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1. Cil metodiky

Cilem této metodiky je definovat prakticky postup pro snizeni bakterialni kontaminace béhem
skladovani prase¢iho spermatu piidanim pfirodni latky (antimikrobidlniho proteinu)
do fediciho roztoku spermatu a aplikaci série jednoduchych krokd b&hem procesu odbéru
atedéni spermatu. Pouziti této metodiky se vyhybd aplikaci tradi¢nich antibiotik, ktera
urychluji vznik a Sifeni antimikrobidlni rezistence (AMR) u vétSiny patogennich bakterii
nacelém svété, aniz by byla ohrozena funkce spermii. Tato metodika tedy pfispiva

vvvvv

zdravi lidi a zvitat.

2. Vlastni popis metodiky

2.1 Uvod

AMR je v soucasné dob¢ jednou z hlavnich globalnich zdravotnich hrozeb, ktera zvysuje riziko
selhéni 1éCby a nasledného snazsiho Sifeni chorob vcéetné zavaznych onemocnéni s letalnimi
nasledky, a to jak u lidi, tak u zvirat. U bakterii, kde AMR pftirozené vznikd, zneuzivani nebo
nadmérné uZzivani antibiotik tento proces urychluje a ohroZuje Uspéch moderni mediciny

pii 168bé infekei (WHO, 2023).

Reprodukce prasat se na celém svété vétSinou realizuje pomoci umélé inseminace (UI).
Mezi vyhody UI patii ekonomickd vyhodnost, moZnost vyuZiti spermatu od geneticky
pohlavnich chorob a vyssi reprodukéni uzitkovost nez u ptirozené plemenitby. Proces odbéru
a manipulace se spermatem zvySuje riziko bakterialni kontaminace, coz ¢ini ptidani antibiotik
do fediciho roztoku nezbytnym. V tomto ohledu si vSak ne€kolik bakteridlnich kment vyvinulo
rezistenci vic¢i bézné pouzivanym antibiotiklim, pfiddvanym do fedicich roztokli kanciho
spermatu, coz muze vést ke vzniku tzv. "superbakterii". I pfi pouZivani antimikrobidlnich latek
je az 30 % kancich inseminacnich davek kontaminovano nékterymi bakteridlnimi kmeny,

predevsim v disledku AMR (Kuster a Althouse, 2016).



Rostouci mnozstvi ditkazii a problémil spojenych s AMR na celém svéte vedly Evropskou unii
(EU) k upravé predpist tykajicich se odbéru a zpracovani spermatu u zvifat chovanych
pro produkci potravin (EU, 2020) smérem k dobrovolnému, flexibilnéjsimu a uvazlivému

pouzivani antibiotik (EU, 2023).

Proto je nutné najit zptisob vyuziti vhodnych alternativnich antimikrobidlnich latek, které
zpomaluji nebo zabranuji vzniku AMR. Mezi takové latky patii 1 antimikrobialni peptidy
a proteiny, coz je riznoroda skupina molekul produkovanych Sirokou Skadlou organismu
(prokaryotickych i eukaryotickych) jako jejich prvni linie obrany proti patogennim
mikroorganismim (Zhang a Gallo, 2016).

Lysozym, nebo také muramidéza, byl objeven Alexandrem Flemingem v roce 1922 a je prvnim
identifikovanym antimikrobidlnim proteinem (Flemming, 1922). Nachazi se typicky v télnich
tekutinach (napft. sliny, slzy, mléko, sperma, cervikalni hlen), organech, tkdnich a bunkach
(napf. polymorfonukledrnich leukocytech) mnoha organismil, kde funguje jako vrozena
imunologickd obrana proti Siroké Skale patogent (Jiang a kol., 2021; Chimura a kol., 1993;
Ohno a Morrison, 1989). Antibakterialni spektrum lysozymu zahrnuje hlavné grampozitivni
(G+) bakterie, ale v ptitomnosti chelatacnich ¢inidel, jako je kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA), je ucinny 1 proti bakteriim gramnegativnim (G-) (Branen a Davidson, 2004). Diky své
vlastni antimikrobidlni aktivité (Branen a Davidson, 2004; Corral a kol., 1988) mohou byt fedici
roztoky spermatu obsahujici hydrogenuhli¢itan sodny a chelatacni ¢inidla, jako je EDTA
(Tabulka 1), vhodné v boji proti AMR ve spojeni s pouzitim alternativnich antimikrobidlnich

latek pro konzervaci spermatu.

