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Микробиологические исследования свежеполученной 
спермы быков-производителей на племпредприятии

РЕЗЮМЕ
Контаминация бактериями и грибами спермы, полученной в производственных условиях, во многом зависит от санитарных условий при ее полу-
чении, а также от бактерионосительства быков-производителей. Так как наличие антибактериальных препаратов, входящих в состав разбавителя при 
криоконсервации спермопродукции, не позволяет объективно оценить степень ее обсеменения, для установления источника контаминации было про-
ведено микробиологическое исследование свежеполученной неразбавленной спермы быков на племенном предприятии АО «Красноярскагроплем». 
Для эффективного лечения бактерионосителей определяли чувствительность выделенных культур условно-патогенных микроорганизмов к антибио-
тикам. Эксперимент выполнен в 2017 и 2018 гг. на базе кафедры эпизоотологии, микробиологии, паразитологии и ветеринарно-санитарной экспертизы 
института прикладной биотехнологии и ветеринарной медицины ФГБОУ ВО Красноярский ГАУ и ветеринарной лаборатории АО «Красноярскагроплем». 
Сперму отбирали в соответствии с ГОСТ 32222-2013, ветеринарно-санитарный контроль материала проводили по ГОСТ 32198-2013. Чувствительность 
к антибиотикам выделенных культур микроорганизмов определяли диско-диффузионным методом согласно методическим указаниям МУК 4.2. 1890-04  
«Определение чувствительности микроорганизмов к антибактериальным препаратам» с использованием дисков, содержащих восемь препаратов. 
Анализ результатов микробиологических исследований показал, что выбраковка спермы по санитарным показателям на племенном предприятии про-
исходила за счет выделения условно-патогенных микроорганизмов: в 2017 г. – синегнойной палочки (6,4% проб) и протея (8,5% проб); в 2018 г. – сине-
гнойной палочки (2,4% образцов). Остальные показатели (общее микробное число и коли-титр) находились в пределах допустимой нормы. Анаэробы 
и патогенные грибы обнаружены не были. Четыре выделенных в 2017–2018 гг. изолята Pseudomonas aeruginosa и три изолята Proteus vulgaris проявили 
чувствительность к ципрофлоксацину, который можно использовать для этиотропной терапии быков в случае установления у них бактерионосительства. 
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SUMMARY
Bacterial and fungal contamination of the semen collected in production environment largely depends on the sanitary conditions of its collection as well as on 
the bacteria carrier state in breeding bulls. Since antimicrobials contained in the diluent used during semen product cryopreservation do not allow an objective 
assessment of semen contamination, a microbiological testing of fresh undiluted bull semen was carried out at the AO “Krasnoyarskagroplem” breeding estab-
lishment to identify the contamination source. The isolated opportunistic microorganism cultures were tested for their susceptibility to antibiotics for the purpose 
of effective treatment of bacteria carriers. The experiment was performed at the Department for Epizootiology, Microbiology, Parasitology and Veterinary and 
Sanitary Expertise of the Institute of Applied Biotechnology and Veterinary Medicine of the FSBEI HE “Krasnoyarsk State Agrarian University” and at the Veterinary 
Laboratory of the AO “Krasnoyarskagroplem” in 2017 and 2018. Semen was collected in accordance with GOST 32222-2013 and tested for veterinary and sanitary 
parameters according to GOST 32198-2013. Isolated microorganism cultures were tested for their susceptibility to antibiotics with disc-diffusion method according 
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В последнее время в Российской Федерации, как 
и во всем мире, отмечается рост устойчивости инфек-
ционных агентов к  антибактериальным препаратам, 
что приводит к проявлению жизнеспособности микро-
организмов при проведении этиотропного лечения.

На сегодня это одна из серьезных угроз здоровью. 
Неправильное использование антибиотиков ускоряет 
этот процесс, и все больше инфекционных заболева-
ний становится сложнее лечить, что характеризуется 
длительным течением болезни и увеличением эконо-
мических затрат.

