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Vliv ivermektinu na kvalitu kanciho ejakulatu u plemene
Duroc

Souhrn

Diplomova prace vznikla ve spolupraci s testatnim a insemina¢nim stiediskem firmy
Lipra pork ve Skrsin¢. Plemenni kanci Vv tomto stfedisku jsou zastupci plemene Duroc a
predstavuji vysoce cenény geneticky material programu DanBred. Udrzeni vysoké plodnosti
kanct je klicovym parametrem pro zajisténi kvalitnich produkénich i ekonomickych vysledki.
Hodnocené parametry kanciho ejakulatu mohou byt ovliviiovany velmi mnoha faktory. Proto
je kladen diraz na zajisténi optimalnich podminek managementu chovu téchto kancu.
Reprodukéni soustava kancti je obecné velmi citliva na vykyvy vnéjsich i vnitinich podminek
arychle reaguje na zmény v kvalité vyZivy, je vyrazné sezonni a je také velmi citliva k u¢inkim
riznych farmakologickych latek. Zajisténi kvalitni vyzivy, stabilniho managementu chovu a
vyborného zdravotniho stavu je pro udrzeni vysokych parametrii plodnosti a ziskani kvalitnich
inseminaénich davek zcela kli¢ové. Kanci jsou pod zvySenym veterinarnim dohledem, jsou
pravidelné oc¢kovani a také jim jsou pravidelné podavana anthelmintika. Podavani anthelmintik
probihd 1x ro¢né subkutanni aplikaci ptipravku na béazi ivermektinu. Jedna se o makrocyklicky
lakton, ktery se bézné pouziva proti endoparazitim i ektoparazitim. Je velmi t¢inny a je jednim
zZ nejvice rozsifenych antiparazitik pro zvitata po celém svété. Cilem této diplomové prace bylo
ov¢tit hypotézu pracovnikil testaéniho a inseminac¢niho stiediska SkrSin, ktefi se subjektivné
domnivali, ze pfipravek Biomectin, ktery obsahuje ucinnou latku ivermektin a je kancim
aplikovan, ma vyznamny dlouhodoby negativni vliv na parametry kanciho spermatu.

Pro naplnéni cile této diplomové prace byli vybrani kanci, ktefi se aktualné vyuzivali
pro odbér spermatu pro zpracovani na insemina¢ni davky a soucasné byli pfitomni v tomto
stiedisku dostate¢né dlouhou dobu, aby bylo mozné i zpétné ze zdznamt zhodnotit parametry
jejich ejakulatu. Standardné se po kazdém odbéru hodnotil ejakulat jak makroskopicky, tak
mikroskopicky. Hodnocenymi parametry byl objem ejakulétu, koncentrace spermii v 1 cm?,
aktivita spermii, procento abnormalnich spermii, pocet spermii v ejakulatu a dalsi dilci
parametry, které nebyly zahrnuté do této diplomové prace. VySe zminéné parametry byly
podrobeny statistické analyze s cilem zhodnotit, zda existuje statisticky vyznamny rozdil
v parametrech ejakuldtu u odbéri kancti odebiranych ptiblizn¢ dva meésice pied aplikaci
piipravku Biomectin (prosinec), u odbértu ejakulatu odebiranych v obdobi tésné po aplikaci
Biomectinu (anor) a u odbéri ejakulatd odebiranych pfiblizné dva mésice po aplikaci
Biomectinu (duben). Statistickou analyzou ziskaného souboru dat byly prokazany signifikantni
rozdily u nasledujicich parametri: objem ejakuldtu a stanoveni procenta abnormalnich spermii.
Objem ejakulatu u skupin béhem ¢asu rostl a procento abnormalnich spermii se snizilo, coz
nepredstavuje z pohledu vyuziti ejakulatu zadny negativni vysledek. U koncentrace spermii
v 1 cm? a celkového poétu spermii nedoslo k zadnym statisticky vyznamnym rozdilim mezi
pozorovanymi skupinami. Parametr aktivita spermii byl hodnocen pouze okometricky a
vykazoval znamky binarniho znaku, proto tento parametr nebylo mozné kvalitné statisticky
vyhodnotit. Stanovena hypotéza této diplomové prace se tedy nepotvrdila. S ohledem
na statistické hodnoceni vybraného souboru dat je nutné zduraznit vyznamny efekt jedince,
ktery zde byl patrny, ikdyz byl dopfedu kladen diraz na vybér kanci s pokud mozno



homogennimi parametry ejakulatu. Je také nutné zohlednit ostatni mozné vlivy, které jsou
pravdépodobné zodpovédné za ziskané vysledky vice nez testovany vliv ptipravku Biomectin.
Predev§im mozna sezonnost zde muze hrat dulezitou roli, ale ani ostatni vyznamné faktory
nelze vylucovat.

IkdyZ se nepodafilo potvrdit stanovenou hypotézu, vysledky této diplomové prace jsou
pro testacni a inseminacni stfedisko ve Skrsin€ velmi hodnotné. Pro relevanci vyicenych zavéra
by bylo potieba rozsitit soubor dat o vice jedincii i hodnoceni ejakulétu, to je vSak jiz nad ramec
této diplomové prace.

Klic¢ova slova: Biomectin, ivermektin, kanec, spermie, inseminace



The effect of ivermectin on boar ejaculate quality in the
Duroc

Summary

This diploma thesis has been created in cooperation with the Lipra pork company's
testing and insemination center in Skrsin. The boars in this center are representatives of the
Duroc breed and represent the highly valued genetic material of the DanBred program.
Maintaining their high fertility is a key parameter to ensure both — quality production and
economic results. Since there are many factors, that can influence the evaluated parameters
of boar ejaculate, ensuring optimal conditions for the breeding management of these boars is
mandatory. In general, the boars' reproductive system is very sensitive to any external or
internal conditions fluctuations, quickly reflects changes in the quality of nutrition, is highly
seasonal, and last, but not least, is very sensitive to the effects of various pharmacological
substances. To maintain the high fertility parameters and to obtain quality insemination doses,
it is crucial to ensure quality nutrition, stable breeding management, and excellent health. Boars
have been under increased veterinary supervision including regular vaccination and
anthelmintics administration. Anthelmintics are administered once a year by subcutaneous
administration of an ivermectin-based preparation. This macrocyclic lactone is commonly used
against endoparasites and ectoparasites, is very effective and one of the most widespread
antiparasitic drugs for animals worldwide. The aim of this diploma thesis was to verify the
subjective hypothesis of the staff of the testing and insemination center Skrsin, who had
believed that Biomectin, which contains the active ingredient ivermectin and is applied to boars,
has a significant long-term negative effect on the boar sperm parameters.

To fulfill the goal of this diploma thesis, boars that have met the following criteria have
been selected. First, they had to be currently used to collect semen for processing into
insemination doses. Second, they had to be in the center long enough that it has been possible
to evaluate the parameters of their ejaculate retrospectively from the historical records.
By default, ejaculate was evaluated both macroscopically and microscopically after each
collection. The evaluated parameters include ejaculate volume, sperm concentration in 1 cm3,
sperm activity, percentage of abnormal sperm, number of sperm in the ejaculate, and few other
partial parameters that have not been included in this diploma thesis. The above-mentioned
parameters were subjected to statistical analysis to assess whether there has been a statistically
significant difference in ejaculate parameters in boar samples taken approximately two months
before Biomectin (December), immediately after Biomectin (February), and approximately two
months after Biomectin administration (April). The statistically significant differences have
been proved for the following parameters: ejaculate volume and percentage of abnormal sperm.
While the volume of ejaculate increased over time, the percentage of abnormal sperm
decreased, which does not imply any negative effect considering the ejaculate use. There were
no statistically significant differences between the observed groups in the sperm concentration
in 1 cm?® and the total sperm count. Sperm activity was only evaluated visually and showed
signs of binary trait, therefore this parameter could not be evaluated statistically. To sum it up,
the established hypothesis of this diploma thesis was not confirmed. Despite the focus on the
selection of boars with as homogeneous ejaculate parameters as possible, there was a significant



effect of the individual (regarding the statistical evaluation). There might be also other possible
effects, with greater influence on the results than Biomectin, that need to be taken into account.
Above all, the possible seasonality may play an important role here but other important factors
cannot be eliminate either.

Although the established hypothesis could not be confirmed, the results of this diploma
thesis are very valuable for the testing and insemination center in SkrSin. For the relevance
of the stated conclusions, it would be necessary to expand the data set by more individuals and
ejaculate evaluations, which is however beyond the scope of this diploma thesis.

Keywords: Biomectin, ivermectin, boar, spermatozoa, insemination
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1 Uvod

Vysoké ukazatele reprodukce jsou kli¢ovym hlediskem hodnoticim Grovén managementu
chovu viech hospodatskych zvitat. Usp&sna reprodukce slouzi nejenom k zachovani druhu, ale
i k produkci vykrmovych zvifat zajist'ujicich ekonomiku chovu. S rozvojem biotechnologii se
v chovu prasat zacala velmi vyuZivat uméla inseminace. Jeji nesporné vyhody jsou obecné
znamé a fadime sem napiiklad zvySeni po¢tu plemenic na jednoho plemenika nebo moznost
skladovani ejakulatu geneticky vynikajicich jedinct i nékolik desitek let. Ekonomické hledisko
vyuziti inseminace je také dilezitym aspektem, a i proto umélou inseminaci podniky preferuji.
Dochazi nejenom ke snizeni materialnich, ale i pracovnich nakladi. Na rozdil od pfirozené
plemenitby se vSak zvySuji naroky na odbér a zpracovani kanciho ejakulatu a vyrobu
inseminaéni davky pro plemenici. Vysoka plodnost kance hraje klicovou roli pro ziskani
kvalitniho ejakulétu, ktery bude nasledné zpracovéan a nafedén Vv inseminacni davce tak, aby
byla zajisténa usp&$nost samotné inseminace.

Reprodukéni soustava kanct je obecné velmi citliva na rizné zmeény vnéjsich i vnitinich
podminek a rychle reaguje naptiklad na zmény v kvalité vyzivy, je také vyrazné sezénni a je
velmi citliva k G¢inkdm riznych farmakologickych latek. Kanctiim plemene Duroc v testacnim
a insemina¢nim stfedisku Skr$in je kazdy rok podavan antiparaziticky ptipravek Biomectin,
ktery je na bazi ivermektinu. Ivermektin patii do fadu makrocyklickych laktoni a je jednim
z nejvice pouzivanych antiparazitik v chovech hospodaiskych zvirat. Tato latka puasobi
na Siroké spektrum parazitdi, jako jsou hlistice, v8i a plicni Cervi. Mozny negativni vliv
ivermektinu na kvalitu ejakulatu vSak jiz byl prokazan v nékolika studiich (Wrona &
Krzyzanowski 1995; Tanyildizi & Bozkurt 2002; Naoman 2012; Ali 2014; Sadek & Shaheen
2015).

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu pracovnikil testacni stanice Skrsin,
kteti se subjektivné domnivali, Ze pfipravek Biomectin, ktery obsahuje ucinnou latku
ivermektin a je kancim aplikovan, ma vyznamny dlouhodoby negativni vliv na parametry
kanc¢iho ejakulatu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Tato diplomova prace vznikla ve spolupraci s testanim a insemina¢nim stfediskem
ve Skrsin¢ firmy Lipra pork a cilem je popsat vliv aplikace ptfipravku Biomectin s u¢innou
latkou ivermektin na parametry kanciho ejakuldtu u kancii plemene Duroc v inseminacni
stanici.



3 Literarni reSerse
3.1 Reprodukéni funkce samci

Reprodukéni funkce samcu predstavuje jednu ze zakladnich funkci zivého organismu,
ktera v sobé zahrnuje tvorbu spermii a jejich transport do samicich pohlavnich organi, a tim
ve svém dusledku slouzi k zachovani druhu (Cibulka 2004).

Zakladem samcich pohlavnich organd je parova pohlavni zlaza — varle. Ve varlatech
probihé tvorba spermii — spermatogeneze. U kancii spermatogeneze trva 45 dni, z toho 10 az
12 dni trva prichod a zrani spermii v epididymu (Louda 2001) a zacina v dob&é pohlavni
dospélosti, cozZ je zhruba v 5. mésicich stafi kance (Tichy 2004). Sam¢i pohlavni soustava se
také podili na udrzeni homeostazy v organismu a zajisténi dlouhovékosti druht, a to piedevsim
produkci pohlavnich hormont a jejich ¢innosti (Chlopik & Wysokinska 2019).