V této metodice byl jako alternativa konvenc¢nich antibiotik ptfidan lysozym, ptirodni
antimikrobialni protein, do fediciho roztoku Beltsville Thawing Solution (BTS), v jehoZ sloZeni
je rovnéz zastoupena EDTA a hydrogenuhli¢itan sodny, tedy dalsi dvé slozky

s antimikrobidlnimi U¢inky.

2.2 Odbeér a redeni spermatu

Lipidové sloZzeni membrany kancich spermii (nizky obsah cholesterolu a vysoky pomér
nenasycenych a nasycenych mastnych kyselin) ¢ini tyto buniky velice citlivymi na chladovy

Sok, a tedy 1 na proces kryokonzervace. Z tohoto divodu se 99 % UI po celém svété provadi
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s fedénym spermatem prostfednictvim chlazenych inseminacnich davek, které jsou skladovany
pti teplotach v rozmezi 15-17 °C (Johnson a kol., 2000). Obvykle se pro ptipravu davek Ul
pouzivaji pouze spermiové frakce ejakulatu. Sperma se fedi za pouziti vhodného fediciho

roztoku na koncentraci 30-80 miliona spermii na mililitr.

Obecné plati, ze roztoky pro fedéni spermatu obsahuji ziviny (monosacharidy), pufry
pro kontrolu pH a antimikrobialni latky. Podle délky skladovani se roztoky, tj. fedidla, déli
na dlouhodobé (4 az 7 dni) a kratkodobé (do 3 dnit). Hlavni rozdily mezi témito dvéma typy
fedidel spocivaji v aplikaci antioxidant a kombinaci antibiotik pouzivanych u dlouhodobych
fedidel. Rozmezi pH a osmolality pro fedici roztoky kan¢iho spermatu je 6,8-7,2 a 240-380
mOsm/kg H>0. Redici roztoky obsahujici EDTA a hydrogenuhli¢itan sodny (Tabulka 1) jsou

vyrobci fedidel preferovany, protoze tyto latky maji samy o sob¢ antimikrobidlni aktivitu.
Jelikoz se 85 % inseminaci provadi béhem prvnich dvou dnti po odbéru spermatu (Yeste, 2017),
byl v této metodice pouzit kratkodoby fedici roztok BTS, ktery umoZiiuje uchovéani spermit

po dobu 1-3 dnt.

Tabulka 1. Redidla pro uchovani kan¢iho spermatu obsahujici EDTA a hydrogenuhligitan sodny

SloZka (g/1) BTS* Kiev® Androhep®” Modena® Zorlesco®
Glukoza 37,0 60,0 26,0 25 11,5
EDTA 1,25 3,7 2,4 2,25 2,3
Citrat sodny 6,0 3,7 8,0 6,9 11,7
Hydrogenuhli¢itan sodny 1,25 1,2 1,2 1,0 1,25
Chlorid draselny 0,75

TRIS 5,65 6,5
HEPES 9,0

Kyselina citronova 2,0 4,1
Cystein 0,05 0,1
BSA 2,5 3,0 5,0
mOsm/kg H,O 330 380 309 282 240

akratkodobé fedidlo; "dlouhodobé fedidlo; EDTA: kyselina ethylendiaminotetraoctova; TRIS:

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

ethansulfonova; BSA: hovézi sérovy albumin; mOsm/kg: osmolalita



ProtoZe jsou kanc¢i spermie velmi citlivé na chladovy Sok, ochlazovani spermatu z 37 °C
na 17 °C by mélo probihat pomalu, aby se predeslo ztrat¢ pohyblivosti a zivotaschopnosti
spermii. Pro optimalni fedéni a skladovani kanc¢iho spermatu v tekutém stavu a pro snizeni

bakterialni kontaminace se doporucuje nasledujici postup:

1. Pfed odbérem spermatu nalijte sterilni fyziologicky roztok na penis kance a ruku
pracovnika provadéjiciho odbér. Tento postup vyrazné snizi (az o 98 %) kone¢né
bakterialni zatizeni ve spermatu (Sone, 1990).