Основными причинами, способствующими разви-
тию антибиотикорезистентности микроорганизмов, 
являются: необоснованное назначение антибиотиков 
для лечения легких форм заболеваний; применение 
препаратов широкого спектра действия, когда доста-
точно препаратов с узким спектром действия; назна-
чение препаратов без учета этиологического спектра 
возбудителей и их чувствительности.

Надзор за распространением антибиотикорези-
стентности является стратегической задачей в  вете-
ринарии. Для определения устойчивости микроорга-
низмов к антибактериальным препаратам применяют 
фенотипические (традиционные) и молекулярно-гене-
тические методы [19].

В России существует база данных AMRmap, в кото-
рой отражены результаты мониторинга антибиотико-
устойчивости микроорганизмов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Работа выполнена в  2017 и  2018  гг. на кафедре 

эпизоотологии, микробиологии, паразитологии и ве-
теринарно-санитарной экспертизы института при-
кладной биотехнологии и  ветеринарной медицины 
ФГБОУ ВО Красноярский ГАУ и в ветеринарной лабо-
ратории АО «Красноярскагроплем». Микробиологиче-
ские исследования проводили в ветеринарной лабора-
тории АО «Красноярскагроплем».

Объектом исследования были быки-производители 
голштинской красно-пестрой и черно-пестрой, симмен-
тальской, герефордской и  абердин-ангусской пород.

Предметом исследования явилась свежеполу-
ченная сперма быков-производителей в количестве 
141 пробы. Сперма отбиралась в асептических услови-

ВВЕДЕНИЕ 
В Красноярском крае молочное скотоводство яв-

ляется приоритетным направлением отрасли живот-
новодства, определяющим успешность его развития. 
Современный период развития скотоводства в крае 
характеризуется широким использованием в воспро-
изводстве лучшего мирового генофонда скота, гено-
типов выдающихся быков-производителей благодаря 
развитию технологии получения, криоконсервации 
продукции и искусственному осеменению [1, 2].

На племпредприятиях вопросу контроля качества 
спермы быков-производителей уделяется первосте-
пенное значение [3].

При проведении искусственного осеменения опас-
ность представляют этиологические агенты бакте-
риальной и вирусной природы, которые передаются 
через сперму и могут вызывать инфекционные забо-
левания маточного поголовья [4–12].

Контаминация бактериями и грибами полученной 
в  производственных условиях спермы во  многом 
зависит от  санитарных условий при ее  получении, 
а также от бактерионосительства быков-производите-
лей [3, 13, 14].

Для обеспечения сохранности оплодотворяющей 
способности спермы на продолжительный срок ее 
разбавляют специальными средами, включающими 
антибактериальные средства [15–17]. В результате про-
веденных ранее исследований было установлено, что 
противомикробные компоненты, входящие в состав 
разбавителя при криоконсервации, не всегда губи-
тельно действуют на все контаминанты, что приводит 
к выбраковке уже криоконсервированной спермы [18].

Так как наличие антибактериальных препаратов не 
позволяет объективно оценить степень обсеменения 
спермы, для определения источника ее контаминации 
было проведено микробиологическое исследование 
свежеполученной неразбавленной спермы быков-про-
изводителей АО «Красноярскагроплем». 

В задачи исследования входило:
1. Анализ результатов микробиологических исследо-

ваний спермы для ее ветеринарно-санитарной оценки. 
2.  Определение чувствительности выделенных 

культур микроорганизмов к противомикробным пре-
паратам. 

to the Methodical Guidelines 4.2.1890-04 “Testing of microorganisms for their susceptibility to antimicrobials” using discs containing eight antimicrobials. Analysis 
of microbiological test results showed that semen was rejected for sanitary reasons at the breeding establishment due to isolation of the following opportunistic 
microorganisms: Pseudomonas aeruginosa (6.4% samples) and Proteus vulgaris (8.5% sample) in 2017 and Pseudomonas aeruginosa (2.4% samples) in 2018. 
Other test parameters (total microbial count, coliform count) were within admissible limits. No anaerobes and pathogenic fungi were detected. Four Pseudomonas 
aeruginosa isolates and three Proteus vulgaris isolates recovered during the test have demonstrated susceptibility to ciprofloxacin that can be used for etiotropic 
treatment of bulls identified as bacteria carriers. 
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ях по одному эякуляту от каждого быка в стерильную 
пробирку в соответствии с ГОСТ 32222-2013 «Средства 
воспроизводства. Сперма. Методы отбора проб» [20].