Oplozeni savcil je na bunééné Urovni velice sloZity proces, ktery je druhové velmi
specificky, ale vzdy vede ke stejnému vysledku, spojeni dvou odli$né€ vypadajicich zarode¢nych
bunék. Spermie a vajicko spolu interaguji a vytvaii zygotu, bunku se somatickym poctem
chromozomu (Tulsiani & Abou-Haila 2012). Aby spermie byly vibec schopné oplodnit
vajicko, musi projit nékolika zdsadnimi zménami V ptisné regulovanych procesech, mezi které
patii epididymalni maturace, poté velice dulezita kapacitace v sami¢im pohlavnim traktu,
nasledovana akrozomalni reakci, jez vyust'uje ve fuzi plazmatické membrany spermie a vngjsi
akrozomové membrany spermie. Tato reakce je zasadnim krokem v umoznéni samotného
rozpoznani, vazby a nasledného oplozeni vaji¢ka savcu (Berger et al. 1989).

U vSech hospodarskych zvirat, prase nevyjimaje, se Uroven reproduk¢nich ukazateld
odviji od sam¢i i samic¢i plodnosti. Konkrétné u kanct se plodnost jedinct lisi predevsim
na podkladé genetického zalozeni a méné uz pak diky vliviim prostiedi (Smital 2000).

3.1.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze ma obecn¢é dvé faze — spermatocytogenezi a spermatohistogenezi
(Chtopik & Wysokinska 2019). Pti tomto procesu se tvoii sam¢i pohlavni buiiky — spermie a
probiha po celou dobu pohlavni aktivity samce (Tichy 2004). Cely proces probihé predevs§im
v semenotvornych kanalcich ve varleti, které jsou vystlané zarodecnym epitelem. Zde se
nachdzi dva typy bun€k — zdrodecné buiiky a Sertoliho bunky, které¢ maji podpiirnou a vyzivnou
funkci, také jsou schopny fagocytovat cytoplazmu pii pfeméné spermatid na zralé spermie
(Chtopik & Wysokinska 2019). Béhem spermatogeneze se Vv zarodecném epitelu vytvari
spermatické bunky — spermatogonie, primdrni spermatocyty, sekundarni spermatocyty,
spermatidy, které poté dozravaji ve spermie.
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Obrazek 1 — Spermatogeneze. Pievzato a upraveno z (Sharma & Agarwal 2011)

Spermatocytogeneze probihd ve tfech periodach, perioda mnozeni, perioda rustu a
perioda zrani (Tichy 2004). Spermatogonie opakované rostou a mitoticky se déli a davaji
vzniknout dvéma typtum: spermatogoniim A nebo spermatogoniim B. Spermatogonie B se pak
vstupem do meidzy premenuji na primarni spermatocyty. Kazdy primarni spermatocyt se
meioticky déli a vznikaji dva sekundarni spermatocyty. Kazdy pak opét prochazi meiotickym
délenim, které vede ke vzniku dvou haploidnich spermatid. Spermatidy se pak transformuji
na spermie (Tulsiani & Abou-Haila 2012).

Pro spravny vyvoj spermii je nutné, aby teplota parenchymu varlat byla o 4 az 0 7 °C
nizsi, nez je teplota téla kance (Louda 2001), proto se spermie vyvijeji ve varlatech, ktera jsou
ulozena Vv Sourku mimo bfiSni dutinu samce. Kanci varlata sestupuji do Sourku uz pied
narozenim jedince (Najbrt 1973). Pro spravnou spermatogenezi je také velmi dilezita
hemotestikularni bariéra, coz je fyzicka bariéra mezi krevnimi cévami a semenotvornymi
kanalky. Tato bariéra neumoznuje kontakt spermii a bun¢k imunitniho systému, proto nejsou
imunitnim systémem produkovany protilatky proti spermiim (Chtopik & Wysokinska 2019).

Regulaci spermatogeneze tidi hypothalamus, kde se produkuje hormon GnRH, ktery
spousti v adenohypofyze tvorbu hormonti LH a FSH, které stimuluji vyvoj pohlavnich zlaz.
U samcii hovoiime o testes-adenohypofyzo-hypothalamus zpétnovazebném mechanismu, ktery
zajistuje nepietrzitou tvorbu téchto hormonii (Tichy 2004). LH ma vliv na Leydigovy bunky,



které produkuji testosteron. Roli zde ma i hormon prolaktin, ktery je vylu¢ovan hypofyzou. Ten
pusobi synergisticky s LH. Naopak hormon FSH reguluje funkci Sertoliho bun¢k. Tyto bunky
pak produkuji inhibin, ktery hladinu FSH snizuje a aktivin, ktery naopak stimuluje FSH
(Chtopik & Wysokinska 2019).

3.1.2 Morfologie spermie

Zrala sam¢i pohlavni buiika se nazyva spermie, je tvorena hlavickou, krékem a bicikem.
Kancéi spermie se velmi podoba ostatnim domacim kopytnikim (Hancock 1956) a je velka
zhruba 51,6 mikrometrt (Tichy 2004).

hlavicka

kréek

e, [ e

bicik

Obrazek 2 — Morfologie spermie. Prevzato a upraveno z (Gadella et al. 2008)
3.1.2.1 Hlavicka

Hlavicka spermie se skldda z cytoplazmatické membrany, akrozomu, jadra,
cytoskeletarnich struktur a cytoplazmy. Hlavicka kanci spermie je dlouhd 7,2 pm Siroka 4,1 um
a tloustka se pohybuje okolo 1,5 um (Tichy 2004). Ve velikosti a tvaru spermie existuji i
meziplemenné rozdily. Kanci plemene Pietrain maji spermie ve srovnani s plemenem Duroc
krat$i a spermie maji uzsi hlavicky (Kondracki et al. 2012).

Plazmatickd membrana spermie je slozena z fosfolipidii, cholesterolu a glykoproteinti
(Chtopik & Wysokinska 2019), kterym se diky jejich zakomponovani do struktury membrany
fika strukturalni. Zevni povrch pokryvaji polysacharidy a tvoii glykokalyx. Ten stabilizuje



bunécnou membranu, selektivné ovliviiuje rychlost difuze latek bunéénou membranou, udrzuje
pH a povrchové napéti (Véznik et al. 2010). Konzistence membrany zavisi na po¢tu dvojnych
vazeb a ptitomnosti cholesterolu. Dvojné vazby fosfolipidit membrany zvysuji jeji chemickou
reaktivitu, holesterol naopak zpisobuje jeji rigiditu. Mezi membranové fosfolipidy patii
napiiklad fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, fosfatidylcholin plasmanyl a fosfatidylcholin
plasmenyl, ty funguji také jako markery motility spermii. V membrané najdeme také
membranové proteiny, které funguji jako receptory, iontové kandly, strukturni proteiny a
enzymy (Chlopik & Wysokinska 2019).

3.1.2.2 Jadro

Jadro spermie je kliCovou strukturou hlavicky spermie. V jadie se nachazi
kondenzovany chromatin, ktery je nositelem genetické informace.

V pribéhu spermatogeneze také dochazi k protaminaci. V tomtu procesu se histony
nahradi mensimi protaminy 1 a 2. Ty jsou velmi dilezité pii maturaci spermie, zkompaktiuji
chromatin diky mnozstvi disulfidickych vazeb. Protaminy ovliviiuji 1 GspéSnost
kryokonzervace (Chtopik & Wysokinska 2019).

3.1.2.3 Akrozom

Akrozom piedstavuje svrchni strukturu hlavicky, ktera se vytvofila z Golgiho aparatu pii
pfeméné ze spermatidy. Jedna se o vacek obsahujici enzymy, jako je napiiklad akrosin,
glykosidazy — hyaluronidaza, neurominidaza a kyselinu fosfore¢nou. Akrozomova reakce je
proces dulezity pro naslednou primarni vazbu spermie na zonu pellucidu vajicka. Uvolni se pti
ni obsah akrozomového vacku s mnoha hydrolytickymi enzymy (Chtopik & Wysokinska
2019).

3.1.2.4 Bicik

Bicik je dulezitou ¢asti spermie zajistujici pohyb. Celym bi¢ikem se probiha axonema,
ktera je sloZzena z keratinovych vlaken. Ve stfedni ¢asti bi¢iku najdeme mitochondrie, ty jsou
zodpoveédné za oxidativni fosforylaci, produkci energie a homeostazu vapniku. Mitochondrie
maji svoji vlastni DNA —mtDNA. Pokud se pocet kopii mtDNA zvysi, sniZi se kvalita spermatu
(Chlopik & Wysokinska 2019).

Kondracki et al. (2012) poukazuji i na meziplemenné rozdily v anatomii bi¢ikd u kanc.
Zjistili, ze kanci plemene Pietrain méli delsi bi¢iky nez kanci plemene Duroc a tim padem byli

v

spermie i pohyblive;jsi.
3.1.3 Epididymalni maturace

Spermie produkované ve varlatech jsou nezralé, protoze se nemohou pohybovat
progresivné za hlavickou a nejsou schopny rozpoznani a vazby na vajicko (Weigel Muiioz et
al. 2019). Tyto schopnosti nabyvaji pfi pruchodu epididymem, kdy ziskavaji motilitu a
schopnost fertilizace (Hassan & Holtz 2021). Zrani spermii v epididymu oznacujeme jako
epididymalni maturaci (Chtopik & Wysokinska 2019). Tento slozity proces zahrnuje neustalou



interakci spermii S luminalni tekutinou epididymu, ktera obsahuje nejen anorganické ionty a
proteiny, ale také malé nekodujici RNA, nepatologické amyloidy a epididyzomy, coz jsou
vezikuly podobné exozomu (Weigel Muiioz et al. 2019). Spermie postupuji epididymem diky
peristaltice hladkého svalstva a nachazeji se po celé jeho délce (Chlopik & Wysokinska 2019).

Epididymis mtZzeme rozd¢€lit na ti ¢asti — caput, corpus a cauda. Kazda tato anatomicky
oblast ma odlisné slozeni tekutiny a funk¢nost (Weigel Muiioz et al. 2019).

Jednotlivé oddily epididymu jsou specifické svymi kontinudlnimi a progresivnimi
zménami prostiedi po celé délce epididymu a pritomnosti specificky koncentrovanych slozek,
které nebyly nalezeny v jinych télnich tekutinach. Tato specifi¢nost je udrzovana nejen aktivni
sekreci a resorbci podél celého epididymu, ale také vyznamnym omezenim vymeény latek mezi
lumen epididymu a krevni plazmou (Pruneda et al. 2005). Tato krevné-epididymalni bariéra
vedek inhibici imunitni odpovédi k antigentim na spermiich, ktera by mohla vést k chronickému
zanétu epididymu nebo az k neplodnosti. Luminalni mikroprostiedi a zejména luminalni pH
epididymu je rozhodujici pro nabyti schopnosti fertilizace, pribéhumaturace a nasledné
skladovani zralych spermii v epididymu (Weigel Mufoz et al. 2019). Hlavni buniky v epitelu
epididymu se podileji na syntéze proteinti, které jsou lokalizovany v buikach anebo
sekretovany do epididymalni tekutiny (Pruneda et al. 2005; Weigel Mufoz et al. 2019).
U dospélého kance je popsanych piiblizné 125 epididymalnich proteint (Pruneda et al. 2005).

Epididymis je u kancu silné vyvinuto, zejména pak caput epididymis (Najbrt 1973).
Epididymalni kanalek mé&fi zhruba 6,0-6,2 metri (Hassan & Holtz 2021). Chtopik &
Wysokinska (2019) uvadi, Ze u kance trva epididymalni maturace zhruba 9 dni. Hassan & Holtz
(2021) zase uvadi, ze prichod spermii epididymem u pohlavné dospélych kanci je kontinualni
proces a trva v pruméru 13 dni. Caput a corpus jsou spermiemi pitekonany do 5 dni, poté
nasleduje zhruba 6 dni pro pruchod do cauda epididymu a dalsi dva dny, kdy spermie prochazi
cauda epididymis.

