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IZOLACIJA CANDIDE ALBICANS 1 CITROBACTER FREUNDII
1Z DUBOKO ZAMRZNUTOG SEMENA BIKA

M. Maleti¢, S. Vakanjac, S. Nedié, V. Magas$, M. Duri¢*

Izvod: Mikrobioloski pregled semena kao deo zdravstvene kontrole bikova od
velikog je znacaja za uspeh reprodukcije goveda. Duboko zamrznuto seme bikova treba da
bude slobodno od patogenih, kao i od uslovno patogenih mikroorganizama, $to kontrolisana
proizvodnja semena treba da omogudéi. Prema OIE preporukama otopljena doza semena ne
treba da sadrzi viSe od 5000 cfu/ml saprofitskih mikroorganizama. Prema Zakonu o
veterinarstvu Republike Srbije, ¢lanu 115 (Promet reproduktivnog materijala) "Zabranjen je
promet, uvoz ili izvoz semena za ve$tacko osemenjavanje, jajnih celija i oplodenih jajnih
¢elija koji sadrzi uzro¢nike bolesti zZivotinja ili ve¢i broj bakterija od dozvoljenog ili koji
svojim biohemijskim, biofizickim i morfoloSkim svojstvima ne ispunjavaju uslove za
reprodukciju”.

Jasna granica broja i vrste dozvoljenih saprofitskih mikroorganizama u duboko
zamrznutom semenu hije navedena. MikrobioloSkom analizom obuhvacen je 351 uzorak
duboko zamrznutog semena bikova, u Cistoj kulturi je izolovana Candida albicans u 9 uzorka,
Citrobacter freundii u 5 uzoraka, dok su ostali uzorci bili slobodni od mikroorganizama.

Infekcije krava sa Candida albicans su dosta opisane u literaturi, i poznato je da moze
da izazove mastitise, endometritise i pobacaje kod krava.

Citrobacter freundii je poznat kao uzro¢nik nozokomijalnih infekcija respiratornog,
urinarnog trakta i krvi ljudi. Navedeno je da je 29% oportunistickih infekcija kod ljudi
izazvano ovim mikroorganizmom. U veterinarskoj medicini infekcije sa Citrobacter freundii
su opisane kod pasa, laboratorijskih zivotinja, riba i kornjaca. Poznato je da Citrobacter vrste
mogu izazvati mastitise i pobacaje krava, ali literaturni podaci o patogenom delovanju
Citrobacter freundii na reproduktivnho zdravlje krava su oskudni.lzolacija ovog
mikroorganizma iz duboko zamrznutog semena bikova nije opisana u nama dostupnoj
literaturi.

Na osnovu preporuke OIE i naSeg Zakona o veterinarstvu, a zbog malo dostupne
literature o infekcijama (posebno C. freundii) data je preporuka, da je duboko zamrznuto
seme bika neupotrebljivo za veStacko osemenjavanje.

Klju¢ne reci: zamrznuto seme bika, C.freundi, C. Albicans.
Uvod

Za proizvodnju i distribuciju kvalitetnog semena u programu za vestacko
osemenjavanje koriste se samo bikovi koji su prosli odgovarajuce testiranje, slobodni od
bolesti, i njihovo seme se prikuplja i obraduje u skladu sa standardnim protokolima. Ipak,
mikroorganizmi su u manjem ili veCem procentu prisutni u svakom ejakulatu. Svezi ejakulati
uzeti od zdravih bikova ne sadrZe patogene mikroorganizme. Medutim, nalaz patogenih
mikroorganizama ukazuje na prisustvo sistemskih infekcija, ili lokalne infekcije gentalnog
trakta bika. Kontaminacija semena mikroorganizmima spoljasnje sredine moZe nastati u
toku prikupljanja ejakulata, obrade i skladiStenja semena i predstavljaju oportunisticke
patogene niskog znacaja za izazivanje bolesti ljudi i Zivotinja. Medutim, ¢ak i ta mikroflora
moZe dovesti do infekcije, prema OIE (Appendix 3.2.1.) koji definiSe da ,,unosenje veceg broja
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ili odredene kombininacije egzogene mikroflore, moZe da oslabi imunoloski odbrambeni
sistem, Sto moZe dovesti do infektivnih procesa“.