Проведение ветеринарно-санитарного контроля 
качества спермы проводили по следующим показате-
лям: определение общего количества микроорганиз-
мов – микробное число в 1 см3 (КОЕ/см3), определение 
коли-титра в  1  см3; наличие патогенных и  условно- 
патогенных микроорганизмов и анаэробов.

Общее микробное число (ОМЧ) в 1 см3 определяли 
путем посева спермы на мясо-пептонный агар (МПА) 
из двух разведений (1:10 и 1:1000) на четыре чашки от 
каждого разведения с использованием двухслойного 
агарового метода. Коли-титр определяли посевом на 
среду Булира для сбраживания бактериями группы ки-
шечной палочки (БГКП) маннита. Оценивали результат 
визуально по изменению цвета среды и наличию газо-
образования.

Для выявления условно-патогенных микроорганиз-
мов Pseudomonas aeruginosa использовали мясо-пеп-
тонный бульон (МПБ) с добавлением 10% глюкозы, для 
идентификации Proteus vulgaris проводили микроско-
пию препаратов и хлороформалиновую пробу. 

Для выделения анаэробов сперму культивировали 
на среде Китта-Тароцци в соответствии с ГОСТ 32198-
2013 «Средства воспроизводства. Сперма. Методы 
микробиологического анализа» [21] и с учетом мето-
дических рекомендаций по профилактике микробной 
контаминации спермы быков-производителей [3].

Микологическое исследование спермы проводили 
по методике оценки спермы, применяемой при искус-
ственном осеменении сельскохозяйственных живот-
ных [22].

Чувствительность к антибиотикам выделенных куль-
тур микроорганизмов проводили диско-диффузион-
ным методом с использованием дисков, содержащих 
ципрофлоксацин (5 мкг), стрептомицин (30 мг), гентами-
цин (10 мкг), тетрациклин (30 мкг), ампициллин (10 мкг), 
цефтазидим  (30  мкг), имипенем  (10  мкг), полимик-
син (300 ЕД), в соответствии с методическими указания-
ми МУК 4.2.1890-04 «Определение чувствительности ми-
кроорганизмов к антибактериальным препаратам» [23]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Проведенные в 2017 г. микробиологические иссле-

дования 47 образцов свежеполученной неразбавлен-
ной спермы показали, что ни одна из проб не дала роста 
на среде Китта-Тароцци, следовательно, в испытуемом 
материале отсутствовали анаэробы. Наибольшее вы-
явленное значение ОМЧ составило 3290  КОЕ / см3 при 
максимальном по ГОСТ  32198-2013  – 5000  КОЕ/см3. 
В  шести пробах (12,8%) спермы образование коло-
ний на плотных питательных средах не обнаружено. 
Среднее значение ОМЧ исследуемых образцов соста-
вило 275 ± 76 КОЕ/см3. В одной пробе коли-титр был 
равен 0,1 см3.

В трех образцах свежей спермы выявили наличие 
синегнойной палочки (изоляты № 3, 37, 42), что соста-
вило 6,4% от общего количества исследованных проб. 
Сперма от таких животных выбраковывается, а быки-
спермодоноры ставятся на  контроль по  бактерио-
носительству.

Синегнойная палочка относится к  виду палочко-
видных бактерий. Она обладает такими факторами 
пато генности, как подвижность и токсинообразование, 

и легко поражает организм с ослабленным иммунным 
статусом [24].

Псевдомонады способны длительное время перси-
стировать в организме, поэтому микроорганизм эволю-
ционно выработал механизмы защиты от применяемых 
лечебных мер и ускользания от иммунных реакций ор-
ганизма хозяина.

Одним из важнейших факторов колонизации микро-
организма является образование биопленки. В данном 
случае полисахаридный матрикс клетки становится не-
видимым для иммунной системы, а экзополисахариды 
затрудняют диффузию антибактериальных препара-
тов [25].