Spermie z prvnich dvou ¢asti epididymu jesté nejsou schopné oplozeni, maji nizkou
fertilizacni schopnost. Schopnost spermii se pohybovat je ziskdvana az v epididymalnim corpu
a motilita epididymalnich spermii se zvySuje ve sméru ke cauda epididymis.

V cauda epididymis se spermie skladuji a jsou udrzovany v zivotaschopném stavu az
do ejakulace (Chtopik & Wysokinska 2019; Hassan & Holtz 2021). Odhadovana fertilita
spermii v cauda epididymis je 60 dni (Louda 2001). Aby nedoslo k pied¢asné aktivaci pohybu
spermii, pasobi v cauda epididymis glykoprotein immobilin, ktery tomuto pohybu zabranuje
(Chlopik & Wysokinska 2019).

3.1.4 Ejakulat

Ejakulat je druhoveé specificky a existuji i rozdily mezi jednotlivymi plemeny zvirat.
Ejakulat mize mit rizny objem, koncentraci spermii i procento morfologicky spravnych
spermii. Rozdily jsou také ve schopnosti fertilizace, plodnosti a celkové u hodnocenych
parametr spermatu. Napftiklad u kanct plemene Duroc byl sledovan nizsi objem ejakulatu, ale
s vySs$i koncentraci spermii nez u kanci plemene Pietrain (Kondracki et al. 2012). U kance se
objem ejakulatu pohybuje okolo 200-250 ml (Rodriguez-Martinez et al. 2005). Tichy (2004)
uvadi objem az 500 ml. Hofner et al. (2020) uvadi, Ze kanc¢i objemy ejakulatu mohou piesahovat
i 500 ml. Vysokoobjemové ejakulaty jsou ale obvykle spojeny s nizkou koncentraci spermii a



vysokym mnozstvim semenné plazmy (Hofner et al. 2020). Celkové mnozstvi spermii
Vv ejakulatu se u kance pohybuje mezi 20-80 miliardami (Cibulka 2004). Zasadni vyznam na
produkci spermii ma i velikost varlat. Uvadi se ze 1 g varletniho parenchymu produkuje denné
20 az 30 miliond spermii. Existuji tidaje, Ze kanci selektovani na velikost varlat produkovali
o 15 miliard vic spermii v ejakulatu nez kanci v neselektované kontrolni skupin€. Pozitivni
korelace byla prokazana i mezi hmotnosti varlat a libidem sexualis (Louda 2001). Velikost
varlat byva v dospélosti okolo 400 g (Najbrt 1973).

Ejakulat se sklada ze dvou slozek, prvni jsou formované elementy a druhou je semenna
plazma. Do prvni slozky fadime zralé spermie, kterych mize byt u kance 25 000 - 300 000 /ml,
dale kulovité degenerované buiiky zarode¢ného epitelu, epitelové buiiky vyvodnych pohlavnich
cest, leukocyty, fragmenty cytoplazmy spermatid, prostatické konkrementy, kapénky lipidd,
proteinova granula a podobné (Tichy 2004).

Druhou slozkou je semennd plazma. To je vysoce komplexni biologicka tekutina, ktera
obsahuje sekrety z vedlejsich pohlavnich Zlaz (Rodriguez-Martinez et al. 2005) a také
biochemické slozky, jako jsou proteiny, lipidy, fruktéza, enzymy a elektrolyty (Ari & Daskin
2010). Semenna plazma je dulezita pro oplozovaci schopnost spermii (Hofner et al. 2020),
ovliviuje totiz funkci spermii i ptipadnou moznost jejich kryokonzervace (Ari & Daskin 2010).
Nejvice je vsemenné plazmé proteind, pfiblizné 40 mg/ml. Slozeni uz je ale druhové
specifické. U kanct jsou hlavni proteinovou slozkou spermadhesiny. Tato rodina piedstavuje
multifunkéni glykoproteiny, které jsou schopné vazat heparin AQN, AWN a pak kan¢i proteiny
nevazajici heparin PSP-1a PSP-I1. Rozdily ve sloZeni semenné plazmy jsou ovliviieny sezonou,
vyzivou a dulezitym aspektem je i stres zvitete (Hofner et al. 2020).

Kanci ejakuluji ve tfech fazich a ejakulat se sklada ze tfi frakci. Jako prvni je
prespermiova frakce, ktera obsahuje velmi malo spermii a sekret z prostaty. Tato frakce tvofi
zhruba 5 az 20 %. Druha frakce je spermiova, zde je nejvice spermii, az 80 % z celkového poctu
a sekret z epididymu v mensi mife i sekret z prostaty a méchyikovitych zlaz. Objemoveé tvofi
az 50 % z ejakulatu a je nejpodstatnéjsi pro reprodukci kancu (Smital 2000). Spermie z této
frakce totiz maji stabilngjsi plazmatickou membranu, jsou odolngjsi proti chladovému Soku a
neprodélavaji pred¢asné akrozomovou reakci oproti spermiim ze zbytku ejakulatu (Torres et al.
2016). Naposledy je ejakulovana postspermiova frakce, kde je zbytek spermii a hodné sekretu
méchytkovitych zlaz a sekretu z bulbouretralnich (Cowperovych) zlaz (Smital 2000).

3.1.5 Kapacitace spermii

Spermie musi projit mnoha biochemickymi a fyziologickymi zménami, aby byla schopna
oplodnit vajicko (Tulsiani & Abou-Haila 2012). Kli¢ovym procesem Vv ziskani oplozeni
schopnosti je kapacitace, ktera probiha az v sami¢im traktu (Weigel Mufioz et al. 2019). Pouze
kapacitované spemie jsou schopné hyperaktivace, akrozomové reakce a interakce se zona
pellucida vajicka (Tulsiani & Abou-Haila 2012; Weigel Muiioz et al. 2019).

Jak uz bylo zminéno, spermie musi projit fadou funk¢nich modifikaci. Mezi tyto procesy
patii napiiklad zména slozenilipidové membrany, eflux cholesterolu, aktivace cCAMP/PAK
drahy, zvyseni hladiny Ca®" a intracelularniho pH, hyperpolarizace membrany a fosforylace
proteini. Do kapacitace jsou zapojeny molekuly hydrogenuhli¢itanu a také vapnik. Tyto latka



jsou také nezbytnou soucasti medii pouzivanych pro kapacitaci spermii pti IVF (Romar et al.
2019).

Spermie se musi oddélit od semenné plazmy, naptiklad koloidni centrifugaci (Morrell
& Wallgren 2011). Poté je ke spermiim piidano kapacitaéni médium. Pouziti konkrétniho
média odpovida typu pouzitého spermatu (epididymalni, ejakulované, Cerstvé nebo mrazené),
zpusobu kapacitace spermii, objemu kultivaéniho média nebo kone¢nému cili experimentu.
Klasicka média pouzivana pro praseci IVF jsou modifikované TALP médium, modifikované
TBM médium, jediné bez hydrogenuhli¢itanu, modifikované médium pro tkanové kultury
M199 (mTCM199) a prase¢i PGM médium. Dale média obsahuji rizné suplementy véetné
anorganickych soli, zivin, vitamind a rustovych faktort (Romar et al. 2019).

3.2 Inseminace

Primarnim cilem kazdé inseminac¢ni stanice je produkce velkého mnoZstvi spermatu co
nejvyssi kvality, v co nejkratsim ¢ase (Pruneda et al. 2005). Zvysil se i biotechnologicky zajem
0 prase, jako o vhodny modelovy organismus S vyuzitim Vv biomedicing, jelikoz je
fyziologickymi parametry velmi blizké ¢lovéku. Tento zajem paralelné zlepsil i techniky
asistované reprodukce prasete (Romar et al. 2019). Kanci se pro inseminaci zaéinaji plné
vyuzivat po dosazeni 10 mésicti, u mladsich jedincu se vyskytuje vysoky pocet nezralych
spermii a nizka koncentrace spermii v ejakulatu.

Inseminace prasat mize probihat ve tiech zdkladnich formach. Prvni je servisni zplsob,
kdy si chovatel objednava provedeni inseminace. Druhym zpusobem je dodavatelska forma,
kdy si chovatel objednavéa hotovou inseminacni davku a sdm prasnici inseminuje. Tteti formou
je podnikovy zptisob, kde se v tomtéZ podniku inseminacni davky vyrabé&ji i1 spotfebovavaji.
V CR se nejvice pouziva dodavatelsky zptisob a servisni jen velmi vyjimeéné (Louda 2001).

3.2.1 Inseminaéni stanice kancu

Z¥izovéani inseminacnich stanic kanci i viech podminek pro provoz v Ceské republice je
fizeno Zakonem o Slechténi, plemenitb¢é a evidenci hospodarskych zvifat €.154/2000, zdkon
o veterinarni péci a ptislusné provadéci vyhlasky (Louda 2001).

Dle Ministerstva zemédé&lstvi. 2000. Zakon €. 154/2000 o Slechténi, plemenitbé a evidenci
hospodatskych zvifat a o zméné nékterych souvisejicich zakont (plemenaisky zakon) je odbér,
hodnoceni, zpracovani a uchovani spermatu mozné pouze na mistech ur¢enych pro tyto ucely
za dodrZeni hygienickych a bezpe€nostnich podminek. U odebraného ejakulatu je nutné
posoudit vlastnosti, které urcuji jeho kvalitu, zdravotni nezavadnost, moznosti fedéni a
zpusobilost k pouZziti. Mistnosti na odbér spermatu a mistnosti na zpracovani by mély byt
oddélené a spliiovat hygienické a technologické podminky. Odbér spermatu provadi opravnéné
osoby na inseminacnich stanicich. Odbér lze provadét i mimo inseminacni stanice
na odbérovych mistech.

Obaly inseminacnich davek musi byt oznaleny, tak aby bylo mozné identifikovat
plemenika.

Inseminacéni stanice musi mit fyzicky odd€lené prostory provozné-administrativni vCetné
socialniho a hygienického zafizeni s funkci hygienické smycky, déale prostory pro ustdjeni
plemenikl s moZznosti izolace karantenovanych a nemocnych zvitat, mistnost pro odbér nebo



venkovni ptipoustédlo, prostory pro €isténi, dezinfekci a sterilizaci pomticek a zafizeni, taky
laboratof pro posuzovani a zpracovani spermatu a vyrobu insemina¢nich davek a prostory pro
uchovévani a vydej inseminacnich davek.

V chovu prasat je také nutné mit funk¢ni systém protindkazové ochrany. Jednim
ze systému je Cernobily provoz, ktery spociva v rozdé€leni farmy na dvé ¢asti, bilou — Cistou a
gernou nedistou (Statni veterinarni sprava CR 1998). Farma ma piisné oddélené zony, které
maji svoje pravidla. Odd€lené musi byt vyrobni zona, zona skladu krmiv, zoéna sklada
odpadnich produkt, dale také hygienicky filtr, kdy farma ma jediny mozny vstup do vyrobni
zony, soucdasti je necista Satna, hygienické zatizeni a Cistd Satna. Dal$im systémem je veterinarni
kontrolni smycka (veterindrni filtr), ten zabraniuje pfenosu chorob pii pfijezdu novych zvifat,
ta jdou rovnou do mistnosti, kde jsou kontrolovana. Takze pracovnici uvniti neptijdou
do kontaktu s pracovniky vné&jsiho okruhu. Prevenci zavle¢eni novych onemocnéni do chovu
muze byt izolace zvifat, coz je preventivni prozatimni separovani zvifat pfed zafazenim do
stdda. Délku izolace stanovuje mistné piisluSna Krajskd veterinarni sprava. Naopak
do karantény jdou zvifata, u kterych je podezieni na onemocnéni. Omezovani potencialnich
zdrojt nakazy je oploceni pozemku, uzavieni vstupni brany a dezinfekéni vjezd (Novak & Mala
2012).

3.2.2 Inseminacni davky

Uspé&snost zpracovani spermatu je hodnocena od schopnosti udrzeni fertility spermit,
Které pti tomto procesu prochazi nefyziologickymi zménami. Faktory, které ovliviuji kvalitu
insemina¢ni davky, zahrnuji odchov a chov plemenika i jeho vyzivu. Dal§im faktorem je odbér
spermatu a jeho nasledné zpracovani. Odebrané sperma je nutné makroskopicky i
mikroskopicky zhodnotit a nasledné ptipravit ke konzervaci, coZ zahrnuje i vhodné naredéni
spermatu (Beran 2014).

