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Anotace

Bakalarska prace se zaméfuje na mikroorganismy, které se vyskytuji v ejakulatech
chovnych kanct a na vliv téchto mikrobli na parametry spermii. Tato prace také shrnuje
mozné zdroje kontaminace ejakulatt. Dale uvadi postup po odbéru vzorku, to znamena

skladovani spermii a pfidavani latek, které chrani a vyzivuji ejakulat.

Klicova slova

bakterie, ejakulat, kontaminace, kanci

Title

Microorganisms in semen of breeding boars

Annotation

Bachelor work focuses on the microorganisms that occur in ejaculates of breeding
boars and on the influence of these microbes on sperm parameters. This work also
summarizes possible contamination sources of ejaculates. It also lists the procedures after
sampling that is sperm storage and the addition of substances that protect and nourish the

ejaculate.
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Seznam zKkratek

ADP — adenosindifosfat (z angl. adenosindiphosphate)
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ROS - z angl. reactive oxygen species
STR -z angl. straightness index

VAP — z angl. average path velocity
VCL —z angl. curvilinear velocity
VSL — z angl. straight-linear velocity
VTEC - verotoxigenni Escherichia coli

WOB - z angl. oscillation index



1 Uvod

Bakterie ve spermatu piedstavuji riziko pro plodnost jak samct, tak samic, a to se
podili na ekonomickych ztratach v chovech prasat. Proto je snaha spravnymi hygienickymi
postupy a ptidavanim antibiotickych a dalSich pomocnych latek snizit riziko kontaminace a
zaroven zachovat ejakulat v co nejvyssi kvalité, coz vede k zefektivnéni chovu. Samice se
oplodnuji uméle, aby byl tento proces co nejvice pod kontrolou a eliminovalo se tak riziko
kontaminace.

Nejdiive se budu zabyvat anatomii pohlavnich orgdni kance a jeji souvislosti
s kontaminaci ejakulatu. Déle se zaméfuji na parametry posuzujici kvalitu ejakulatu a
faktory, které tuto kvalitu ovliviiuji. Shrnu mozné cesty a zdroje kontaminace. Na zavér
uvedu 5 vybranych mikroorganismui vyskytujicich se v ejakulatu kanci a jejich ucinky na
ruzné parametry ejakulatu, jako naptiklad motilita, pH, Zzivotaschopnost, aglutinace.

Vybrala jsem si Escherichia coli, chlamydie, klostridie, pseudomonady a enterobaktery.
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2 Anatomie pohlavniho astroji kance

Samc¢i pohlavni systém se sklada z Sourku, varlat, nadvarlat, deferentnich kanalkt a
pridavnych zlaz, které zahrnuji dva semenné vacky, prostatu a dvé Cowperovy zlazy. Dale
sem patii penis (kopula¢ni organ), tkanovy obal a mocové trubice (viz obr. 1) (Bonet,
Garcia, Sepulveda, 2013; Hollandbeck, Foley, 1964). Hlavni funkci sam¢iho pohlavniho
systému je produkce a ejakulace spermii. Ejakulat se sklada z bunécné a nebunééné frakce,
tedy ze spermii a semenné tekutiny, kterd je tvofena ze sekretu varlat, nadvarlat a

ptislusnych pohlavnich zlaz (Bonet, Garcia, Sepulveda, 2013).

2.1 Varlata

Varlata jsou tubuldrni Zlazy s endokrinni 1 exokrinni funkci. Exokrinni funkci je
spermatogeneze, endokrinni funkci pak produkce samcéiho pohlavniho hormonu
(Hollandbeck, Foley, 1964), ktery pfispiva k sexualnimu chovani. Intersticialni, Leydigovy
bunky varlat jsou zodpovédné za syntézu a sekreci androgenii (testosteronu).
V semenotvornych kanalcich jsou Sertoliho buiiky varlat, které jsou zodpovédné mimo jiné

za syntézu aktivinu a inhibinu (Bonet, Garcia, Sepulveda, 2013).

2.2 Sourek

Sourek je vak, ve kterém jsou mimo télni dutinu uloZena varlata. Mezi jeho funkce
se fadi termoregulacni a ochranna funkce. Teplota je regulovana pomoci svalti, kterymi je

uré¢ovana blizkost varlat k télu.

2.3 Systém kanalkii

Systém kanalkt je urc¢en pro prichod spermii, jejich uskladnéni a dozréni.
2.4 Pridavné zZlazy

2.4.1 Semenné vacky

Semenné vacky nejvétsi pridavné zZlazy, které produkuji latku (Hollandbeck, Foley,
1964) jez obsahuje ionty, energetické substraty a proteiny (Bonet, Garcia, Sepulveda,
2013). Tato plazma tvofi 15 — 25 % celkového objemu ejakulatu.

2.4.2 Prostata
Prostata tvoii hustou kapalinu, ktera dodava ejakuldtu charakteristicky zapach a

pomaha udrzet motilitu spermii.
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2.4.3 Cowperovy zlazy

Cowperovy zlazy tvofi Ciry sekret, ktery €isti mocovou trubici od piedeslé moci a
lubrikuje vulvu pred tim, nez se za¢nou produkovat sekrety vulvy (Hollandbeck, Foley,
1964).

2.5 Penis

Penis je hlavni kopula¢ni organ, kterym se dostava ejakulat do samiciho
reprodukéniho traktu. Kanci maji zfeteln€ spirdlovity zalud penisu, diky jehoz funkci lépe
vstoupi skrz vulvu a cervix (Bonet, Garcia, Septlveda, 2013). Kan¢i pifedkozka je unikatni,
protoze obsahuje divertikl. Kapacita divertiklu se mize pohybovat v rozmezi od 20 do
100 ml. U primérného kance je to obvykle 60 — 70 ml tekutiny. Tato tekutina muze
obsahovat velké mnozstvi moci, bakterii, staré epitelie a spermie, coz mize byt zdrojem

kontaminace ejakulatu (Althouse, Evans, 1994).

2.6 Nadvarlata

Primarni funkce nadvarlat je dozréni, transport a uskladnéni spermii az do
ejakulace. Pti ejakulaci se spermie z kaudalni ¢asti nadvarlat misi se sekrety z pridavnych
zlaz. Tyto sekrety plsobi na spermie, poskytuji energii, podileji se na kapacitaci a plisobi

jako imunomodulatory (Bonet, Garcia, Sepulveda, 2013).

...... m - = = = RETRACTCR FEMIS
MUSCLE

By = = = = = - SEMIMAL WESICLE
2 Fom, (PROSTATE |5 LOCATED BETAEEM THE
PAIRED SEMIMAL VESICLES)

B
3 = = = COWPER'S GLAMD
# - ==+ " URETHRA

o BLADDER
.......... WS DEFEREMS
_____________ EPIDIDYMIS
--------- TESTIS

< == SCROTUM

= = GLANS PEMIZ

Figure 1. Diagram of the reproductive organs of the boar.

Obrazek 1: Reprodukéni organy kance (Hollandbeck, Foley, 1964)
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3 Ejakulat

Ejakulat se sklada ze spermii a tekutin z ptidavnych Zlaz. Tyto tekutiny pomahaji,
mimo jiz vySe uvedené, k motilit¢ spermii, funguji jako transportni médium v sami¢im
pohlavnim traktu, srdzeji a formuji mechanické bariéry k zabrdnéni ztraté spermii ze

samiciho ustroji (Hollandbeck, Foley, 1964).

Kanci ejakulat obsahuje jednoduché a slozité cukry, které jsou dilezité jako zdroj
energie pro pohyb spermii. Energetické latky jsou umisténé bud’ ve spermiich, nebo
v semenné tekuting, tudiz jsou pfitomny dva energetické zdroje. Mezi hlavni zdroje energie
patfi fruktéza a gluk6za. Glukoza predstavuje zdroj energie jak pro spermie, tak pro
kontaminujici mikroorganismy. Tyto mikroorganismy metabolizuji glukozu, uvoliuji
kyseliny a tim méni hodnotu pH, coz nakonec vede ke smrti spermii. Za norméalnich
okolnosti je hodnota pH cerstvého ejakulatu 7,2 — 7,5. Pokud se hodnoty méni, znamena
to, ze spermie ztraceji svou plodnost a zivotaschopnost, coz vede ke snizeni kvality

ejakulatu (Ciornei, Runceanu, Drugociu, Rosca 2008).

Kanec produkuje malo koncentrované sperma ve velkém objemu. Objem kanciho
ejakulatu se pohybuje mezi 125 az 500 ml. Vzhledem Kk velkému objemu muze byt ejakulat
vycerpan, avSak do 24 az 48 hodin se obnovi (Hollandbeck, Foley, 1964). Objem ejakulatu
zavisi na mnoha faktorech jako napiiklad plemeno nebo vék. Ejakulat se déli na tfi frakce
podle slozeni: prespermaticka, spermaticka a postspermaticka (Bonet, Garcia, Septlveda,
2013).

3.1 Kvalita ejakulatu

Kvalita ejakulatu, ktera ovliviiuje fertilitu kanct (Ciornei, Runceanu, Drugociu,
Rosca, 2008), se hodnoti na zakladé stanoveni objemu ejakulatu, koncentrace spermii,
celkového poctu spermii na ejakulat, zivotaschopnosti spermii, pohyblivosti, aglutinace
(Goldberg, Argenti, Faccin, Santi et al. 2013), morfologie spermii (Pinart, Puigmulé,
2013), schopnosti akrozomu reagovat a proniknout do oocytu a posouzeni integrity
plazmatické membrany. Plazmatickd membrana zajistuje zachovani bunééné homeostazy,
jeji integrita je zodpovédna za pieziti spermii uvnitt samc¢iho reprodukéniho traktu a za
zachovani plodnosti, a proto je to jeden z kliCovych parametrii v hodnoceni kvality
spermii. Jeden z hlavnich znaki odliSujici Zivé a mrtvé spermie je pravé ztrata integrity
plazmatické membrany a ztrata motility (Sutkeviciene, Riskeviciene, Januskauskas,

Zilinskas et al. 2009). Dale se in vitro hodnoti barva (¢ira, ptitomnost krve, srazenin a dalsi
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neobvyklosti, které by mohly byt indikatorem infekce reprodukéniho traktu) a pach
(typicky, bez zapachu, pach moci a dalsi) (Ubeda, Ausejo, Dahmani, Falceto et al. 2013).
In vivo je plodnost kanct hodnocena na zakladé porodni frekvence a velikosti vrhu, ktery
je vyjadieny jako celkovy pocet narozenych selat, nebo celkovy pocet zivé narozenych
selat. Reprodukéni schopnosti kanci mohou byt ovlivnény jak vnéjSimi, tak vnitinimi
faktory. Mezi vnitini faktory patii naptiklad chov, vék a velikost varlat. Do vnéjSich
faktorti patii teplota prostiedi, fotoperioda, rytmus odbéru ejakulatu, vyziva a socialni

prostiedi (Pinart, Puigmulé, 2013).

