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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva ucinnosti raznych druhd inhibicnich latek
na mikroorganismy piirozen¢ kontaminujici vzorky spermatu chovnych kancli. Zminéna je
také charakteristika a vlastnosti kanc¢iho spermatu. Déle je pozornost vénovana vyskytu
mikroorganismi v kan¢im spermatu, jejich vlivu na kvalitu spermatu a moznostem ovlivnéni

téchto mikroorganismu ve vzorcich spermatu.
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Inhibition of microorganisms in semen of breeding boars

ANNOTATION

This masters thesis deals with effect of diverse inhibition substances on semen of breeding
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to the occurrence of microorganisms in boar semen, their impact on the quality of boar semen

and the possibility of influencing microorganisms in semen samples.
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UvVOoD

Pro reprodukci chovnych prasat je nejCastéji vyuzivana metoda umélé inseminace.
Jednou z vyhod um¢lé inseminace je redukce Sifeni nemoci vylou¢enim Styku a piepravy
prasat za u¢elem oplodnéni. Pfesto iuméla inseminace je jednim ze zpusobu, piikterém
se mohou patogeny snadno $ifit. Proto jsou samci testovani pied vstupem do chovného

programu a také v prub¢hu obdobi odbéru spermatu.

Sperma je idealni prostfedi pro rist mnoha mikroorganismt, ato nejen bakterii,
ale i plisni. Zdrojem kontaminace spermatu muze byt nejen infekce urogenitalniho traktu
kanct, ale ke kontaminaci mize dojit také b&hem odbéru ¢i zpracovani spermatu. Velké
procento bakteridlnich kment detekovanych vkan¢im spermatu patii do celedi

Enterobacteriaceae. VétSina téchto kmend neni povazovana za primarni patogeny kancu.

Kontaminace kanciho spermatu ptedstavuje zdroj potencionalniho pfenosu patogent
na vnimavé samice. Bakteridlni kontaminace je dulezity ukazatel kvality kanc¢iho spermatu
pouzivaného k inseminaci. Kontaminace kanc¢iho spermatu obvykle zhorSuje jeho kvalitu.
Ptitomnost bakterii v kan¢im spermatu byva obecné spojena s aglutinaci spermii, sniZzenou
zivotnosti spermii a snizenou plodnosti. Dale muze byt pfitomnosti nékterych bakterii
ve vysoké koncentraci ovlivnéna integrita akrozomu, osmoticka rezistence nebo pH.
Kontaminace kanc¢iho spermatu muze zpisobit usamice neplodnost kvili vzniku

endometritidy, embryonalni ¢i fetalni smrt a dal$i onemocnéni a infekce.

Aby se zabranilo pfenosu patogenli na samice, pouzivaji se fedidla spermatu
s pfidavkem antibiotik. Pfidani antibiotik ve vhodné koncentraci zlepSuje pteziti spermii
ataké zlepSuje vysledky plodnosti. Antibiotika vSak mohou byt pro spermie toxicka,
proto jsou hledana riizna alternativa. Mezi ktera patii napiiklad pouziti fyzického odstranéni
bakterii metodami koloidni centrifugace €i pouziti riznych ptirodnich inhibi¢nich latek misto
antibiotik v fedidlech spermatu. K odstranéni bakterii lze také vyuzit antimikrobialnich

vlastnosti kovi, které mohou byt pfidany do fedidel kanc¢iho spermatu.

13



1. TEORETICKA CAST

1.1 Vlastnosti kanciho spermatu

1.1.1 SloZeni kanciho spermatu

Sperma (ejakulat) je biologické tekutina obsahujici 3-7 % spermii a 93-97 % semenné
plazmy. Semenna plazma je tvofena asi 3 % sekretu nadvarlat, 20 % sekretu semennych
vacki, 15 % sekretu bulbouretralnich Zlaz a 62 % sekretu prostaty a uretralnich zlazek (Riha
akol., 2003). Pti ejakulaci kancti je sperma vylucovano v nékolika frakcich (Yeste, 2008;
Casas, 2010; Fabrega, 2012; Sancho a Vilagran, 2013):

o Prespermiova frakce: je tvofena sekrety, které jsou produkovany prostatou,

semennymi vacky nebo bulbouretralnimi zlazami. Tato frakce zvlh¢uje a Cisti
mocovou trubici pro nasledujici pruchod spermii. Ma objem okolo 10 — 15 ml

a normalné neobsahuje spermie.

o Spermiova frakce: objem této frakce se pohybuje mezi 70 — 100 ml. Je tvotfena

hlavné sekrety prostaty asemennych vackd. Obsahuje vysoké koncentrace
spermii, ato 0,5 — 1x10° spermii/ml (. 80 — 90% vsech ejakulovanych
spermii) @ ma mlé¢ny vzhled. Tato frakce je vyuzivana pro umélou inseminaci

prasat.

o Postspermiova frakce: obsahuje nizkou koncentraci spermii (10° spermii/ml).

Sklada se ptiblizné ze 150 — 200 ml sekretti z prostaty, semennych vacku
a bulbouretralnich 7laz. Obsahuje velké mnoZstvi semenné plazmy, ktera

pusobi jako aktivator spermii.

Spermie

Spermie jsou tvoieny v semenotvornych kandlcich varlete kance. Proces tvorby
spermii je oznacovan jako spermatogeneze a probiha kontinualné po celé reprodukcni obdobi
zivota kance. Spermii tvofi hlavicka a bi¢ik. Délka spermie se pohybuje okolo 60 um

(Riha a kol., 2003).
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Bicik se sklada z centriolového oddilu, mitochondridlniho aparatu, axialnich vldken
tvoficich spojovaci cCast ahlavniho oddilu zakonceného termindlni ¢asti biciku
(Gramcik a kol., 1976). Spojovaci ¢ast biCiku zajiStuje tvorbu energie a jeji naslednou
pfeménu na energii mechanickou. Tim je umoznén pohyb spermie v tekutém prostiedi, ktery

je potiebny k vyhledani a oplodnéni vaji¢ek (Riha a kol., 2003; Eddy, 2006).

Zaklad hlavic¢ky tvoii vysoce kondenzované jadro a akrozom s enzymy, které slouzi
k rozpusténi obalti kolem vaji¢ek a k penetraci spermie do vaji¢ka (Riha a kol., 2003; Eddy,
2006). Akrozom predstavuje velmi labilni systém, ktery je snadno poskozen pfi patologickych
procesech v pohlavnim ustroji, ale také pii nahlych zménach osmotického tlaku, pH, teploty

prostiedi a pii procesech fedéni a konzervace kanc¢iho spermatu (Kliment a kol., 1989).

