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Hlavnym cielom tejto prace bolo odhalif majoritné
pri¢iny neplodnosti bykov, zhor$enej spermatogené—
zy a nasledne diagnostikovat aj problémy indikované
u krav, ako je embryonalna mortalita, neplodnost krav,
popdrodné sepsy teliat a iné reprodukéné problémy su—
visiace s urogenitalnym traktom. Vplyv znizenej fertility
bykov na plodnost krav je vSeobecne znamy, ale potvrdit
priamu pri€inu zniZenia plodnosti krav, ako dévod infeké—
nych a infertilnych bykov je zamer tejto prace. Ekono—
mika chovu je priamo Umerna od indexu plodnosti stada
a tad sa moOze radikalne ovplyvnit, pokial najdete priinu
nizkej plodnosti stada. V tejto praci tieZ bol stanoveny
ciel deklarovat fakt, Ze inseminacné davky vyrabané pod
smernicou EC 88/407, nie sU bezpe¢né a spektrum anti—
biotik je neucinné a nezabranuje rozSirovaniu bakterial—
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PROBLEM fertility bykov vplyvom
bakteérii z triedy Mollicutes...
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Obrazok ¢.1: Nekrozoospermia (vSetky spermie su avitalne)
— na pozadi malé biele bodky znazorriujuce bakterialnu konta—
mindciu, ktort potvrdime molekularno — genetickou detekciou
mikroorganizmov na trovni DNA. Cervenou farbou sti oznade-
né mrtve spermie, resp. ich ¢asti.
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Obrazok ¢.2:

a) pritomnost epitelovych buniek a bakteridlnej mikroflory neplodného byka s potvrdenou Mycoplasma a Ureaplasma sekvenacne
na urovni DNA; b) vylieCeny pacient po 6 tyZdrioch od ukoncenia terapie a to Alamycin LA 300 (Oxytetracyklin dihydricum 300 mg/
ml) v davke 1 ml = 10 kg Zivej vahy/kaZdych 6 dni/minimaine 7 aplikacii — pacient s progresom a vylieCeny (zelena farba je prog—
resivny pohyb; Cervena farba symbolizuje nepohyblivé spermie) — koncentrdcia 860 mil./ml; progresivna pohyblivost 91% a prie—

merna drahova rychlost 98 um/s.
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nej infekcie, ktora ma zasadny vplyv na plodnost stada.
Je potrebné stanovit prisny zdravotny protokol pre vySet—
renie (diagnostikovanie) donorov inseminaénych davok
na inseminacnych staniciach s naslednou lie¢bou, ktory
bude rovnaky pre vSetky IS po celom svete, aby sa za-
Cali produkovat bezpecéné inseminacné davky.

V tejto praci bolo vySetrenych 40 bykov v prirodze—
nej plemenitbe a 21 inseminaénych davok. Primarne boli
diagnostikované vzorky ejakulatu, resp. inseminacné
davky na andrologicky rozbor kvality spermii a to hlavne
na dbéraz kvalitativnych faktorov ovplyvriujucich fertili—
tu donora. Ide hlavne o stanovenie koncentracie sper—
mii, motility, progresivnej motility, stanovenia celkové—
ho poctu Zivotaschopnych spermii a drahovej rychlosti
spermii. Vyuzity bol systém CASA (computer assisted
sperm analysis) s pouzitim softvérovej analyzy AndroVi—
sion® (MiniTub, Tiefenbach, Nemecko). AndroVision® je
vysoko presny systém CASA pre Standardizovanu inte—
raktivnu analyzu spermii. AndroVision® poskytuje nielen
klasické analyzy pohyblivosti, koncentracie a morfologie,
ale tiez r6zne hodnotenia funk&nosti spermii zaloZzené
na fluorescencii. Sekundarne boli detekované baktérie
triedy Mollicutes a to molekularno—genetickou analyzou
pomocou kvantitativnej Real-Time PCR a sekvenacne
douréena druhova prislusnost.