Aby se co nejvice zefektivnila u€innost umélého oplodnéni, kanci se vybiraji na
zaklad¢ velikosti varlat v prepubertdlnim veéku. Velikost varlat totiz pozitivné koreluje
s denni produkci spermii, hladinou testosteronu, libidem a reprodukcéni dlouhovékosti.
Reprodukéni vykonost z hlediska kvality spermii, plodnosti a sexualniho chovani vykazuje
zietelné sezonni zmény. Vysoké teploty snizuji funkci varlat, vyvolavaji ptechodné
poruchy spermatogeneze a snizuji tvorbu testosteronu. Optimalni interval odbéru spermiti
je 2 — 5 dnu. Pokud se tento interval zkrati, sniZi se i objem ejakulatu, koncentrace spermii
a jejich pohyblivost (Pinart, Puigmulé, 2013). Idealni je testovat produkci ejakulatu
v pravidelnych intervalech, protoze tento systém umoziuje sledovat aspekty této produkce
¢isténi vody, dodrzovanim hygieny pifi odbéru spermatu, pomickami pouzivanymi pro
odbér a zpracovani. To vSe se muze odrazit ve vysledcich testovanych ejakulath

(Baracaldo, Ward, 2009).

4 Priklad odbéru spermatu - postup

Ve studii Goldberga et al. (2013) byla nova zvifata béhem 30 denni izolace
trénovana na odbér spermatu s pouzitim odbérového fantomu. Zvitata byla zkouména ve
ctyfech staddech A, B, C a D. Ejakulat byl sbirdn v rukavicich, ve specialni odebiraci
ohrad¢ a po manudlnim vyprazdnéni predkozkového vaku. U kancich stdd A, B a D se
penis fixoval pouzitim vSech prstii tlacicich na Spicku penisu s natazenym malickem,
zatimco u stadda C se Spicka penisu vlozila mezi palec a natazeny ukazovacek, zatimco
ostatni prsty setrvaly na strané¢ sbérné nadoby. K odbéru spermatu byly pouzity
jednorazové igelitové tasky uvniti izolovanych nadob. Byl pouzit i specialni filtr pro
zachovani zelatinové frakce z bulbouretdlnich zlaz. Kazdy odbér spermatu byl pozorovan

stejnym kontrolorem, bez dalSiho zdsahu.
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5 Skladovani, pridavné latky

5.1 Skladovani

Proces odbéru, skladovani a distribuce cerstvého kanciho ejakulatu pied inseminaci
hraje dtlezitou roli v bakteridlnim ristu nebo stupni poSkozeni spermii. Kanci ejakulat
obohaceny o ptidavné latky je idealnim prostiedim pro rist bakterii, které jsou rezistentni
k antimikrobialnim latkam pfidanym do ejakulatu (Kuster, Althouse, 2016). Poté, co je
ejakulat shromazdén a vyfiltrovan, je ziedén a jsou do n¢ pridana antibiotika.
Nashromazdéna je pouze druhd a tfeti faze ejakulatu, protoze jsou bohaté na spermie.
Takto oSetfené sperma je dano do plastovych vakl a ty jsou transportovany do laboratoie
pii teploté £17 °C v transportnim boxu. Kan¢i spermie jsou citlivé na poskozeni chladem,
proto jsou uchovavany v kapalném stavu pii této teploté (Schulze, Dathe, Waberski,
Miiller, 2016). Hlavni zhodnoceni a mikrobiologicka analyza se obvykle déla 2 az 3 dny po
odbéru (Ubeda, Ausejo, Dahmani, Falceto et al. 2013).

5.2 Priklady pridavnych latek

Plniva jsou rozdélena podle jejich konzervacni kapacity (1-2, 3-4 a 7-10 dni po
odbéru) do tfech kategorii: kratkodoba, stfednédoba a dlouhodoba. Dlouhodoba plniva
vykazuji lepsi vysledky pii hodnoceni kvality kan¢iho spermatu po tfidennim uchovani
spermatu pi1 17°C, a to ve srovnani s kratkodobymi a stfednédobymi plnivy. Nicméné
inseminaéni davka, kterd se pouziva béhem dvou dnli po odbéru, se fedi a ukladd pomoci
sttednédobého plniva, coz vede k vyssi porodnosti a vétSimu poctu zivé narozenych selat

ve srovnani s plnivy dlouhodobymi (Karageorgiou, Tsousis, Boscos, Tassis et al. 2016).

Zde uvadim n€kolik moznosti piidavnych latek publikovanymi v riznych studiich.
Jedna se napiiklad o: zakladni plnidlo BTS (beltsville thawing solution) (Pinart, Yeste,
Bonet, 2016); X-cell plnidlo (antibiotikum, gentamicin sulfat) (Gaczarzewicz, Udala,
Piasecka, Blaszczyk et al. 2016); ME-S (modified extender short-term), obsahujici
amikacin sulfat a fruktozu; CRONOS, obsahujici gentamicin a glukézu (Bresciani,
Cabassi, Morini, 2014), tradi¢ni penicilin a streptomycin (Schulze, Ammon, Riidiger, Jung,
2015); Androhep (Frydrychové, Cefovsky, Lustykova, Rozkot, 2010) a Modena (Namula,
Sato, Kodama, Morigana, 2013).

Pouziti pridavnych latek ma i vliv na piipadné zamrazeni kan¢iho spermatu a na

funkci spermii po rozmrazeni. Jedna se o rozdily v pohyblivosti spermii, Zivotaschopnosti,
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mitochondrialni funkci a integrit¢ plazmatické membrany (Wasilewska, Zasiadczyk,

Fraser, Mogielnicka-Brzozowska et al. 2016).

Podpirné a alternativni strategie k béZnym antibiotikiim pro minimalizaci rozvoje
bakteridlni multirezistence jsou ve vyvoji. Lze mezi n¢ zahrnout naptiklad automatizovany
odbér ejakulatti, podchlazené sperma skladované pod 15 °C, fyzické odstranéni bakterii
koloidnim odstied’ovanim a pouzivani alternativnich antimikrobialnich latek. Antibiotika
jsou povinnou soucasti plnidel pro kontrolu kontaminace a rastu bakterii, avSak jejich
ucinnost se celosvétoveé snizuje. Kationtové antimikrobidlni peptidy ptedstavuji hlavni
skupinu alternativnich antimikrobidlnich pfisad vyuzitelnych pro konzervaci kanciho
spermatu a prvni studie ukazaly slibné vysledky podporujici jejich praktické vyuziti v této
oblasti (Schulze, Dathe, Waberski, Miiller, 2016).

Pro uchovani ejakuladtu by antimikrobialni aditiva méla spliiovat nasledujici
pozadavky: Siroké spektrum antimikrobialniho ptisobeni, absence toxicity vici spermiim,
nenaruSeni plodnosti, vysoka stabilita, vysoka aktivita pfi béZnych teplotach a skladovani
spermatu, maly potencial vyvolat rezistenci, snadné pouziti a finan¢ni dostupnost (Schulze,

Dathe, Waberski, Miiller, 2016; Schulze, Ammon, Riidiger, Jung, 2015).

5.3 Kryokonzervace

Ejakulat se skladuje pfi teploté¢ 15 — 20°C, protoze teplota pod 15 °C by mohla
narusit fluiditu membrany. AvSak ze studie Wasilewske et al. (2016) vyplyva, ze kvalita
ejakulatu po rozmrazeni je ovlivnéna mnoha faktory, jako jsou napiiklad podminky
chlazeni. Predbézné vysledky této studie ukazaly, ze udrzovani ejakulatu obohaceného 0
ptidavné dlouhodobé latky pii 10 °C redukuje nachylnost spermii ke kryo-indukovanému
poskozeni. Vysledky studie ukéazaly, Ze udrzovani kanc¢iho ejakulatu v riznych plnidlech
pro rizné doby skladovani pfed zmrazenim vykazuji rtizné ochranné ucinky na funkce
spermii po rozmrazeni. Déle bylo zjisténo, ze spermie drzené v AHP (Androhep® Plus) a
ASP (Androstar® Plus) plnidlech po dobu 24 hodin pii teploté 10 °C vykazovaly vyssi
kryo-toleranci, ktera se projevuje vy$si pohyblivosti, mitochondrialni funkeci, integritou
plazmatické membrany a zivotaschopnosti. (Bailey, Lessard, Jacques, Breque et al., 2008).

Jedna z vyhod zmrazeni spermatu je zamezeni pienosu nékterych patogent, ¢imz
by se chranil zdravotni stav stada. Krom¢ toho by se tak mohly minimalizovat u¢inky

nahlého vzplanuti nakazlivé nemoci. Navzdory témto potencidlnim vyhodam

dlouhodobého skladovani spermatu, jsou praseci spermie notoricky citlivé na nizké teploty.
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ZmraZeni a rozmrazeni spermatu se bézné v reprodukci nepouziva. Cilem laboratofi je
vyvinout protokol pro efektivni uchovani spermatu pouzitim kryokonzervace. Pfedpoklada
se, ze plazmatickd membrdna spermii je primarni misto poSkozované chladem, avSak
posileni membrany molekulami, které maji urCité vlastnosti, jako cholesterol, zlepSuje
schopnost kan¢iho spermatu odolavat nizkym teplotam (Bailey, Lessard, Jacques, Breque
et al., 2008).