Cytoplazmatickd membrana, kterd pokryva cely povrch hlavicky i bi¢iku, zajiStuje
ochranu spermii proti nepfiznivym vnéj$im podminkam po ejakulaci a udrzuje stalost jejich
vnitniho prostiedi (Riha akol., 2003). Obsahuje fosfolipidy, které u kan¢ich spermii tvoii
asi 70 % obsahu vsech lipida (Eddy, 2006).

Kan¢i spermie maji vysokou koncentraci nenasycenych mastnych kyselin
Vv plazmatické membran¢ a nedostateény enzymaticky antioxida¢ni systém. To je pficinou
jejich nachylnosti k nadmérnému pusobeni reaktivnich forem kysliku (Cerolini a kol., 2000;
Strzezek a kol., 2005). Oxidace vysokého obsahu nenasycenych mastnych kyselin vede
ke vzniku poskozeni, ktera nepfiznivé ovliviluji motilitu, metabolismus, ultrastrukturu
a fertilitu spermii. Oxidace lipida hraje také dileZitou roli v procesu starnuti spermii, ktery
omezuje jejich zivotaschopnost in vitro béhem uchovavani spermatu pro Gcely inseminace

(Alvarez, Storey, 1982).

Semenna plazma

Semenna plazma predstavuje pfirozené prostiedi spermii. Umoziiuje jejich vyzivu
a transport v pohlavnich organech samice. Hlavni slozku semenné plazmy tvoii 97-99 %
vody, dale obsahuje mineralni prvky, bilkoviny, cukry, kyselinu citronovou a askorbovou,

enzymy, prostaglandiny, estrogeny a androgeny (Kudlag, 2003; Riha a kol., 2003).
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1.1.2 Fyzikalni vlastnosti kan¢iho spermatu

Objem spermatu

Objem ejakulatu je fyzikalni parametr spermatu, ktery se hodnoti bezprostiedné
po jeho odbéru. U kanct se objem ejakulatu 1isi v zavislosti na véku, jednotlivci, hmotnosti,
krmeni, frekvenci ejakulace, zdravotnim stavu, zplisobu odbéru, pasobeni stresu (Frunza
a kol., 2008). V priméru se hodnoty objemu u mladych kancti pohybuji mezi 120 - 200 ml
a u starsich kancti mezi 200 - 350 ml (Gramcik a kol., 1976).

Koncentrace spermii

Koncentrace spermii v ejakulatu je dilezity indikator kvality spermatu. Vyjadiuje se
podtem spermii zjidténych na 1 mm?® ejakuldtu. Priméméa hodnota koncentrace spermii
se U kancti pohybuje v rozmezi 250 — 400 tisic spermii/mm?®. Koncentraci spermii v ejakulatu
lze zjistit metodami fotometrickymi, hemocytometrickymi nebo pocitatem castic. ZjiSténi
presné koncentrace spermii je diilezité nejen pro zjisténi kvality spermatu, ale také k urceni

stupné fedéni spermatu pro jeho dalsi vyuziti (Cefovsky, 2001).

Motilita spermii

Motilita spermii je ovliviiovdna souborem endogennich a exogennich faktort.
Z endogennich faktorti sem jsou uvadény vék donora, doba pobytu spermii v nadvarleti, doba
mezi a po ejakulaci, zrani spermii, energeticka zasoba ATP, membranovy transport, pohyb
bi¢iku, vazebné proteiny, aglutina¢ni faktory, protilatky, detergenty, membranova integrita
auroven aktivity receptord. Mezi exogenni faktory patii hydrodynamika, viskozita,
osmolarita, pH prostfedi, teplota, iontové slozeni. U ejakulati urCenych k inseminaci
nebo konzervaci se pozaduje minimalni aktivita 70%. Primérna rychlost spermii je okolo

43 um/s (Véznik a kol., 2004).
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Barva spermatu

Zbarveni spermatu je dulezity fyzikdlni parametr ejakulatu. Normalni barva kanciho
spermatu je bild s namodralymi stiny. Pokud je odbér ejakulatu opakovan vicekrat denné, pak
je spermaticka tekutina vice ¢ird v dusledku klesajici koncentrace spermii (Frunza a kol.,

2008).
Barva spermatu mtiZze mit riizné odstiny, které jsou ovlivnéné riznymi faktory:

o Zluté zabarveni spermatu miize byt zptisobeno vysokym obsahem karotenu v krmivu.
Dalsi pfi¢inou mohou byt hnisavé procesy nartzné urovni genitalniho traktu

nebo pfitomnost moci.

o RilZzové zbarveni ejakulatu indikuje pfitomnost ¢ervenych krvinek. Pfi¢inou mize byt
krvaceni do penisu, ptedkozky, mocové trubice, prostaty. Krvaceni se také objevuje

pfi ruptuie krevnich cév mocové trubice béhem odbéru spermatu.
o Hnéda barva znaci pfitomnost zni¢enych ¢ervenych krvinek nebo infekce prostaty.

o Zbarveni do zeleno-modra je pozorovano v piipadé oligospermie, coz je snizené

mnozstvi spermii v ejakulatu nebo pii 1é€bé methylenovou modii (Frunza a kol.,
2008).

Pach spermatu

Cisty ejakulat ma nevyrazny pach, ktery je pfirovnavan k vajeénému bilku (BaZant,
1988). Ejakulat, ktery byl kontaminovan tekutinou z predkozkového vaku, ma velmi vyrazny

pach (Almond a kol., 1994).

pH spermatu

Dtlezitym ukazatelem kvality spermatu je pH. Hodnota pH cerstvé ejakulovaného
kanciho spermatu je asi 7,4 = 0,2. To je hodnota podobna jako u jinych télnich tekutin. Pokud

je tato hodnota snizena, snizi se také metabolismus a pohyblivost spermii (Gadea, 2003).
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Hodnota pH vyssi nez 8 po odbéru znaci nizkou kvalitu spermii nebo také infekci genitalniho

traktu ¢i ptidatnych pohlavnich zlaz (Frunza a kol., 2008).

