Zbornik naucnih radova, 6 (2000) 555 - 559

UDK: 619 : 591.463.1
Struéni rad

ISPITIVANJE AEROBNE MIKROFLORE U SPERMI BIKOVA
Gordana Pavlovic, D. Krnjaic, G. Jakovljevic, M. Pavlovic, Ljiljana Ribar *

Izvod: Ispitivani su uzorci nativne i zamrznute sperme bikova Holstajn Frizijske rase
Centra za vestacko osemenjavanje. U nativnoj spermi bikova zastupljene su brojne vrste
mikroorganizama. Od uslovno patogenih mikroorganizama izolovani su Corynebacterium
renale i Staphylococcus aureus. Mikrobiolo$kom pretragom nativne sperme ustanovljena je
znacajna zastupljenost saprofitne mikroflore: Bacillus spp., Proteus mirabilis, koagulaza
negativne stafilokoke, mikrokoke, Aspergilus spp., i dr.

U tehnoloSkom procesu obrade semena dodaju se kombinacije antibiotika Sirokog
spektra delovanja. MikrobioloSkom analizom uzoraka zamrznute sperme utvrdena je isklju-
¢ivo saprofitna mikroflora, dok je znacajno vedi broj uzoraka bio mikrobioloski negativan.

Obzirom da antimikrobni efekat dodatih antibiotika putem razredivaca, zavisi preva-
shodno od prisutnih mikroorganizama, jasno je zasto mikrobioloski pregled semena kao deo
zdravstvene kontrole priplodnih bikova ima veliki znaCaj za uspeh u reprodukciji goveda.

Kljucne reci: mikroorganizmi, mikrobioloski pregled, sperma

Uvod

Unapredenje proizvodnih osobina Zivotinja predstavlja primarni zadatak
savremenog stoCarstva. Dobijanje, obrada nativnog semena, njegovo duboko za-
mrzavanje i veStacko osemenjavanje predstavljaju vazne biotehnicke metode koje
su od izuzetnog znacaja za savremenu sto¢arsku proizvodnju.

Pored kvaliteta semena koji podrazumeva citologki kvalitet osemenjivacke
doze, fertilnost ispitanu u bioloSkom testu i mikrobiolosku ispravnost, brojni
egzogeni i endogeni faktori uti¢u na uspeh osemenjavanja.

U tehnoloskom procesu dobijanja i obrade semena priplodnih bikova, pri
manipulaciji sa spermom moZze doci do kontaminacije semena.

* Gordana Pavlovi¢, DVM; Goran Jakovijevié, DVM, Miodrag Pavlovi¢, DVM, Ljiljana Ribar, spec.
mikrobiolog; PKB INI Agroekonomik, Padinska Skela; Mr Dejan Krnjai¢, Fakultet Veterinarske medicine,
Beograd.

555



Zbornik naucnih radova, 6 (2000) 555 - 559

Brojne vrste mikroorganizama mogu biti prisutne u kontaminiranom semenu
bikova, a stepen patogenosti se krece od saprofitnih do uslovno patogenih vrsta, s
tim $to je vaZzno napomenuti da izmedu njih ne postoji stroga granica (Jovicin,
Pupavac, 1988).

Uslovno patogene vrste mikroorganizama su: Corynebacterium pyogenes,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Pseudomonas aernginosa,
Candida albicans. Saprofitne vrste mikroorganizama su: Bacillus sp, Corynebacte-
rium bovis, Corynebacterium sp., Penicillium sp., Micrococcus luteus., Acineto-
bacter coalcoaceticus, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus epidermidis.

Kontaminirano seme je lo§ijeg kvaliteta, a prisutni mikroorganizmi mogu
uticati na duZinu Zivota spermatozoida i fertilitet semena, dok neki od njih mogu
dovesti do zapaljenjskih promena na polnim organima bika.

Treba istaci znacaj mikrobiolo$kog pregleda sperme u cilju preveniranja
transpermalnih infekcija.

Cilj ispitivanja

Cilj ovog rada je ispitivanje aerobne mikroflore nativne i zamrznute sperme
priplodnih bikova.

Materijal i metod rada

Ispitivani su nativni i zamrznuti uzorci sperme priplodnih bikova Centra za
vestacko osemenjavanje. Dobijanje sperme vrieno je metodom vestacke vagine. U
mikrobioloskoj dijagnostici kori§cene su Evrste podloge: krvni agar, podloga po
Mac Conkey-u, Sabouraud agar. Kori§¢enjem ovih podloga moZe se izolovati
vecina aerobnih mikroorganizama. Pored ispitivanja makroskopskih 1 mikroskop-
skih osobina uzroc¢nika, determinacija je vr§ena putem standardnih mikrobiologkih
tehnika; oksidaza, katalaza testovi, testovi odredivanja oksidativno-fermentativnih
i biohemijskih osobina mikroorganizama, kao i testovi koji se mogu koristiti u cilju
izolacije i determinacije mikroorganizama.

Ukupan broj aerobnih mikroorganizama u zamrznutom semenu bikova odre-
den je metodom duboke inokulacije, a izraunavanje broja mikroorganizama u ml
ispitivanog uzorka vr§eno je na osnovu broja izraslih kolonija na agar hranljivoj
podlozi posle inkubacije na 37°C u trajanju od 72 h (ISO/TR 8607 : 1991).

