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Abstrakt

W przedstawionym opracowaniu autorzy przyblizajg obowiqzujgce prawne i sanitarne
aspekty w odniesieniu do kriogenicznego zabezpieczania nasienia buhajow w centrach
Jjego pozyskiwania. Obowigzujqce przepisy regulujq produkcje, obrobke i konserwacje
materiatu biologicznego, jak rowniez zawierajq wytyczne dotyczqce statusu zdrowotnego
dawcow nasienia. Wykorzystanie do inseminacji nasienia kriokonserwowanego, pobra-
nego od zdrowych dawcow z zachowaniem rygoru sanitarnego zapewnia bezpieczenstwo
hodowli i nie stanowi zagrozenia dla inseminowanych samic.

Stowa kluczowe: centra przechowywania, nasienie buhajow, status zdrowotny

Wstep

Zasigg 1 znaczenie sztucznej inseminacji w przypadku bydta sa ogromne, a czyn-
nikiem sprzyjajacym wykorzystaniu tej metody jest mozliwos¢ efektywnego krioge-
nicznego zabezpieczania materiatu biologicznego w postaci nasienia buhajow. Zasto-
sowanie niskich temperatur w biotechnologii rozrodu pozwala na kriokonserwacje
1 dlugoterminowe przechowywanie materiatu biologicznego pochodzacego od zwie-
rzat gospodarskich w postaci nasienia, zarodkow i oocytdéw. Kolekcjonowanie mrozo-
nego materiatu biologicznego od dawcow i dawczyn pozwala na jego wykorzystanie
zarowno podczas zycia, jak i po $mierci zwierzgcia. W przypadku samcéw, zwlaszcza
buhajoéw, opracowanie efektywnej metody kriokonserwacji pozwolito lepiej wyko-
rzysta¢ ich potencjatl rozrodczy i1 wptyneto na praktyczne wykorzystanie mrozonego
nasienia w sztucznej inseminacji na catym §wiecie. Mozliwos$¢ transportu mrozonego
nasienia na znaczne odlegtosci utatwita wykorzystanie do kojarzen wybitnych osob-
nikow z kraju i zagranicy.
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Poczatki inseminacji w Polsce sg zwigzane z dziatalnos$cig Polskiego Towarzystwa
Zootechnicznego, ktore w 1946 roku z inicjatywy Ministerstwa Rolnictwa i Reform
Rolnych zorganizowato pierwszy kurs inseminacji bydta w Pawtowicach k. Leszna.
Intensywny rozwoj inseminacji bydta nastapit na poczatku lat sze§¢dziesigtych XX
wieku wraz z powotaniem w 1956 roku Panstwowych Zaktadow Unasieniania Zwie-
rzat, gdzie wdrazano na szerokg skale kriokonserwacje i gromadzenie nasienia od wy-
selekcjonowanych buhajow. Inseminacja mrozonym nasieniem takich rozptodnikéw
wplyneta na poprawe umigsnienia bydta, wzrost wydajnosci krow i jako$ci mleka,
a takze ulatwita zwalczanie takich chorob jak bruceloza, gruzlica czy inne schorzenia
roznoszone przy kryciu naturalnym (Kondracki i in., 2013).

Zagrozenia biologiczne zwiazane z zabiegiem sztucznej inseminacji
u bydla

Materiat biologiczny, w szczegdlnosci nasienie, moze stwarza¢ duze ryzyko roz-
przestrzeniania si¢ chordb zwierzegcych, poniewaz pozyskuje sie je od ograniczonej
liczby dawcow, a wykorzystywane jest do inseminacji duzej populacji zwierzat (Rola
i Polak, 2007). Z tego wzgledu buhaje, od ktérych pobierane i kriokonserwowane jest
nasienie, muszg by¢ objete statg opiekg weterynaryjng, a ich status zdrowotny zgodny
z obowigzujacymi przepisami prawnymi.