Osmoticky tlak

Kan¢i spermie maji osmoticky tlak 290 — 300 mOsm/kg. Mohou ale tolerovat pomérné
Sirokou Skalu osmotickych tlaku, ato 240 — 380 mOsm/ kg (Gadea, 2003). Fraser a kol.
(2001) uvadi, Ze ani pohyblivost ani Zivotaschopnost spermii neni ovlivnéna osmotickym
tlakem v rozmezi 250 — 290 mOsm/kg. Pti tlacich pod 200 mOsm/kg je vyrazné snizena
motilita (Fraser a kol., 2001).

1.1.3 Chemické vlastnosti kanciho spermatu

Znalost chemického slozeni semenné plazmy je dulezitd pii vytvareni fedidel
pro sperma. Redidla udrzuji a prodluzuji Zivotaschopnost spermii po celou dobu konzervace
ejakulatu. Kanci sperma obsahuje 8 % organickych latek a 2 % mineralnich latek. Celkem

10 % susiny a 90 % vody (Frunza a kol., 2008).

Sacharidy jsou obsaZeny jak ve spermiich, tak v semenné plazmé. Maji dileZitou
ulohu v energetickém metabolismu. Podle Holta a Harrisona (2002) obsahuje kan¢i sperma
77 mg sacharidi ve 100 ml. Turba akol. (2007) uvadi, ze kan¢i sperma obsahuje
6 az 18 mg % v 1 ml sorbitolu a 20 az 40 mg % v 1 ml frukt6zy.

Kan¢i sperma je bohaté na inositol, a to primérné 600 az 725 mg %. Ukolem inositolu

je zajistit osmoticky tlak v kan¢i semenné plazmé (Frunza a kol., 2008).

V kan¢im spermatu se ve vysokych hladinach nachazi kyselina sialova (Ardelean,
2002). Kyselina citronova v kan¢im spermatu pochazi ze semennych vackd, a je zde obsazena

v mnozstvi 130 mg % (Cerolini a kol., 2001).

Argawal a kol. (2003) ve svém vyzkumu uvadi, Ze obsah lipoproteinii v kan¢im
spermatu je 404,02 + 27,82 mg % a obsah glycerol fosforylcholinu se pohybuje v rozmezi
110 az 204 mg %.
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Certurion akol. (2003) stanovili pramérny obsah bilkovin v kan¢im spermatu
na 1840 + 74 mg%.

Kvalitativné 1 kvantitativné identifikovali obsah aminokyselin v kan¢im spermatu
Cheminade akol. (2002). V nejvy$si mife prokazali piitomnost Kkyseliny glutamové,
ato v mnozstvi 64,96 + 2,73 mg%. Dale byla prokazana piitomnost metioninu 11,9 mg%,

glycinu 4,71 + 0,7 mg%, kyseliny asparagové 2,91 + 0,46 mg%.

U kancti je mnozstvi proteinli ve spermatu nizsi nez v krevni plazmé. Obsah proteinti

ve spermatu se pohybuje mezi 326 a 400 mg% (Frunza a kol., 2008).

Spermie jsou bohaté na androgenni a estrogenni hormony. Obsahuji mnoho enzymd,
napt. katalazu, fosfatdzu, mucinazu, hyaluronidazu, trypsin, amylazu, lipazu a cholinesterazu

(Watson, 1990).

Semenna plazma kanct obsahuje vSechny znamé vitaminy (A, C, D, B komplex atd.).
Vitamin C je nezbytny pro zivotaschopnost spermii. Jeho nizka koncentrace zptsobuje nizkou

plodnost (Agarwal a kol., 2003; Estienne a Harper, 2004).

Kan¢i sperma obsahuje vysoké mnozstvi anorganickych latek. Minerdlni soli
Ve spermatu zajiSt'uji potiebny osmoticky tlak pro udrZeni integrity membrany. lonty také
pfispivaji k aktivaci enzymi (Kommisrud akol., 2002). Strzezek akol. (1995) uvadi
prumérny obsah sodiku 660 mg%, chloridu 330 mg%, drasliku 260 mg%, hotéiku 11 mg%,

vapniku 2-6 mg% a anorganického fosforu 2 mg%.
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1.2 Mikroorganismy ve vzorcich spermatu chovnych kanci

Sperma je ideélni prostedi pro rist mnoha mikroorganismt, véetné¢ bakterii a plisni.
Testikularni tkan a pfislusné zlazy kanca jsou ve vétSiné pripad bez bakterii. K bakterialni
kontaminaci ejakuldtu dochéazi az béhem procesu sbéru spermatu. Proces odbéru kanciho
spermatu neni sterilnim postupem. V disledku toho je odebrané kanci sperma bézné
kontaminovano. Manipulace s kan¢im ejakulatem Vv prub&hu zpracovani v laboratofi muze
také vést k zavedeni kontaminace do vzorku. Bakteridlni kontaminace je duleZitym
parametrem, ktery je tfeba brat v uvahu pii kontrole kvality spermatu pii jeho pouziti
k inseminaci (Althouse a Lu, 2005; Althouse a kol., 2008; Martin a kol., 2010).

1.2.1 Zdroje kontaminace

Bylo zjisténo, ze ke kontaminaci kanciho spermatu miize dojit béhem procesu odbéru
i béhem zpracovani ejakulatu. Zdroji kontaminace mohou byt fekalie, kuze, sekrety
respira¢niho systému, ale také voda z kohoutku, krmivo, stelivo, vzduch, ventila¢ni systémy
apod., odtud se pak kontaminanty dostanou do téla kanci. DalSimi zdroji kontaminace
mohou byt napf. peristaltické hadi¢ky, nadoby na fedidla, teploméry, pipety. To jsou
predméty, se kterymi piijde sperma do ptimého kontaktu (Althouse a kol., 2000).

Pokud neni bakteridlni kontaminace kanciho spermatu kontrolovana, dochézi
ke snizeni reprodukénich schopnosti prasnic. Je proto dulezité dodrzovat hygienické zasady,
mezi které patii: spravna hygiena ptredkozky kance, spravna fixace penisu pii odbéru
spermatu, vyrazeni prvniho proudu ejakulatu, pouZzivani jednorazovych rukavic personalem

(Althouse a kol., 2000; Bortolozzo, Went, 2005).