6 Kontaminace

Pro hodnoceni kvality zpracovaného ejakulatu je klicovd mira kontaminace
cerstvého spermatu. Odbér spermatu mé daleko od sterilni procedury, proto by mélo byt
hodnoceni kvality ejakulatu zakladem k posouzeni slabych mist v inseminaci (viz obr. 2)
(Goldberg, Argenti, Faccin, Santi et al. 2013). Kontaminace muze ovlivnit fertilitu,
zivotaschopnost spermii, snizit pohyblivost, vyvolat bunéénou smrt anebo poskodit
akrozom. Proto se musi zpracovavat a inseminovat sperma dle hygienickych pravidel,
pfiddvat antibiotika do ejakulati na ochranu spermii a také je zapotiebi spravné Cistit a

dezinfikovat laboratof a jeji vybaveni (Baracaldo, Ward, 2009).

Teplota skladovani kolem 16 — 17 °C vSak miize pomoci piezit bakteriim
(Bresciani, Cabassi, Morini, 2014). Stejné tak jako latky, které jsou pro spermie bohaté na
ziviny, mizou byt ptiznivé pro rast bakterii, a to také tim, Ze udrzuji kolisdni osmolarity a
udrzuji hodnoty pH mezi 6,8 a 7,2. Kromé plvodnich choroboplodnych zarodka
V nativnim spermatu, se zvySuje potenciadlni riziko u zfedénych ejakulati s opozdénym
zchlazenim, se zvySenou teplotou pii prepravé a skladovani, pfi prodlouzeni doby

skladovani a v zavislosti na slozeni plnidel (Schulze, Dathe, Waberski, Miiller, 2016).

Mezi hygienické faktory dulezité pro odbér ejakulatu patii ocista piedkozky,
udrzovani délky ochlupeni na predkozce, €isté rukavice na kazdy odbér, spravné upevnéni
penisu, vyfazeni prvnich proudi ejakulatu. VEétsi Sance na ziskani ejakulatu s koloniemi
> 220 CFU/ml je, kdyz tekutina z ptedkozky stece po rukou odbératelit do ejakulatu, odbér
ejakulatu delsi nez 7 minut, Schlupy na piedkozce delsimi jak 1 cm, Spinavymi
odbérovymi rukavicemi nebo u kanci starSich 18 meésicti. Niz§i mira kontaminace byla
pozorovana, kdyz byli kanci o€isténi 2 dny pfed odbérem, byla vyprazdnéna a vysusena
predkozka, pouzity rukavice, byla vyfazena prvni ¢ast ejakulatu a sperma bylo odebrano
pfimo do nadoby. Vyhodnoceni U€inkit moznych rizikovych faktori na stupenn znecisténi

ejakulatu se provadi po rozdéleni ejakulatu do dvou skupin v zavislosti na poctu jednotek
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tvoticich kolonie (CFU) pozorovanych pii mikrobiologickém hodnoceni: <220 CFU/ml a
>220 CFU/ml aerobnich mezofili. Separace do téchto dvou skupin je zaloZena na stiedni
hodnoté CFU, tedy piiblizné 50 % vzorkd by mélo pattit do kazdé skupiny (Goldberg,
Argenti, Faccin, Santi et al. 2013).

Dle studie Goldberga et al. (2013), zapficinila technika drzeni penisu mezi palcem
a natazenym ukazovackem stékani piedkoZzkové tekutiny do sbérné nadoby, 37,7 %
ejakulatu bylo bez aerobnich mezofill oproti dal§im stadiim, kde to bylo 7,5 %, 3,6 % a
1,9 %. Kontaminace ejakulatu sbiraného déle jak 7 minut ¢inila 34 %, pti¢emz pii odbéru,
ktery trval méné jak 7 minut, kontaminace Cinila pouze 19 %. Cestou ke zkraceni Casu
odbéru je sbirat pouze frakce bohaté na spermie, coz muze byt rozporuplné, nebot’ frakce
chuda na spermie obsahuje hodné plazmy, ktera hraje roli v genitdlnim traktu samic a
zted'ovacim poméru ejakuldtu. Vys$S§i mnozstvi aerobnich mezofili v ejakulatu starSich
kanci muze byt spojeno stim, ze star$i kanci maji Sir§i predkozku. VéEtsi mnozstvi
aerobnich mezofili v ejakulatu u starSich kanct je také kvili vétSimu vyskytu kapajici
tekutiny do kontejneru v porovnani s mladsimi (30 % vs 16 %). Faktory ovliviujici
kontaminaci zavisi na odbérovém personalu, riziko se sniZi se zkuSenostmi a poucenim
personalu. Kdyz se nechovaji opatrné, 70 % vzorki ejakulatu ma vice jak 220 CFU/ml, a
to kvili Spatnému postupu personalu. Procento ejakulatu s >220 CFU/ml bylo vyssi pfi
odbéru se Spinavymi rukavicemi a kapajici tekutinou (100 %), nez ve vzorku s Cistymi

rukavicemi a bez kapajici tekutiny do kontejneru (39,6 %).

Kontaminace miize byt zvifecitho a nezvifeciho plivodu. Mezi zvifeci zdroje
kontaminace patii fekalie, pfedkozka, sekrety dychacich cest, pokozka a chlupy. Do
nezvifecich zdroji fadime naptiklad kontaminovanou vodu, nesterilizované rukavice a
pomiicky pro odbér, Spatné hygienické podminky a kontaminace vzorku lidmi. U samct
patfi moc€ova trubice do vylu¢ovaciho a zarovenn rozmnozovaciho systému, kontaminace
tedy muze byt z obou soustav. Sperma je casto kontaminovano typickymi uropatogeny,
avSak kvili blizkosti intestindlniho traktu jsou infekce vyvolané také kmeny, které patii do
normalni stfevni mikroflory (Martin, Munoz, De Cupere, Van Driessche et al. 2010). Pro
predejiti t€émto problémiim by mély byt respektovany fadné hygienické procedury béhem
odbéru a laboratorniho zpracovani ejakulatu, a to predevsim proto, Ze v posledni dobé bylo
zdlraznovéno, ze antimikrobidlni latky obvykle pouzivané k fedéni spermatu proti riistu
bakterii maji omezenou u¢innost (Gaczarzewicz, Udala, Piasecka, Blaszczyk et al. 2016), a

to 1 kdyZ se do ejakulatu pridavaji ve vysokych koncentracich. To potvrzuje studie, ktera
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odhalila bakterie v 14,7 - 31, 2 % praseciho ejakulatu obohaceného o pridavné latky
(Schulze, Ammon, Riidiger, Jung, 2015).

Obrazek 2: Odbér semene (Kozdrowski, Staroniewicz, Dubiel, 2005)

7 Mikrobialni analyza

7.1 Bakterialni izolace a identifikace

Cast kazdého vzorku ejakulatu (Serstvého a s pridavnymi latkami) se nao¢kuje na
pevnou zivnou pudu bézné pouzivanou V bakteriologické diagnostice. Navic se dalsi cast
vzorku, ktera je obohacena o pridavné latky, pipetuje do tekuté zivné pudy. Oba typy pid
se inkubuji pfi 37 £ 2 °C za aerobnich podminek. Po 24 hodinach se pevné Zivné pudy
vizudlné kontroluji kvili ristu bakterii, a pokud neni pfitomen Zadny rist, odpovidajici
tekutd puda je nanesena na Columbia agar s ov¢i krvi. Poté se pevna zivna puda dale
inkubuje po dobu 5 dni pfi pokojové teploté. Béhem této inkubace se agar kontroluje
kazdych 24 hodin. Kazdy odlisny typ bakterialni kolonie se subkultivuje na Columbia agar
soveéi krvi a identifikuje bud klasickymi biochemickymi testy, nebo pfislusSnym
komer¢nim setem, napf. Api® (Schulze, Ammon, Ridiger, Jung, 2015).

Izolované bakterie se standardné¢ urcuji hodnocenim ristovych vlastnosti a
charakteristikou kolonii, Gramovym barvenim, hodnocenim morfologie bunék, reakci

katalazy a oxidazy, koagulaénim testem a produkci hemolyzinu (Bresciani, Cabassi,
Morini, 2014).
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7.2 Celkovy pocet aerobnich bunék

Pro kazdy vzorek se provede série fedéni solnym roztokem ke stanoveni bakterialni
kontaminace (vyjadfené jako jednotky tvotici kolonie na mililitr, CFU/ml). Cast kazdého
ziedéného vzorku se naockuje na 2 zivné pudy a inkubuje pii 37 °C za aerobnich
podminek. Po kontrole kultur se po 24 a 48 hodinach zaznamena bakterialni rist (Schulze,
Ammon, Riidiger, Jung, 2015). Agary, které se mohou pouzit, jsou napiiklad MacConkey
agar, Mueller — Hintontiv agar, Pseudomonas agar, Chapman médium, médium pro redukci

dusi¢nant (Gaczarzewicz, Udala, Piasecka, Blaszczyk et al. 2016).

8 Escherichia coli

R A

Obrazek 3: Elektronovy snimek E. coli (Duguid, Smith, Dempster, Edmunds, 1995)

8.1 Obecné

Escherichia (E.) coli je nejcastéji izolovana bakterie, ktera je pfitomna ve vice jak
50 % kontaminovanych vzorka ejakulatu (Bresciani, Cabassi, Morini, 2014; Martin,
Munoz, De Cupere, Van Driessche et al. 2010). E. coli je jednim z
infekce mocovych cest, mastitidu, artritidu a meningitidu jak u lidi, tak u zvitat (Schierak,
Walk, Reiter, Weyrauch et al. 2007). Produkuje solubilni faktory (cytotoxiny), které
indukuji v mitochondriich tvorbu ROS (z angl. reactive oxygen species) vedouci k lipidové
peroxidaci plazmatické membrany (Pinart, Yeste, Bonet, 2016; Murphy, 2009). Vysledek
tohoto procesu je, ze se redukuje motilita a zivotnost spermii. Navic solubilni imobiliza¢ni
faktor produkovany E. coli pusobi také jako spermicidni Cinidlo. Tato Gramnegativni

bakterie béhem svého Zivota produkuje lipopolysacharidy (LPS). Tyto substance jsou ¢asti
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bakterialni stény, které ptisobi jako endotoxiny, vazi bicik a potlacuji jeho motilitu (Pinart,
Yeste, Bonet, 2016). Pfitomnost faktorti uvoliovanych bakteriemi jako je a-hemolyzin,
shiga-like toxin, LPS, peptidoglykanové fragmenty, mohou mit vyznamné $kodlivé ucinky
na spermie (Bussalleu, Yeste, Septulveda, Torner et al. 2011). Dva kmeny E. coli,
enterotoxigenni (ETEC) a verotoxigenni (VTEC), zplsobuji prijmy a v dusledku toho
velké ekonomické ztraty. Faktory virulence ETEC jsou fimbridlni adheziny (viz obr. 3),
termostabilni a termolabilni enterotoxiny. VTEC muZe produkovat verotoxiny VT1, VT2

nebo oboji (Bussalleu, Yeste, Torner, Bonet et al. 2012).

