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1. Cíl metodiky 

 

Cílem této metodiky je definovat praktický postup pro snížení bakteriální kontaminace během 

skladování prasečího spermatu přidáním přírodní látky (antimikrobiálního proteinu) 

do ředicího roztoku spermatu a aplikací série jednoduchých kroků během procesu odběru 

a ředění spermatu. Použití této metodiky se vyhýbá aplikaci tradičních antibiotik, která 

urychlují vznik a šíření antimikrobiální rezistence (AMR) u většiny patogenních bakterií 

na celém světě, aniž by byla ohrožena funkce spermií. Tato metodika tedy přispívá 

k udržitelnějšímu a ekologičtějšímu chovu hospodářských zvířat, který je přínosem i v oblasti 

zdraví lidí a zvířat. 

 

 

2. Vlastní popis metodiky 

 

2.1 Úvod 

 

AMR je v současné době jednou z hlavních globálních zdravotních hrozeb, která zvyšuje riziko 

selhání léčby a následného snazšího šíření chorob včetně závažných onemocnění s letálními 

následky, a to jak u lidí, tak u zvířat. U bakterií, kde AMR přirozeně vzniká, zneužívání nebo 

nadměrné užívání antibiotik tento proces urychluje a ohrožuje úspěch moderní medicíny 

při léčbě infekcí (WHO, 2023). 

 

Reprodukce prasat se na celém světě většinou realizuje pomocí umělé inseminace (UI). 

Mezi výhody UI patří ekonomická výhodnost, možnost využití spermatu od geneticky 

nejhodnotnějších plemeníků, efektivnější šíření genetického potenciálu, snížené riziko přenosu 

pohlavních chorob a vyšší reprodukční užitkovost než u přirozené plemenitby. Proces odběru 

a manipulace se spermatem zvyšuje riziko bakteriální kontaminace, což činí přidání antibiotik 

do ředicího roztoku nezbytným. V tomto ohledu si však několik bakteriálních kmenů vyvinulo 

rezistenci vůči běžně používaným antibiotikům, přidávaným do ředicích roztoků kančího 

spermatu, což může vést ke vzniku tzv. "superbakterií". I při používání antimikrobiálních látek 

je až 30 % kančích inseminačních dávek kontaminováno některými bakteriálními kmeny, 

především v důsledku AMR (Kuster a Althouse, 2016). 
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Rostoucí množství důkazů a problémů spojených s AMR na celém světě vedly Evropskou unii 

(EU) k úpravě předpisů týkajících se odběru a zpracování spermatu u zvířat chovaných 

pro produkci potravin (EU, 2020) směrem k dobrovolnému, flexibilnějšímu a uvážlivému 

používání antibiotik (EU, 2023). 

 

Proto je nutné najít způsob využití vhodných alternativních antimikrobiálních látek, které 

zpomalují nebo zabraňují vzniku AMR. Mezi takové látky patří i antimikrobiální peptidy 

a proteiny, což je různorodá skupina molekul produkovaných širokou škálou organismů 

(prokaryotických i eukaryotických) jako jejich první linie obrany proti patogenním 

mikroorganismům (Zhang a Gallo, 2016). 

 

Lysozym, nebo také muramidáza, byl objeven Alexandrem Flemingem v roce 1922 a je prvním 

identifikovaným antimikrobiálním proteinem (Flemming, 1922). Nachází se typicky v tělních 

tekutinách (např. sliny, slzy, mléko, sperma, cervikální hlen), orgánech, tkáních a buňkách 

(např. polymorfonukleárních leukocytech) mnoha organismů, kde funguje jako vrozená 

imunologická obrana proti široké škále patogenů (Jiang a kol., 2021; Chimura a kol., 1993; 

Ohno a Morrison, 1989). Antibakteriální spektrum lysozymu zahrnuje hlavně grampozitivní 

(G+) bakterie, ale v přítomnosti chelatačních činidel, jako je kyselina ethylendiamintetraoctová 

(EDTA), je účinný i proti bakteriím gramnegativním (G-) (Branen a Davidson, 2004). Díky své 

vlastní antimikrobiální aktivitě (Branen a Davidson, 2004; Corral a kol., 1988) mohou být ředicí 

roztoky spermatu obsahující hydrogenuhličitan sodný a chelatační činidla, jako je EDTA 

(Tabulka 1), vhodné v boji proti AMR ve spojení s použitím alternativních antimikrobiálních 

látek pro konzervaci spermatu. 