Forma fixace penisu kance, délka trvani odbéru spermatu, hygiena pifedkozky kance
a pouzivani rukavic jsou faktory, které jsou pfi sbéru spermatu zdvislé na tymu personalu,
ktery jej provadi. Zasadni vyznam na snizeni kontaminace ejakulatu mé cilené zaskoleni
personalu a jeho znalost specifickych postupt (Althouse a Lu, 2005; Bortolozzo a Went,
2005; Althouse a kol., 2008).
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Obrazek 1: Pracovni postup a vybrané hygienické kritické kontrolni body pfi zpracovani
kanciho spermatu. (1) odbérova mistnost; (2) pteprava ejakulatu; (3) fedidla; (4) vnitini strana
vicka fedici nadoby; (5) barviva; (a) manudlni operac¢ni vlivy (telefon, klavesnice), (b)

laboratorni povrchy; (c) Cisticky odpadnich vod; (d) diezy, odpady (Schulze a kol., 2015)

1.2.2 Nejcastéji se vyskytujici mikroorganismy v kanéim spermatu

Althouse a kol. (2008) ve své studii uvadi, ze 71 % kontaminujicich bakterii je tvofeno
témito zastupci: Alcaligenes xylosoxidans, Burkholderia cepacia, Enterobacter cloacae,
Escherichia (E.) coli, Serratia marcescens a Stenotrophomonas maltophilia. Zbylé
identifikované bakterie zahrnuji Acinetobacter lwofii, Aeromonas schubertii, Enterobacter
agglomerans, Flavobacterium spp., Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,

Pseudomonas spp. a Ralstonia pickettii.

Bakterialni kontaminaci u 63 % vzorktl nezpracovaného kanc¢iho spermatu prokazali
Bresciani a kol. (2014). Identifikovali rizné bakterialni druhy, konkrétn¢ E. coli, Serratia
marcescens, Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus aureus, Streptococcus spp.
a Pseudomonas aeruginosa. E. coli byla nejcastéjsi kontaminujici bakterii (byla prokazana

u 53 % vzorku). Pseudomonas aeruginosa byla izolovana pouze z jednoho vzorku.
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Martin akol. (2010) vySetfili celkem 115 vzorkd kanciho spermatu. Uvadi,
ze 29 vzorkll nevykazovalo zadnou bakteridlni kontaminaci. 12 vzorkd bylo pozitivnich
na 1 druh bakterie, 45 vzorkti na2 druhy bakterii, 24 vzorkt na 3 druhy a5 vzorkd na 4
druhy. E. coli byla uvedena jako nejc¢astéjsi kontaminanta kan¢iho spermatu. Celkem byla
prokazana u 79 % vzorkt. Dal§imi ¢astymi kontaminanty byly Proteus a Serratia spp. (36 %),
Enterobacter spp. (29 %), Klebsiella spp. (14 %), Staphylococcus spp. (12 %), Streptococcus
spp. (9 %), Pseudomonas spp. (8 %) a anaerobni bakterie (1 %).

Gaczarzewicz a kol. (2016) testovali 79 vzorku kanciho ejakulatu. Uvadi, ze 78 ze 79
vzorkli bylo pozitivnich na pfitomnost aerobnich bakterii, ato V koncentracich
mezi 80 az 370 CFU/ml. lzolovali Enterobacter spp., E. coli, Proteus spp., Pseudomonas
spp.; Pseudomonas fluorescens a Pseudomonas aeruginosa, Bacillus spp., Staphylococcus
spp., Streptococcus spp. Jako nejcastéjsi kontaminanty uvadi bakterie rodu Staphylococcus,
Streptococcus a neidentifikované bakterie rodu Pseudomonas. Dale uvadi, Zze neprokazali

zadné striktné anaerobni bakterie ani plisn¢.

1.2.3 Charakteristika nejc¢astéji se vyskytujicich mikroorganismu

Celed’ Enterobacteriaceae
Celed také nazyvana enterobakterie zahrnuje gram-negativni, nesporulujici,
fakultativné€ anaerobni ty€inky, nékdy kokobacily, vétSinou pohyblivé. Tvoii katalazu, netvori

oxidazu. Jsou kultivatné nenarocné, maji respirani a fermentacni metabolismus.

Pfi zpracovani cukri tvofi kyseliny, ¢asto i plyn (Bednaf a kol, 1999; Tadesse a Alem, 2006).

Rod Escherichia

Nejvyznamnéjsim zastupcem rodu Escherichia je druh Escherichia coli. E. coli je
fakultativn€ anaerobni, S$tépi glukézu a laktéozu za tvorby plynu, tvoii indol a neStépi
mocovinu. Pohybuje se prostiednictvim bi¢ikd, které se nachazeji po celém povrchu
bakterialni bunky. Bakterie nasvém povrchu nese dva typy fimbrii. Prvni typ se sklada
z kyselého hydrofobniho proteinu fimbrinu, ktery umoznuje bakterii pfichytit se na epitel
hostitele a nasledné jej kolonizovat. Je vysoce antigenni, jelikoz obsahuje F antigeny. Druhym

typem fimbrii jsou sex pili, které jsou dulezité pti konjugaci (Votava a kol., 2010).

22



Nejvyznamnéjsim oportunné patogennim druhem je E. coli. Pfirozené se vyskytuje
Vv tlustém stfevé a ve spodni Casti tenkého stieva. Obvykle se Castéji vyskytuje u masozravet
a v8ezravcl nez u bylozravcu. Tato bakterie je vyluCovana stolici. V trusu, prachu a vodé
muze piezit po dobu nékolika tydni az mésict. Ve stievé je patogenni, jen pokud je vybavena
faktory virulence, mimo stievo je patogenni témét vzdy. E. coli vyvolava zejména infekce
mocovych cest, infekce ran, septicka onemocnéni, prijmy (Bednaft a kol., 1999; Quinn a kol.,

1994; Votava a kol., 2010).

Rod Enterobacter

Do tohoto rodu patii opouzdiené gram-negativni ty¢inky. Vyskytuje se v pidé¢, vodg,
jako komenzal v zazivacim traktu lidi izvifat. Muize vyvolat infekce mocovych cest.
Mezi vyznamné druhy patii Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
sakazakii (Bednat a kol., 1999; Tadesse a Alem, 2006).

Rod Klebsiella

Rod Klebsiella je blizky rodu Enterobacter, na rozdil od n¢j je ale 1épe adaptovan
na zivot mimo stfevo. Charakteristickym znakem je tvorba pouzder, diky kterym jsou kolonie
vyrazné¢ mukézni. Vyznamna je absence pohybu a uredzova aktivita. Jako stfevni komenzaly
jsou klebsiely méné bézné nez enterobaktery. Muze zpusobit infekce mocovych cest,
mastitidy, pneumonie ahnisavé infekce. Mezi vyznamné =zastupce patii Klebsiella
pneumoniae a Klebsiella oxytoca (Bednat a kol., 1999; Markey a kol., 2013; Votava a kol.,
2007).