Kolonie, typické pro E. coli, jsou dale charakterizovany pomoci Gramova barveni
a kombinaci biochemickych testi (viz obr. 4), které umoziuji identifikaci této bakterie, tj.
oxidaza, indol, sulfan, utilizace citratu, hydrolyza lyzinu, methylové Cervené, uredzy a

testy Voges — Proskauer (Martin, Munoz, De Cupere, Van Driessche et al. 2010).

Obrazek 4: E. coli na MacConkey agaru (Konidala, Nuvvula, Mohapatra, Nirmala, 2011)

8.2 VIiv E. coli na spermie

8.2.1 Aglutinace

E. coli adheruje na vSechny ¢asti spermie pomoci silné adhezivni sily, ktera je
zprosttedkovana mandzou. Tato interakce zpusobuje aglutinaci v kontaminovanych
vzorcich. Navic je tato adheze spojovana s ultrastrukturalnim poskozenim plazmatické
membrany spermii, coz vede k jejich perturbaci. Vysledek studie Althouse et al. (2000)

naznaCuje, ze infekce genitalniho traktu E. coli muze hrat dilezitou roli v nékterych
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ptipadech sam¢i a sami¢i neplodnosti. Toto tvrzeni je podlozeno studii Wolffa et al..

(1993), kteti uvadéji, Ze aglutinované spermie nedosahnou k vajic¢ku.

Aglutinacni test s izolovanymi burikami E. coli

Martin et al. (2010) provadé€li aglutinaci pti pokojové teploté na mikroskopickych
sklickach smichanim 20 pl spermii s 20 pl E. coli s pouzitim sérového fedéni prevzatého
z mikrotitra¢nich desticek. Aglutinace byla nejdiive pozorovana po 15 minutach, pouhym

okem, jako malé bilé hrudky a poté ovétena pomoci svételného mikroskopu (viz obr. 5).

Pohyblivost spermii byla proménlivd a to v rozmezi od 55 do 85 %. Ejakulat byl
zbarven od mlécné bilé az do nazloutlé barvy a pach vétSiny vzorkl byl normalni. Ve
vsech ejakulatech mély spermie v priméru méné jak u 1 — 2 % zkroucené biciky,
morfologické abnormality akrozomu byly pozorovany u 5 — 10 % bunék a cytoplazmatické
kapicky byly pozorovany u 3 — 5 % spermii. Hlavni problém, ktery byl zjiStén u 72 vzorki
ze 115 (63 %), byl vyskyt urcitého stupné aglutinace spermii, které v n€kterych ptipadech
dosahl obecné povolenou hranici 23 % shluklych bun¢k. E. coli bylo mozné izolovat z 63
z nich (55 %) (Martin, Munoz, De Cupere, Van Driessche et al. 2010).

Naopak Pinart et al. (2016) pozorovali aglutinaci u vzorku kontaminovaného 10! a
102 CFU/ml. Ve vzorcich kontaminovanych 102 CFU/ml byla mirna aglutinace znat 9. den.
Ve vzorcich s koncentraci E. coli od 10* do 10° se aglutinace vyskytovala od 5. dne
skladovani, v mirné intenzité¢ az do konce skladovani. Vzorky kontaminované E. coli v
koncentracich 10% a 10’ CFU/mI vykazovaly aglutinaci prvni den od zchlazeni s tim, Ze
aglutinace u koncentrace 10° byla nizk4 od 1 — 4 dne a mirna 5 — 9 den a u koncentrace 10’

byla nizka 1 den, mirna 2 — 5 den a kriticka 7 — 9 den.

Martin et al. (2010) oznacuji E. coli izolovanou z kontaminovaného ejakulatu jako
vyvolavac velmi silné aglutinace spermii. Aglutinace negativné ovliviiuje motilitu spermit,
zivotnost, fertilitu stdda a velikost vrhu. Niz$i pocet mlad’at se zac¢ina projevovat, pokud
kontaminace ejakulatu E. coli pfesahne hodnotu 3,5x10% CFU/ml, takovy ejakulat by nemél
byt pouzit pro umélé oplodnéni.

Jak ETEC tak VTEC mohou piezit v ejakulatu. Bussalleu et al. (2011) si vybrali
tyto 2 kmeny kvuli jejich virulenci a jejich pfevahu na farmach. V prvnim experimentu
(skladovani pii 37 °C, po dobu 96 hodin) bylo pozorovano vyznamné zvySeni miry

aglutinace svyssi koncentraci po prvnich 24 hodinach inkubace. Na druhou stranu
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V druhém experimentu (skladovéani pii 15 °C, po dobu 11 dni) se projevila zvySena mira

aglutinace po 5 dnech skladovani az do konce pokusu.

Vysokd mira aglutinace spermii muize byt vysvétlovana piitomnosti vnéjsich
adhezinu, jako jsou fimbrie typu 1 a P — fimbrie, které se vazi na specifické receptory na
vnéjsi Casti spermie, jak na hlavicku, tak na bicik. Interakce E. coli a spermie se odehrava
ve 2 fazich, a to v adhezi a nasledném rozruSeni plazmatické membrany (Pinart, Yeste,
Bonet, 2016).

Obrazek 5: Aglutinace pozorovana 5 minut po smichani spermii a E. coli (Wolff , Panhans, Stolz, Meurer, 1993)

8.2.2 pH

V kontrolnich vzorcich se pH zvySovalo denné, ale toto zvySeni nebylo statisticky
vyznamngé. Podobné schéma zmén pH bylo pozorovano u vzorkl ejakulétii inokulovanych
od 10* do 10° CFU/mI E. coli. Rozdily nebyly vyznamné ani mezi fedénim a kontrolnimi
vzorky béhem 9 dn@i skladovéani. Avsak vzorky kontaminované 10’ CFU/ml E. coli mély
vyznamn¢ niz§i pH od druhého dne az do konce skladovani, nez vzorky kontaminované od
10* do 10% CFU/mI E. coli (Pinart, Yeste, Bonet, 2016). Jakmile se snizi pH ejakulatu,
pozoruje se sniZeni jak metabolismu, tak motility spermii v disledku sniZeni vnitiniho pH.
Toto je mechanismus pouZivany k prodlouzeni Zivotnosti spermii béhem skladovani

(Septlveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2014).

8.2.3 Zivotnost spermii
U vzorkli kontaminovanych E. coli pfi koncentraci vrozmezi od 10! do 10°
CFU/ml se od 4. dne vyznamn¢ snizila Zivotnost spermii. Na konci pokusu procento

mrtvych spermii bylo kolem 35 %, zivotaschopné spermie s pozménénym akrozomem
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20 % a zivotaschopnych spermii s pozménénym mitochondridlnim obalem pod 10 %.
Vzorky kontaminované E. coli 10’ CFU/ml mély vyrazny pokles Zivotaschopnych spermii
jiz 4. den skladovani (Pinart, Yeste, Bonet, 2016).

8.2.4 Pohyblivost spermii

Vyrazné snizeni motility po 24 hodinové inkubaci pii 37 °C bylo pozorovano u
vzorku obsahujictho 10® CFU/ml ve srovnini se vzorky, které obsahovaly E. coli
v koncentraci 107 az 10> CFU/ml, a negativni kontrolou. Navic byl detekovan vyrazny
rozdil mezi vzorky inokulovanymi koncentracemi od 107 do 10%® CFU/mI, vzorkem s
koncentraci 102 CFU/mI a negativni kontrolou. Podobné vysledky byly pozorovany 48
hodin po infekci, i kdyz procento motility bylo jiz nizsi (Bussalleu, Yeste, Sepulveda,
Torner et al. 2011).

Studie Pinarta et al. (2016) se zabyvala procentem celkového poétu pohyblivych
spermii ve vzorcich kontaminovanych E. coli 10’ CFU/mI. Motilita byla vyrazné niZsi, nez
u kontrol a vzorkd, které byly kontaminovany E. coli v koncentraci od 10* do 10° CFU/m.
Procento pohyblivych spermii se nelisilo od kontrol a dalSich bakteridlnich zatézi ve dnech
0 — 2, ale bylo vyrazné nizsi ve dnech 3 — 9.

Cim vétsi koncentrace bakterii je, tim vice se snizuje procento progresivnich,

pohyblivych spermii (Bussalleu, Yeste, Sepulveda, Torner et al. 2011).

8.2.5 Kontakt bakterie - spermie

Procento spermii, které je v kontaktu s bakteriemi, zalezi na kmenu, infekéni davce
a dnu skladovani. Vétsina spermii (okolo 90 %) interaguje s 1 — 3 bakteriemi hned prvni
den, bez ohledu na infekéni ddvku a kmen. V pribéhu zkousky procenta spermii
v kontaktu s bakteriemi byly vyrazné vys$i ve vzorcich kontaminovanych E. coli o
koncentraci 10’ CFU/ml, neZ ve vzorcich s niz$im mnozstvim CFU. ZaleZi to také na dobé
skladovani, ¢im vice dni, tim vyssi je kontakt. Procento bakterii, které ptilnou k hlavickdm
spermii je 20,89 % + 6,81 % a procento bakterii, které pfilnou k bi¢iku je 78,11 % + 6,81
%, bez ohledu na bakterialni zaté¢z a den skladovani (viz obr. 6) (Pinart, Yeste, Bonet,
2016).
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Obrazek 6: Adheze E. coli na bi¢ik spermie (Wolff , Panhans, Stolz, Meurer, 1993)

8.2.6 EfektE. coli na reprodukci

Martin et al. (2010) hodnotili kvalitu ejakulatu 42 kancti. Spermatem kazdého
kance bylo uméle oplodnéno 9 prasnic. Mozny vliv kontaminace ejakulatu obsahujiciho E.
coli na reprodukci byla vyhodnocena spocitanim velikosti ziskaného vrhu, pficemz
vSechny prasnice porodily alesponl 2 vrhy pted touto studii. Jako rutinni postup obdrzely 2
insemina¢ni davky obsahujici 3x10° spermii na 100 ml ejakulatu po 12 a 24 hodinach po
zacatku fije, ktera byla zkontrolovana hodinu pted oplodnénim u vSech prasnic. Sperma
kanct pouzivanych jako kontrola neobsahovaly zadnou bakteridlni kontaminaci, zatimco u
»problémovych kanct“ byla kontaminace bud samotné E. coli, nebo v kombinaci
s Proteus, Serratia nebo Enterobacter. Autoti zjistili, Ze existuje pozitivni korelace mezi
koncentraci E. coli ve vzorku ejakulatu a aglutinaci spermii a negativni korelace mezi

velikosti vrhu a aglutinaci spermii, ktera souvisi s koncentraci E. coli (viz graf ¢. 1).