K efektivnimu vyuziti kanci a ke zvySovani poéti vyprodukovanych inseminaénich
davek, je nutné zabyvat se stanovenim maximalniho stupné fedéni a sniZzovat pocet spermii
v inseminacnich davkach tak, aby bylo zachovano pozadované procento zabieznuti a plodnost
(Smital 2001). Membrana spermie u kance obsahuje vysokou koncentraci polynenasycenych
mastnych kyselin— PUFA, coZ ma za nasledek citlivost ke chladovému Soku (Awda et al. 2009),
proto k nému nesmi pfi zpracovani inseminacni davky dojit (Beran 2014).

Pokud produkujeme selata pro vykrm, je mozné pouzivat na inseminace heterospermie.
Ty jsou bud’ pravé, coz je smés spermatu od dvou kancl v jedné inseminacni davce, anebo
neprave, kdy se v tiji prasnice pouzije vice davek od odlisnych kancii v rozmezi 10 az 12 hodin
(Louda 2001).

3.2.3 Odbér spermatu

vvvvv

frekvence odbéru ejakulatu od kance (Pruneda et al. 2005). Je proto nutné zvolit optimalni
frekvenci odbéra a podpotit spravnou produkci spermii. Za 3 dny po odbéru uz kanec dosahuje
maximalniho objemu a zhruba za tyden je kanec na maximalnim poctu spermii v ejakulatu.
Prestavka mezi odbéry by naopak neméla piesahovat 10 dni, jelikoZ dochézi k vylu€ovani
spermii moc¢i a rozpadu spermii S jejich naslednym vstiebanim (Louda 2001).
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3.2.4 Hodnoceni spermatu

Pro urceni kvality a kvantity spermatu je nutné provést po odbéru jeho hodnoceni, které
zahrnuje zhodnoceni fyziologické funk¢nosti spermii, morfologické stavby spermii, motility,
koncentrace spermii v ejakulatu, objemu spermatu, zivotaschopnosti a integrity akrozomu
(Sutkeviciene et al. 2009). Parametry spermatu jsou zavislé na véku kance, zralosti spermii,
ro¢nim obdobi, pfidruzenych nemocech a samotném plemeni (Chtopik & Wysokinska 2019).

Morfologie spermii, koncentrace a pohyblivost spermii jsou tii hlavni faktory pfi rutinnim
hodnoceni spermii. Toto hodnoceni je levné, ale pomérné subjektivni (Sutkeviciene et al. 2009).
U procenta pohyblivych spermii je nutné hodnotit, jak pohyb vpted za hlavickou, tak celkovy
charakter pohybu (Aust & Bazala 2006).

Nepostradatelnym piedpokladem tuspésnosti fertilizace je integrita a funkceschopnost
plazmatické membrany spermie (Véznik et al. 2010). Ta je zodpovédna za zachovani bunééné
homeostdzy, a proto ma zisadni roli v preziti spermii Vsami¢im reprodukénim traktu
(Sutkeviciene et al. 2009). Pouze spermie s funk¢ni plazmatickou membranou, umoznujici
piestup vody do a z buiiky a jsou schopné piezit konzervacéni postupy (Eilts 2005).

Mrtvé spermie je mozné rozeznat diky zméné permeability plazmatické membrany
(Véznik et al. 2010) a ztrat¢ pohyblivosti spermie (Sutkeviciene et al. 2009).

3.2.4.1 Morfologické zmény

Pro oplozeni je dilezita spravna morfologicka stavba spermie. V ejakulatu se abnormalni
spermie vyskytuji bézné. Jsou to spermie, které z morfologického hlediska neodpovidaji normé.
Pro spravnou fertilizacni schopnost spermatu je nutné, aby morfologické zmény na spermiich
nepiekrocily urcitou hranici. Ta se 1i8i podle druhu zvitete. U plemennych kanct to miize byt
az 20 % (Tichy 2004; Chtopik & Wysokinska 2019). Kondracki et al. (2012) zjistil, Ze sperma
u plemene Duroc a Pietrain mélo az 94,02 % spermii s fyziologickou morfologii. A ejakulaty
kanct plemene Pietrain mély o néco vice spermii s primarnimi abnormalitami, ale méné spermii
se sekundarnimi abnormalitami ve srovnani s kanci plemene Duroc. Rozdily vSak byly malé a
nebyly vyznamné.

Na kvalitu spermii mé vliv 1 roéni obdobi. Abnormalni spermie se vyskytovaly témér
0 6 % vic v obdobi od dubna do ¢ervna nez v obodobi leden az biezen (Lipensky et al. 2010).
Zmény nastavaji i v letnim obdobi, kdy dochazi k poklesu kvality inseminaénich davek.
Je mozné pozorovat hlavné zvySeni poctu mrtvych i morfologicky zménénych spermii, zmény
v rychlosti a charakteru pohybu spermii, snizeni koncentrace spermii, sniZzeni tolerance spermii
vuc¢i procesu fedéni a zhorSeni prezitelnosti spermii v Uchovanych vzorcich natedéného a
konzervovaného spermatu plemennych kanctu (Aust & Bazala 2006).

Zmény na spermiich délime na primarni, které vznikly béhem spermatogeneze a
sekundarni, které vznikaji béhem zrani spermii nebo pfi pfipravé vzorku spermatu (Chlopik &
Wysokinska 2019). Dalsi déleni je podle velikosti morfologické zmény. Prvni skupinou jsou
spermie s velkymi defekty, mezi které fadime naptiklad abnormality na hlavi¢ce a akrozomu,
sto¢eny bicik spermii a spermie S proximalnimi kapkami. Druhou skupinou jsou spermie
s malymi defekty, coz je napfiklad lehce ohnuty bi¢ik nebo malé zmény na hlavicce
(Sutkeviciene et al. 2009).
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Vady spermii mohou byt rozfazeny do skupin i podle umisténi defektu:
- zmény ve tvaru hlavicky a ulozeni akrozomu
- tvar a velikost hlavicky
- zmény tvaru baze hlavicky a odstup stiedniho segmentu
- zmény ve tvaru stfedniho segmentu
- abnormalni uloZeni cytoplazmatické kapky
- zmény na bic¢iku
- nefyziologické tvary spermii (Tichy 2004)
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Obrazek 3 — Pozorované abnormalni spermie u kanctl. Pfevzato a upraveno z (Cefovsky et al.
2005)
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Dulezita pro spravné oplozeni je i zralost spermii. Nezralé spermie pozname podle
cytoplazmatické kapky, kterd zptisobuje rizné poruchy. Cytoplazmatické kapka se vyskytuje
na hlavi¢ce a postupné se piesouva smérem k bic¢iku, obsahuje lipidy, RNA, lipoproteiny a
hydrolytické enzymy (Chtopik & Wysokinska 2019). Distalni protoplazmaticka kapka byla
jednou z nejvice objevovanych abnormalit u kanéich spermii a jeji vyskyt byl nejvyssi v obdobi
fijen az prosinec (Lipensky et al. 2010).

Kanc¢i spermie jsou velmi citlivé na formy reaktivniho kysliku (Awda et al. 2009;
O’Flaherty & Matsushita-Fournier 2017). Jako je napiiklad superoxidovy anion, peroxid
vodiku, oxid dusnaty nebo hydroxyl (O’Flaherty & Matsushita-Fournier 2017). Zvysené
hladiny ROS se oznacuji jako oxidativni stres. Ten mize zpusobit neplodnost, jelikoZ snizuje
motilitu spermii a jejich mitochondrialni aktivitu (Awda et al. 2009). U mysi bylo zjisténo,
Ze vystaveni spermii Oxidativnimu Stresu Se poté pienasi i na potomky, a to v podobé zmény
V jejich metabolismu a chovani (Romar et al. 2019).

3.25 Redéni a konzervace spermatu

Zpracovani spermatu pro umeélou inseminaci zahrnuje fedéni spermatu, kdy dochazi
soucasné ke sniZeni koncentrace semenné plazmy (Hofner et al. 2020).

Redidla dodéavaji spermiim vyzivné a ochranné latky (Smital 2001). Redénim ejakulatu
docilime zvySeni objemu a vytvaiime podminky pro pieziti spermii mimo organismus (Beran
2014). K fedéni spermatu se pouzivaji téi druhy fedicich roztokd, jedna se o skupinu extendort,
protektorti a fedidla ozna¢ovana jako implementory. Skupina extendorii pouze zvétSuji objem
spermatu. Protektory doddvaji spermatu i potfebné Ziviny a implementory jsou podobné
protektoriim, jen jsou obohaceny o latky piisobici na pohlavni ustroji samic. Redidla kan¢iho
spermatu mohou plnit i funkce depozitafe zivin a energie, ochrany spermii proti teplotnimu
Soku, regulace Skodlivych vlivii kolisani pH, udrzovani spravné osmotické rovnovahy (Smital
2001).

Slozeni fedidel vyznamné ovliviiuje fertiliza¢ni schopnost spermii, a proto jsou dilezité
jeho komponenty. Hlavnimi slozkami fedidla by méla byt redestilovana voda, kryoprotektiva,
pufry, jednoduché cukry, antibiotika, aminokyseliny a mastné kyseliny (Beran 2014).

Redidla d&lime na kratkodoba — uchovéani do 3 dni a stfednédoba — déle nez 3 dny a
kryokonzervacéni. Doba uchovani se odviji od doby, kdy je fedidlo schopné uchovat sperma
v tekuté form¢ a v jeho plodnosti.

Konzervovanim spermatu je pohyb spermii inhibovan a omezuje se jejich metabolismus
na minimum, tomuto stavu fikdme anabidza. Pfi konzervaci je potieba dbat na to, aby se
neposSkodila plazmaticka membréna a akrozomspermii, to by pozdé€ji mohlo vést k naruseni
oplozovaci schopnosti spermii (Smital 2001). Dlouhodobé vystaveni spermii semenné plazmé
béhem jejich skladovani in vitro je nefyziologické, nebot’ pii pfirozeném pareni se spermie
oddéluji od semenné plazmy (Hofner et al. 2020). Technika separace spermii od semenné
plazmy, fedidel nebo kryoprotektantli by méla byt rychla, snadnd, nizkonakladova a schopna
vybrat pohyblivé a morfologicky normalni spermie s nizkou produkci reaktivnich forem
kysliku ROS (Romar et al. 2019).

Kryokonzervace spermatu musi byt provadéna tak, aby se zachovala fertiliza¢ni
schopnost spermii b&hem zmraZeni i po jejich rozmrazeni (Roca et al. 2006). Usp&sna
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kryokonzervace zavisi na biofyzikalnich charakteristikach bungk, jako je naptiklad reakce na
anizosmotické podminky pfi pfidavani a odebirani kryoprotektantti (Benson et al. 2012). Kanci
sperma ma snizenou osmotickou toleranci ve srovnani se spermatem jinych druhii. Aby byla
zachovana motilita spermie, musi byt odchylka objemu buiikky v rozmezi 99 % - 101 %
pocate¢niho isosmotického objemu (Gilmore et al. 1998). U krykonzervace je taky dilezité,
Z jaké spermiové frakce spermie pochazi. Spermiové frakce se 1isi slozenim, a to ma vliv i na
moznosti nasledného uchovani spermatu. Spermie z frakce bohaté na spermie 1épe odolavaji
skladovani v kapalném stavu i kryokonzervaci nez ty ze zbytku ejakulatu. Jednim z divodu je,
ze jsou vystaveny hlavné sekretim epididymu a prostaty, a nikoliv sekretim bohatych
na bilkoviny z bulbourethralnich zl4z.

Navzdory velkym pokrokiim technologii se v chovech hospodaiskych zvifat stale nejvice
pouziva kratkodobé ¢i stfednédobé skladovani spermatu v tekutém stavu. Toto zpracovani je
pro sperma méné Skodlivé ve srovnani s kryokonzervaci, jelikoz sperma nevystavujeme
mechanickym sildm, teplotnimu Soku a extrémné vysokému fedéni (Hofner et al. 2020).
Zmrazené a zpét rozmrazené spermie ztraci motilitu a Zivotaschopnost oproti cerstvym
spermiim (Awda et al. 2009). Pii kratkodobé konzervaci se nejcastéji kanci sperma skladuje
v 17 °C (Hofner et al. 2020).