Badania przeprowadzone przez Wierzbowskiego (1981) wykazaly, ze najliczniej-
sza grupa potencjalnie patogennych mikroorganizméw izolowanych z nasienia bu-
hajow sa P. aeruginosa, Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Proteus spp. oraz
Bacillus spp. W szczegbdlnych warunkach, np. ostabienia odpornosci organizmu, mi-
kroorganizmy te moga stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia, a nawet zycia zwierzgcia
(Althouse, 2008; Andrabi, 2007). W przypadku innych oportunistycznych mikroor-
ganizmow obecnych w nasieniu buhaja, tj. Ureaplasma diversum, Histophilus somni,
Chlamydophila abortus, Escherichia coli 1 Staphylococcus sp. ich przeniesienie do
uktadu rozrodczego samic podczas sztucznej inseminacji powoduje u samic spadek
ptodnosci (Kilburn i in., 2013). U jatéwek inseminowanych nasieniem zawierajacym
Mycoplasma bovis dochodzi do zapalenia macicy i jajowodow (Nielsen i in., 1987).
Z kolei Saed i Al-Aubaidi (1983) stwierdzili grudkowe zapalenie btony $luzowej sro-
mu i pochwy u samic unasienianych nasieniem wykazujacym obecno$¢ Mycoplasma
bovigenitalium. Transmisja wirusa zakaznego zapalenia nosa i tchawicy bydta/otretu
bydta (Infectious bovine rhinotracheitis/infectious pustular vulvovaginitis 1BR/IPV)
podczas inseminacji krow i jatowek powoduje u nich pecherzykowe zapalenie btony
$luzowej sromu i pochwy, powtarzanie rui, jak rowniez moze wywotywac poronienia.
Przeniesienie wirusowej biegunki bydta (Bovine viral diarrhea — mucosal disease
BVD-MD) podczas inseminacji nasieniem zakazonego buhaja wywotuje u kréw za-
mieranie zarodkéw i powtarzanie rui (Virakul i in., 1988). Skuteczno$¢ transmisji
zakazenia wirusa BVD-MD przez inseminacje¢ takim nasieniem moze wynosi¢ nawet
100% (Rola i Polak, 2007).

U zakazonych brucelozg buhajow dochodzi do zapalenia jader i najadrzy, a una-
sienianie samic nasieniem buhaja, ktérego narzady ptciowe sg objete infekcjg, wywo-
tuje u nich niezytowy stan zapalny pochwy i macicy (Zmudzinski, 1996). Zakazenie
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metwikiem (Campylobacter fetus ssp. venerealis) w przypadku buhajow przebiega
bezobjawowo, ale wykonanie inseminacji zakazonym nasieniem powoduje zmiany
zapalne w macicy i poronienia u samic. Z kolei gtownym zrédtem zakazenia wirusem
BLV (Bovine leukemia virus) nalezacym do rodziny retrowiruséw sa krew, mleko,
siara, ale takze §lina, mocz, kat, wody ptodowe i nasienie (Gillet i in., 2007).

Ze wzgledu na mozliwo$¢ przenoszenia rdéznych chordb za posrednictwem nasie-
nia istotne jest restrykcyjne przestrzeganie obowigzujacych przepiséw regulujgcych
status zdrowotny dawcoéw materiatu biologicznego i eliminowanie z rozrodu zwierzat
stanowiagcych potencjalne zrodto zakazenia.