28



ﬁf{m}i““”""
: .“.., o o] o ot o 0 ot 0o o 1 { F ﬁH{

*—]—

Litter size (bars)
=
——
[ |
]
N
E.coli CFU/ml (x10°%) &

T 1 11 L T T 1 1 T 1 T T 1 1T 1T 1 11
DOFTOS~~DO—
V~TMNOWw M~

c16
c31
c109
35
81
53
80
89
84
101
60
65
71
26
34
115

Boar identification number

Graf 1: Zavislost koncentrace E. coli na velikosti vrhu (Martin, Munoz, De Cupere, Van Driessche et al. 2010)

9 Chlamydie

9.1 Obecné

Zastupci Celedé¢ Chlamydiaceae jsou obligatni intracelularni bakterie, blizké
Gramnegativnim. Jsou odpovédné za Sirokou Skalu nemoci jak u zvifat, tak u Cloveka
(Schautteet, Vanrompay, 2011). Chlamydie se $ifi kontaktem, nebo prostfednictvim

aerosolu a k prenosu nevyzaduji vektor (Everett, Bush, Andersen, 1999).

Chlamydie, které byly zaznamenany u prasat, jsou napiiklad: Chlamydia (Ch.) suis,
Chlamydophila (Chl.) psittaci, Chl. abortus, a Chl. pecorum (Schautteet, Vanrompay,
2011; Teankum, Pospischil, Janett, Burgi, 2006).

Jsou povazovany za mén¢ vyznamné patogeny, protoze praseci chlamydiéza neni
tak Casta jako jiné infekce a navic testy na né nejsou bézné provadéné a jsou nalezeny spise
ve spojeni s jinymi patogeny, které 1ze odhalit snadnéji. Nicméné i tak se vyskytuji dost na

to, aby byly z ekonomického pohledu dulezité (Schautteet, Vanrompay, 2011).

Kauffold et al. (2006) uvadi, ze chlamydiova infekce je velmi rozsifena a Ze vyssi
procento pozitivnich samic bylo nalezeno ve stadé s vysokym vyskytem opakované
oplodiiovanych prasnic. Chlamydie se velmi ¢asto vyskytuji ve stolici nebo ve stievech,
coz potvrzuje vSeobecny ndzor, Ze stievni trakt prasat je pfirozenym rezervoarem
chlamydii. Studie potvrdila, ze Ch. suis je pravdépodobné ptevladajici druh intestinalniho

traktu, zatimco Chl. psittaci se Castéji vyskytuje v pozitivnim ejakulatu. Chl. psittaci byla
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zjiSténa ve vejcovodu, déloze domdcich prasat a v riznych tkdnich divokych prasat. Je
malo pravdépodobné, aby se nasly chlamydie ve spermatu v disledku fekalni kontaminace,
avSak ruzné ¢asti urogenitalniho traktu mohou byt kolonizovany, a tak mohou
potenciondlné piispét ke kontaminaci ejakulatu. Externi kontaminace se vSak také nemutze

kompletné vyloucit.

Odhaduje se, ze efekt chlamydii na stddo se pravdépodobné& vice projevi jako
individualni idiopatické reprodukcni selhdani nebo snizeni vykonu, a to déla tuto infekci
zakeinou. V posledni dobé se Ch. suis prokazala i u pracovnikd jatek, tudiz jsou i
zameéstnanci vystaveni vys$simu zdravotnimu riziku. Navic neni k dispozici zadna vakcina,
stejn¢ tak jako u lidskych chlamydii. Byla pouze snizena rychlost pfenosu mezi prasnici a
seletem, kdyz byla prasnice experimentaln¢ 1éCena probiotiky. I kdyz se antibiotiky 1&¢i
chlamydiové infekce efektivné, jejich pouziti v zivo€iSném zemédé€lstvi nepifedstavuje
ucinné dlouhodobé feseni v zabrané Sifeni infekce ve stadé, a proto jejich pouziti vede
k dalsimu podrobnému zkoumani. Dodrzovanim piisné biologické bezpecnosti se dosahne
nejlepsi ochrany pied chlamydiemi, avSak i pfes tuto bezpecnost, je stale vyskyt chlamydii
vysoky (Hamonic, Pasternak, Kaser, Meurens et al. 2016).

9.2 Zivotni cyklus

Bakterie se vyskytuje ve 2 formach, které se stiidaji mezi extracelularni, ale
metabolicky inaktivni infek¢ni formou nazyvanou elementarni télisko, a intracelularni
metabolicky aktivni a reprodukéni formou nazyvanou retikularni télisko, ktera pouziva
intracelularni aparat hostitelské buiniky pro reprodukci (Eley, Hosseinzadeh, Hakimi,
Geary, 2005). Elementarni télisko se endocytéozou dostane do eukaryotni buiky a je
umisténo uvnité cytoplazmatické inkluze, kde je transformovéno do vegetativni formy a
replikovano bindrnim délenim. Jakmile se buika zaplni retikuldrnimi télisky, dochazi
k jejich transformaci zpét do metabolicky inaktivni, infek¢ni formy a jsou uvolhovany
Z hostitelské bunky bud’ prasknutim, nebo fuzi inkluze a plazmatické membrany (viz
obr. 7) (Everett, Bush, Andersen, 1999).
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Obrazek 7: Zivotni cyklus chlamydii (Longbottom, Coulter, 2003)

9.3 Vliv chlamydii na spermie

Chlamydie byly izolovany =z respira¢niho, intestindlniho a genitalniho traktu
(Hamonic, Pasternak, Kiser, Meurens et al. 2016), proto chlamydiové infekce prasat
zahrnuji respiracni onemocnéni, zanét spojivek, zanét tenkého stieva, poruchy reprodukce
(Hamonic, Pasternak, Kiser, Meurens et al. 2016; Teankum, Pospischil, Janett, Burgi,
2006), zanét osrdeéniku, zanét délozni sliznice (Kauffold, Melzer, Henning, Schulze,
2006), zanét prostaty, zanét varlat, zizeni kanalkového systému, zanét vejcovodu, ktery
muze vést K zablokovani vejcovodu (Eley, Hosseinzadeh, Hakimi, Geary, 2005), vaginalni
vytok (Schautteet, Vanrompay, 2011). Patogeneze vede pies akutni zanétlivou reakci
spojenou s infekei, coz pfispiva k trvalym jizvam a funkénimu poskozeni infikovanych
sliznic (Eley, Hosseinzadeh, Hakimi, Geary, 2005). Teankum et al. (2006) ve své studii
uvadi, ze 3,6 % potratd je zpisobeno pravé chlamydiemi. Chlamydie tudiz ptimo ovliviiuji
reprodukéni systém a jsou vyznamnym puvodcem sexudlné pfenosnych chorob (Martin,

Munoz, De Cupere, Van Driessche et al. 2010).

Co se tyce vlivu chlamydii na sperma, neni zadné vyrazné zvySeni akrozomalni
reakce, které by bylo pozorovano pti skladovani chlamydii béhem 7 dni. A také nebyl
pozorovan ani zadny vyrazny rozdil v pteziti spermii kontaminovanymi chlamydiemi pfi
koncentracich od 5x10* do 5x10° suis/ml v porovnani s kontrolnimi vzorky. Pouze
chlamydiova koncentrace od 6,25x10° suis/ml zapii¢inila mirny vyznamny vzrist v podtu

mrtvych spermii, ktery byl pozorovan od 7 dne skladovéani. Vysledky studie ukazuji, ze
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Ch. suis nema vyznamny vliv na zivotaschopnost spermii v Cerstvém ejakulatu
obohaceném o piidavné latky, a proto se jeji pfitomnost v kan¢im ejakulatu rutinné
nesleduje. Ackoliv byl pozorovan vyznamny spermicidni efekt vysokych koncentraci Ch.
suis po 7 dnech skladovani, doslo pouze k 10% zvySeni oproti kontrolnim vzorkim. Navic
tak vysoké koncentrace Ch. suis nejsou v prirod¢ bézné (Hamonic, Pasternak, Kaser,
Meurens et al. 2016).

I kdyz je prevazna vétSina gelové frakce ejakulatu odebrana béhem ejakulace pred
hodnocenim a doplnénim ptidavnych latek do ejakulatu, malé mnozstvi v kone¢né davce
zastane. Kdyz byl ejakulat obohaceny o piidavné latky inkubovan s Ch. suis a potom se
podrobil fluorescen¢ni mikroskopii, zjistilo se, ze castice gelové frakce se vice vazi
k chlamydiim a ty jsou pak pozorovany ve form¢ malych fluorescen¢nich lozisek uvnitt
¢astic gelu. Naproti tomu nebyla pozorovana zadna specificka interakce mezi spermii a Ch.
suis. Sperma zustava tudiz infekéni, a to i po pridani antibiotik (Hamonic, Pasternak,
Kaser, Meurens et al. 2016). Kontaminovany ejakulat mize byt tedy jednou z moznych
cest pifenosu chlamydii na prasnice béhem umélého oplodnéni (Teankum, Pospischil,
Janett, Burgi, 2006).

Eley et al. (2005) uvadi, ze Ch. trachomatis muze vyvolat pied¢asnou smrt spermii,

a to apoptozou zprostfedkovanou kaspazou.