3.3 Ilvermektin

Sam¢i reprodukéni soustava je velmi citliva k a¢inkiam farmakologickych latek. Vysokou
citlivost vykazuje i kmnoha chemikaliim a latkim produkovanym pramyslovymi a
zem&d€lskymi ¢innostmi. Jako jsou napiiklad pesticidy nebo rozpoustédla (Tabl Ghada et al.
2013). Produkce spermii mize byt ovlivnéna rovnéz léky, které jsou schopné ovlivnit
reprodukéni systém riznymi cestami a mechanismy. U samct mohou narusit spermatogenezi a
tim zpisobit Spatnou kvalitu spermatu, koncentraci spermii i morfologii. Ve svém dusledku
tyto zmény mohou vést ke snizené plodnosti nebo az dokonce k neplodnosti (Moreira et al.
2019). Proto je potieba t¢inktim 1éka, které jsou zvifatim podavany, vénovat velkou pozornost.

Ivermektin je jednim z nejbézné&jsich antiparazik pouzivanym u zvifat po celém svété
(Gonzalez Canga et al. 2009). Je dokonce pouzivan i v lidské medicing (Lespine et al. 2012).
Je to polosynteticky makrocyklicky lakton, ktery byl poprvé izolovan ze Streptomyces
avermitilis (Campbell et al. 1983; Moreira et al. 2020). Spole¢né s ivermektinem do této
skupiny laktont patii i abamektin, eprinomektin, doramektin a selamektin (Lespine et al. 2012).
Ivermektin je vysoce lipofilni latka, kterd se rozpousti v organickych rozpoustédlech,
zatimcove vod¢ je prakticky nerozpustna (Gonzalez Canga et al. 2009).

Ivermektin je smés dvou chemicky modifikovanych avermektini S obsahem minimalné
80 % 22,23-dihydroavermektinu-Bla a maximaln¢ 20 % 22,23-dihydroavermektinu-Blb
(Campbell et al. 1983; Chiu et al. 1990; Gonzalez Canga et al. 2009).
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Obrazek 4 — Chemicky vzorec ivermektinu. Pievzato z (Campbell et al. 1983; Chiu et al.
1990; Gonzalez Canga et al. 2009).

Ivermektin je velmi silné anthelmintikum a insekticid. Pusobi na Siroké spektrum
parazitii, jako jsou napiiklad hlistice, a to jak na jejich larvalni stadia, tak i na dospélce
(Gonzalez Canga et al. 2009), plicni ¢ervi, v§i a svrab (Gonzalez Canga et al. 2009; Moreira et
al. 2020; Martin et al. 2021). U prasat ma ivermektin vliv na hlistice konkrétn¢ na skrkavky
parazitujici na prasatech (Ascaris suum), vlasovku praseci (Hyostrongylus rubidus), hdddtka
(Strongyloides  ransomi), meéchovce (Oesophagostomum spp.), plicnivky  praseci
(Metastrongylus spp.) a hadatko vepri (Stephanurus dentatus). Také na Elenovce jako je
naptiklad ves prase¢i (Haematopinus suis) a zdkozka svrabova Sarcoptes scabiei (Gonzalez
Canga et al. 2009). U¢inky ivermektinu nebyly prokazany proti tasemnicim a motolicim.
Predbézné studie uvadi, Ze ivermektin ve vysSSich koncentracich vykazuje antivirové,
antimalarické, antimetabolické a protirakovinové Gc¢inky (Martin et al. 2021). Ackoliv se
struktura ivermektinu podobda makrolidovym antibiotikiim, zda se, Ze nema Zzadné
antibakterialni ani protiplisnové G¢inky (Sadek & Shaheen 2015). Ma vysokou tc¢innost jak
proti endoparazitim, tak i proti ektoparazitiim, a to jiz pomérné nizkych davkach. Uvadi se i
jeho velka mira bezpecnosti, intoxikace ivermektinem je obvykle velmi vzacna. Mezi pfiznaky
toxikozy u zvirat se fadi mydridza a deprese nasledovana ataxii, ulehnutim a smrti. Pouze
néktera pastevecka plemena pst, zejména kolie, jsou nachylna k intoxikaci ivermektinem, coz
souvisi s absenci nebo nedostatkem P-glykoproteinu neboli MDR1, ktery funguje jako
transmembranova efluxni pumpa k omezeni kumulace cizorodych latek v mozku (Gonzalez
Canga et al. 2009). P-glykoprotein MDR1 se taky nachazi v proximalnich renalnich tubulech,
v membran¢ hepatocytti, v apikdlni membrané slizni¢nich bunck stfeva, v kapilarach
endotelovych buné€k mozku a varlat, v nadledvinach a v placentarnich trofoblastech (Schinkel
et al. 1995).
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Obrazek 5 — Prostupnost membrany pro ivermektin a role MDR1 receptortd. Prevzato a
upraveno z (WisdomPanel)

Vétsina toxickych ucinka je ptisuzovana piredavkovani ivermektinem. U prasat vyvolava
subkutanni davka 30 mg/kg za 24 hodin ataxii a letargii, mydridzu, vyCerpanost a anorexii,
zatimco pii davce 15 mg/kg nebyly zadné znamky toxicity pozorovany (Gonzalez-Canga et al.
2010).

Ivermektin se vyuziva jak u zvitat ur¢enych k produkci potravin, tak i u jinych druhu,
naptiklad u koni nebo pst (Chiu et al. 1990). Podava se i ko¢kam, velbloudtim, sobum, bizoniim
a lidem (Lifschitz et al. 2002).

3.3.1 Farmakokinetika

Znat kinetiku 1é¢iva pomaha optimalizovat jeho klinickou u¢innost. Farmakokinetika
ivermektinu je charakterizovana obecné pomalym absorbénim procesem, Sirokou distribuci
do organismu, nizkym metabolismem a pomalym vyluc¢ovanim (Lifschitz et al. 2002; Gonzalez
Canga et al. 2009). U prasat v misté vpichu bylo patrné velké mnozstvi latky jesté 24 hodin po
aplikaci, coz naznacuje pomaly proces jeho distribuce. Ivermektin byl pak detekovan ve vSech
vrstvach gastrointestinalniho traktu (véetné jeho obsahu i ochranného mucinu) a i v plicich,
ktzi a také v usnim mazu. To napovida jeho ucinnosti proti ektoparazitiim, zejména rozto¢im
(Gonzélez Canga et al. 2009). V plazmé byl pak detekovan az 20 dni po aplikaci 1€ku, coz
potvrzuje jeho pomaly metabolismus a vylucovani (Lifschitz et al. 2002). Polocas rozpadu
ivermektinu je u prasat rychlejsi nez u skotu nebo U ovci. Z tohoto divodu je obvykle u prasat
zajisténa krat$i ochrana proti parazitim, nez je tomu u skotu a ovci (Gonzalez Canga et al.
2009).
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U vsech zivo¢isnych druhti je ivermektin vylucovan hlavné stolici bez ohledu na zptisob

podani 1é¢iva, jen malé davky jsou vylucovany moci (Chiu et al. 1990; Gonzalez Canga et al.
2009).
Vzhledem ke své vysoké lipofilni povaze je ivermektin podavan v pomérné velkém objemu
u vSech druhti zvitat. M4 tendenci se hromadit v tukové tkani, ktera pak funguje jako rezervoar
1é¢iva (Gonzalez Canga et al. 2009) a nejvyssi hladiny ivermektinu najdeme v jatrech (Chiu et
al. 1990).

Kinetika 1é¢iva se 1isi mezidruhové, zalezi i na télesném stavu, véku a fyziologickém
stavu jedince. Vsechny tyto parametry pak ovliviiuji G¢innost 1é¢iva (Lifschitz et al. 2002;
Gonzalez Canga et al. 2009). Farmakokinetiku 1é¢iva taky ovliviiuje zptsob jeho podani.
Nejlepsi dostupnosti 1éku je dosazeno subkutanni aplikaci a dale také oralni aplikaci (Gonzalez
Canga et al. 2009). I vehikulum, ve kterém je antiparazitikum podavano, mize mit vliv na jeho
vstiebavani a kinetiku. Parentdlnim podanim lé¢iva doSlo k pomalejsi absorbci, ale celkové
Kk vys$si dostupnosti 1é¢iva v plazmé (Lifschitz et al. 2002).

3.3.2 Podani léCiva

Lék 1ze podavat oraln¢, intramuskularng, subkutanné nebo lokalné s ohledem na druh
zvifete (Gonzalez Canga et al. 2009). U prasat jsou k dispozici i premixové variace (Lifschitz
et al. 2002). Pfezvykavcim, prasatim, konim se podava oralné v davkach 150-200 pg/kg
(Martin et al. 2021). Gonzalez Canga et al. (2009) uvadi u prasat 300 pg/kg subkutanné.

LD je u opic uvadéna 24 000 pg/kg a u bight 80 000 ng/kg (Martin et al. 2021).

El-Nahas & ElI-Ashmawy (2008) pak uvadi, ze ivermektin nema zadné vedlejsi ti¢inky.

3.3.3 Mechanismus pisobeni ivermektinu

Ivermektin a jeho analogy jsou pozitivnimi alosterickymi modulatory, které ptsobi na
iontové kanaly (Martin et al. 2021).

Teorie  mechanismu  plsobeni  ivermektinu  pfipisuje  G¢inky  interakci
s glutamatem chloridovych kanald, ¢imz zabraniuje jejich uzavieni a membrana se stava vice
propustna pro chloridové ionty, to vede k hyperpolarizaci membrany, ¢imzZ se snizuje pienos
vzruchu, coz vede Kk paralyze somatickych svalti, hltanové pumpy a nasledné zptisobuje smrt
parazita (Sadek & Shaheen 2015).

Jeden z dalsich popsanych mechanismi je, ze se diky vazbé na chloridové kanaly
stimuluje uvoliovani gamma-aminomaselné kyseliny (GABA) v nervovych zakoncenich
parazita, coZ podporuje vazbu na GABA postsynaptické receptory, tim se zvySuje membranova
propustnost pro chloridové ionty a je narusen nervovy pienos, coz také vede k ochrnuti a smrti
parazita (Terneux et al. 2011).

Ivermektin se uvadi jako agonista GABA receptori (EI-Nahas & EI-Ashmawy 2008).
U ¢lenovci a hlistic pusobi na GABA receptory, které jsou V periferni nervové soustaveé (Sadek
& Shaheen 2015). To zpisobuje paralyzu, dysfunkci nervovych bun¢k a smrt parazita (Bus
2005). U savcu pusobi ivermektin blokovanim postsynaptického pienosu nervovych impulsi
zprostfedkovanych kyselinou aminoméselnou — GABA. GABA je hlavni inhibi¢ni
neurotransmiter v CNS (Sadek & Shaheen 2015; Moreira et al. 2020). Proto je bezpecnost
pouziti ivermektinu u savca zavisla na funkci P-glykoproteinu neboli MDR1 pii udrzeni
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hematocefalické bariéry (Bus 2005). MDRI1 chrani organismus pfed toxickymi latkami
eliminaci téchto latek moci, Zluc¢i a lumenem streva, aby se predeslo hromadéni téchto latek
v mozku (Schinkel et al. 1995). Pokud je u savci porusena hematoencefalicka bariéra, pak ma
ivermektin fatalni vliv na mozkovou tkan hostitele (Martin et al. 2021).

Existuje vztah mezi GABAergickym systémem a sexudlnim chovani savci. Ivermektin
muze ovliviiovat chovani, pokud je podavan béhem uré¢itého obdobi maturace mozku (Moreira
et al. 2020).

3.3.4  Vliv na reprodukci

Existuje mnoho studii, které se zabyvaji problematikou vlivu ivermektinu na reprodukci
zvitat. Nazory se velmi rozchazi.