2. Sterilni géza se pouziva jako filtr a umistuje se do sterilni sbérné nadoby, predem
temperované na 37 °C. Prvni frakce spermatu (prespermaticka frakce) se vytrazuje.

3. Redéni spermatu vybranym fedicim roztokem (temperovanym na 37 °C) se provadi
v minimalnim poméru 1:1, nasleduje inkubace pfi pfiblizn€ 25 °C po dobu 1 hodiny.

4. Sperma se poté centrifuguje pti 167 x g po dobu 3 minut pii 17 °C, aby se odstranily
necistoty, bakterie a abnormdalni bunky. Po centrifugaci se odebere supernatant
a uchovava se pti 17 °C.

5. Poté se u supernatantu hodnoti koncentrace spermii, jejich pohyblivost a morfologie.
Pro dal$i zpracovani spermatu je vyZzadovana aktivita spermii > 70 % a abnormalnosti
spermii < 25 %.

6. Nasledné se provadi uprava koncentrace spermii pro rtizné ucely (napt. davky UI,
vyzkum atd.) a skladovani fedéného spermatu pii 15-17 °C z diivodu zajisténi vysokého

zabtezani plemenic a zajiSténi vysokého poctu selat ve vrhu.

2.3 Priprava redidla (BTS + lysozym)

SloZeni fediciho roztoku (BTS) je uvedeno v tabulce 1. Dale se do fediciho roztoku BTS
pred pouzitim ptidava 500 pg/ml lysozymu (z vajecného bilku, 105281; > 30 000 FIP-U/mg;
Merck, Darmstadt, Némecko). Poté se pH upravi na ~ 7,2 a vyslednd osmolalita
je ~330 mOsm/kg H>O. BTS byl pfipraven v ultracist¢ vodé a filtrovan sterilnim
membranovym filtrem z acetatové celuldzy (filtr s pory 0,2 pm), ktery vykazuje velmi nizkou

schopnost vazat proteiny.



2.4 Zdkladni parametry spermii pro hodnoceni kvality spermatu (koncentrace, morfologie

a aktivita)

e Koncentrace spermii: Zlatym standardem pro hodnoceni koncentrace spermii
je technika s pouzitim hemocytometru (napi. Biirkerova pocitaci komirka). V kazdé
komiirce na hemocytometru by mélo byt hodnoceno alesponi deset ¢tverct (0,2 mm X
0,2 mm). Pro pfesné hodnoceni by se mél pocet spermii ve ¢tverci pohybovat v rozmezi
7-15 bunék.

e Morfologie spermii: Aliquot kazdého vzorku byl umistén do 0,3% formaldehydu
v pufrovaném fyziologickém roztoku pro hodnoceni abnormalnosti spermii. Ejakulaty
s vice neZ 25 % abnormalnich spermii by mély byt vyfazeny, nejsou jiz pro dalsi pouziti
vhodné. Hodnoceno je 200 spermii pod fazovym kontrastnim mikroskopem
(objektiv 40 x). Nejcastéji pozorované abnormality jsou uvedeny v tabulce 2
ana obrazku 1.

e Pohyblivost spermii: Pohyblivost spermii musi byt hodnocena ve specifickych
komurkach (napt. Leja - Leja Products BV, Nizozemsko; nebo Spermtrack - Proiser
R+D, S.L., Spanélsko; v obou piipadech komirky s hloubkou 20 pm) a piedem
temperovanych na 37 °C. Hodnoceni pohyblivosti spermii pomoci mikroskopického
sklicka s krycimi sklicky je velmi nepfesny postup a nesmi byt pouzit. Celkova

pohyblivost spermii by méla byt > 75 %.

2.5 Vysledky méreni

Pro sledovani kvalitativnich parametri spermii bylo pouZito sperma odebrané
od 12 plemennych kanct plemene Duroc na inseminacni stanici kancti Skrsin. Kvalitativni
parametry spermii byly hodnoceny na Katedfe veterinarnich disciplin FAPPZ CZU, celkové
podty bakterii byly analyzovany na Katedie kvality a bezpe&nosti potravin FAPPZ CZU.