Клетки организма хозяина используются для нако-
пления псевдомонад. Такая инвазия наблюдается, как 
правило, в эпителиальных клетках при заражении моче - 
половых путей, и обычно у входных ворот инфекции 
контаминация возбудителем значительно больше [24].

Положительный эффект в  борьбе с  биопленками 
P. aeruginosa был достигнут M. C. Walters et al. при ком-
бинированном использовании тобрамицина, ципро-
флоксацина и тетрациклина, действующих на активные 
клетки в верхнем слое биопленки, и антибиотика коли-
стина, влияющего на неактивные клетки [26].

Результаты исследований по определению антибио-
тикорезистентности выделенных изолятов P. aeruginosa 
представлены на рисунке 1 и в таблице 1.
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Рис. 1. Определение чувствительности изолятов P. aeruginosa, 
выделенных в 2017 г.

Fig. 1. Tests of P. aeruginosa isolates recovered in 2017 for their 
susceptibility

Таблица 1
Антибиотикорезистентность выделенных в 2017 г. изолятов P. aeruginosa 
к противобактериальным препаратам
Table 1
Antimicrobial resistance of P. aeruginosa isolates recovered in 2017

Наименование 
антибиотика

Чувствительность изолятов

№ 3 № 37 № 42

Ципрофлоксацин чувствительный чувствительный чувствительный

Стрептомицин чувствительный чувствительный чувствительный

Гентамицин резистентный чувствительный чувствительный

Тетрациклин резистентный чувствительный чувствительный

Ампициллин резистентный резистентный чувствительный

Цефтазидим резистентный чувствительный чувствительный
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Полученные данные свидетельствуют о  том, что 
все три изолята P.  aeruginosa проявили большую 
 чувствительность к  ципрофлоксацину и  меньшую  – 
к стрептомицину. Изоляты № 37 и 42 также были чув-
ствительны гентамицину, тетрациклину и цефтазидиму. 
Изолят № 42 оказался чувствительным еще и к ампи-
циллину.

В 8,5% от общего количества исследованных проб 
(изоляты №  12,  15,  17,  19) был выделен патогенный 
протей (Proteus vulgaris), который является грамотрица-
тельной, спорообразующей, факультативно-анаэроб-
ной мелкой нитевидной палочкой. Протей – предста-
витель нормальной, условно-патогенной микрофлоры 
желудочно-кишечного тракта млекопитающих. 

Бактерии рода Proteus в основном становятся при-
чиной болезни молодняка сельскохозяйственных жи-
вотных, находящихся в иммунодепрессивном состоя-
нии и подверженных стрессам. Вспышки протейной 
инфекции регистрируются спорадически, основной 
путь передачи возбудителя – алиментарный.

Протей относится к  типичному виду грамотрица-
тельных бактерий, содержащих бета-лактамазы, кото-
рые способствуют развитию резистентности к  анти-
микробным препаратам, таким как пенициллины, 
цефалоспорины, карбапенемы [27].

Сперма от таких быков-производителей выбраковы-
вается, а сами они ставятся на контроль по бактерио-
носительству. В  данном случае целесообразно про-
водить определение чувствительности каждой 
свежевыделенной культуры микроорганизмов к анти-
микробным препаратам для проведения более эффек-
тивного лечения быков в случае установления бакте-
рионосительства. 

Результаты исследований по определению анти-
биотикорезистентности изолятов P.  vulgaris к  анти-
микробным препаратам представлены на рисунке 2 
и в таблице 2.

В результате исследования установили, что три из 
четырех изолятов P.  vulgaris (№  12, 15, 19) проявили 
высокую чувствительность к ципрофлоксацину, а изо-
лят № 17 – промежуточную. Изоляты № 15, 17, 19 были 
чувствительны к цефтазидиму, изолят № 12 – к гентами-
цину, а № 17 – к ампициллину.