Mikrobioloski pregled semena je neophodan, kako bi na vreme prevenirali razna
patoloska stanja: rana embrionalna uginuca, abortusi, endometritisi, zaostala posteljica i
produZen medutelidbeni period, a koja mogu nastati kao posledica unosa mikrobioloski
neispravnog semena u genitalni trakt Zenke prilikom osemenjavanja. Prisustvo patogenih
mikroorganizama u semenu moZe dovesti do smanjenja broja i pokretljivosti spermatozoida,
dok je procenat patoloski promenjenih spermatozoida uglavnom povecan (Khalili i sar.,
2000).

Poznato je da makrofagi i polimorfonuklearni granulociti koji ¢ine prvu liniju odbrane
organizma protiv mikroorganizama, stvaraju slobodne kiseonikove radikale (ROS) ¢ija je
funkcija baktericidna. ROS, medutim, mogu da reaguju i sa spermatozoidima, $tetno delujuci
na Celijsku membranu pri ¢emu dolazi do smanjenja motiliteta i vitalnosti. Celijski
antioksidansi, prisutni uglavnom u citoplazmi spermatozoida su oskudni i neadekvatni, jer je
citoplazma spermatozoida mala, i uglavnom rasporedena na midlpiece (Drevius, 1970).

Efikasna veterinarsko-sanitarna kontrola ima za cilj da spre¢i unos infektivnih
agenasa u semenu koji se putem vestackog osemenjavanja mogu rasiriti u populaciji. Prema
Zakonu o veterinarstvu Republike Srbije, ¢lanu 115 (Promet reproduktivnog materijala)
"zabranjen je promet, uvoz ili izvoz semena za veStatko osemenjavanje, jajnih celija i
oplodenih jajnih celija koji sadrzi uzroc¢nike bolesti zivotinja ili ve¢i broj bakterija od
dozvoljenog ili koji svojim biohemijskim, biofizickim i morfoloSkim svojstvima ne
ispunjavaju uslove za reprodukciju”. Prema preporukama OIE ukupan broj saprofitskih
mikroorganizama u semenu ne treba da prelazi 5000 cfu/ml (Appendix 3.2.1., Article
3.2.1.6)

Cilj mikrobioloskih analiza je identifikacija patogenih, kao i odredivanje broja
saprofitskih mikroorganizama koji mogu, kada je njihov broj ve¢i od dozvoljenog da
kontaminitraju seme i u¢ine ga neupotrebljivim.

Materijal i metode rada

Ispitivanjem je obuhvaéen 351 uzorak duboko zamrznutog semena bikova koji su
dostavljeni u Laboratoriju za mikrobiologiju i citologiju Katedre za porodiljstvo sterilitet i
V.0, Fakulteta veterinarske medicine. Obrada uzoraka je obuhvatala otapanje pajeta u
vodenom kupatilu na 37  zatim su obrisane papirnom vatom i dezinfikovane 70%
alkoholom. Vrh pajete je pazljivo isecen, a njihov sadrzaj je zasejavan na podloge (krvni agar
sa dodatkom 5% ovcije krvi, MacConkey agar i Sabouraud dekstrozni agar). Ploe su
inkubisane u aerobnim uslovima na’C37  24-48h, nakon ¢ega su mikroorganizmi
identifikovani na osnovu morfoloskih, kulturelnih osobina i biohemijske aktivnosti.

Precizna identifikacija Candida albicans izvrSena je subkultivisanjem na CHROMagar
Candida podlozi ispitivanjem sposobnosti asimilacije i fermentacije odredenih ugljenih
hidrata.