 

V této metodice byl jako alternativa konvenčních antibiotik přidán lysozym, přírodní 

antimikrobiální protein, do ředicího roztoku Beltsville Thawing Solution (BTS), v jehož složení 

je rovněž zastoupena EDTA a hydrogenuhličitan sodný, tedy další dvě složky 

s antimikrobiálními účinky. 

 

2.2 Odběr a ředění spermatu 

 

Lipidové složení membrány kančích spermií (nízký obsah cholesterolu a vysoký poměr 

nenasycených a nasycených mastných kyselin) činí tyto buňky velice citlivými na chladový 

šok, a tedy i na proces kryokonzervace. Z tohoto důvodu se 99 % UI po celém světě provádí 
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s ředěným spermatem prostřednictvím chlazených inseminačních dávek, které jsou skladovány 

při teplotách v rozmezí 15-17 ºC (Johnson a kol., 2000). Obvykle se pro přípravu dávek UI 

používají pouze spermiové frakce ejakulátu. Sperma se ředí za použití vhodného ředicího 

roztoku na koncentraci 30-80 milionů spermií na mililitr. 

 

Obecně platí, že roztoky pro ředění spermatu obsahují živiny (monosacharidy), pufry 

pro kontrolu pH a antimikrobiální látky. Podle délky skladování se roztoky, tj. ředidla, dělí 

na dlouhodobé (4 až 7 dní) a krátkodobé (do 3 dnů). Hlavní rozdíly mezi těmito dvěma typy 

ředidel spočívají v aplikaci antioxidantů a kombinací antibiotik používaných u dlouhodobých 

ředidel. Rozmezí pH a osmolality pro ředicí roztoky kančího spermatu je 6,8-7,2 a 240-380 

mOsm/kg H2O. Ředicí roztoky obsahující EDTA a hydrogenuhličitan sodný (Tabulka 1) jsou 

výrobci ředidel preferovány, protože tyto látky mají samy o sobě antimikrobiální aktivitu. 

 

Jelikož se 85 % inseminací provádí během prvních dvou dnů po odběru spermatu (Yeste, 2017), 

byl v této metodice použit krátkodobý ředicí roztok BTS, který umožňuje uchování spermií 

po dobu 1–3 dnů. 

 

Tabulka 1. Ředidla pro uchování kančího spermatu obsahující EDTA a hydrogenuhličitan sodný 

Složka (g/l) BTSa Kieva Androhepb Modenab Zorlescob 

Glukóza 37,0 60,0 26,0 25 11,5 

EDTA 1,25 3,7 2,4 2,25 2,3 

Citrát sodný 6,0 3,7 8,0 6,9 11,7 

Hydrogenuhličitan sodný 1,25 1,2 1,2 1,0 1,25 

Chlorid draselný 0,75     

TRIS    5,65 6,5 

HEPES   9,0   

Kyselina citronová    2,0 4,1 

Cystein    0,05 0,1 

BSA   2,5 3,0 5,0 

mOsm/kg H2O 330 380 309 282 240 

akrátkodobé ředidlo; bdlouhodobé ředidlo; EDTA:  kyselina ethylendiaminotetraoctová; TRIS: 

tris(hydroxymethyl)aminomethan; HEPES: kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] 

ethansulfonová; BSA: hovězí sérový albumin; mOsm/kg: osmolalita 
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Protože jsou kančí spermie velmi citlivé na chladový šok, ochlazování spermatu z 37 °C 

na 17 °C by mělo probíhat pomalu, aby se předešlo ztrátě pohyblivosti a životaschopnosti 

spermií. Pro optimální ředění a skladování kančího spermatu v tekutém stavu a pro snížení 

bakteriální kontaminace se doporučuje následující postup: 

 

1. Před odběrem spermatu nalijte sterilní fyziologický roztok na penis kance a ruku 

pracovníka provádějícího odběr. Tento postup výrazně sníží (až o 98 %) konečné 

bakteriální zatížení ve spermatu (Sone, 1990). 

2. Sterilní gáza se používá jako filtr a umisťuje se do sterilní sběrné nádoby, předem 

temperované na 37 °C. První frakce spermatu (prespermatická frakce) se vyřazuje. 

3. Ředění spermatu vybraným ředicím roztokem (temperovaným na 37 °C) se provádí 

v minimálním poměru 1:1, následuje inkubace při přibližně 25 °C po dobu 1 hodiny. 