10 Klostridie

10.1 Obecné

Clostridium (C) perfringens je Grampozitivni, sporulujici, anaerobni bakterie (L,
Sayeed, Robertson, McClane, 2011), ktera je Siroce rozsifena jak v okolnim prostiedi, tak
Vv intestindlni flofe lidi a zvifat. Tato bakterie muze piisobit jako oportunni patogen
vyvolavajici rdzné choroby. Je velmi rozsifena v celém chovu prasat, proto je mozné, ze
béhem procesu odbéru muze dojit ke kontaminaci ejakulatu (Sepulveda, Bussalleu, Yeste,
Bonet, 2013). C. perfringens spolu s C. difficile jsou spojené s prijmem novorozenych
selat, coz je disledek nekrotické enteritidy, ktera mtze vést k nizké hmotnosti, mortalité a
jsou tak ekonomickym problémem v chovu prasat. Spory klostridii mohou pietrvat
v prasecich vykalech, coz zplisobuje, Ze se Sifeni téchto bakterii z prasnic na selata obtizné

kontroluje. Klostrididlni infekce se obvykle vyskytuje u selat v prvnich 7 dnech po
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narozeni a mohou byt spojeny s nerozvinutou normalni mikrofléorou a podavanim

antibiotik (Baker, Davis, Rehberger, Rosener, 2010).

Virulence této bakterie lze zvelké Casti piipsat jeji schopnosti exprimovat
nepieberné mnozstvi toxini. Nicméné zatimco C. perfringens mize produkovat 15
riznych toxint, jednotlivé dals$i druhy produkuji pouze nékteré z téchto toxinl. Proto jsou
na zaklad¢ 4 toxinu klostridie klasifikovany do 5 skupin (Li, Sayeed, Robertson, McClane,
2011). Ctyfi toxiny, na kterych je zaloZena klasifikace jsou alfa (viz obr. 8), beta, epsilon,
iota (Baker, Davis, Rehberger, Rosener, 2010). C. perfringens prudukuje toxiny alfa, beta,
epsilon a CPE (z angl. Clostridium perfringens enterotoxin) (Liang, Kang, Chen, Guan,
2017; Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2013), kter¢ interaguji s bunéénou membranou
a vyvolavaji jeji naruSeni nebo tvorbu port. I6ta toxin vSak pisobi intracelularné katalyzou
ADP — ribosylace aktinovych monomert, coz vede k bunééné smrti (Septlveda, Bussalleu,

Yeste, Bonet, 2013).

C. perfringens typu A (alfa) a typ C (alfa + beta) jsou znamy jako typy, které
infikuji prasata, ackoliv jiné typy mohou infikovat celou fadu dalSich zvitecich druhli
véetné ¢lovéka. Onemocnéni zpasobené C. perfringens typu C byla kontrolovana vakcinaci
v praseich stadech v minulych letech, avSsak mechanismus virulence C. perfringens typu

A neni dobfe znam (Baker, Davis, Rehberger, Rosener, 2010).

/

Obrazek 8: C. perfringens na krevnim agaru (Nowell, Kropinski, Songer, Macinnes et al. 2012)

33



10.2 Vliv Klostridii na spermie

10.2.1pH

Bez ohledu na bakteridlni zaté¢z se hodnota pH vzorki ejakuldtu kontaminovanych
C. perfringens vyznamné nelisila od kontrol v pribéhu dnui 0 - 4. Nicméné pfi koncentraci
10! — 107 CFU/ml se pH vzorkil vyznamné zvysilo od 5. do 9. dne skladovani pfi 15 °C, na
rozdil od kontrolnich vzorku (Pinart, Yeste, Bonet, 2016).

10.2.2 Zivotaschopnost spermii

U bakteridlniho zatizeni od 10! do 10° CFU/mI ve dnech 0 — 3 nebyly pozorovany
zadné vyznamné rozdily od kontrolnich vzorkl v procentech Zzivotaschopnych spermii
s netknutym akrozomem a mitochondrialnim plastém. Nicméné ve dnech 4 — 9 m¢ly stejné
kontaminované vzorky niz§i procento zivotaschopnych spermii s neporusenym akrozomem
a mitochondridlnim plastém. Na druhou stranu, i kdyz toto procento bylo vysoké pii
koncentraci 107 CFU/mI ve dnech 0 — 1, od druhého dne se vyrazné snizilo az do konce
skladovaci doby. Studie pozorovala pokles zivotaschopnosti spermii ve vzorcich
kontaminovanych C. perfringens o koncentraci 10’ CFU/ml spise kviili zménam v integrité
plazmatické membrany, nez kviili poruchdm v akrozomu a mitochondridlnim plasti. To
muze byt zplsobeno uvolnénim proteinovych toxini, které ovlivituji plazmatickou
membranu, bud’ zvySenim propustnosti, nebo indukci tvorby pord. Nizkd pohyblivost
spermii muze byt davana do souvislosti s piitomnosti toxint, které ovliviiuji aktinovy

cytoskelet (Pinart, Yeste, Bonet, 2016).

Pii jiném experimentu (skladovani pfi 15°C a po dobu 11 dni) se vyznamné snizila
zivotnost spermii jiz 24 hodin po inokulaci, a to pfi nejvétsi bakterialni zatézi 108 CFU/m,
po 3 dnech skladovani byl zaznamenan i pokles pfi koncentraci 10” CFU/ml, ale i tak to
byl niz&i pokles, nez pii koncentraci 108 CFU/ml. Na konci experimentu ziistalo p¥iblizng

10 % zivotaschopnych spermii (Septlveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2013).

Pti druhém pokusu (skladovani pti 37 °C a po dobu 4 dni) se jako nejvic Skodliva
ukazala koncentrace 10® a poté 10" a 10° CFU/ml, ostatni byly podobné negativni kontrole.
Az na konci experimentu, po 96 hodinach, se prakticky nevyskytovaly zivotaschopné

spermie (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2013).
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10.2.3 Pohyblivost spermii

Ve vzorcich ejakulatu kontaminovanych C. perfringens s koncentraci 10 — 10°
nebylo procento celkovych progresivné pohyblivych spermii jiné, nez u kontrolnich vzorka
béhem celého devitidenniho obdobi. Na rozdil od procenta celkovych pohyblivych spermii
ve vzorcich ejakulatu s koncentraci C. perfringens 10 CFU/ml. Procento pfi této

vvvvvvv

Bonet, 2016).

Dalsi experiment, ktery se provadél po dobu 11 dni pii teploté 15 °C o riznych
koncentracich bakterii, ukazal, ze 24 hodin po inokulaci byl pozorovan vyznamny pokles
v procentech celkové pohyblivosti spermii pii koncentracich 10® a 107 CFU/mI
V porovnani s niz§imi koncentracemi a negativni kontrolou. Po 48 hodinach pii koncentraci
108 CFU/ml byl pokles drasticky a na konci experimentu nebyly u této koncentrace
pozorovany zadné pohyblivé spermie. U dalSich koncentraci platilo, ze ¢im nizsi
bakterialni zatéz, tim niz8i procento nepohyblivych spermii (viz graf ¢. 2). Pfi experimentu,
ktery se provadél pii teploté 37 °C po dobu 4 dni, se ukazalo, ze nejvyssi koncentrace
bakterii (108 CFU/ml) zptisobila vyznamny pokles motility spermii po 24 hodinach, kdy
zlstalo méné nez 5 % pohyblivych spermii. Ostatni koncentrace mély v zavislosti na jejich
vysi rtizny pocet pohyblivych spermii. Po 72 hodinach nebyly Zadné pohyblivé spermie
v zadné koncentraci bakterii, ani v negativni kontrole (viz graf ¢. 3) (Sepulveda, Bussalleu,

Yeste, Bonet, 2013).

Bakterialni zatizeni klostridiemi 108 CFU/ml bylo prokazano jako velmi $kodlivé

kan¢imu spermatu, ale obvykle se ve vzorcich ejakulatu nenachazi (Pinart, Yeste, Bonet,

2016).
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Graf 2: Celkové procento pohyblivych spermii p¥i koncentraci 102 - 108 CFU/mI C. perfringens (skladovani 11 dni,
15 °C) (Sepiilveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2013)
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Graf 3: Celkové procento pohyblivych spermii p¥i koncentraci 102 - 108 CFU/ml C. perfringens (skladovani 96
hodin, 37 °C) (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2013)

10.2.4 Aglutinace a morfologie
Aglutinace spermii nebyla pozorovana béhem obdobi chlazeni ejakulatu pii
bakterialni zatézi v mezich od 10 do 10° CFU/ml. Avsak nizkd mira aglutinace spermii

byla pozorovéna ve vzorcich kontaminovanych 10* — 10° CFU/ml o sedmém dni, ve
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vzorcich kontaminovanych 10° CFU/ml od patého dne a ve vzorcich kontaminovanych 107

CFU/ml jiz od tfetiho dne (Pinart, Yeste, Bonet, 2016).

V dalsich experimentech byla pozorovdna vysoka mira aglutinace spermii za obou
podminek (15°C, 11dni; 37°C, 4 dny), a to zejména ve vzorcich s nejvyssi bakterialni
zatézi inkubovanych pii 37 °C po 24 hodinach od inokulace. Co se ty¢e morfologie

spermii, nedoslo k Zadnym vyraznym zménam (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2013).

10.2.5 Kontakt spermie - bakterie

Procento spermii, které je v kontaktu s bakteriemi, zalezi na kmenu, infekéni davce
a dnu skladovani. V ptipad¢ C. perfringens jde o davky kontaminované koncentraci
10" CFU/ml, které vykazuji vyznamné zvyseni kontaktu mezi spermiemi a bakteriemi.
Nizs8i koncentrace vykazuji malé zmény po celou dobu skladovani. VéEtsina spermii (okolo
90 %) interaguji s 1 — 3 bakteriemi hned prvni den, bez ohledu na infek¢ni davku a kmen.
Primérné procentni pfilnuti bakterie k hlaviéce spermie je 17, 27 % + 5,78 % a pftilnuti

k bi¢iku spermie je 82, 83 % + 5, 78 % (Pinart, Yeste, Bonet, 2016).