Rod Proteus

Vyskytuje se ve stfevnim traktu lidi izvifat, v puad¢, vodé i kanalizaci. Jsou to
pohyblivé, neopouzdiené, pleomorfni tyCinky. Zpisobuji infekce mocovych cest, otitidy
aprijmy. Vyznamnymi druhy jsou Proteus mirabilis aProteus vulgaris. Jejich
charakteristickou vlastnosti je plazivy riist na tuhych médiich. Z biochemickych vlastnosti je

napadna tvorba ureazy (Bednarf a kol., 1999; Markey a kol., 2013; Tadesse a Alem, 2006).

23



Rod Pseudomonas

Do rodu Pseudomonas patfi stfedné velké gram-negativni tyCinky. Pohybuji se diky
pfitomnosti jednoho nebo vice polarnich bic¢ikti. Jsou striktné aerobni, oxidaza i kataldza
pozitivni. Rostou pfi teplotach od 4 do 42 °C a n&které kmeny jsou schopné tvofit pigmenty.
Bézné se vyskytuji v odpadnich vodach, pudé iV travicim traktu savcl. NejvyznamnéjSim

zastupcem je Pseudomonas aeruginosa (Bednaf a kol., 1999; Quinn a kol., 1994).

Pseudomonas aeruginosa vytvaii kovove lesklé kolonie, které na krevnim agaru tvofi
zony uplné hemolyzy. Vytvaii modrozeleny pigment pyocyanin. Charakteristickd je také
jasminova viné. Vyskytuje se v pidé a vodé, mize byt ale nalezena i nakuzi, sliznicich

a ve vykalech zvitat (Bednaf a kol., 1999; Tadesse a Alem, 2006).

Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou gram-pozitivni koky o priméru asi 1 um, uspotfadané jednotlive,
vV parech, tetraddch, v kratkych fetizcich o nejvySe ctyfech bunkach a pfedev§im
v nepravidelnych shlucich tvaru hroznd. Jsou nepohyblivé, netvoti spory. Az na vyjimky jsou
fakultativné anaerobni, katalaza — pozitivni, oxidaza — negativni (Votava a kol., 2007).
Stafylokoky maji vétSinou respiraéni i1 fermentani metabolismus. Pti zkvaSovani cukrt tvofi
kyseliny, ne vSak plyn. Jsou dozna¢né miry rezistentni k nepfiznivym vlivim zevniho
prostiedi, jako je vyssi teplota, vyssi koncentrace NaCl a vysychéani. Diky témto vlastnostem
mohou byt soucasti normalni mikroflory kize asliznic. Nékteré druhy produkuji ve vodé
nerozpustné pigmenty karotenového typu, které zbarvuji kolonie krémové, zluté az oranzove.

Nepigmentujici druhy rostou v bilych nebo $edych koloniich (Bednaf a kol., 1999).

Nejvice se stafylokoky nachdzeji u zvifat, né€které druhy jsou patogenni. Jsou
povazovany za podminéné patogenni, vyvoldvaji akutni a hnisavé infekce. Dva hlavni
patogenni stafylokoky, Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius a Staphylococcus
pseudintermedius, jsou koagulaza — pozitivni. Test na koaguldzu obvykle dobie koreluje
s patogenitou. Koagulaza — negativni stafylokoky jsou komenzalové b&zné se vyskytujici
Vv Zivotnim prostfedi. Jsou povazovany za hlavni slozku normalni mikroflory zvitat a lidi.

Obcas mohou zptsobit oportunni infekce. Rod Staphylococcus je v ptirod¢ Siroce rozsifeny
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a bézné se vyskytuje po celém svéte u saveu i ptakt. Kolonizuji nosni dutinu, nosohltan, kiizi

a sliznice. Pfechodné se mohou nachazet i ve stfevnim traktu (Markey a kol., 2013).

Rod Streptococcus

Streptokoky jsou gram — pozitivni, katalaza — negativni, oxidaza - negativni Koky
uspofadané do dvojic a fetizkli. Nejsou pohyblivé. Na krevnim agaru rostou v drobnych
koloniich vétSinou obklopenych zoénou alfa nebo beta hemolyzy. Az na vyjimky nerostou
pti 10°C ani 45°C, v ptitomnosti 6,5 % NaCl nebo 40 % Zlucovych soli. Nerostou ani pii pH
vyS$$im nez 9. VétSina druhil je fakultativné anaerobni, rst nékterych je podporovan CO,.
Kone¢nym produktem pii fermentaci cukrt je kyselina mléénd. Nékteré druhy jsou primarné
patogenni (Streptococcus pyogenes), velkou skupinu tvofi druhy podminéné patogenni
(Bednar a kol., 1999; Votava a kol., 2007).

Streptokoky jsou komenzalové sliznic, jsou souc¢asti normalni mikroflory dutiny ustni,
hornich cest dychacich, mohou byt pfitomny v zaZivacim traktu. VétSina streptokokil
se vyskytuje uzvitat jako komenzalové sliznic hornich cest dychacich a dolniho

urogenitalniho traktu. Jsou nachylné k vyschnuti (Bednat a kol., 1999; Markey a kol., 2013).
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1.3 Vliv mikroorganismii na kvalitu kanciho spermatu

Produkce spermatu o vysoké kvalité je dilezitd zejména proto, ze sperma jednoho

kance muize byt pouZito pro inseminaci vice prasnic (Rozeboom, 2000).

Bakterialni kontaminace je dulezity ukazatel kvality kan¢iho spermatu pouzivaného
k inseminaci. Kontaminace kanciho spermatu obvykle zhorSuje jeho kvalitu. Pfitomnost
bakterii v kan¢im spermatu je davana do souvislosti s aglutinaci spermii, snizenou Zivotnosti
spermii. Dale mize mit vysoky pocet bakterii vliv na integritu akrozomu, osmoticky tlak
nebo pH spermatu. Bakterialni kmeny detekované v kan¢im spermatu patii prevazné do Celedi
Enterobacteriaceae. VétSina z téchto kmenti neni povazovana za primarni patogeny kancu.
Ke kontaminaci mize dojit v disledku infekce mocovych cest nebo béhem odbéru spermatu

(Althouse, 2000; Kuster, Althouse, 2016; Ubeda a kol., 2013).