4. Sperma se poté centrifuguje při 167 × g po dobu 3 minut při 17 °C, aby se odstranily 

nečistoty, bakterie a abnormální buňky. Po centrifugaci se odebere supernatant 

a uchovává se při 17 °C. 

5. Poté se u supernatantu hodnotí koncentrace spermií, jejich pohyblivost a morfologie. 

Pro další zpracování spermatu je vyžadována aktivita spermií ≥ 70 % a abnormálnosti 

spermií ≤ 25 %. 

6. Následně se provádí úprava koncentrace spermií pro různé účely (např. dávky UI, 

výzkum atd.) a skladování ředěného spermatu při 15-17 °C z důvodu zajištění vysokého 

zabřezání plemenic a zajištění vysokého počtu selat ve vrhu.  

 

2.3 Příprava ředidla (BTS + lysozym) 

 

Složení ředicího roztoku (BTS) je uvedeno v tabulce 1. Dále se do ředicího roztoku BTS 

před použitím přidává 500 µg/ml lysozymu (z vaječného bílku, 105281; ≥ 30 000 FIP-U/mg; 

Merck, Darmstadt, Německo). Poté se pH upraví na ~ 7,2 a výsledná osmolalita 

je ~ 330 mOsm/kg H2O. BTS byl připraven v ultračisté vodě a filtrován sterilním 

membránovým filtrem z acetátové celulózy (filtr s póry 0,2 μm), který vykazuje velmi nízkou 

schopnost vázat proteiny. 
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2.4 Základní parametry spermií pro hodnocení kvality spermatu (koncentrace, morfologie 

a aktivita) 

 

• Koncentrace spermií: Zlatým standardem pro hodnocení koncentrace spermií 

je technika s použitím hemocytometru (např. Bürkerova počítací komůrka). V každé 

komůrce na hemocytometru by mělo být hodnoceno alespoň deset čtverců (0,2 mm × 

0,2 mm). Pro přesné hodnocení by se měl počet spermií ve čtverci pohybovat v rozmezí 

7-15 buněk. 

• Morfologie spermií: Aliquot každého vzorku byl umístěn do 0,3% formaldehydu 

v pufrovaném fyziologickém roztoku pro hodnocení abnormálností spermií. Ejakuláty 

s více než 25 % abnormálních spermií by měly být vyřazeny, nejsou již pro další použití 

vhodné. Hodnoceno je 200 spermií pod fázovým kontrastním mikroskopem 

(objektiv 40 ×). Nejčastěji pozorované abnormality jsou uvedeny v tabulce 2 

a na obrázku 1. 

• Pohyblivost spermií: Pohyblivost spermií musí být hodnocena ve specifických 

komůrkách (např. Leja - Leja Products BV, Nizozemsko; nebo Spermtrack - Proiser 

R+D, S.L., Španělsko; v obou případech komůrky s hloubkou 20 µm) a předem 

temperovaných na 37 °C. Hodnocení pohyblivosti spermií pomocí mikroskopického 

sklíčka s krycími sklíčky je velmi nepřesný postup a nesmí být použit. Celková 

pohyblivost spermií by měla být ≥ 75 %. 

 

 

2.5 Výsledky měření 

 

Pro sledování kvalitativních parametrů spermií bylo použito sperma odebrané 

od 12 plemenných kanců plemene Duroc na inseminační stanici kanců Skršín. Kvalitativní 

parametry spermií byly hodnoceny na Katedře veterinárních disciplín FAPPZ ČZU, celkové 

počty bakterií byly analyzovány na Katedře kvality a bezpečnosti potravin FAPPZ ČZU. 

U každého vzorku byl nejprve stanoven podíl normálních spermií a výskyt abnormalit 

(Tabulka 2). Morfologii normálních kančích spermií a spermií s nejčastěji pozorovanými 

abnormalitami lze porovnat na obrázku 1. 
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Tabulka 2. Abnormality spermií kanců použitých pro tuto metodiku 

Označení  

kance 

Normální 

spermie  

(%) 

Proximální 

kapka    

(%) 

Distální 

kapka   

(%) 

Abnormality 

hlavičky    

(%) 

Abnormality 

bičíku      

(%) 

Ostatní 

abnormality 

(%) 