Regulacje prawne dotyczace centrum pozyskiwania nasienia

Zgodnie z obowigzujacymi przepisami produkcja, obrobka i konserwacja materia-
hu biologicznego odbywaja si¢ w centrach pozyskiwania. Rozporzadzenie Komisji
(UE) 2020/686 z dnia 17 grudnia 2019 roku uzupetniajace rozporzadzenie Parlamentu
Europejskiego i Rady (UE) 2016/429 w odniesieniu do zatwierdzania zaktadoéw zaj-
mujacych si¢ materiatem biologicznym oraz wymagan w zakresie identyfikowalno$ci
1 zdrowia zwierzat dotyczacych przemieszczania w obrebie terytorium Unii Europej-
skiej materiatu biologicznego niektorych utrzymywanych zwierzat ladowych szcze-
gotowo przedstawia wymagania weterynaryjne majace zastosowanie do nasienia by-
dta i okresla, ze centrum pozyskiwania nasienia to zaktad, potozony na terytorium
jednego z panstw cztonkowskich Unii Europejskiej lub panstwa trzeciego, w ktérym
pozyskuje si¢ i poddaje obrobee nasienie wykorzystywane do sztucznego unasiennia-
nia, zatwierdzony i nadzorowany przez urzgdowego lekarza weterynarii.

Celem rozporzadzenia (UE) 2016/429 jest stworzenie w jednym akcie prawnym
ram regulacyjnych, ktore zawierajg wymagania w zakresie zdrowia zwierzat, poste-
powania na wypadek wystgpienia chordb, zapobiegania chorobom zwierzat i zwal-
czania tych chor6b.

Obecnie w Polsce wedhug danych Glownego Inspektoratu Weterynarii (https:/
www.wetgiw.gov.pl/handel-eksport-import/listy-centrow-i-zespolow-) znajduje sie¢
9 zatwierdzonych centrow pozyskiwania nasienia bydta, gdzie odbywa si¢ selekcja
reproduktordw, a pobierany 1 konfekcjonowany material biologiczny jest wykorzysty-
wany do zabiegow sztucznej inseminacji. Centrum pozyskiwania nasienia musi znaj-
dowac si¢ pod statym nadzorem lekarza weterynarii i powinno sktada¢ si¢ z wydzie-
lonych zamykanych pomieszczen przeznaczonych do statego przebywania zwierzat,
kwarantanny zwierzat, izolacji zwierzat chorych, pozyskiwania, obrobki, konserwacji
1 przechowywania nasienia, a takze czyszczenia, odkazania lub sterylizacji narzgdzi
1 sprzetu.

Wymagania w zakresie zdrowia dawcow materialu biologicznego

Szczegdtowe wytyczne dotyczace wymagan w zakresie zdrowia zwierzgt w od-
niesieniu do bydta, od ktorego pozyskuje si¢ materiat biologiczny, oraz wymagania
dotyczace kwarantanny i badan laboratoryjnych lub innych badan tych zwierzat regu-
luje rozporzadzenie Komisji (UE) 2020/686 z dnia 17 grudnia 2019 roku.
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Wymagania dotyczace badan zwierzat przed ich przyjeciem do centrum

Zgodnie z rozporzadzeniem w centrum pozyskiwania nasienia mogg przebywac
wylacznie zwierzgta, ktére w okresie co najmniej 30 dni przed datg pierwszego pozy-
skania nasienia i w okresie pozyskiwania nasienia nie byly wykorzystywane do krycia
naturalnego. Zwierzgta w okresie 30 dni przed wprowadzeniem do pomieszczen,
w ktorych sa poddawane kwarantannie w centrum pozyskiwania nasienia, poddaje si¢
badaniu w kierunku zakazenia:

— kompleksem Mycobacterium tuberculosis (M. bovis, M. caprae i M. tuberculo-
sis) testem $rodskornej tuberkulinizacji,

— Brucella abortus, Brucella melitensis i Brucella suis testem serologicznym,

— enzootyczng biataczkg bydta EBL (Enzootic bovine leucosis) testem serologicznym,

— zakaznym zapaleniem nosa i tchawicy bydta/otretu bydta IBR/IPV testem sero-
logicznym,

— wirusowa biegunkg bydta BVD-MD testem na obecno$¢ genomu lub antygenu
wirusa.