Kontaminace kanc¢iho spermatu muze zpusobit neplodnost z divodu vzniku
endometritidy u samice, embryonalni ¢i fetalni smrt a dal$i onemocnéni a infekce (Maes,
2008; Martinet, 2010).

Bakterie ptsobi svym spermicidnim ucinkem pifimo na spermie. Hlavni
spermatotoxické ucinky bakterii na spermie souvisi s pifimym rozrusenim spermii. Déle jsou
spermie poSkozovany lipopolysacharidem a cytolysinem bakterii, pisobenim leukocytt
a protilatek (Kuster, Althouse, 2016).

Dosud je nejvice prostudovana interakce E. coli na spermie. E. coli ptilne k povrchu
prostiednictvim mandzu vazajicich adhezind. Tato vazba vede K ultrastrukturalnimu
poskozeni plazmatické membrany spermii. Spermicidni u¢inek se odviji od koncentrace
bakterii ve vzorku. Pro E. coli byl stanoven pomér bakterie ke spermiim 1:1 jako prahova
hodnota pro indukci aglutinace a snizeni pohyblivosti spermii (Althouse, Lu, 2005; Althouse

Pierdon, Lu, 2008).

Martin a kol. (2010) ve své studii uvadi, ze ze 115 vzorku jich 72 (63 %) vykazovalo
urcity stupen aglutinace. E. coli byla pfitomna u 63 vzorku (tj. 55 %). E. coli izolovana
ze spermatu je schopna vyvolat velmi silnou aglutinaci spermii. Aglutinace byla pozorovana
makroskopicky jako malé bilé shluky, které lze snadno pozorovat pouhym okem
na podloznim sklicku. Kromé aglutinace spermii ma pfitomnost E. coli v kan¢im spermatu

vliv na velikost vrhu. Nizsi pocet narozenych mlad’at se objevuje pii koncentraci E. coli
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nad 3,5 x 10° CFU/mI. Pokud sperma obsahuje vice nez 3,5 x 10° CFU/mI E. coli nemélo by

byt pro umélou inseminaci pouZito.

Yaniz a kol. (2010) uvadi, Zze u vzorkt skladovanych pii 15°C s piitomnosti E. coli
doslo k drastickému sniZeni pohyblivosti, rychlosti a Zivotaschopnosti spermii. Tyto zmény

byly méné intenzivni uvzorkli, kde Dbyly pifitomny Staphylococcus aureus

nebo Staphylococcus epidermidis.

Obrazek 2: Aglutinace spermii zpusobena bakterialni kontaminaci (Kuster, Althouse, 2016)

Jako hlavni problém bakterialni kontaminace kanéiho spermatu uvadi Ubeda
akol. (2013) snizeni pohyblivosti spermii. Pohyblivost byla vyrazné snizena u vzorkd
spermatu, které obsahovaly tyto mikroorganismy: Klebsiella oxytoca, Morganella morganii,

Serratia marcescens, Proteus mirabilis.

Morganella morganii je davana do souvislosti se snizenim koncentrace spermii
Vv ejakulatu a s morfologickymi abnormalitami akrozomu. Proteus mirabilis zptsobuje
abnormality ve tvaru spermii (Ubeda a kol., 2013).

Pfitomnost Pseudomonas aeruginosa v kan¢im spermatu je potencionalni zdroj Sifeni
infekénich chorob. Negativné ovliviiuje Zivotnost a fertilizaéni schopnosti spermii.
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Pseudomonas aeruginosa vyvolava $kodlivé G¢inky na kvalitu kancich spermii i béhem
skladovani v kapalné formé pti 15-17°C (Sepulveda a kol., 2014).

Obrazek 3: Kanci spermie a bakterie Pseudomonas sp. (Kuster a Althouse, 2016)
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1.4 Inhibice mikroorganismii v kan¢im spermatu

1.4.1 Redéni a konzervace kanc¢iho spermatu

Redidla jsou vodné roztoky, které se pouzivaji ke zvySeni objemu ejakulatu a k ziskani
vétsiho mnozstvi inseminaéni davky. Dal$im divodem pouzivani tedidel je zajiSténi

optimalniho prostfedi pro spermie, ve kterém zistanou zivé nékolik dni (Gadea, 2003).

Spermie se nachazeji v semenné plazmé, kterd jim dodava potiebné ziviny pro vysoké
metabolické naroky pfi transportu spermii prostfedim pohlavniho Ustroji samice. V ejakulatu
mize byt tato vysoka metabolicka aktivita zachovana jen po omezenou dobu. Aby mohli byt
spermie uchovany del§i dobu, musi byt jejich metabolicka aktivita sniZena uchovavanim
pfi snizené teploté. V praxi je doporucena teplota 15 — 20°C. Nizs8i teplota skladovani

prodluzuje jejich Zivotaschopnost (Gadea, 2003; Paulenz a kol., 2000).

Stupen fedéni spermatu, resp. kone¢ny objem nafedéného spermatu, uréuje zvoleny
pocet aktivnich spermii vjedné inseminacni dévce a celkovy pocet aktivnich spermii
ve spermatu. K inseminaci se pouzivaji inseminaéni davky s obsahem 1,5 -3 miliardy spermii,

u zmrazeného spermatu 2,5 — 5 miliard o objemu 80 — 100 ml (Riha a kol., 2003).

Principem konzervace spermatu je uvedeni spermii do stavu anabiozy (polospanku),
na 16 az 18°C aslozenim fedidel. V prubé¢hu konzervace nesmi dojit k poSkozeni
povrchovych membran akrozomu, aby nedoSlo k poskozeni jejich fertilizacni schopnosti.
Redidla pouzivana pfi konzervaci kan¢iho spermatu proto obsahuji ochranné a vyzivné latky.
Jedna se ptredev§im o glukozu, citronan sodny, uhli¢itan sodny, chelaton a aminokyseliny

(Kopftiva a kol., 1996).

Spermie produkuji energii potfebnou pro udrzeni metabolismu a pro pohyb bi¢iku
prostiednictvim glykolytické drahy. Tyto procesy probihajici v mitochondriich se nachézi
Vv prostiedni ¢asti spermie. Zdrojem energie nejcastéji pouzivanym V fedidlech ejakulatu je
glukoza. Byly testovany ijiné cukry napt. galaktoza, fruktdza, ribéza, trehaldza, ale byly

u nich pozorovany horsi vysledky (Gadea, 2003).