Kolonije izrasle na krvnom i MacConkey agaru su pojedina¢no umnoZene na
hranljivom agaru i ispitivane testovima katalaze, oksidaze, i biohemijskim nizom (Kliglerov
Secer, saharoza, laktoza, glukoza, metil-crveno, citrat, inozitol, urea, dekarboksilacija lizina,
Zelatin, arabinoza, ONPG i SIM). Mikroorganizam je identifikovan kao Citrobacter freundii, a
identitet izolata je potvrden upotrebom BBL Crystal Enteric/Nonfermenter ® ID System
(Becton Dickinson, Detroit, MI, USA).
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Rezultati i diskusija

Rezultati ispitivanja 351 uzorka duboko zamrznutog semena bikova, pokazuju da je u
9 uzorka izolovana Candida albicans u cistoj kulturi i Citrobacter freundii u 5 uzoraka.
Interesantno je da su ostali uzorci bili u potpunosti slobodni od mikroorganizama.

Candida albicans - lako u rodu Candida postoji preko 200 vrsta, Candida albicans je
najces¢i prouzrokovac infekcija kod domacih Zivotinja. C. albicans je normalan stanovnik
nazofaringealne regije, gastro-intestinalnog trakta i spoljaSnjih delova genitalnog trakta
mnogih Zivotinjskih vrsta. Infekcije izazvane C. albicans su oportunisticke koje nastaju
sporadi¢no, obi¢no kao posledica imunosupresivnih stanja ili duge upotrebe antimikrobnih
sredstava i glukokotikoida. Infekcije krava sa Candida albicans su opisane u literaturi, i
poznato je da mogu da dovedu do smanjena fertilnosti, abortusa (Quinn i sar., 2002),
endometritisa (Wang i sar., 2011), i mastitisa (Hanna i Cruz, 2011).

Studija koju su sproveli Burello i sar. (2009) je pokazala da infekcije muskaraca sa C.
albicans mogu da smanje funkcionalnu sposobnost spermatozoida tako Sto dovode do
smanjenja motiliteta i membranskog potencijala mitohondrija (MMP) i ubrzavaju
molekularne mehanizme apoptoze.

Citrobacter freundii je poznat kao oportunisticki patogen ljudi i Zivotinja, koji se
Cesto nalazi u vodi, zemljistu i otpacima. Kao deo fizioloske mikroflore digestivnog trakta
ljudi, Cesto se dovodi u vezu sa slucajevima nastanka diareja, jer ima sposobnost da proizvedi
enterotoksine, koji mogu biti termostabilni i termolabilni a koji su homologi toksinima
izolovanim kod E. coli (Schmidt i sar., 1993). Infekcije zdravih ljudi su retke, ali kod
pacijenata sa slabim imunim sistemom opisane su nozokomijalne infekcije respiratornog
trakta, infekcije mokra¢nih puteva i krvi (Whalen i sar., 2009). Citrobacter freundii moze da
izazove neonatalni meningitis, penetriraju¢i krvno-mozdanu barijeru, pri ¢emu je stopa
smrtnosti od 25 do 50% veoma zabrinjavajuca, a ozbiljni neuroloski problemi ostaju kod
75% prezivelih.

U veterinarskoj medicini ima malo podataka o patogenom delovanju Citrobacter
freundii, i infekcije su uglavnom opisane kod laboratorijskih Zivotinja, riba i kornjaca.
Galarneau i sar. (2003) su opisali septikemiju dva psa izazvanu sa Ctr. freundii. U literaturi su
ranijih godina opisani mastitisi (McDonald i sar., 1970), abortusi (Renken-Zurne, 1985) i
dijareje goveda (Kabankov i Kvasnikova, 1980) izazvane sa Citrobacter spp., dok su podaci o
patogenom delovanju vrste Ctr. freundii na reproduktivno zdravlje krava oskudni.

Kontrolisana proizvodnja semena treba da omoguéi da duboko zamrznuto seme bude
slobodno od patogenih, kao i od uslovno patogenih mikroorganizama. U tehnoloSkom
procesu obrade semena dodaju se kombinacije antibiotika Sirokog spektra delovanja, a
antimikrobni efekat dodatih antibiotika putem razredivaca, zavisi prevashodno od prisutnih
mikroorganizama. Ipak, pojedini mikroorganizmi prezivljavaju proces obrade, i niske
temperature skladiStenja semena.