11 Pseudomonas

11.1 Obecné

Pseudomonady jsou Gramnegativni bakterie patiici do ¢eledé Pseudomonadaceae.
Tato podminén¢ patogenni bakterie je v ptirodnim prostfedi hojné rozsifena, predevsim ve
vod¢ a pudé (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2014), kde muze pietrvavat mésice
(Smole, Thomann, Frey, Perreten 2010). Vsudypfitomny vyskyt v prostiedi je zptisoben
nékolika faktory, v€etné schopnosti kolonizovat vice environmentalnich nik a vyuzivat
mnoho zdroji zivotniho prostfedi jako zdroje energie (Lyczak, Cannon, Pier, 2000). Tato
bakterie ma fimbrie, které funguji jako koloniza¢ni faktory a pfispivaji k adherenci
K hostitelskym bunikam. Pfitomnost bi¢iku umozZiuje uniknout hostitelské imunitni

odpovédi a vytvaret biofilm (Barbieri, 2000).

P. aeruginosa produkuje fadu faktort virulence, které se vyskytuji bud’ na povrchu
bunky anebo jsou sekretovany. Tyto faktory maji specifické i nespecifické u€inky a ¢asto
vyvolavaji patologické tcinky vzdalené od mista infekce. Vylucované faktory virulence
zajistuji ziviny pro rast, zvySuji invazivni potencial nebo pfimo poskozuji hostitelskou
tkan. Komponenty povrchu buiky umoziuji kolonizovat misto infekce, rozvratit

hostitelovu vrozenou a ziskanou imunitu a replikovat se v ném. Vnéj$i membrana obsahuje
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endotoxin, ktery neni tak silny jako u enterobakterii, ale dokdze vyvolat zanétlivou odezvu.
Také produkuje alginat, coZ je exogenni polysacharidova kapsule. Vytvaii nékolik proteaz,
véetné LasA a LasB. Produkuje dva siderofory, pyoverdin a pyochelin, které docasné
odejmou zelezo z hostitelskych zdroji. Dale produkuje bakteridlni exotoxin A, ktery se
vaze na receptor podobny LDL a vstupuje do bunék endocytéozou (Barbieri, 2000). Dalsi
syntetizovanou latkou je pigment pyocyanin (viz obr. 9) (Lyczak, Cannon, Pier, 2000). P.
aeruginosa mimo jiz vy$e uvedené exprimuje dvé homologni extracelularni fosfolipazy C
(PLC), hemolytickou PLC (PlcH) a nehemolytickou PLC (PIcN). V eukaryotickych
bunkach je ziejmé, ze PLC maji vliv na Sirokou $kalu hlavnich signaliza¢nich procest,
véetné apoptozy, onkogeneze a zanétu (Barker, Vasil, Filloux, Ball, Wilderman et al.
2004).

Obrazek 9: Kolonie P. aeruginosa na CLED agaru (Mathesin, Weekes, Coggle, 2009)

Pisobeni této bakterie zavisi nejen na pfimém kontaktu se spermatem, ale také na
velkém poctu bunécnych a extracelularnich faktorti, coz ji umoziluje pfizptsobit se riznym
prostfedim. Elastaza, kterou produkuje, zplisobuje poSkozeni tkané a ma spermicidni
ucinky. Také uvoliiuje LPS, coz jsou komponenty vné&jsi bakteridlni stény, které se ptimo
vazi na spermie, ¢imz potlacuji jejich motilitu. Kromé téchto faktori virulence je obecné
znamo, ze P. aeruginosa vyuziva Quorum sensing (QS) k regulaci fyziologickych aktivit,
vcetné patogenity. QS molekuly mohou mit skodlivé €inky na spermie a mohou vyvolat

exocytozu akrozomi (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2014).
11.2 Vliv P. aeruginosa na spermie

11.2.1 Rychlost riistu v ejakulatu
Autofi studie pozorovali rychlost rustu P. aeruginosa Vv ejakulatu béhem 11 dni

skladovani pii teploté 15 — 17 °C. Vzorky se skladaly z inokulovanych vzorkd, kde se

38



koncentrace bakterie pohybovala od 2x10® do 2x10% a negativni vzorki, do kterych se
bakterie neinokulovala. Dvacet ¢tyfi hodin po inokulaci az do konce experimentu byly ve
srovnani s negativni kontrolou rozdily ve vSech koncentracich, s vyjimkou vzork
s koncentraci 2x10* a 2x10° CFU/ml ve 2. dni. Pro koncentrace 2x107 a 2x10® CFU/ml se
rust bakterii zvysSoval jiz od prvniho dne inkubace, u ostatnich koncentraci se zacal
zvy$ovat az od druhého. Zajimavé je, Ze druhy den u vzorki s koncentracemi 2x10%, 2x10°,
2x10°a 2x10” CFU/ml se neprojevil vyrazny rozdil oproti srovnani s hodnotami ziskanymi
prvni den. Pravdépodobné se predpoklada, ze rast byl zrovna v adaptacni, nebo lag fazi.
Proto se dle téchto vysledki mize vyvodit, Ze ristova dynamika P. aeruginosa je zavisla

na Case a koncentraci (viz graf ¢. 4) (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2014).
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Graf 4: Dynamika ristu rozdilnych koncentraci P. aeruginosa béhem 11 dni skladovani p¥i teploté 15 - 17 °C
(Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2014)

11.2.2pH
Nebyly zjistény zadné zmény v pH jak v zavislosti na dob¢ skladovani, tak

Vv zavislosti na koncentraci bakterii (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2014).
11.2.3 Motilita spermii

Celkova motilita

Po 24 hodinach skladovani pfi teploté 15 — 17 °C nebyly pozorovany zadné rozdily
mezi inokulovanymi vzorky a negativni kontrolou. Druhy den se od negativni kontroly
odliSovala pouze koncentrace 2x108 CFU/ml. Od 4. do 9. dne byly procenta celkovych

pohyblivych spermii ve vzorcich o koncentracich 2x10” a 2x10% mensi, neZ v negativni
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kontrole a v dalsich vzorcich. Nicméné na konci experimentu (11. den) nebyly pozorovany
vyznamné rozdily mezi inokulovanymi vzorky a negativni kontrolou (Septlveda,

Bussalleu, Yeste, Bonet, 2014).

Progresivni motilita

Od druhého dne jsou viditelné rozdily mezi negativni kontrolou a zkumavkou
obsahujici 2x10® CFU/mI. Tato klesava tendence v procentu progresivné pohyblivych
spermii byla udrzovana az do 9. dne. Koncentrace 2x10” CFU/mI se také odlisovala od
negativni kontroly, ale pouze od 4. do 7. dne. AvSak na konci experimentdlniho obdobi
(11. den) nebyly mezi jednotlivymi vzorky zaznamenany rozdily. Jako nejvice skodliva se
projevila bakterialni koncentrace 2x108 CFU/mI (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet,
2014).

Jina studie se zabyvala ucinky rtiznych koncentraci P. aeruginosa na parametry
motility po in vitro kapacitaci (IVC). Spermie musi projit biochemickymi a fyziologickymi
zménami, znamymi jako kapacitace spermii, aby dokézaly proniknout do wvajicka.
Kapacitace spermii zahrnuje zmény fosfolipidl v plazmatické membrané, efluxu
cholesterolu, aktivuji se iontové kandaly a zvySuje se hladina intraceluldrniho vapniku a
cAMP, stejn¢ tak, jako se méni flagelarni aktivita a fosforylace proteinti (Sepulveda,

Bussalleu, Yeste, Bonet 2016).

Po 2 hodindch od IVC procentudlni hodnoty progresivné pohyblivych spermii
(PMOT), VSL (z angl. straight-linear velocity), VCL (z angl. curvilinear velocity), VAP
(z angl. average path velocity) hodnocené ve vzorcich s koncentracemi P. aeruginosa od
10* do 108 CFU/ml byly vyznamné odlisné od hodnot pozorovanych v kontrolni
zkumavce. Cim vys$si byla koncentrace vzorku, tim vyrazngjsi rozdil od kontrolniho
vzorku byl pozorovan. V ptipadé PMOT tendence ptetrvavala i po 3 hodinach (s vyjimkou
koncentrace 10* CFU/mI). U VSL, VCL a VAP se v tomto ¢asovém bodé od kontrolniho
vzorku lisila pouze nejvyssi koncentrace - 108 CFU/ml. Podobné dopadly hodnoty STR
(z angl. straightness index) a WOB (z angl. oscillation index). Hodnota LIN (z angl.
linearity index) se lisila pouze v nejvyssi koncentraci 108 CFU/mI. Hodnoty BCF (z angl.
beating frequency) a ALH (z angl. amplitude of lateral head displacement) mély nizsi
hodnoty po 2 hodinach u koncentrace 108 CFU/ml a po 3 hodinach v koncentracich 107 a
108 CFU/ml. Bakterialni kontaminace ovliviiuje parametry pohyblivosti spermii kancti po

IVC v zavislosti na koncentraci (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet 2016).
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11.2.4 Zivotaschopnost spermii

Po 24 a 48 hodinach skladovani pti 15 — 17 °C bylo procento zivotaschopnych
spermii ve vzorcich s nejvyssi koncentraci bakterii (2x10” a 2x108 CFU/ml) mensi, nez
v negativni kontrole a tato tendence byla pro koncentraci 2x10® CFU/ml udrzovana az do
konce experimentalniho obdobi. U koncentrace 2x10” CFU/ml se procento také snizovalo,
ale ne tolik, jako u koncentrace vyssi. Jiné koncentrace se od negativni kontroly béhem

prvnich 2 dni neli$ily (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet, 2014).