Pro kontrolu pH fedidel se vyuZivaji pufra¢ni ¢inidla. Hodnota pH kanciho ejakulatu
se pohybuje kolem 7,4 + 0,2. Pokud je tato hodnota sniZena, snizi se také metabolismus

a pohyblivost spermii. Mezi nejjednodussi pouzivané pufry patii uhli¢itan sodny nebo citrat
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mohou kontrolovat pH v §ir§im rozmezi. Pufry MOPS a Hepes nejsou zavislé na teploté
(Gadea, 2003).

EDTA se ptidava do fedidel kan¢iho spermatu pro své chelata¢ni vlastnosti. Kdyz jsou

vapenaté ionty zachyceny, je inhibovana iniciace kapacitace spermii (Watson, 1995).

K regulaci osmotického tlaku v kan¢im ejakulatu se pouzivaji soli anorganickych

iontd, jako jsou sodik a chlorid draselny (Gadea, 2003).

Pro bézné ucely produkce mohou byt fedidla rozdélena do dvou hlavnich skupin,
atonatedidla ke kratkodobému a dlouhodobému uchovani spermatu. Kratkodoba fedidla
prodluzuji Zivotaschopnost spermii az na dobu 3 dnti a jsou Siroce vyuZzivana po celém svéte
pro rutinni praci. Pfi pouziti dlouhodobych fedidel 1ze prodlouzit zivotaschopnost spermii az
na5 — 7 dni. Jsou pouzivana, pokud je sperma skladovano nékolik dni nebo pokud je
prepravovano na dlouhou vzdalenost. Dlouhodobé fedidla obsahuji BSA, ktery ma pozitivni
vliv na prezivani spermii. Cystein je pouzivan jako stabilizator membran inhibujici kapacitaci

(Almond a kol., 1994; Gadea, 2003; Johnson a kol., 2000).

V soucasné dob¢ je jednim z nejpouzivanéjSich fedidel BTS (Beltsville Thawing
Solution) vyvinuté Purselem a Johnsonem v roce 1975 pro rozmrazovani zmrazené¢ho kanciho
spermatu. V roce 1988 bylo Johnsonem a kol. upraveno pro skladovani spermatu. Toto
kratkodobé tedidlo je slozeno z 205 mM glukozy; 20,39 mM NaCl; 5,4 mM KCI; 15,01 mM
NaHCOs3; 3,35 mM EDTA (Johnson a kol., 1988). BTS obsahuje nizkou koncentraci drasliku.
Udrzuje intracelularni koncentraci tohoto iontu na fyziologické hladiné¢ b&hem skladovéni

(Johnson a kol., 2000).
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Tabulka 1: Slozeni kratkodobych a dlouhodobych fedidel pouzivanych pro kanéi sperma

(Vyt, 2007).
Kratkodoba fedidla Dlouhodoba fedidla
BTS' Kiev® Androhep® | Modofikovana | Zorlesco’
Modena*

Glukoza (g/) 37,00 60,00 26,00 25,00 11,50
Citrat sodny (g/1) 6,00 3,70 8,00 6,90 11,70
NaHCO; (g/1) 1,25 1,20 1,20 1,00 1,25
EDTA (g/1) 0,75 3,70 2,40 2,25 2,30
HEPES (g/l) 9,00

BSA (g/1) 2,50 3,00 5,00
Kyselina citronova (g/l) 2,00 4,10
Tris pufr (g/l) 5,65 6,50
Cystein (g/l) 0,05 0,10

Legenda:

Lpursel a Johnosn, 1975

2\Waberski, 1994
3 Weitze, 1990

4 Johnson a kol., 1988
® Gottardi, a kol., 1980

1.4.2 Antibiotika v Fedidlech kanc¢iho spermatu

Komponenty fedidel, tedy ptfedevSim glukdza adale teplota, pfikteré je sperma

skladovano (15 — 17°C) podporuji rust vétSiny gram-negativnich bakterii. Bakteridlni

kontaminace kanciho spermatu snizuje jeho kvalitu, coz nasledné vede i ke snizeni doby,

po kterou muze byt sperma uchovavano (Gadea, 2003).

Pfidani antibiotik ve vhodné koncentraci zlepSuje pteziti spermii a také zlepsuje

vysledky plodnosti. Zpocatku byla nejcastéji pouzivana kombinace antibiotik penicilin

a streptomycin v koncentraci 1 g/l. V navaznosti nato, jsou dnes Uspé$né pouzivany

aminoglykosidy, vcetné gentamycinu, neomycinu, kanamycinu v koncentraci asi 200 mg/I
(Gadea, 2003).
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Kombinace lincomycinu a spectinomycinu (300/600 pg), dale tylosin (100 ug)
nebo gentamycin (500 pg) vykazuji dobré vysledky proti mykoplazmatim, ale i dal$im
bakterialnim druhtim (Lein, 1986; Shin, 1986).

Antibiotika mohou vsak byt pro spermie toxicka. Pouzivani antibiotik v fedidlech
kanc¢iho spermatu muZe mit nepfiznivy vliv jak na kvalitu a Zivotnost spermii, tak na zivotni
prostiedi. To omezuje vybér antibiotik, ktera mohou byt pouzita do fedidel spermatu.
Ve snaze snizit toxicitu na ejakulat je pouzivana smés antibiotik. To mlze vést k rozvoji
antibiotické rezistence, ktera mize byt pfenesena inaostatni bakterie v téle hostitele.
U gentamycinu, coZ je bézn¢ pouzivané antibiotikum v komerc¢nich fedidlech, byl prokazan
neptiznivy vliv na pohyb a zivotaschopnost spermii. Dale je nezbytné, aby fedidla a sperma
obsahujici antibiotika, byly likvidovany schvalenym zpusobem pro inaktivaci antibiotik,

piedtim nez se dostanou do zivotniho prostiedi (Aurich a Spergser, 2007; Morrell, 2016).

Tabulka 2: Rizika a vyhody pouZzivani antibiotik v fedidlech spermatu (Morrell, 2016)

Rizika Vyhody

Redidla bez antibiotik

Bakterie soutézi se spermiemi
0 ziviny, produkuji toxicke
metabolity a lipopolysacharid.
Mohou zptsobit onemocnéni
u samic po umé&lé inseminaci.

Z4dné toxické puisobeni
antibiotik na spermie
ani riziko $ifeni
antibiotické rezistence.

Redidla s antibiotiky

Antibiotika mohou byt toxicka
pro spermie. Bakterie mohou
byt na antibiotika jiz rezistentni,
¢i naopak muze dojit ke vzniku
rezistence. MlzZe dojit

ke kontaminaci zivotniho
prostiedi.