Gonzalez Canga et al. (2009) uvadi, ze ivermektin nema zadné G¢inky na chovatelskou
uzitkovost. Janett et al. (2001) uvadi pozitivni vliv na sami¢i a sam¢i plodnost. Naopak Naoman
(2012) a Ali (2014) a Sadek & Shaheen (2015) uvadégji negativni vliv ivermektinu na nékteré
reproduk¢ni ukazatele. Studie byly provedeny u riznych zivocisnych druht.

U hiebcti nebylo zjisténo, ze by piipravek Eqvalan s ucinnou latkou ivermektin
podavany oralné mél negativni vliv na kvalitu spermatu nebo uspésnost jeho kryokonzervace.
Naopak se zda, ze ma pozitivni ucinek na plodnost hiebce, jelikoz se vétsina hodnocenych
parametru zlep$ila. Doslo k zvySeni koncentrace spermii, jejich lepsi motilité i zivotaschopnosti
spermii (Janett et al. 2001).

U berantt naopak doslo k poklesu objemu ejakulatu, koncentrace spermii a hladiny
testosteronu v séru. Vyskyt abnormalnich spermii byl po aplikaci ivermektinu cast&jsi. Po péti
dnech vsak jiz nebyly patrné zadné rozdily ve skupiné zvifat oSetfenych ivermektinem oproti
kontrolni skupiné¢ (Naoman 2012). Ali (2014) také uvadi u beranti pokles objemu ejakulatu,
motility a vyskyt vyssiho procenta spermii s morfologickymi zménami po aplikaci ivermektinu.
Do sedmi dnti se vSak parametry vratily do obvyklych hodnot. Snizeni motility spermii uvadi i
(Tanyildizi & Bozkurt 2002). Naopak Schroder et al. (1986) a Naoman (2012) uvadgji, ze
ivermektin nemél vliv na motilitu spermii. Jina studie zase uvadi, ze skupina zvifat o$etfovana
ivermektinem meéla vétsi objem ejakulatu nez skupina bez oSetieni, data vSak nebyla pfilis
konzistentni (Schroder et al. 1986). Tanyildizi & Bozkurt (2002) uvadi, ze doslo ke snizeni
koncentrace spermii po aplikaci ivermektinu berantim.

U byki se po osetfeni ivermektinem zvysil objem ejakulatu a koncentrace spermii.
Doslo ke zvySeni ALP a ACP aktivity v semenné plazmé, hladiny celkového proteinu,
globulint, mocoviny a zinku byly vyssi. Snizila se ALT a AST a hladina sodiku (Tabl Ghada
et al. 2013). Ivermektin mél negativni vliv i na estralni cyklus u krav, hladinu reproduk¢nich
hormoni a vapniko-fosforovou homeostazu (Sadek & Shaheen 2015).

Ivermektin u potkani nemél vliv na varletni parenchym a tim padem ani
na spermatogenezi (Moura et al. 2006). Nebyla zjisténa ani korelace ivermektinu se zménami
morfologie hlavicky spermii (Otubanjo et al. 2006). Ani podani ivermektinu V perinatalnim
obdobi nemélo vliv na vyvoj reprodukéniho ustroji, nezasahoval do denni produkce spermii,
poctu spermii ve varlatech nebo sexualniho chovani (Terneux et al. 2011).
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U samct kralika nebyly zjistény Zzaddné zmény V koncentraci, motilité, morfologii,
integrit¢ akrozomalni membrany, ani ve fertiliza¢ni schopnosti po podani ivermektinu (Moreira
et al. 2019).

I u kancti se nazory rozchazeji. Nékteré studie prokazaly pokles zivych spermii do dvou
tydni od podani ivermektinu (Wrona & Krzyzanowski 1995). Jiné studie nezaznamenaly zadné
zmény v objemu ejakulatu, pH, koncentraci, motilit¢ nebo morfologii spermii po oSetieni
ivermektinem v davce 0,4 mg/kg (Brokken 1983).

Podavani ivermektinu jednou tydné¢ po dobu osmi tydn vyvolalo mirné poruchy
plodnosti u potkanti (EI-Nahas & EI-Ashmawy 2008). Proto se ivermektin nedoporucuje
aplikovat v reproduk¢im obdobi, protoze muze snizovat motilitu a koncentraci spermii
(Tanyildizi & Bozkurt 2002). Zvitata do reprodukce je vhodné&jsi zatradit nejméné 5 dni
od aplikace ivermektinu, kvili jeho moznému negativnimu vlivu na reprodukéni parametry
(Naoman 2012). Ali (2014) uvadi radéji minimaln¢ sedm dni od aplikace ivermektinu.
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4 Metodika a material

4.1 Metodika

4.1.1 Odbér ejakulatu v testacnim a insemina¢nim stredisku Skrsin

V testatnim a inseminacnim Stiedisku SkrSin je zaveden systém cernobilého provozu.
V dobé realizace diplomové prace se ve stanici nachazeli kanci pouze plemene Duroc geneticky
odpovidajici danskému programu DanBred. Odbéry kanct probihaly podle odbérového planu,
ktery stanovil zootechnik. Kanci byli pfed odbérem o¢isténi karta¢em, byl jim vymacknut obsah
predkozkového vaku a v piipadé potieby se jim ostiihaly $tétiny na predkozce. Pied vlastnim
odbérem bylo jesté provedeno ocisténi piedkozky dezinfek¢énim ubrouskem. Samotny odbér
zacinal nasko¢enim kance na fantom a odborné zptisobila osoba zac¢ala s masturbaci. Odebirala
se pouze spermiova a postspermiova frakce. Prespermiovou frakci bylo nutné odstiiknout pry¢.

Sperma bylo odebirano do termonadoby, ktera byla oznacena registrem, jménem kance a
byl vni nespermicidni odbérovy sacek. Nadoba byla piekryta filtrem, ktery slouzil
k okamzitému odfiltrovani granul. Odbérovy sacek i filtr byly uréeny k jednorazovému pouziti.
Po ukonceni ejakulace byl odstranén filtr z odbérné nadoby a sacek byl pifedan do laboratoie
k dal§imu zpracovani.

Kanci v testaéni stanici Skrsin byli pravidelné kazdy rok v tnoru odéerveni subkutanni
aplikaci veterinarniho pfipravku Biomectin, ktery je uréen také pro skot a ovce. Lécivou latkou
je zde ivermektin v mnozstvi 10 mg/ml injekéniho roztoku. Pro prasata je doporu¢ené mnozstvi
0,3 ml ptipravku na 10 kg zivé hmotnosti a zptsob podani je striktné subkutanni do volné ktize
za usi nebo mezi lopatky.

4.1.2 Laboratorni hodnoceni ejakulatu

Hodnoceni odebraného ejakulatu probihalo v laboratofi, ktera je oddélena od odbérové
mistnosti. Je zde snaha o vylou¢eni mozné kontaminace ze staje, kde probihal odbér. Hodnoceni
spermatu se provadélo makroskopicky i mikroskopicky. Prvni zhodnoceni bylo pouze
smyslové, kdy je posuzovana barva, pach, konzistence a pfitomnost cizich ptimési. Pokud se
objevila odchylka od normalnich parametri, ejakulat se dale nezpracovaval. Hodnocenymi
dilezitymi parametry byly vzdy objem ejakulatu, koncentrace spermii, aktivita spermii,
procentualni zastoupeni abnormalnich spermii a celkovy pocet spermii v ejakulatu.

4.1.2.1 Objem ejakulatu

Objem ejakulatu byl standardné stanoven na kalibrovanych vahach nebo Vv kalibrované
odmérné nadobé. Hodnota byla uvedena v mililitrech.

4.1.2.2 Koncentrace spermii v 1 cm®

Koncentrace spermii byla stanovena fotometrem ACCUREAD-IMV. K méfeni
koncentrace spermii v ejakuldtu bylo pouZito Cisté fedidlo spermatu. Do piipraveného vzorku
fedidla 2400ul se pipetou odmétilo 100ul spermatu a provedlo se méfeni ve fotometru. Pokud
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hodnota koncentrace nedosahla 150000 spermii v 1 mm?3

nezpracovaval.

ejakulatu, ejakulat se dale

4.1.2.3 Aktivita spermif

Pro stanoveni aktivity spermii se rozmichala kapka nativniho spermatu na podlozni
skli¢ko, které bylo predehiaté na 38°C. Pod mikroskopem s fazovym kontrastem se subjektivné
zhodnotil progresivni pohyb vpied za hlavickou. Hodnotila se minimalné tfi zorna pole.
Aktivita spermii se uvadé¢la v procentech a pokud nedosahla minimalné 75 %, tak se ejakulat
dale nezpracovaval.

4.1.2.4 Procento abnormalnich spermii

Vypocet procenta abnormalnich spermii byl provadén piimo Vv laboratoti ve SkrSing.
Hodnoceni bylo u kazdého kance provadéno 1x mési¢né pod mikroskopem pii zvétseni 1000x
a s pouzitim imerzniho objektivu. Hodnotilo se vzdy 200 spermii. Vzorky byly pfipraveny
proskolenymi a zkuSenymi pracovnicemi laboratofe, a to tak, ze na podlozni skli¢ko oznacené
registrem kance byla nanesena kapka nativniho spermatu, pii vysoké koncentraci se
na hodinovém skli¢ku udé¢lal nafedény vzorek — fyziologicky roztok + sperma (fyziologicky
roztok byl upraveny na pH 7,2). Roztér se zhotovil jednim tahem pomoci kryciho skla, jeZ se
zabrou$enou hranou piilozilo ke kapce pod thlem 45°, roztér se poté nechal zaschnout pfi
laboratorni teploté. Barveni bylo provadéno podle Farellyho — fixa¢ni roztok, anilinova modf,
krystalviolet’. Procento abnormalnich spermii nesmélo piesahnout 25 %, jinak bylo zpracovani
ejakulatu pozastaveno a u kance se provadély zkusebni skoky do zlepseni stavu, do té doby
byla také pozastavena vyroba insemina¢nich davek. Jednou za dva mésice se posilalykontrolni
vzorky do Vyzkumného ustavu veterinarniho 1ékatstvi v Brné.

4.1.2.5 Celkovy pocet spermii v ejakulatu

Celkovy pocet spermii v ejakulatu byl stanoven vypoétem. Ve vzorci bylo zohlediovano
i procento abnormalnich spermii a aktivita spermii. Tento idaj slouzil i k vypocitani mnozstvi
vyrobenych inseminacnich davek.

[(objem X koncentrace) — % abnormalnich spermii] X % aktivita

Vysledek je vyjadienim celkového mnozstvi zivych spermii v ejakulatu, schopnych
oplozeni a je uvadén v miliardach.
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4.2 Material

4.2.1 Vstupni data

Pro ucely této diplomové prace byly vybrany zaznamy z odbérG plemennych kanct
Z testaniho a inseminac¢niho stfediska Skrsin. Soubor obsahoval data ze tii po sobé jdoucich
let, kdy bylo v kazdém obdobi vybrano 20 kanct. Aplikace Biomectinu probéhla kazdy rok
Vv unoru. Proto byla vzdy vybrana hodnoceni tii odbérti u kazdého kance zhruba dva mésice
pfed podanim Biomectinu (skupina A), to znamena v prosinci, popiipad¢ listopadu, poté
hodnoceni tfi odbéri ejakulatu v Ginoru, popiipadé v bieznu, tésné po aplikaci Biomectinu
(skupina B) a poté hodnoceni tfi odbéru ejakulatu po dvou mésicich od aplikace Biomectinu,
tedy v dubnu (skupina C). Dohromady se tedy jednalo o 180 udaju 2 mésice pted aplikaci
antiparazitika ve skupiné A, 180 udaji v dob¢ té€sné po podani antiparazitika ve skupiné B a
180 udaji 2 mésice po podani antiparazitika ve skupiné C. Cetnost hodnoceného souboru byla
540 hodnot.

4.2.2 Statistické vyhodnoceni

Ziskan4d data byla hodnocena prostfednictvim Friedmanovy ANOVY v programu
Statistika 12 (StatSoft CR, Prague, Czech Republic). Hladina statistické vyznamnosti byla
stanovena na p <0,05. Vzorky v souboru byly zavislé, proto musela byt pouzita Friedmanova
ANOVA jako vhodna neparametricka metoda. Nulova hypotéza byla stanovena tak, ze rozdily
mezi soubory dat jsou zpisobeny nahodnym jevem.
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5 Vysledky
5.1 Objem ejakulatu

Jednim ze hodnocenych parametri byl objem ejakulatu. Stanoveni objemu ejakulatu se
provade¢lo na zkalibrovanych vahach nebo zméfenim v kalibrované nadobg.