U kazdého vzorku byl nejprve stanoven podil normélnich spermii a vyskyt abnormalit
(Tabulka 2). Morfologii normdlnich kancich spermii a spermii s nejcastéji pozorovanymi

abnormalitami 1ze porovnat na obrazku 1.



Tabulka 2. Abnormality spermii kancti pouzitych pro tuto metodiku

Oznaceni Normalni Proximalni Distalni ~ Abnormality Abnormality  Ostatni
kance spermie kapka kapka hlavicky biciku 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

Primér+toc 848+19 32+06 50+1.2 1,5+0,4 3,8+0,7 1,604
o: data jsou uvedena jako prumeér + smerodatna odchylka

Obrazek 1. Morfologie norméalnich kancich spermii (A) a nejcastéji pozorované abnormality spermii
v ejakulatu (B-C). B: proximalni cytoplazmaticka kapka; C: distalni cytoplazmaticka kapka; D: ohnuty
bicik.



Kvalitativni parametry a bakteridlni kontaminace spermatu byly hodnoceny po 48 hodinach
skladovani vzorka nafedénych fedicim roztokem BTS s lysozymem, BTS s gentamycinem

a BTS bez ptidavku antibiotik (Tabulka 3).

Tabulka 3. Pocty bakterii a parametry spermii po 48 hodinach skladovani spermatu.
CPB CPE

Redidlo (logKTVml)  (logKTWm) M (%) PM (%)  IPM (%) 1A (%)
BTS + lys 1,2+0,5" 05+03>  658+1 542425 674+0,6*° 93+0,9*
BTS + gent <140 <140  635+1,3 533+12 558+13> 9104
BTS (bezab)  27+1.2° 24+1°  63,7+22 472448 613+13"™ 894413

bez ab: bez antibiotika; CM: celkova motilita; CPB: celkové pocty bakterii; CPE: celkové pocty
Enterobacteriaceae; gent: gentamicin 250 pg/ml; IA: integrita akrozomu (neporuseny akrozom);
IPM: integrita plazmatické membrany; KTJ: kolonie tvofici jednotky; lys: lysozym 500ug/ml;
PM: progresivni motilita. OdlisSna pismena v hornim indexu oznacuji statisticky vyznamné rozdily
(p < 0,05) mezi jednotlivymi oSetfenimi. Data jsou uvedena jako primér + smérodatna odchylka ze ctyt
opakovani.

Pfidani lysozymu do fediciho roztoku spermatu nejenze vyznamné snizuje bakteridlni
kontaminaci, ale také zlepSuje parametry spermii (integritu plazmatické membrany
a akrozomu) ve srovnani se stejnym fedicim roztokem doplnénym gentamycinem (Tabulka 3).
Tento jev lze pficist schopnosti lysozymu snizovat endotoxickou aktivitu lipopolysacharidu

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

3. Srovnani ,,novosti postupu“

Na rozdil od béznych metod uchovani kan¢iho spermatu vyuzivajicich konvenéni antibiotika
jsou tato v predloZené metodice nahrazena antimikrobialnim proteinem lysozymem. Ptidavek
lysozymu je vyhodny u fedidel obsahujicich EDTA a hydrogenuhli¢itan sodny (Tabulka 1) diky
zesilenému antimikrobidlnimu plisobeni kombinace téchto latek, jak bylo demonstrovano
na G+ 1 G- bakteriich v pfedchozi studii autort této metodiky (Ros-Santaella a kol., 2024).
Do inovaci navrhované metodiky lze zahrnout také body 1 a 4 postupu dle doporuceni
proodbér a fedéni spermatu (2.2), tedy =zafazeni oplachu fyziologickym roztokem
pied zahajenim odbéru a Setrné centrifugace po prvnim fedéni spermatu. Oba tyto kroky
vyrazné¢ prispivaji ke snizeni bakteridlni kontaminace a mnoZzstvi necistot, centrifugaci se také