Pii sledovani Zivotaschopnosti spermii po IVC byly devastaéni ucinky P.
aeruginosa patrné 2 hodiny po za¢atku, a to u koncentraci 10°, 10" a 108 CFU/ml. Pii
téchto koncentracich bylo vyrazné nizs§i procento Zivotaschopnych spermii oproti
koncentraci 10* CFU/ml a kontrolni zkumavce. Uginky byly opét zavislé na Case a
koncentraci, ¢im delSi doba ucinku a vyS$i koncentrace, tim niz§i procento

zZivotaschopnych spermii (viz graf ¢. 5) (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet 2016).
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Graf 5: Efekt raznych koncentraci P. aeruginosa na zivotaschopnost spermii (Sepulveda, Bussalleu, Yeste, Bonet
2016)

11.2.5Integrita akrozomu

Dvacet ¢tyfi hodin po inokulaci byly pozorovany rozdily mezi koncentraci 2x108,
negativni kontrolou a jinymi koncentracemi, tato tendence byla dodrZzovadna az do konce
skladovani, ale nejvétsi pokles byl zaznamenan do 7. dne. U koncentrace 2x10’ byly také
zaznamenan¢ rozdily, ale ne tak vysoké, jako u koncentrace vyssi (Septlveda, Bussalleu,

Yeste, Bonet, 2014).
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12 Rod Enterobacter

12.1 Obecné

Rod Enterobacter patii do celedé Enterobacteriaceae, které kolonizuji tenké a
tlusté stfevo a zahrnuji jak nepatogenni (komenzalni), tak patogenni mikroorganismy. Ent.
cloacae je pohybliva, Gramnegativni, kratka ty¢inka (Wang, Mori, Komori, Sasatsu et al.
1989) s fimbriemi typu 1 (viz obr. 10) (Prieto-Martinez, Bussalleu, Garcia-Bonavila,
Yeste, 2014), ktera je negativni na oxiddzu a na nitrat reduktazu pozitivni (Wang, Mori,
Komori, Sasatsu et al. 1989). Fermentuje gluk6zu a laktdézu s produkci kyseliny a plynu.
Kyselina citronova a soli kyseliny citronové se vyuzivaji jako jediny zdroj uhliku

(Hormaeche, Edwards, 1960).

Obriazek 10: Spojeni Ent. cloacae s lidskymi epitelialnimi buiikami (Keller, Pedroso, Ritchmann, Silva
1998)

12.2 Vliv Ent. cloacae na spermie

12.2.1Zivotaschopnost spermii

Prieto-Martinez et al. (2014) zkoumali vzorky spermatu obohacené o piidavné
latky ze sedmi zdravych postpubertalnich kanct, které byly uméle kontaminovany bakterii
Ent. cloaceae v riznych pomérech (2:1, 1:1, 1:5, 1:10). Pomér 1:0 (neinokulovany) slouzil

jako negativni kontrola. Vzorky se skladovaly 11 dni pfi teploté 17 °C.

Autofi nezaznamenali zddné vyznamné rozdily po jednom a dvou dnech skladovéani
mezi vzorky a negativni kontrolou. Tteti den bylo procento Zivotaschopnych spermii u
nejvyssich pomért bakterie ke spermatu (1:5, 1:10) vyznamné niz$i, nez na pocatku
pokusu. Ctyii dny po inokulaci se procento Zivotaschopnych spermii u poméru 1:10 jests
snizilo, v tento den bylo sniZzeni pozorovano i u poméri 1:5 a 1:1. Sedmy den se toto

procento vyrazné snizilo ve vSech vzorcich v porovnani s pocate¢nimi hodnotami. Pouze
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pomér 1:10 vykazoval vyznamné niz§i procento zivotaschopnych spermii oproti negativni
kontrole. Kromé poméru 2:1, se zvétSovaly rozdily mezi vzorky a negativni kontrolou az
do konce skladovani. Na konci experimentu byly vyznamné rozdily mezi jednotlivymi
poméry a u nejvice kontaminovaného vzorku (1:10) se projevilo dramatické snizeni

procenta zivotaschopnych spermii.

12.2.2 Integrita akrozomu

Od prvniho do devéatého dne od inokulace byly zjistény vyznamné rozdily, kdyz
byly poméry 1:1, 1:5, 1:10 porovnavany s pomérem 2:1 a s negativni kontrolou. Posledni 2
dny experimentu vykazovaly vSechny poméry rozdil oproti negativni kontrole. Na druhou
stranu bylo zjisténo, Ze procento neposkozenych akrozomti bylo po 48 hodinach vyrazné
sniZzeno ve srovnani s pocate¢nimi hodnotami, kromé negativni kontroly. Avsak od 4. dne
do konce experimentu vykazovaly vSechny vzorky, vetné negativni kontroly, vyznamné

niz$i procento spermii s neporusenym akrozomem oproti pocatku experimentu.

12.2.3 Osmoticka rezistence spermii

Az 7. den se snizila osmoticka rezistence u poméri 1:5 a 1:10 oproti pomériim 2:1,
1:1 a negativni kontrole. Od 8. dne od inokulace az do konce experimentu se snizila
osmotickd rezistence u vSech poméri ve srovnani s pocatecnimi hodnotami. Na konci
experimentu mély vSechny poméry, kromé 2:1, vyznamné snizenou osmotickou rezistenci
oproti negativni kontrole. Schopnost reagovat na osmoticky stres souvisi s funkcnosti

bunék a je obecné uznavana jako dobry indikator fyziologického stavu.
12.2.4 Motilita spermii

Celkova motilita spermii

Vyznamné rozdily v procentech pohyblivych spermii byly nalezeny, kdyz poméry
1:1, 1:5 a 1:10 byly srovnany s negativni kontrolou po 24 a 48 hodinach od inokulace.
Tteti den se sniZilo procento pohyblivych spermii u poméra 1:5 a 1:10. Dalsi den byl
pozorovan rozdil mezi negativni kontrolou a poméry 1:1, 1:5 a 1:10. Sedm dnii po zacatku
experimentu vykazovaly pouze poméry 1:5 a 1:10 vyznamné snizeni procenta pohyblivych
spermii oproti negativni kontrole. Osmy den byl pozorovan rozdil mezi pomérem 1:1 a
negativnim vzorkem. Devaty den mély vSechny poméry nizs§i procento pohyblivych
spermii oproti negativni kontrole, i kdyZ mezi poméry 2:1 a 1:1 a poméry 1:5 a 1:10
rozdily nebyly. Desaty a jedenacty den mély vSechny poméry nizsi procento pohyblivych
spermii, oproti negativni kontrole.
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Progresivni motilita spermii

Po 24 hodindch od inokulace se ukdzal rozdil mezi poméry 1:1, 1:5, 1:10 a
negativni kontrolou. Dva dny po zacatku experimentu mély vSechny poméry nizsi procento
progresivné pohyblivych spermii, nez negativni kontrola. V tomto dni také narostl rozdil
mezi jednotlivymi poméry, kromé poméra 2:1 a 1:1. Dalsi dny klesalo procento pouze u
pomeéra 1:5 a 1:10, sedmy den zacalo klesat procento i u poméru 1:1 a devaty den vSechny
poméry vykazovaly niz$i procento progresivné pohyblivych spermii oproti negativni

kontrole. Na konci experimentu nebyly pozorovany rozdily mezi jednotlivymi poméry.

12.2.5 Aglutinace a morfologie spermii

V pribéhu experimentu byla pozorovdna zvySend mira aglutinace, zejména u
nejkontaminovanéjSich vzorka (1:5, 1:10). Az do konce doby skladovani poméry 1:1, 1:5 a
1:10 vykazovaly vyznamné zvySenou tvorbu aglutinace oproti poméru 2:1 a negativni
kontrole. Jedinym vhodnym vysvétlenim pro zvySenou miru aglutinace spermii je
pfitomnost fimbrii typu 1. Tyto fimbrie zprostiedkovavaji specifické propojeni bakterie a
hostitelskych bunék.

Procento morfologicky normalnich spermii byl pozorovan pro vSechny poméry a
po celou dobu skladovani (viz graf ¢. 6) (Prieto-Martinez, Bussalleu, Garcia-Bonavila,
Yeste, 2014).
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Graf 6: Aglutinace spermii vlivem Ent. cloacae béhem 11 dni skladovani p¥i teploté 17 °C (Prieto-Martinez, 2014)
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12.2.6 pH
Vyznamny rozdil mezi pomérem 1:10 a dal$imi poméry byl pozorovan od 4. dne po
inokulaci. V tento den vykazoval niz§i pH i pomér 1:5 oproti negativni kontrole a

poméram 2:1 a 1:1 (Prieto-Martinez, Bussalleu, Garcia-Bonavila, Yeste, 2014).
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13 Zavér

V této reSerSi jsem se vénovala mikroorganismim vyskytujicim se Vkanc¢im
ejakuldtu a jejich dopadim na spermie. Je n€kolik moznosti, jak se béhem umélé
inseminace kontaminuje sperma. Tyto moznosti se daji rozdé€lit na zvifeci a nezvifeci
faktory. Do nezviteciho puvodu se fadi kontaminovana voda, nesterilizované pomucky na
odbér ejakulatu, Spatné hygienické podminky a kontaminace vzorkt lidmi. Do zvitecich
zdroju patii fekalie, sekrety dychacich cest, pokozka, chlupy a divertikl v ptedkozce, ktery
obsahuje moc¢, epitelie a bakterie, a je tak vyznamnym rizikovym faktorem pro
kontaminaci, proto se pted odbérem ejakulatu musi vycistit. Po odbéru se do ejakulatii
davaji ptidavné latky, jedna se napiiklad 0 antibiotika, ktera brani pieziti bakterii ve
vzorcich, nebo latky vyzivujici spermie, které mohou zaroven vyzivovat i bakterie.

Nejcastéji izolovana bakterie z ejakulatu je E. coli, ktera zpisobuje aglutinaci
spermii v kontaminovanych vzorcich, snizuje pH ejakulatu, zkracuje zivotaschopnost
spermii a snizuje jejich motilitu. Déle jsem se zaméfila na chlamydie, které nejsou tak
vyznamnymi patogeny, ale 1 tak se vyskytuji dost na to, aby byly z ekonomického pohledu
dalezité. Chlamydie zptisobuji zanéty, které vedou ke snizené reprodukcéni vykonosti,
avsak pfimo na spermie vyznamny dopad nemaji. Klostridie maji pfi vysSich koncentracich
vliv na pH ejakulatu, Zivotaschopnost spermii, pohyblivost a zpisobuji zvySenou aglutinaci
spermii. Pseudomonady maji vliv na pohyblivost, Zivotaschopnost spermii a integritu
akrozomu. Na tyto parametry maji vliv i po IVC. Posledni vybrané bakterie, enterobaktery,
ovliviwyji také hodnotu pH ejakulatu, Zivotaschopnost, aglutinaci, motilitu, integritu
akrozomu a také osmotickou rezistenci spermii.

Vzhledem k prokazanym negativnim vliviim je dulezité se vyvarovat kontaminaci
ejakulatu jeho spravnym odbérem, manipulaci, skladovanim a pifidavanim ucinnych
antibiotickych latek pfi jeho fedéni. Tak se dosahne vys$si kvality inseminacnich davek a

tim padem efektivnéjsiho chovu prasat.
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