700 80 2,5 11,5 0,5 5 0,5 

725 87 4 2,5 0,5 4,5 1,5 

741 94 1 0 2 2 1 

744 94,5 1 1,5 0,5 0,5 2 

756 90,5 3,5 3 1 1,5 0,5 

784 85,5 2 4 1,5 6,5 0,5 

786 87 0,5 3 3 2,5 4 

787 86,5 5,5 6 0 1,5 0,5 

789 85,5 2 0,5 0,5 9,5 2 

799 75,5 6 10,5 2,5 4 1,5 

806 77 4 5,5 4 5,5 4 

814 74,5 6 12,5 2,5 3 1,5 

Průměr   84,8  1,9 3,2  0,6 5,0  1,2 1,5  0,4 3,8  0,7 1,6  0,4 

: data jsou uvedena jako průměr ± směrodatná odchylka 

 
 
 
 
 
 
 

Obrázek 1. Morfologie normálních kančích spermií (A) a nejčastěji pozorované abnormality spermií 

v ejakulátu (B-C). B: proximální cytoplazmatická kapka; C: distální cytoplazmatická kapka; D: ohnutý 

bičík. 
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Kvalitativní parametry a bakteriální kontaminace spermatu byly hodnoceny po 48 hodinách 

skladování vzorků naředěných ředícím roztokem BTS s lysozymem, BTS s gentamycinem 

a BTS bez přídavku antibiotik (Tabulka 3). 

 

Tabulka 3. Počty bakterií a parametry spermií po 48 hodinách skladování spermatu. 

Ředidlo 
CPB 

(log KTJ/ml) 

CPE 
(log KTJ/ml) 

CM (%) PM (%) IPM (%) IA (%) 

BTS + lys 1,2  0,5b 0,5  0,3b 65,8  1 54,2  2,5 67,4  0,6a 93  0,9a 

BTS + gent < 1  0b < 1  0b 63,5  1,3 53,3  1,2 55,8  1,3b 91  0,4ab 

BTS (bez ab) 2,7  1,2a 2,4  1a 63,7  2,2 47,2  4,8 61,3  1,3ab 89,4  1,3b 

bez ab: bez antibiotika; CM: celková motilita; CPB: celkové počty bakterií; CPE: celkové počty 

Enterobacteriaceae; gent: gentamicin 250 µg/ml; IA: integrita akrozomu (neporušený akrozom); 

IPM: integrita plazmatické membrány; KTJ: kolonie tvořící jednotky; lys: lysozym 500µg/ml; 

PM: progresivní motilita. Odlišná písmena v horním indexu označují statisticky významné rozdíly 

(p < 0,05) mezi jednotlivými ošetřeními. Data jsou uvedena jako průměr ± směrodatná odchylka ze čtyř 

opakování. 

 
 

Přidání lysozymu do ředicího roztoku spermatu nejenže významně snižuje bakteriální 

kontaminaci, ale také zlepšuje parametry spermií (integritu plazmatické membrány 

a akrozomu) ve srovnání se stejným ředicím roztokem doplněným gentamycinem (Tabulka 3). 

Tento jev lze přičíst schopnosti lysozymu snižovat endotoxickou aktivitu lipopolysacharidu 

(LPS) (Takada a kol., 1994). 

 

 

 

3. Srovnání „novosti postupů“ 

 

Na rozdíl od běžných metod uchování kančího spermatu využívajících konvenční antibiotika 

jsou tato v předložené metodice nahrazena antimikrobiálním proteinem lysozymem. Přídavek 

lysozymu je výhodný u ředidel obsahujících EDTA a hydrogenuhličitan sodný (Tabulka 1) díky 

zesílenému antimikrobiálnímu působení kombinace těchto látek, jak bylo demonstrováno 

na G+ i G- bakteriích v předchozí studii autorů této metodiky (Ros-Santaella a kol., 2024). 

Do inovací navrhované metodiky lze zahrnout také body 1 a 4 postupu dle doporučení 

pro odběr a ředění spermatu (2.2), tedy zařazení oplachu fyziologickým roztokem 

před zahájením odběru a šetrné centrifugace po prvním ředění spermatu. Oba tyto kroky 

výrazně přispívají ke snížení bakteriální kontaminace a množství nečistot, centrifugací se také 

snižují počty abnormálních spermií.  Při dodržení zde uvedené metodiky lze zabránit bakteriální 
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kontaminaci nebo ji snížit pod hranici, od které se z hlediska bakteriální kontaminace vzorek 

označuje za pozitivní (> 300 KTJ/ml), a to bez použití tradičních antibiotik. Přidání lysozymu 

spolu se zavedením několika jednoduchých kroků při odběru a ředění spermatu zajistí snížení 

bakteriální kontaminace a zároveň zachová funkci spermií. Naopak, tradiční metody přípravy 

dávek spermatu pro UI zahrnují přidání konvenčních antibiotik (např. gentamicinu), 

což způsobuje urychlení vzniku AMR. Navíc antibiotika, jako je gentamicin, podporují 

uvolňování bakteriálních endotoxinů, jako je LPS, což vážně ohrožuje funkci spermií 