Lekarz weterynarii sprawujacy nadzor moze przyja¢ do centrum dawceg nasienia
pochodzacego z zaktadu, ktory nie byt wolny od enzootycznej biataczki bydta, tylko
pod warunkiem, ze zwierz¢ to ma mniej niz 2 lata i urodzita je matka, ktora zostata
poddana badaniu serologicznemu w kierunku EBL, po zabraniu tego zwierzecia od
matki i uzyskata wynik ujemny. Innym odstepstwem przyjecia do centrum zwierzecia
pochodzacego z zaktadu, ktory nie byt wolny od enzootycznej biataczki bydta, jest
uzyskanie wyniku ujemnego w badaniu serologicznym w kierunku tej choroby, gdy
osobnik osiggnat wiek dwoch lat.

Uzyskanie przez dawcow wynikdéw ujemnych na wyzej wymienione zakazenia
pozwala na przyjecie ich do centrum pozyskiwania nasienia i wprowadzenie do po-
mieszczen przeznaczonych na kwarantanng.

Wymagania dotyczace zwierzat przebywajacych na kwarantannie

W pomieszczeniu kwarantanny znajdujacym si¢ w centrum pozyskiwania nasienia
buhajoéw przebywaja wylacznie inne zwierzgta parzystokopytne, o co najmniej takim
samym statusie zdrowotnym. Nie wcze$niej niz 21 dni po przyjeciu zwierzat na kwa-
rantann¢ buhaje poddaje si¢ badaniu na choroby zakazne w kierunku:

— Brucella abortus, Brucella melitensis i Brucella suis testem serologicznym,

— zapalenia nosa i tchawicy bydta/otretu bydta IBR/IPV testem serologicznym,

— wirusowej biegunki bydta BVD-MD testem izolacji wirusa lub badanie w kie-
runku antygenu wirusa oraz testem serologicznym dla okreslenia obecnos$ci lub braku
przeciwciat,

— choroby me¢twikowej bydta (Campylobacter fetus ssp. venerealis),

— zarazy rze¢sistkowej bydta (Trichomonas foetus).

Badania w kierunku choroby metwikowej bydta (Campylobacter fetus ssp. vene-
realis) oraz zarazy rz¢sistkowej bydta (Trichomonas foetus) mozna przeprowadzié
na probee poptuczyn ze sztucznej pochwy lub z napletka pobranych jednorazowo lub
trzykrotnie w odstepach co najmniej 7 dni.
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Jezeli ktorekolwiek ze zwierzat uzyska wynik dodatni w kierunku Brucella abor-
tus, Brucella melitensis, Brucella suis czy IBR/IPV, jest ono natychmiast usuwane
z miejsca kwarantanny. Pozostale zwierzeta z tej samej grupy pozostaja w miejscu
kwarantanny i sg ponownie poddane badaniu na wyzej wymienione zakazenia, jed-
nak nie wezesniej niz po uptywie 21 dni od usuniecia zwierzat z wynikiem pozytyw-
nym.

Kazde zwierzg seronegatywne lub seropozytywne po badaniu w kierunku wiruso-
wej biegunki bydta moze zosta¢ przyjete do centrum pozyskiwania nasienia jedynie
woweczas, gdy nie nastapi serokonwersja u tych zwierzat, ktére w badaniach uzyskaty
wyniki seronegatywne przed wprowadzeniem do miejsca kwarantanny. Jezeli nasta-
pi serokonwersja, wszystkie zwierzeta, ktore nadal sa seronegatywne, utrzymuje si¢
w miejscu kwarantanny przez przedtuzony okres, dopoki w grupie zwierzat nie po-
jawi sie przypadek serokonwersji przez okres 3 tygodni. Zwierzeta seropozytywne
moga zosta¢ przyjete do centrum pozyskiwania nasienia. Dodatkowo przed pierwsza
wysylka nasienia buhaja, ktory uzyskat dodatni wynik w badaniu w kierunku BVD,
poddaje si¢ testowi na izolacje wirusa lub testowi immunoenzymatycznemu-ELISA
na antygen wirusa. W przypadku uzyskania wyniku pozytywnego buhaj zostaje usu-
nigty z centrum, a pozyskane od niego nasienie zniszczone.