VySetrenych bolo 7 plemien hovadzieho dobytka

Charolais, Limousine, HolStajnsky dobytok, Simental,
Angus, Belgické modré a Jersey. Byci, pouzivani v pri—
rodzenej plemenitbe maju pdésobenie v SR, CR a Ma-
darsku, ale ich pévod je okrem uvedenych troch krajin
z Nemecka, Francuzska, Danska a Velkej Britanie. P6—
vod inseminaénych davok je celosvetovy a pochadzaju
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od Nového Zélandu, Nemecka, Francluzska az po kra—
jiny strednej Europy. Vysledky dokéazali pritomnost My—
coplasma spp. pri 39 vySetrovanych bykov a Ureapla—
sma spp. pri 32 jedincoch. Jeden byk plemena Limou—
sine bol negativny na Mollicutes. Pritomnost Mycopla—
sma spp. bola potvrdena pri 12 inseminaénych davkach
z 21, pricom Ureaplasma spp. bola detekovana pri 9 ID
z 21. Uplne negativne na pritomnost Mycoplasma spp.
a Ureaplasma spp. bolo 5 inseminaénych davok z 21
vySetrovanych. Podstatna informacia z daného vyskumu
je tiez fakt, ze iba 3 insemina¢né davky boli bakterialne
bezpecné bez pritomnosti druhov, ktoré mézu zasadne
ovplyvriovat reprodukéné schopnosti bykov a nasledne
aj krav. Z Mycoplasma spp. boli detekované Mycolasma
pulmonis, Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma
mycoides, Mycoplasma arginini a Spiroplasma ixodetis.
Z ureaplazmy bol detekovany len jeden druh a to Urea—
plasma diversum.

Mollicutes je trieda baktérii z kmena Firmicutes. Mol-
licutes su velmi malé baktérie, ktorym chybaju bunkové
steny. Maju predilekciu na slizni¢né a serézne povrchy
a najCastejSie spdsobuju choroby mocovopohlavnych
a dychacich ciest. Mycoplasma spp. a Ureaplasma
spp. predstavuju infekcie hovadzieho dobytka spojené
s neplodnostou samic, vulvovaginitidou, potratmi, naro—
denim slabych teliat, semennou vezikulitidou, poSkode—
nou spermatogenézou a tym zniZzenou fertilitou samcov.

Z andrologického pohladu boli vySetrované byky
v prirodzenej plemenitbe a nasledne geneticky potvr—
dzované / nepotvrdzované pritomnosti Mykoplaziem
a Ureaplaziem. Pri inseminaénych davkach nas zauji—
mala iba pritomnost bakterialnej mikroflory. VSetky byky
v prirodzenej plemenitbe vykazovali neplodnost alebo
zniZzenu plodnost na zéklade kvalitativnych ukazova-
telov. Do pokusu neboli zaradené vzorky s hodnotenim
ejakulatu ako azoospermia. VySetrované a detekova-
né boli vzorky ejakulatov so zmieSanymi poruchami ako
oligoastenoteratozoospermia — zmieSana porucha vset—
kych troch parametrov (koncentracia, pohyblivost, mor—
folégia), alebo ako samostatné poruchy oligozoosper—
mia — astenozoospermia — teratozoospermia. Dalej bola
pozorovana a identifikované aj extrémne nizka kon-
centracia spermii — kryptozoospermia a nekrozoosper—
mia — vSetky spermie su vo vzorke avitalne. Z kvalita—
tivnych ukazovatelov uvedenych v tejto praci sme merali
koncentraciu spermii, progresivnu pohyblivost a prie—
mernu drahovu rychlost. Priemerna koncentracia vy—
Setrovanych vzoriek ejakulatov bola 322 mil./ml, pric¢om
najmens$ia koncentracia bola 3,13 mil./ml a najvy$Sia
2070,84 mil./ml. Referenéna hodnota zdravych bykov sa
pohybuje od 700 mil./ml. Priemerna progresivna motili—
ta spermii vo vySetrovanych bykov je 14,75 %, priCom
za zdravy ejakulat bykov mbézeme povaZovat progre—
sivnu pohyblivost nad 60%. Priemerna drahova rychlost
vySetrovanych bykov bola stanovena na 18,78 pym/s,
pri¢om za spermie, ktoré maju fyziologicku rychlost po—
vazujeme drahovu rychlost nad 50 pm/s. VSetky vySet—
rené byky mali znizenu alebo Ziadnu fertilitu, schopnost
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oplodnit samicu. Popri kvalitativnych ukazovateloch su
sekundarne pozorované % patologickych spermii, typ
poskodenia spermii a ich ¢asti, pritomnost epitelovych
buniek, aglutinacia spermii. Na zobrazeni spermiogramu
je rovnako vidiet pritomnost/nepritomnost bakterialneho
pozadia v ejakulate.