Весной 2018 г. было получено и исследовано 42 про-
бы свежей спермы быков-производителей. В испыту-
емых образцах среднее значение ОМЧ было равно 
142  ±  70  КОЕ/см3, при этом наибольшее значение 
(2020 КОЕ/см3) установили в одном образце, что соста-
вило 2,4% от общего количества исследованных проб. 
Во всех пробах коли-титр превышал 0,1 см3, при этом 
стерильными были 14 проб, что составило 33,3%. Ана-
эробы и патогенные грибы не обнаружены. Из одной 
пробы, что составило 2,4%, был выделен возбудитель 
псевдомоноза  – синегнойная палочка. Полученную 
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Таблица 2
Антибиотикорезистентность выделенных в 2017 г. изолятов P. vulgaris 
к противобактериальным препаратам
Table 2
Antimicrobial resistance of P. vulgaris isolates recovered in 2017

Наименование 
антибиотика

Чувствительность изолятов

№ 12 № 15 № 17 № 19

Ципрофлоксацин чувствительный чувствительный промежуточный чувствительный

Стрептомицин резистентный промежуточный промежуточный промежуточный

Гентамицин чувствительный промежуточный резистентный резистентный

Тетрациклин резистентный промежуточный резистентный резистентный

Ампициллин резистентный резистентный чувствительный промежуточный

Цефтазидим промежуточный чувствительный чувствительный чувствительный

Рис. 2. Определение антибиотикорезистентности изолятов 
P. vulgaris, выделенных в 2017 г.

Fig. 2. Tests of P. vulgaris isolates recovered in 2017  
for their antimicrobial resistance 

Таблица 3
Антибиотикорезистентность выделенного в 2018 г. 
изолята P. aeruginosa к противобактериальным препаратам
Table 3
Antimicrobial resistance of P. aeruginosa isolate  
recovered in 2018

Наименование антибиотика Чувствительность изолята

Ципрофлоксацин чувствительный

Гентамицин промежуточный

Цефтазидим промежуточный

Имипенем чувствительный

Полимиксин резистентный

Рис. 3. Определение антибиотикорезистентности 
изолята P. aeruginosa, выделенного в 2018 г.

Fig. 3. Test of P. aeruginosa isolate recovered in 2018  
for its antimicrobial resistance
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чистую культуру P. aeruginosa оценивали на предмет 
ее антибиотикорезистентности к  антимикробным 
препаратам. Результаты представлены на рисунке  3  
и в таб лице 3.

Полученные данные показали, что выделенный изо-
лят P. aeruginosa наибольшую чувствительность про-
явил к ципрофлоксацину и имипенему.

Осенью 2018  г. было отобрано и  исследовано 
52  эяку лята от быков-производителей. При исследо-
вании полученных образцов рост на МПА и других ис-
пользуемых питательных средах отсутствовал. По ре-
зультатам микологического исследования патогенные 
грибы в сперме быков не обнаружены. Учитывая полу-
ченные результаты исследования, установили, что спер-
ма была пригодной для искусственного осеменения.

ВЫВОДЫ
1.  Анализ результатов микробиологических ис-

следований свежеполученной на племпредприятии 
спермы быков-производителей показал, что выбра-
ковка спермопродукции по санитарным показателям 
происходила за счет выделения условно-патогенных 
микроорганизмов: в  2017  г.  – синегнойной палочки 
в 6,4% и протея в 8,5% образцов, в 2018 г. – синегной-
ной палочки в 2,4% проб. Остальные показатели – ОМЧ 
и коли-титр – оставались в пределах допустимой нор-
мы. Анаэробы и патогенные грибы выделены не были.

2.  При определении антибиотикорезистентности 
изолятов условно-патогенных микроорганизмов, вы-
деленных в 2017 г. (3 изолята P. aeruginosa и 3 изолята 
P. vulgaris) и 2018 г. (1 изолят P. aeruginosa), к противо-
микробным препаратам установили чувствительность 
культур к ципрофлоксацину, который можно исполь-
зовать для лечения быков при выявлении у них бак-
терионосительства. К остальным препаратам чувстви-
тельность разнилась среди культур одного и того же 
вида, но полученных от разных животных, поэтому 
для эффективной этиотропной терапии целесообраз-
но определять чувствительность выделенных культур 
к антимикробным препаратам.
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