Primérny objem ejakulatt odebiranych ve skupiné¢ A byl 175,47 ml. Median tohoto
souboru byl 168,50ml. Hodnota minima ve skupiné A ¢inila 64,00 ml a hodnotamaxima dosahla
439,00 ml.

Primérny objem ejakulati odebiranych ve skupiné B vzrostl oproti skupiné A na hodnotu
183,06ml. I median skupiny B byl vys$si a nabyl hodnoty 172,00ml. Minimum namé&iené
ve skupiné B bylo 82,00 ml a maximum v této skupiné bylo 391,00.

Ve skupiné¢ C primér objemu ejakulati dosihl aZ na hodnotu 191,94ml. Median také

cvwr

naméfené minimum ze vSech tii skupin. Naméfené maximum mélo hodnotu 428,00 ml
(Graf 1).

Nasledujici graf 2 znazornuje jednotlivé objemy ejakulatu u kanci a ukazuje rozdily mezi
odbéry, které byly provadény ve tfech ¢asovych obdobich. Ve skupiné A, skupiné B i skupiné
C je v grafu znazornén priamér tiech méfeni, ktera byla provadéna v daném obdobi. Z grafu 2
jsou ziejmé velké individualni rozdily mezi porovnavanymi jedinci.

Z vysledki je patrné, ze u parametru objemu ejakulatu mizeme zamitnout nulovou
hypotézu (p <0,05; p = 0,00174). Objem rostl postupné v ¢ase a jiz v dob¢ aplikace byl vyssi
nezZ 2 mésice pred aplikaci.

Byl zde proveden Kendallav test, ktery pocita s primérnym pofadim vzorkt. Kendalltv
koeficient shody je v tomto ptipadé W = 0,03530, mizeme tedy konstatovat, Ze se jedna o malo
podobné vzorky.
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Objem ejakulatu [ml]
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Graf 1: Krabicové grafy ukazujici minima, maxima, praméry, mediany a kvartily pro
parametr objem ejakulatu (ml) u tii skupin kanci, které jsou rozdéleny podle ¢asového obdobi,
ve kterém byli odebirani — skupina A odebirana 2 mésice pied aplikaci Biomectinu (v prosinci),
skupina B odebirana tésné po aplikaci Biomectinu (V tnoru, popiipadé v bieznu), a skupina C
odebirana 2 mésice po aplikaci Biomectinu (v dubnu).
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Graf 2: Primérné hodnoty objemil ejakulati u jednotlivych odebiranych kanct, kteti byli
odebirani ve tfech ¢asovych obdobi. Skupina A odebirana 2 mésice pted aplikaci Biomectinu
(v prosinci), skupina B odebirana tésn¢ po aplikaci Biomectinu (v Gnoru, poptipad¢ v bieznu),
a skupina C odebirana 2 mésice po aplikaci Biomectinu (v dubnu).

5.2 Koncentrace spermii v 1 cm?

Priimérna hodnota koncentrace spermii v ejakulatu v 1 cm?® byla u skupiny A 617,14/cm?,
Median této skupiny nabyl hodnoty 606,00/cm®. Naméfené minimum této skupiny bylo
83,00/cm?® a maximum ¢&inilo 1210,00/cm?. U skupiny B byla priimérna hodnota koncentrace
spermii 640,20/cm? a median této skupiny byl 598,00/cm®. Ve skupiné C se primérna hodnota
koncentrace spermii pfili§ nelisila a byla 620,27/cm°. Stiedni hodnota skupiny C byla
583,50/cm®. Minumum této skupiny zvifat Cinilo 160,00/cm® a maximum 1380,00/cm?®
(Graf 3).

Nasledujici graf 4 znazorfiuje primérnou koncentraci spermii v1 cm® ejakulatu
jednotlivych kanct, v danych obdobich oznaéenych jako skupina A, B a C. V grafu jsou patrné
velké individualni rozdily a smérodatné odchylky hodnot u jednotlivych kanci.

Pocitany parametr koncentrace spermii byl po pouziti Friedmanovy ANOVY statisticky
nevyznamny. Nulovou hypotézu nelze zamitnout (p >0,05; p = 0,33659). Mizeme tedy fict, ze
zmény koncentrace spermii po poddnim Biomectinu byly zplsobeny ndhodnymi jevy.
Kendalltv koeficient shody ¢inil W= 0,00605 a mtuzeme tedy fict, ze vzorky v souboru si
nebyly podobné.
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Koncentrace spermii [pocet/cm?]
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Graf 3: Krabicové grafy ukazujici minima, maxima, praméry, mediany a kvartily pro
parametr koncentrace spermii v ejakulatu u tii skupin kanct, které jsou rozdéleny podle
Casového obdobi, ve kterém byli odebirani — skupina A odebirana 2 meésice pred aplikaci
Biomectinu (v prosinci), skupina B odebirana tésné¢ po aplikaci Biomectinu (v tnoru, poptipadé
Vv bieznu), a skupina C odebirana 2 mésice po aplikaci Biomectinu (v dubnu).
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Graf 4: Primérné hodnoty koncentrace spermii v ejakulatu u jednotlivych odebiranych
kanct, kteti byli odebirani ve tfech casovych obdobi. Skupina A odebirana 2 mésice pred
aplikaci Biomectinu (v prosinci), skupina B odebirana tésn¢ po aplikaci Biomectinu (v unoru,
popfipad¢ v bieznu), a skupina C odebirana 2 mésice po aplikaci Biomectinu (v dubnu).

5.3 Aktivita spermii

Parametr aktivita spermie byl v testatnim a insemina¢nim stfedisku Skr§in hodnocen
pouze subjektivné okometricky, nebylo proto mozné tento parametr kvalitn¢ statisticky
zhodnotit. Namétena data odpovidala binarnimu znaku.

5.4 Procento abnormalnich spermii

Priméma hodnota procenta abnormalnich spermii v ejakulatu byla ve skupiné A
18,13 %. Stfedni hodnota byla 19,00 %. Nejnizs$i naméfena hodnota skupina A byla 8,00 % a
maximum mélo hodnotu 22,00 %. Ve skupiné B byla primérna hodnota procenta abnormalnich
naméfené maximum této skupiny bylo 7,00 %, naopak nejvyssi bylo naméfeno 33,00 %.
Ve skupiné C prumérna hodnota procenta abnormalnich spermii klesla na 16,59 % a median
nabyl hodnoty 16,00 %. Minimum souboru bylo stejné jako ve skupiné B 7,00 % naopak
maximum procenta abnormalnich spermii v ejakulatu bylo ve skupiné C pomérné vysoké
31,00 % (Graf 5).

Nasledujici graf 6 znazorfiuje prumérmé hodnoty procenta abnormalnich spermii
u jednotlivych kancti. VétSina kancti v obdobi skupiny C vykazuje niz$i procento abnormalnich
spermii, nez ti sami kanci v obdobi A.

Procento abnormalnich spermii bylo statisticky vyznamné niz§i skupiné¢ C oproti
skupinam A i B. Bylo mozné zamitnout nulovou hypotézu (p <0,05; p = 0,00111) a Ize tedy
fici, ze rozdily mezi skupinou pted podanim a po podani nebyly zpisobeny nahodnym jevem.
Kendalltv koeficient shody u parametru abnormalnich spermii byl W= 0,3778. Lze tedy fici,
ze data si byla malo podobna.
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Procento abnormalnich spermii [%]
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Graf 5: Krabicové grafy ukazujici minima, maxima, priméry, mediany a kvartily pro
procento abnormalnich spermii v ejakulatu u tii skupin kanci, které jsou rozdéleny podle
casového obdobi, ve kterém byli odebirani — skupina A odebirand 2 mésice pied aplikaci
Biomectinu (v prosinci), skupina B odebirana tésné po aplikaci Biomectinu (v Ginoru, popiipadé
Vv bieznu), a skupina C odebirana 2 mésice po aplikaci Biomectinu (v dubnu).
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Graf 6: Pruméry procentualniho zastoupeni abnormalnich spermii v ejakulatu
u jednotlivych odebiranych kanci, kteti byli odebirani ve tiech ¢asovych obdobi. Skupina A
odebirana 2 meésice pred aplikaci Biomectinu (v prosinci), skupina B odebirana tésné
po aplikaci Biomectinu (v Ginoru, popiipadé v bieznu), a skupina C odebirana 2 mésice po
aplikaci Biomectinu (v dubnu).

5.5 Celkovy pocet spermii v ejakulatu

Primérna hodnota celkového poctu spermii u skupiny A byla 68,54 miliard spermii.
17,40 miliard spermii. Median ¢inil 64,95 miliard spermii. U skupiny B byla primérna hodnota
skupiny vyss$i, a to 72,27 %, stiedni hodnota nabyla téméf stejné hodnoty jako pramér, a to
72,20 %. Minimalni pocet spermii ve skupiné B byl 20,10 miliard spermii a maximalni pocet
byl 138,90 miliard spermii. U skupiny C se primérna hodnota celkového poc¢tu spermii jesté
zvysilana 77,52 miliard spermii v ejakulatu. Stfedni hodnota u této skupiny byla 72,35 miliard
spermii. Maximalni pocet spermii ve skupiné C byl velmi vysoky 621,00 miliard v ejakulatu a
minimum bylo 10,39 miliard spermii v ejakulatu (Graf 7).

Nasledujici graf 8 znazornuje primérné hodnoty celkového poctu spermii v ejakulatu
u jednotlivych kanct. Hodnoty se velmi 1isi mezi jednotlivymi kanci.

Celkovy pocet spermii v ejakulatu se mezi skupinami statisticky neliSil v dobé pied
podanim piipravku Biomectin a po jeho podani. Nulovou hypotézu nelze zamitnout (p >0,05;
p = 0,06910). Navyseni spermii v ejakulatu v dobé po podani Biomectinu bylo zptisobeno
nahodnymi jevy. Kendalluv koeficient shody W= 0,01485 poukazuje na to, ze si data v souboru
byla velmi malo podobna.
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Celkovy pocet spermii v ejakulatu [v miliardach]
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Graf 7: Krabicové grafy ukazujici minima, maxima, priméry, mediany a kvartily pro
celkovy pocet spermii v ejakulatu u tfi skupin kancti, které jsou rozdéleny podle ¢asového
obdobi, ve kterém byli odebirani — skupina A odebirand 2 meésice pted aplikaci Biomectinu
(v prosinci), skupina B odebirana tésné po aplikaci Biomectinu (v unoru, poptipad¢ v bieznu),
a skupina C odebirana 2 mésice po aplikaci Biomectinu (v dubnu).
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Graf 8: Jednotlivé hodnoty celkového poctu spermii v ejakulatu u odebiranych kanct,
které byly odebirany ve tfech ¢asovych obdobi. Skupina A odebirana 2 mésice pied aplikaci
Biomectinu (v prosinci), skupina B odebirana tésn¢ po aplikaci Biomectinu (v tnoru, poptipadé
Vv bieznu), a skupina C odebirana 2 mésice po aplikaci Biomectinu (v dubnu).

5.6 Shrnuti vy§e hodnocenych parametri

Z tabulky 1 1ze vy¢ist pruiméry vS§ech méfenych parametra a jejich smérodatné
odchylky.

Tabulka 1: Rozdily praimérnych hodnot sledovanych parametrti v ejakulatu

PARAMETRY A B C

Objem ejakulatu [ml] 175.4722 £ 66.2244 **  183.0556 + 55.6287  191.9389 + 57.9088 **

Koncentrace spermii

. 3 617.1389 £210.7838  640.2000 + 236.9149 620.2667 £226.2904
[pocet/cm?]

Procento abnormalnich

: 18.1333 + 4.9842 ** 17.5278 + 5.2591 16.5889 + 5.4801 **
spermie [%]

Celkovy pocet spermii v
ejakulatu 68.5422 + 28.4943 72.7728 + 22.3882 77.5183 + 48.4271
[v miliardach]

** Hvézdicky oznaluji statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami v hodnoceném parametru spermii
z nativniho ejakulatu. Data pfedstavuji primér + smérodatnou odchylku.
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6 Diskuze

Tato diplomova prace byla zamétfena na ovefeni hypotézy, ze antiparazitarni piipravek
Biomectin, ktery je kancim aplikovan a obsahuje ucinnou latku ivermektin, dlouhodobé
vyrazn¢ negativné ovliviiuje parametry kanc¢iho ejakulatu.

