach wi-
dzenia jest 30 drobnoustro jow, Jezeli jest ich wigcej = istnie-

je duze prawdopodobienstwo, ze 1 ml nasienia zawiera wiece j

niz 500 . 103 bakterii, Jezeli 30 drobnoustrojow znajdzie sie
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w mnie jszej niz 40 liczbie p6l widzenia, mozna zrezygnowaé z
przegladania dalszych pél,

Analogicznie norma dla nasienia mrozonego to 9 drobnoustro-
jéw, a dla konserwowanego w stanie plynnym 3 drobnoustroje w 40
polach widzenia, Oznaczenia te jednak saq jeszcze mniej precy-
zy jne,

OczywisScie sposdéb okre$lania zawartoéci drobnoustro jéw me-
todg Breeda zalezy od wielko$ci wspdélczynnika f, ktéry trzeba
wyliczyé dla kazdego mikroskopu - w zaleznoéci od $rednicy pola
widzenia,

Reasumu jgc nalezy stwierdzié, Ze metoda Breeda nie moze byd¢
traktowana jako podstawa do okreélenia stopnia zanieczyszczen
baktery jnych nasienia, pozwala jednak w warunkach laboratorium
inseminacy jnego zorientowaé¢ si¢ czy nasienie $wieze odpowiada

warunkom wytycznych Departamentu Weterynarii,
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J. Judek, J. M. Jaskowski

AN ATTEMPT OF ESTIMATING THE BACTERIAL CONTAMINATION

OF BULL SEMEN BY THE METHOD OF BREED

Summary

The authors compared in 86 bull e jaculates of fresh semen
and 9 of frozen one the number of bacteria per ml, defined by
the methdd of inoculating blood agar medium with semen samples
diluted 1:100 and 1:1000 and by counting bacteria in stained
semen preparations by Prescott-Breed method, Bacteria were
caunted in 20, 40, 80 and 120 fields and multiplied by a calocu-
lated coeficient f,

In the same e jaculates the count of bacteria on bacterial
medium inoculated with semen diluted 1:100 and 1:1000 gave
111 * 18, and 342 ¥ 95 . 103 of bacteria/ml, Summing up bacteria
in 20, 40, 80 and 120 fields of vision (witﬁ a diameter of
0.2 mm) resulted in 71, 91, 67 and 57 . 103/m1 bacteria count,
The highest correlation coeficient of r = 0.49 existed between
the number of bacteria found in 40 fields of vision, and that

found in the medium inoculated with semen diluted 1:100, The
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bacteria count of frozen semen was lower, however in direct .
proportion to that found in fresh semen,

Although the method of Breed is innacurate it may find praoc-
tical application in A, I, laboratories due to its simplicity
for rough estimation of high degree contamination (over

200 - 103/m1) of bull semen,

A Orex, E.M.ACEKOBCKHM

[lonnTKa omnpezenieHUA OAKTEPUATBHOTO 3aTPA3HECHMA CEMEHUM Me-
ToZOM Dbpeena
Pe3sioMe

ABTODH CPaBHMBAJM B 86 CBexMX M 9 3aMOPORCHHHX IfAKYIATAX
yyucno OaKTepuit onpeleNeHHHX IO MeTOAY BHCEMBAHUA HA GaKTe-
puanbHHe CpelH ceMeHid pa3OasaeHHoro I1:I00 u I:I000, c uu-
C/IIOM ONpELGNCHHHM B IpernaparTax OKpauUeHHHX MeTOZOM [IpeCKOTT-
bpeeza. baxTepuu NOZLCYMTHBANA B 20, 40, 80 u I20 monax
3peuusa, a 3aTeM YMHOXANAM Ha pacueTHH/ KoappuiueHr ¢ .

B Tex xe caMumX 3AKyIATAX yCT3HOBIEHO MO METOAY BHCEHBaA-
Husa npu pa3GasieHuu I1:I00 m I:I000 COOTBETCTBEHHO: III%I8
1 342%95,10° MUKPOOPTaHW3MOB B I M. CyMMMpys GAaKTBDUM B
20, 40, 80 u I20 monsax 3psHusa (Auamerpom 0,2 MM) yCTaHOBIE-
HO B TeX Xe caMhx 3fKylIaTaXx cooTBeTcTBeHHo: 7I, 9I, 67 u 57,
IO3 0akTepuit Ha Mia. HauBucmuid KOIPOMUMEHT KODpEeNsAlUM BHCTY-
naj; MexIy uucioM GaKkTepuid NOACUMTAHHHX M3TOoZOM bpeexna B 40
MONAX 3PEHUA M UMUCIOM OAKTEepUdA ONpeneNcHHHX METOLOM BhHCE A
npn pasdaBieHun cemeHu I1:I00 (pH = t 0,49). UYucna Gaxrepuit
YCTAHOBIECHHHX B 33aMOPOXKEHHOM CEMEHM OHWIu HMKE, OAHAKO OHHU
yAEPKABAAUCEH MPONMOPUMAOHANBHO K YCTAHOBJISHHHM B Hepa3OaBleHw
HOM CEeMeHH.

Xora MeTon BpeeZa He ABIAETCA TOUHHM, OAHAKO UMedA B BUAY
ero NpocTOTy, OH MOXET HAWTU NPAKTUYECKOE IpUMEHeHUE B Jla-
00paTONUAX KUCKYCCTBEHHOIO OCEMEHeHUs AIA HpMOHMSMT‘HBHOM
OLEHKM OaKTepuanbHOTO 3arpasHeHusa (Buue 200.I0 /MH) CeMeHu
OHKA,