Nedavno, Abro i sar. (2009) su ispitali 100 uzoraka duboko zamrznutog semena
bikova, i izolovali i identifikovali 7 razlicitih bakterijskih vrsta (Acinetobacter, Actinobacillus
lignierisis, Citrobacter, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis i1 Staphylococcus intermedius). Bielanski i sar. (2003) naveli su izolaciju
Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus sciuri, Proteus vulgaris, E. coli, Morganella
morganii, Gemella morbillorum, Citrobacter koseri, Corynebacterium xerosis, Photobacterium
damsela, Bacillus sphericus, Corynebacterium spp., Ralstonia pickettii i Aspergillus spp. iz
uzoraka duboko zamrznutog semena bikova uskladistenih 6-35 godina u te¢nom azotu.
Izolacija Ctr. freundii i C. albicans iz duboko zamrznutog semena bikova, nije opisana u nama
dostupnoj literaturi.
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Pojedini mikroorganizmi koji se izoluju iz duboko zamrznutog semena, preZivljavaju
na -196°C u te¢nom azotu, i stiCu odredeni stepen rezistencije na antibiotike (Ronald i
Probhakar, 2001). Od ranije je poznato da krioprezervacija moZe smanjiti koncentraciju
bakterijskih kontaminenata u spermi bika (Mazurova i sar., 1975). Ipak, mnogi sastojci
razredivaca semena mogu delovati kao stabilizatori za m.o. na niskim temperaturama (npr.
mleko, glycerin, serum ili serumski albumin, saharoza, sorbitol i drugi Seceri) (Bielanski i
Vajta, 2009).

Zakljucak

Literaturni podaci o patogenom delovanju C. freundii na reproduktivni trakt krava su
oskudni, dok pojedini autori potvrduju da se ova bakterija kao deo “normalne mikroflore”,
moZe izolovati iz uzoraka nativnog semena. Mikrobioloski nadzor nad kvalitetom semena
treba da spreci Sirenje potencijalno patogenih mikroorganizama, ¢ime se i opravdava
njegova svrha. Imajuci u vidu potencijalni patogeni efekat izolovanih mikroorganizama iz
duboko zamrznutog semena, misljenja smo da je seme bikova iz koga su izolovani C. albicans
i Ctr. freundii neupotrebljivo za vestacko osemenjavanje krava.
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ISOLATION OF CANDIDA ALBICANS AND CITROBACTER FREUNDII
FROM DEEP FROZEN SEMEN OF BULLS

M. Maletié, S. Vakanjac, S. Nedié, V. Magas, M. Duri¢*
Summary

Microbiological examination of semen as part of health control of bulls is of great
importance for the success cattle reproduction. Deep-frozen semen of bulls should be free of
pathogenic and conditionally pathogenic microorganisms and controlled production of seed
should allow out. According to the OIE recommendations unfrozen dose of semen should not
contain more than 5000 cfu / ml of saprophytic microorganisms. According to the Law of
Veterinary Medicine of Serbia, Article 115 (Traffic reproductive material) it is prohibited to
trade, import and export of seeds for artificial insemination, ova and fertilized eggs
containing pathogens of animals or more bacteria than allowed, or that their biochemical,
biophysical and morphological properties are not eligible for reproduction.

Clear limits of number and types of allowed saprophytic microorganisms in deep-
frozen semen is not listed. Microbiological analysis included a sample of 351 semen of bulls
in pure culture was isolated Candida albicans in 9 samples, Citrobacter freundii in 5 samples,
while other samples were free of microorganisms.

Infection with Candida albicans are well described in the literature, and it is known
that can cause mastitis, endometritis and abortion in cows.

Citrobacter freundii is known as a cause of nosocomial infection of respiratory,
urinary tract and blood in humans. It was stated that 29% of opportunistic infections in
humans are caused by these microorganisms. In veterinary medicine, infection with
Citrobacter freundii have been described in dogs, laboratory animals, fish and turtles. It is
known that Citrobacter species can cause abortions and mastitis in cows, but literature data
on the effect of pathogen Citrobacter freundii on cows reproductive health are low. Isolation
of this organism from the semen of bulls has not been described in the available literature.

On the basis of our recommendations and OIE Veterinary Act, and the little available
literature on infections (especially C. freundii) it is recommended that the deep-frozen bull
semen is unusable for arteficial insemination.

Keywords: frozen bull semen, C.freundii, C. albicans.
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