Rezultati i diskusija
Ispitano je 27 uzoraka nativne sperme priplodnih bikova iz Centra za ve§ta-
¢ko osemenjavanje. Rezultati mikrobioloSkog ispitivanja nativne sperme prikazani

su u tabeli 1a.
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Tab. 1a. Vrste izolovanih mikroorganizama iz nativne sperme bikova

VRSTE MIKROORGANIZAMA BROJ
Corynebacterium renale
Corynebacterium bovis
Staphylococcus aureus

Koagulaza negativne stafilokoke
Proteus mirabilis
Bacillus spp.
Micrococcus spp.
Moraxela spp.
Aspergillus spp.
Psudomonas stutzeri
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U izolovanoj mikroflori dominiraju saprofitne vrste mikroorganizama Gije
Je prisustvo verovatno posledica kontaminacije tokom tehnolo$kog procesa dobija-
nja semena. Svi ovi mikroorganizmi se nalaze na predmetima koji se koriste u
tehnoloskom postupku, na samoj Zivotinji (koZa, sluzokoZe, prepucijelna vreca,
distalni deo uretre) kao i u ambijentu u kome se izvodi tehnolo3ki postupak.

Uslovno patogenu mikrofloru od izolovanih vrsta mikroorganizama &ine
Corynebacterium renale i Staphylococcus aureus.

Tab. 1b. Rezultati broja izolovanih vrsta mikroorganizama iz uzoraka nativnog semena

Broj vrsta izolovanih mikroorganizama Broj uzoraka sperme
Sterilno 1
Jedna vrsta mikroorganizama 2
Dve vrste mikroorganizama 8
Tri i vi$e vrsta mikroorganizama 9

U tabeli 1b. signifikantna je veca zastupljenost uzoraka nativne sperme sa
dve i viSe vrsta mikroorganizama.

Od 27 uzoraka nativne sperme bikova kriterijume za dalju obradu tj. razre-
divanje i zamrzavanje, u pogledu gustine i pokretljivosti zadovoljilo je 22 uzorka.
U tehnoloskom procesu dalje obrade semena kori§éen je komercijalni razredivad
“BIOCIPHOS +”. U njegovom sastavu nalaze se sledeci antibiotici: Linkomicin-
-spectinomicin, gentamicin i tylosin.

Rezultati mikrobiologkog ispitivanja uzoraka zamrznute sperme prikazani
su u tabeli 2a.

Tab. 2a. Vrste izolovanih mikroorganizama iz zamrznute sperme bikova

VRSTE MIKROORGANIZAMA BROJ
Bacillus spp. 2
Micrococcus spp. 2
Penicillium spp. } 2
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U izolovanoj mikroflori zamrznute sperme dominiraju iskljuéivo saprofitne
vrste mikroorganizama.

Tab. 2b.
Broj vrsta izolovanih mikroorganizama Broj uzoraka sperme
Sterilno 18
Jedna vrsta mikroorganizama 2
Dve vrste mikroorganizama 2

U tabeli 2b. evidentna je izrazito veca zastupljenost mikrobiologki negativnih
uzoraka zamrznute sperme bikova.

Laboratorijska ispitivanja semena obuhvatala su i odredivanje ukupnog broja
aerobnih mikroorganizama. Ustanovljeno je da se kod 22 pregledana uzorka
zamrznutog semena broj mikroorganizama krece od 10.000 do 170.000 po ml
zamrznutog semena.

Zakljuéak

Mikroflora nativne sperme priplodnih bikova obuhvata veci broj vrsta bakte-
rija i plesni. Pored uslovno patogenih mikroorganizama Corynebacterium renale i
Staphylococcus aureus u nativnoj spermi bikova zastupljene su i saprofitne vrste
mikroorganizama: Bacillus sp., Proteus mirabilis, koagulaza negativne stafilokoke,
Micrococcus sp. i dr. Prisutna mikroflora &esto je posledica tehnologkih propusta
pri dobijanju sperme i neadekvatne higijene Zivotinje. Obzirom da je metodom
veStacke vagine nemoguce izbeci kontaminaciju u tehnolo$kom procesu razre-
divanja dodaju se antibiotici Sirokog spektra delovanja. U procesu razredivanja
sperme bikova kori§éen je komercijalni razrediva¢ “BIOCIPHOS +”. Anti mikro-
bni efekat bio je izuzetno dobar tako da je nakon razredivanja u zamrznutom semenu
prisutna iskljuivo saprofitna mikroflora, a od 22 pregledana uzorka 18 je bilo
mikrobioloski negativno.

Ukupan broj aerobnih mikroorganizama krece se od 10.000 do 170.000 po
ml zamrznutog semena priplodnih bikova, §to odgovara dozvoljenim vrednostima
(200.000/ml).

S obzirom da antimikrobni efekat zavisi prevashodno od prisutnih mikro-
organizama, jasno je za$to mikrobiolo§ki pregled semena, kao deo zdravstvene
kontrole priplodnih bikova ima veliki znacaj za uspeh u reprodukciji goveda.
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Preliminary report

INVETIGATION OF AEROBIC MICROFLORA
IN BULLS SPERM

Gordana Pavlovic, D. Krnjaic, G. Jakovljevic, M. Pavlovic, Ljiljana Ribar *

Summary

Samples of native bulls sperm of Holstein - Friesian breed from Center for Artificial
Insemination, were investigated. In bulls sperm numerous types of microorganisms are
represented. Of conditionally pathogenic microorganisms Corynebacterium renale and
Staphylococcus aureur were 1solated. By microbiological investigation it was established
the important representation of saprophytic microflora: Bacillus spp., Proteus mirabilis,
coagulase of negative staphylococcus, micrococcus, Aspergilus spp., etc.

In technological process of seed treatment combinations of antibiotics of a large
spectrum of influence are added.

) Taking into consideration that antimicrobial effecg depends, first of all, on present
microorganisms, it is clear why microbiological examination of semen as a part of healthy
control of breeding bulls has a great importance for the success in cattle reproduction.

Key words: microorganisms, microbiological examination, sperm.
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