Védeckymi studiemi jiz byl potvrzen negativni efekt podani ivermektinu na kvalitativni
parametry ejakulatu, vzdy se vSak jednalo o ucinky kratkodobé (Naoman 2012; Sadek &
Shaheen 2015). Na sledovani dlouhodobych moznych negativnich G¢inkl ivermektinu se studie
doposud bud’ nezaméfovaly, nebo negativni ucinky nepozorovaly (Brokken 1983; Naoman
2012; Ali 2014).

Sledovanymi parametry v této praci byli objem ejakulatu, koncentrace spermii v 1 cm?
ejakulatu, aktivita spermii v ejakulatu, procento abnormalnich spermii v ejakuldtu a celkovy
pocet spermii v ejakulatu.

Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami byly sledovany u hodnoceni parametru
objemu ejakulétu a procenta abnormélnich spermii.

U parametru objemu ejakulatu dochdzelo kjeho postupnému zvySovani v case mezi
jednotlivymi skupinami. Skupina kancli A, odebirana v prosinci, méla primérny objem
ejakulatu 175,47 ml, u skupiny kanct B, odebiranych v tinoru tésné po aplikaci Biomectinu, se
pramérny objem ejakulatu navysil na 183,06 ml a skupina kancti C, odebirana v dubnu, méla
pramérny objem ejakulatu jest¢ vyssi, a to 191,94 ml. ZvySeni objemu ejakulatu je pro ucely
vyroby inseminacnich davek pii zachovani fertilizacni schopnosti jist¢ zddouci. Podobné
vysledky byly jiz studiemi popsany. Schroder et al. (1986) u beranti uvadi, Ze berani po aplikaci
ivermektinu méli vétsi objem ejakulatu, nez berani bez aplikace tohoto ptipravku. Janett et al.
(2001) uvadi ve své studii u koni také pozitivni efekt ivermektinu na nékteré reprodukéni
parametry véetn€ objemu ejakulatu. ZvySeni objemu ejakulatu bylo zaznamenano 1 ve studii na
bycich (Tabl Ghada et al. 2013). Pfesny mechanismus, kterym by mohl byt ivermektin zapojen
do zvySeni objemu ejakulatu neni dostate¢né popsan. Ivermektin je popisovan jako allostericky
modulator chloridovych iontovych kanali a agonista GABA receptord v synaptickych
zakoncenich neurond (El-Nahas & El-Ashmawy 2008; Martin et al. 2021). Jak vSak stimulace
uvoliovani gamma aminomaselné kyseliny (GABA) muze pfesné ovlivnit zvySeni objemu
ejakulatu, nebylo zatim dostate¢né popsano.

Je ovSem potifeba zohlednit mozny vliv 1 jinych faktorG neZ ivermektinu, které se
na ziskanych vysledcich mohou podilet. U kancti se jisté nabizi vliv sezénnosti. Ta zde vSak
pravdépodobné roli hrat nebude, nebot’ n¢kolik studii prokazuje dosaZeni lepSich reprodukénich
parametrd, v¢etné objemu ejakulatu, na podzim a v zimé (Wysokinska et al. 2009; Lipensky et
al. 2010; Zasiadczyk et al. 2015). Frydrychova et al. (2014) uvadi, Ze vysSi naméfené objemy
ejakulatu byly sledovany v obdobi mezi fijnem a prosincem oproti obdobi od ledna do dubna a
obdobi letnich mésici. V letnich mésicich kanci Casto reaguji na vysoké teploty teplotnim
stresem, ktery ovliviiuje kromé fyziologickych parametrd i parametry reprodukéni. Negativni
vliv vysokych letnich teplot, ktery vedl k nizké motilité¢ spermii a nizkému celkovému poctu
spermii v ejakulatu, byl sledovan ve studiich (Wysokinska et al. 2009; Savic et al. 2013). OvSem
kanci v inseminacnim stiedisku Skr§in maji nastavené konstantni stajové mikroklima v pribéhu
celého roku a nejsou vystavovani teplotnimu stresu, navic data zpracovavana v této praci byla

36



z obdobi prosince az dubna. Tento faktor tak, s velkou pravdépodobnosti, v této studii nehraje
dilezitou roli.

Dal$im moznym faktorem, ktery je potfeba zohlednit, je stafi kanct. ZvySujici se objem
ejakulatu s ptibyvajicim vékem kance byl pozorovan v mnoha studiich (Louda 2001; Pinart &
Puigmulé 2013). I Sonderman & Luebbe (2008) potvrzuje, ze starsi kanci ejakuluji vétsi objem
spermatu. Kanci, hodnoceni v této studii, byli vékové vyvazeni. Jejich vék se pohyboval
od jednoho do dvou let. Je mozné, Ze predevsim u mladsich kanct (okolo jednoho roku véku)
ma opravdu jejich stafi vliv na zvySujici se objem jejich ejakulatu. Mlize to souviset se stale
jesté probihajicim vyvinem ptidatnych pohlavnich zlaz u téchto kancti, podobné jako to
popisuje Smerha (1980). Dalsim hodnocenym parametrem, kde byly zaznamenany statisticky
vyznamné rozdily mezi sledovanymi skupinami, bylo procento vyskytu abnormalnich spermii.
To u jednotlivych skupin postupné klesalo z praimérné hodnoty 18,13 % u skupiny A, na 17,53
% u skupiny B, aZ na hodnotu 16,59 % u skupiny C. Z hlediska vyuzitelnosti je u ejakulath jisté
zadouci co nejnizsi procento vyskytu abnormélnich spermii. Jakym mechanismem se na tomto
vysledku podili pfimo ucinek ivermektinu, ziistdvd ovSem nejasné. Je mozné, ze zde se
Petrocelli et al. (2015) uvadi, Ze se abnormalni spermie vyskytovaly vice na podzim nez v zim¢
a na jafe a Frydrychova et al. (2014) uvadi, Ze abnormalni spermie se vyskytovaly vice v 1été
nez na jaie. Mohlo by se tedy jednat o nizsi vyskyt abnormalnich spermii s ptichodem jarniho
obdobi. Vysoké teploty v letnim obdobi pak negativné ovlivituji i vyskyt abnormalnich spermii
v ejakulatu v disledku vystaveni kancii teplotnimu stresu (Frydrychova et al. 2007).

Statistické hodnoceni parametru aktivity spermii nebylo nakonec provadéno, protoze
aktivita spermii byla méfena pouze okometricky, parametr vykazoval vlastnosti binarniho
znaku a nebylo proto moZné jej kvalitné statisticky vyhodnotit.

U koncentrace spermii v 1 cm® v ejakuldtu a celkového poétu spermii jsme nepozorovali
statisticky vyznamné rozdily, nemtzeme tedy zamitnout nulovou hypotézu a zmény v téchto
parametrech byly pravdépodobné zptuisobeny nahodnymi jevy. Mizeme tedy konstatovat, ze
na tyto parametry aplikace Biomectinu neméla Zadny dlouhodoby efekt.

K podobnym zévériim dospéli 1 jini autofi ve svych studiich. U samce kralika neméla
aplikace ivermektinu zadny vliv na koncentraci spermii v ejakulatu (Moreira et al. 2019).
I Schroder et al. (1986) ve své studii uvadi, ze ivermektin nemd zadny vliv na hodnocené
parametry ejakulétu, a to v€etné koncentrace spermii. Koncentrace spermii dle autort nebyla
ovliviiovana ani sezénnosti (Frydrychova et al. 2014). K jinym zavérim ve své studii dospél
Tanyildizi & Bozkurt (2002) ktery naopak uvadi, Ze aplikace ivermektinu negativné
ovliviiovala koncentraci spermii v ejakuldtu, a po podani ivermektinu doSlo kjejimu
signifikantnimu sniZeni.

Celkovy pocet spermii v ejakuldtu se vnaSich skupinach také statisticky vyznamné
neménil. CoZ jen potvrzuje nekteré studie, které uvadéji, ze podani ivermektinu nema zadny
dlouhodoby vliv na hodnocené parametry ejakulatu (Brokken 1983; Moreira et al. 2019).

Z hodnoceni vybraného souboru dat je nutné zdlraznit vyrazny vliv jedince, ktery byl
béhem statistického hodnoceni dat pozorovan. Mezi jednotlivymi kanci vychazely velké
smérodatné¢ odchylky v hodnocenych parametrech, a to i1 pfesto, ze se pii vybéru dat pro
hodnoceni kladl diraz na homogenitu kanci. Na otazku, jaké vSechny faktory mohou
ovlivitovat individudlni rozdily, je t€zké odpoveédét. Jisté jich je mnoho. Mimo vySe zminéné,
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to mohou byt i konkrétni zdravotni stav kance v dobé odbérti, jeho kondice i vyziva, podobné
to popisuji i jini autofi ve svych studiich (Maurya et al. 2010; Beran 2014).

Z dosazenych vysledki této diplomové prace je patrné, ze se nepodafilo potvrdit
stanovenou hypotézu. Tyto vysledky jsou velmi cenné pro pracovniky testatniho a
inseminacniho stfediska ve Skr§in¢. Bylo by jesté zajimavé, zhodnotit kratkodoby efekt
aplikace Biomectinu u kanctu a vysledky porovnat. To by v§ak mohlo byt namétem pro jinou
diplomovou préci.

38



[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu pracovnikli testa¢niho a
inseminacéniho stfediska Skrsin, ktefi se subjektivné domnivali, Ze ptipravek Biomectin na bazi
ivermektin, ktery je kanciim aplikovan jako anthelmintikum, dlouhodob¢ negativné ovliviiuje
parametry kanciho ejakulatu.

Hodnocenymi parametry zde byl objem ejakulatu, koncentrace spermii v 1 cm?, aktivita
spermii, procent0 abnormalnich spermii, celkovy pocet spermii v ejakulatu. Tyto parametry
byly podrobeny statistické analyze s cilem zhodnotit, zda existuje statisticky vyznamny rozdil
V jednotlivych parametrech mezi skupinami odbérii kancti provadénych ptiblizné dva mésice
pted aplikaci pfipravku Biomectin (prosinec), u odbért ejakulatu odebiranych v obdobi tésné
po aplikaci Biomectinu (Gnor) a u odbéru ejakulati odebiranych piiblizné dva mésice
po aplikaci Biomectinu (duben). Statistickou analyzou ziskaného souboru dat byly prokazany
signifikantni rozdily u objemu ejakulatu a u stanoveni procenta abnormalnich spermii. Objem
ejakulatu u skupin v ¢ase rostl a procento abnormalnich spermii se snizilo, coz nepiedstavuje
z pohledu vyuziti ejakulatu 7adny negativni vysledek. U koncentrace spermii v1 cm® a
celkového poctu spermii nedoslo k zadnym statisticky vyznamnym rozdilim mezi
porovnavanymi skupinami. Parametr aktivita spermii byl hodnocen pouze okometricky a
vykazoval znamky binarniho znaku, proto tento parametr nebylo mozné kvalitné statisticky
vyhodnotit. Stanovena hypotéza této diplomové prace se tedy nepotvrdila. S ohledem na
statistické hodnoceni vybraného souboru dat je nutné zdlraznit vyznamny efekt jedince, ktery
zde byl patrny, ikdyZ byl doptedu kladen diraz na vybér kanct s pokud mozno homogennimi
parametry ejakulatu. Je také nutné zohlednit ostatni mozné vlivy, které jsou pravdépodobné
zodpovédné za ziskané vysledky vice nez testovany vliv pifipravku Biomectin. Pfedev§im
moznd sezoénnost zde nejspis hraje dilezitou roli, nebot’ ¢asové rozlozeni vybranych odbért
odpovida nastupu jarni pfipafovaci sezony.

IkdyZ se nepodatilo potvrdit stanovenou hypotézu, vysledky této diplomové prace jsou
pro testacni a inseminacni sttedisko ve Skrsiné velmi hodnotné.
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