Jezeli wynik ktoregokolwiek z badan przeprowadzanych podczas kwarantanny
zwierzat bedzie dodatni, dane zwierzg zostaje natychmiast usuniete z miejsca kwa-
rantanny. W przypadku gdy na kwarantannie cala grupa zwierzat uzyska wynik po-
zytywny na choroby obowiazkowe, wowczas powiatowy lekarz weterynarii okresla
Sposob postepowania ze zwierzetami i procedure ponownego wprowadzenia ich do
centrum pozyskiwania nasienia.

Wymagania dotyczace zwierzat utrzymywanych w centrum pozyskiwania
nasienia

W centrum pozyskiwania wszystkie buhaje poddaje si¢ co najmniej raz w roku
obowigzkowym badaniom w kierunku:

— zakazenia kompleksem Mycobacterium tuberculosis (M. bovis, M. caprae
1 M. tuberculosis), zakazenia Brucella abortus, Brucella melitensis 1 Brucella suis,

— enzootycznej biataczki bydta,

— zakaznego zapalenia nosa i tchawicy bydta/otretu bydta,

— wirusowej biegunki bydta — badaniu serologicznemu w celu wykrycia przeciw-
cial, ktére stosuje si¢ wytacznie w odniesieniu do zwierzat seronegatywnych. Jezeli
zwierze bedzie seropozytywne, cale nasienie tego zwierzecia pozyskane od ostatnie-
go badania, w ktérym uzyskano wynik ujemny, powinno zosta¢ odrzucone albo pod-
dane testowi na obecno$¢ wirusa lub genomu wirusa z wynikiem ujemnym,

— choroby me¢twikowej bydta,

— zarazy rzesistkowej bydta.

Ponadto w przypadku buhajow, od ktérych ponownie zaczeto pozyskiwaé nasienie
po okresie przerwy trwajacym ponad 6 miesiecy, dodatkowo w okresie 30 dni przed
wznowieniem produkcji nasienia wykonuje si¢ badania w kierunku zarazy rzgsist-
kowej bydta oraz choroby metwikowej bydta. Jezeli wynik ktoregokolwiek z badan
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bedzie dodatni, zwierze zostaje odizolowane od pozostatych zwierzat, a nasienie po-
zyskane od tego zwierzgcia od ostatniego badania, w ktérym uzyskano wynik ujemny,
nie moze by¢ przedmiotem handlu.

W przypadku, gdy wynik badania w kierunku wirusowej biegunki bydta i choroby
bton $luzowych jest dodatni, nasienie pozyskane od tego zwierzecia od ostatniego
badania, w ktérym uzyskano wynik ujemny bada si¢ w celu wykluczenia obecnosci
wirusa.

Ochrona sanitarna pomieszczen centrum i produkcji nasienia

Oprocz weryfikacji statusu zdrowotnego dawcow materiatu biologicznego istotne
jest zabezpieczenie sanitarne pomieszczen, w ktdorym nastepuje pobieranie, obrobka
nasienia (rozrzedzanie, kriokonserwacja), jak rowniez odpowiednie zabezpieczenie
sprzetu i personelu majacego z nim kontakt. Pozyskiwanie, przetwarzanie i przecho-
wywanie nasienia powinno odbywac si¢ w oddzielnych pomieszczeniach przezna-
czonych do tego celu, z zachowaniem bezwzglgdnej higieny. Ponadto pomieszczenia
shuzace przetwarzaniu, obrobee i kriokonserwacji materialu biologicznego nie mogg
mie¢ bezposredniego potaczenia z pomieszczeniami statego przebywania zwierzat.
Wszystkie narzedzia majgce kontakt z dawca podczas pozyskiwania 1 przetwarzania
nasienia powinny by¢ czyszczone i odkazane albo wyjalawiane przed uzyciem, z wy-
jatkiem nowych narzedzi jednorazowych. Wszystkie produkty biologiczne pochodze-
nia zwierzgcego uzywane podczas przetwarzania nasienia, w tym rozcienczalniki, do-
datki lub rozrzedzalniki powinny pochodzi¢ ze zrodet, ktore nie stanowig zagrozenia,
lub byly poddawane przed uzyciem takiej obrobce, ktora takie zagrozenie wyklucza.
Stosowane podczas mrozenia czynniki kriogeniczne muszg by¢ odpowiedniej jako-
$ci 1 wykorzystywane jednokrotnie do obrébki materiatu biologicznego. Pracownicy
zatrudnieni w centrum pozyskiwania nasienia muszg by¢ odpowiednio przeszkoleni
w zakresie technik dezynfekcji 1 higieny zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ chorob
zwierzecych.