Zaver a odporucania:

Z uvedenej prace vyplyva fakt, Ze byci v prirodzenej
plemenitbe su infekéni a prena$aju pohlavnou aktivitou
Mycoplasma spp. a Ureaplasma spp., ktoré zasadne
ovplyviuju tvorbu spermii — spermatogenézu, poskode—
nim epitelu v semenotvornych kanalikoch, ¢im sa zni-
zuje kvalita ejakulatu, zniZuje sa koncentracia, pohyb—
livost a rychlost spermii az pri chronickych stavoch mé—
Ze vzniknut stav nekrozoospermia — vSetky spermie su
avitalne. Zarover sa baktérie z triedy Mollicutes rozSiruju
intravaginalne aj na samice, pri ktorych mézu sp6sobo-—
vat problémy s plodnostou, nidaciou embryi v maternici,
embryonalnou mortalitou, popdrodnou sepsou a thynom
teliat a sekundarne infekciou urogenitalneho traktu sa—
mic. Tento problém infikovania Mollicutes bol spdsobeny
nedokonalou bakterialnou diagnostikou a unikal pozor-
nosti odbornej verejnosti, pretoze Mollicutes nerastu na
beznych médiach, ako bezné bakterialne druhy. Az apli-
kovanim molekularno—genetickej diagnostiky v mikro—
biolégii sa zistila ich pritomnost a potvrdené boli sekve—
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na¢nou analyzou, &im je tento fakt potvrdeny na drovni
DNA. Sme toho nazoru, Ze pritomnost Mycoplasma spp.
a Ureaplasma spp. je problémom od zaciatku vyuzivania
inseminac¢nych davok a nekontrolovanym roz8irovanim
Mollicutes vySe 50 rokov. Nekontrolované rozsirovanie
mykoplaziem a ureaplaziem podporilo aj 30 rokov ne—
vySetrovania plemennych zvierat, kde sa od zaciatku 90
tych rokov prestali andrologicky vySetrovat plemenné
samce z radov bykov, capov a baranov.

Pri chove hovadzieho dobytka v Eurépe si dovolime
tvrdit, Ze ide o pandémiu.

Mozné rieSenia:

Je nevyhnutné nastavit prisnu zdravotnu kontrolu —
protokol mikrobiologickej diagnostiky ejakulatu (ukazuje
sa mimoriadna vyhoda molekularnej mikrobiolégie v po—
rovnani s klasickou kultivaénou mikrobiolégiou) a cie—
lenej lie¢by vSetkych donorov na inseminaénych stani—
ciach a v chovoch, kde sa byk pouziva v prirodzenej ple—
menitbe. To je primarna uloha vSetkych inseminaénych
stanic a producentov plemennych bykov, ktori by nemali
byt zaradeni do plemenitby bez overenia kvality ejaku—
latu (spermiogramu) a dékladného (molekularne) — mik—
robiologického vySetrenia. Lie¢ba pozitivnych jedincov
je efektivha pomocou dvoch skupin ATB, ktorymi su tet—
racykliny alebo flourochinolény. Velmi podstatna je diz—
ka lie€by, ktorl odpori¢ame minimalne na 4—6 tyzdrov,
a to z dévodu potreby preciznej farmakokinetickej pre—
stupnosti do epitelu semenotvornych kanalikov. Vdaka
obrannym mechanizmom semennikov, ktoré preto, Ze su
imunitne privilegovany organ s krvnou bariérou, tak eli—
minacia bakterialnej infekcie zo semennikov predstavuje
zasadny problém, pri kratSom Case lieCby, ako pri inych
organovych suUstavach. Terapia samic je komplikova-
nejSia a je ekonomicky nepravdepodobné, Ze by sme
dokazali preliecit pomocou vhodnych ATB vSetky kravy.
Jednym z rieSeni, ktoré ale ma zasadny dopad na Zivo—
CiSnu vyrobu v Eurdpe je eliminacia krav, ktoré su pozi—
tivne na Mollicutes a zvySenie produkcie jalovic, ktoré su
negativne na uvedenu triedu baktérii. K dneSnému dru
neexistuje vakcina, resp. iny model celoplosnej elimi-
nacie Mycoplasma spp. a Ureaplasma spp. PouZivanie
zdravotne nezavadnych inseminacnych davok, pravi—
delna zdravotna a andrologicka kontrola bykov v priro—
dzenej plemenitbe méze obmedzit dalSie rozSirovanie
Mycoplasma spp. a Ureaplasma spp. v Eurdpe. Zaroven
je to vyzva pre komisiu EU pre polnohospodarstvo, aby
flexibilne reagovala na zmenu smernic pre zdravotnu
nezavadnost insemina¢nych davok a kontrolu donorov,
ktorych ID su distribuované po celom svete.

Systémovym rieSenim je pravidelna mikrobiologicka
kontrola plemennych bykov na insemina¢nych stani-
ciach pred zahajenim vyroby ID, preferenéne pomocou
modernych molekuldrne—mikrobiologickych technologii
(kvantitativna Real-Time PCR, Sangerovo sekvenova-
nie, analyza mikrobiomov pomocou sekvenovania novej
generacie — NGS), ktoré su nezavislé na kultivaénych
vlastnostiach mikroorganizmov a k presnej identifikacii
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pouzivaju unikatne DNA profily mikroorganizmov. Pro—
dukciou zdravotne nezavadnych inseminac¢nych da-
vok bez pritomnosti patogénnej bakterialnej mikroflory
vieme zacat ozdravny proces v chovoch s produkciou
mlieka. Pri plemennych bykoch v prirodzenej plemenit—
be je potrebné pravidelné andrologické vySetrenie pred
sezonou a po sezdne pripustania. Po sezéne znamena,
ked byk ukongil pripustanie a bol oddeleny od krav. Na—
sledna diagnostika a nastavenie ATB liecby je potreb—
na kazdoroc€ne, pretoZe je vysoky predpoklad, Ze poCas
sezbény sa mohol opét infikovat od krav. Takato spatna
reinfikacia s Mollicutes bude trvat minimalne 5-8 rokov,
pokial sa negativnou selekciou neozdravia chovy sami—
Cej populécie. Subezne by sa radikalne vyradovali kravy/
jalovice, ktoré maju reprodukéné problémy. Toto plati aj
v mlie€nych chovoch, kde pri inseminaciach s overenymi
ID vyradujeme kravy/jalovice, ktoré maju reprodukéné
problémy. Systém ozdravenia sam&ej populécie a se—
lekcia samicCej je jedina cesta, ako ozdravit postupne
chovy od mykoplaziem a ureaplaziem bez zasadného
negativneho vplyvu na ekonomiku chovu.

Zaverom mdzeme konStatovat fakt, Ze za primarny—
mi problémami s plodnostou stada stoja infekcie z ro—
dov Mycoplasma a Ureaplasma. Sme presvedceni, Ze aj
ekonomika stada, percento telnosti, zdravo narodenych
a odchovanych teliat a vSetky ostatné reprodukéné uka-—
zovatele, m6zu byt nadpriemerné, ak sa podari elimino—
vat rozsSirovanie Mollicutes. RieSenie tohto problému je
z4kladom pre vzostup ekonomiky chovu mlie€nych ple—
mien, ako aj plemien masovych.