(Eley a kol., 2005). Ve srovnání s konvenčními antibiotiky je u antimikrobiálních proteinů 

menší pravděpodobnost, že podpoří vznik bakteriální AMR, díky jejich mechanismu účinku 

(Espeche a kol., 2023). 

 

 

4. Popis uplatnění metodiky 

 

Tato metodika je určena jak pro inseminační stanice kanců, tak pro výzkumné účely. Přítomnost 

lysozymu v tělních tekutinách zvířat, včetně spermatu a cervikálního hlenu, naznačuje, 

že přidání tohoto enzymu do ředidel spermatu může být potenciálně vhodné i pro reprodukci 

jiných druhů zvířat. Na jedné straně kroky navržené pro odběr a ředění kančího spermatu 

společně s přídavkem lysozymu do ředicího roztoku BTS sníží bakteriální kontaminaci 

pod maximální hranici doporučenou pro metody UI nebo výzkumné aktivity. Na druhé straně 

lysozym pomáhá udržovat optimální parametry spermatu a na rozdíl od gentamicinu neprokázal 

žádnou cytotoxicitu. Na rozdíl od technik využívajících konvenční antibiotika tato metoda 

nevede k rozvoji bakteriální rezistence (Espeche a kol., 2023), která je v současnosti 

považována za jednu z hlavních globálních zdravotních hrozeb (WHO, 2023). Zavedení této 

metody do praxe tak umožní snížit množství konvenčních antibiotik používaných 

v zemědělství, a tím přispěje ke zpomalení šíření AMR. Zároveň umožní splnění požadavku 

EU na uvážlivé používání antibiotik (EU, 2023). 

 

 

5. Ekonomické aspekty 

 

Při koncentraci uvedené v této metodice a při přípravě jednoho litru ředidla spermatu 

je lysozym přibližně o 42 % levnější než gentamicin (321,60 Kč při koncentraci 500 µg/ml 

oproti 552,50 Kč při koncentraci 250 µg/ml), což je nejčastěji používané antibiotikum při ředění 
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spermatu kanců. Kromě toho použití lysozymu nepředstavuje žádné riziko pro zdraví lidí 

ani zvířat, jelikož se přirozeně vyskytuje v různých tělních tekutinách. Použití této alternativní 

metody využívající lysozym přispěje v boji proti šíření bakteriální AMR po celém světě tím, 

že nevyžaduje použití běžných antibiotik (určených i pro použití v humánní medicíně), 

která se při procesu UI uvolňují do životního prostředí (zpětný tok spermatu z pohlavního traktu 

samice). Lysozym také neutralizuje toxicitu způsobenou LPS, která negativně ovlivňuje funkci 

spermií. Použití tohoto antimikrobiálního proteinu tedy nejen snižuje náklady na roztoky 

pro ředění a uchovávání spermatu, ale také zabraňuje rozvoji a šíření bakteriální AMR 

na antibiotika používaná jak ve veterinární, tak v humánní medicíně. 
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8. Seznam zkratek 
 

AMR  antimikrobiální rezistence 

BSA  hovězí sérový albumin 

BTS  ředicí roztok Beltsville Thawing Solution 

CM  celková motilita 

CPB  celkové počty bakterií 

CPE   celkové počty Enterobacteriaceae 

ČZU  Česká zemědělská univerzita v Praze 

EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctová 

EU  Evropská unie 

FAPPZ Fakulta agrobiologie, přírodních a potravinových zdrojů 

G-   gramnegativní 

G+   grampozitivní 

HEPES  kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonová 

IA   integrita akrozomu (neporušený akrozom) 

IPM   integrita plazmatické membrány 

KTJ   kolonie tvořící jednotky 

LPS   lipopolysacharid 

PM   progresivní motilita 

TRIS  tris(hydroxymethyl)aminomethan 

UI  umělá inteligence 
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