sniZuji pocty abnormalnich spermii. Piidodrzeni zde uvedené metodiky lze zabranit bakterialni



kontaminaci nebo ji snizit pod hranici, od které se z hlediska bakterialni kontaminace vzorek
oznacuje za pozitivni (> 300 KTJ/ml), a to bez pouziti tradi¢nich antibiotik. Pfidani lysozymu
spolu se zavedenim nékolika jednoduchych krokt pii odbéru a fedéni spermatu zajisti snizeni
bakterialni kontaminace a zaroven zachova funkci spermii. Naopak, tradicni metody piipravy
davek spermatu pro Ul zahrnuji pfidani konvencénich antibiotik (napf. gentamicinu),
coz zpusobuje urychleni vzniku AMR. Navic antibiotika, jako je gentamicin, podporuji
uvoliiovani bakteridlnich endotoxinii, jako je LPS, coz vazn¢ ohrozuje funkci spermii
(Eley a kol., 2005). Ve srovnani s konven¢nimi antibiotiky je u antimikrobidlnich proteinii
mensi pravdépodobnost, Ze podpoii vznik bakteridlni AMR, diky jejich mechanismu ucinku

(Espeche a kol., 2023).

4. Popis uplatnéni metodiky

Tato metodika je ur€ena jak pro inseminacni stanice kancti, tak pro vyzkumné tcely. Pfitomnost
lysozymu v télnich tekutindch zvifat, v€etné¢ spermatu a cervikalniho hlenu, naznacuje,
ze pridani tohoto enzymu do fedidel spermatu miize byt potencialné vhodné i pro reprodukci
jinych druht zvifat. Na jedné strané kroky navrzené pro odbér a fedéni kanciho spermatu
spole¢né s piidavkem lysozymu do fediciho roztoku BTS snizi bakterialni kontaminaci
pod maximalni hranici doporu€enou pro metody Ul nebo vyzkumné aktivity. Na druhé strané
lysozym pomahé udrZovat optimalni parametry spermatu a na rozdil od gentamicinu neprokézal
zadnou cytotoxicitu. Na rozdil od technik vyuZzivajicich konven¢ni antibiotika tato metoda
nevede k rozvoji bakteridlni rezistence (Espeche a kol., 2023), ktera je v soucasnosti
povazovana za jednu z hlavnich globalnich zdravotnich hrozeb (WHO, 2023). Zavedeni této
metody do praxe tak umoZzni sniZit mnoZstvi konvenénich antibiotik pouZivanych
v zemeédé&lstvi, a tim pfispéje ke zpomaleni Siteni AMR. Zarovent umozni splnéni pozadavku

EU na uvazlivé pouzivani antibiotik (EU, 2023).

5. Ekonomické aspekty

Pti koncentraci uvedené v této metodice a pii piipravé jednoho litru fedidla spermatu
je lysozym pfiiblizn€ o 42 % levné&jsi nez gentamicin (321,60 K¢ pii koncentraci 500 pg/ml
oproti 552,50 K¢ pti koncentraci 250 pg/ml), coz je nejCastéji pouzivané antibiotikum pii fedéni
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spermatu kancti. Kromé toho pouziti lysozymu nepfedstavuje zadné riziko pro zdravi lidi
ani zvifat, jelikoz se pfirozen¢ vyskytuje v riznych té€lnich tekutinach. Pouziti této alternativni
metody vyuzivajici lysozym piispéje v boji proti Sifeni bakteridlni AMR po celém svété tim,
ze nevyzaduje pouziti béznych antibiotik (ur€enych i pro pouziti v humanni medicing),
ktera se pti procesu Ul uvoliuji do Zivotniho prosttedi (zpétny tok spermatu z pohlavniho traktu
samice). Lysozym také neutralizuje toxicitu zptisobenou LPS, kterd negativné ovliviiuje funkci
spermii. Pouziti tohoto antimikrobialniho proteinu tedy nejen snizuje néklady na roztoky
pro fedéni a uchovavani spermatu, ale také zabraiuje rozvoji a Sifeni bakteridlni AMR

na antibiotika pouZzivana jak ve veterinarni, tak v humanni mediciné.
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