Pobieranie i przetwarzanie nasienia nie sa procedurami sterylnymi, dlatego pod-
czas produkcji nasienia nalezy zachowac¢ wysokie standardy sanitarno-higienicz-
ne umozliwiajace zminimalizowanie ryzyka kontaminacji. Ponadto przy obrdbce
nasienia stosuje si¢ rozcienczalniki, ktore obligatoryjnie muszg zawiera¢é w swoim
sktadzie zwiagzki dziatajace bakteriobodjczo i/lub bakteriostatycznie (Goularte i in.,
2020). Zgodnie z obowiazujacymi standardami sanitarno-weterynaryjnymi dodatki
stosowane w rozcienczalnikach nie moga stanowi¢ zagrozenia dla zdrowia zwierzat.
Zagrozenie takie wydaje si¢ realne, bowiem dodatki moga by¢ zrodlem patogenow
i sg zarazem doskonatg pozywka dla czynnikéw chorobotworczych. Ma to istotne
znaczenie w sytuacji, gdy wigkszo$¢ dostgpnych na rynku rozcienczalnikow jest pro-
dukowana w oparciu o substytuty pochodzenia zwierzecego, gtdéwnie mleko i zott-
ko jaj. Rozcienczalniki komercyjne stosowane w praktyce inseminacyjnej na terenie
Unii Europejskiej muszg wykazywaé skuteczne dziatanie antybakteryjne. W rozpo-
rzadzeniu delegowanym Komisji (UE) 2020/686 zachowano przepisy dotyczace sto-
sowania antybiotykow ustanowione w dyrektywach 88/407/EWG, 90/429/EWG oraz
92/65/EWG, jak rowniez przepisy zalecane przez OIE. Zgodnie z dyrektywa 88/407/
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EWG istnieje obowigzek dodawania do nasienia bydta antybiotykoéw dziatajacych
przeciwko kampylobakteriom, leptospirom i mykoplazmom. Antybiotyki redukuja
mozliwos$¢ przeniesienia infekcji za posrednictwem nasienia tylko w przypadku za-
kazen bakteryjnych natomiast przy infekcjach wirusowych, dodatek antybiotykow nie
stanowi zadnego zabezpieczenia (Wierzbowski, 1990).

Podsumowanie

State monitorowanie zdrowia dawcOw nasienia w centrach jego pozyskiwa-
nia 1 wykonywanie cyklicznych badan zgodnych z przepisami prawa pozwala
na uzyskanie wysokiej jakosci materiatu biologicznego wolnego od zagrozen epi-
demiologicznych. Obowigzujace normy w zakresie zdrowia zwierzat przyjmowa-
nych i bedacych na terenie centrum pozyskiwania nasienia pozwalaja na unik-
nigcie strat ekonomicznych i1 zachowanie wysokiej efektywno$ci w rozrodzie
bydta.
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Monika Trzcinska, Magdalena Bryla

CRYOGENIC PROTECTION OF BULL SEMEN - SANITARY,
VETERINARY AND LEGAL ASPECTS

SUMMARY

In the article, the authors present the applicable legal and sanitary aspects related
to the cryogenic protection of semen in collection centres. The current regulations
contain information about the production, treatment and preservation of biological
material as well as provide guidance on the health status of donors. The use of semen
collected from healthy donors and cryopreserved in accordance with sanitary require-
ments ensures the safety of breeding and it does not pose a threat to inseminated
females.
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