Zniceni kontaminujicich
bakterii predtim nez se
zacnou mnozit ¢i nez
zacnou soutéZit o Ziviny
v fedidle. Bakterie nejsou
prevedeny na samice
béhem umélé inseminace.
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Nejcastéji pouzivana antibiotika v fedidlech kan¢iho spermatu jsou aminoglykosidy.
Aminoglykosidy jsou hydrofilni cukry, které maji n€kolik amino a hydroxy substituent
(Kotra a kol., 2000). Ptisobi bakteriostaticky inhibici syntézy proteinti a ptisobenim na mMRNA
pii prepisu genetické informace (McPhee a kol., 2012).

Antibiotické spektrum aminoglykosidovych antibiotik je pomérné Siroké. Zahrnuje
gram-negativni (enterobakter, serraCie, citrobakter, pseudomonady, klebsiely, salmonely,
shigely) igram-pozitivni bakterie (Staphylococcus aureus, vcetné kment produkujicich
betalaktamazu a Staphylococcus epidermidis). Mezi méné citlivé az necitlivé bakterie patii

streptokoky a enterokoky. Necitlivé jsou anaeroby (Martinkova, 2007).

Piisobi baktericidné fazi rychlého zabijeni (6 hodin). Po této fazi nasleduje
bakteriostdza (postantibioticky efekt). Nevyhodou je mozZnost vzniku mnohocetné rezistence,
jejiz pricinou byvaji zmény propustnosti bunééné mikrobialni stény, modifikace nebo absence
prislusného mikrobialniho receptoru nebo zména chemické struktury antibiotika adenylaci,

acetylaci nebo fosforylaci postrannich skupin (Martinkovéa, 2007).

Aminoglykosidy se nevstiebavaji z gastrointestinalniho traktu (GIT), po parenteralnim
podani se distribuuji do extracelularniho prostoru, nepronikaji intraceluldrné. Mezi b&zné
dostupné a pouzivané aminoglykosidy patii gentamycin, amikacin, kanamycin, neomycin
a streptomycin. Neomycin je pfi parenteralnim podani zna¢né toxicky, z GIT se nevstiebava.
Podava se mistné do télnich dutin, naktzi nadrobna poranéni, casto v kombinaci
s bacitracinem. Peroralné¢ se podava k vyhubeni aerobni stfevni flory. Gentamycin,
tobramycin, amikacin, netilmicin se podavaji intravendzné nebo intramuskuldrné u zavaznych
infekci, jako jsou sepse, pneumonie, infekce mocovych cest zplisobené gram-negativnimi

mikroby. Casto se kombinuji s betalaktamovymi antibiotiky (Martinkova, 2007).
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1.4.3 Alternativa k antibiotikiim v Fedidlech kan¢iho spermatu
Fyzikalni odstranéni bakterii z kanc¢iho ejakulatu

Navzdory potiebé hledat alternativa ke konvencnim antibiotikiim, jsou vyzkumy
natoto téma stale ojedinélé. Behem poslednich dvou desetileti je pozornost vénovana
koloidni centrifugaci kanciho spermatu. Dfive byla pozornost vénovana hlavné centrifugaci
V hustotnim gradientu (DGC), v posledni dobé se zaméfuje na jednovrstvou centrifugaci
(SLC). Fyzikalni odstranéni bakterii ze vzorkli spermatu napt. koloidni centrifugaci by mohla

byt efektivni alternativou k pfidavani antibiotik do fedidel (Morrell, Wallgren, 2011).

Aplikace jednovrstvé centrifugace V konzervaci kanciho spermatu jsou nasledujici:
zlepsit kvalitu spermii v umélé inseminaci, zvysit dobu skladovani vzorkid spermatu, odebrat
patogeny, a tim zlepsit biologickou bezpecnost davky spermatu a snizit pouzivani antibiotik
(Morrel, Wallgren, 2011).

Koloidni centrifugace spermatu je relativné jednoduchd metoda, kterd je dostupna
ve vétsing laboratofi na zpracovani spermatu. Metoda jednovrstvé centrifugace je jednodussi
a ¢asové mén¢ naroc¢na nez centrifugace v hustotnim gradientu. Vyuziva pouze jednu vrstvu
koloidu, ¢imz odpadd potieba pfipravovat nékolik vrstev koloidu o riznych hustotach.
Ptipraveny koloid je nalit do centrifugac¢ni zkumavky afedéné sperma je vrstveno peclivé
navrch (obr. 4). Pro optimalni selekci semene by neméla koncentrace spermii v ejakulatu
ptresahnout pfiblizné 100 milioni/ml, aby se piedeslo pietizeni koloidu. Zkumavka se odstiedi
pti 300 x g 20 minut. Béhem centrifugace je semenna plazma umisténa v horni ¢asti, zatimco
spermie jdou doli skrze koloid. Peleta na dn¢ zkumavky obsahuje pohyblivé a zivotaschopné
spermie. Supernatant (obsahujici fedidlo, semennou plazmu a mrtvé spermie) a vétSina
koloidu je odsata. Peleta spermatu je poté odebrana zpod zbytku koloidu sterilni pipetou a je
premisténa do Cisté zkumavky s ftedidlem spermatu (Morell, Wallgren, 2011; Morrell,
Wallgren, 2014).

Koloidni centrifugace spermatu umoznuje odstranit vyznamnou ¢ast kontaminujicich
bakterii. Mikroorganismy a jiné buiiky se po centrifugaci nachazi v semenné plazmé, ktera je
umisténa Vv horni ¢asti zkumavky. Oproti tomu spermie, které chceme odebrat, tvoii peletu

na dn¢ zkumavky (Morrell, wallgreb, 2016; Morrell, Rodriguez — Martinez, 2016).
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Obrazek 4: Jednovrstva centrifugace ejakulatu s pouzitim Androcoll-E (Morrell, Wallgren,
2011)

Prirodni latky jako inhibitory mikroorganismi

Lécebné ucinky piirodnich latek jsou zndmé jiz po mnoho staleti. Jejich biologicka
aktivita zahrnuje antimikrobialni, antivirové, antimykotické a antiparazitarni ucinky.
Systematické sledovani antibakteridlnich rostlinnych extraktii predstavuje trvalou snahu najit

nové slouceniny s potencidlem nahradit antibiotika (Mazurova a kol., 2006).

Zpusoby antimikrobidlni aktivity sloucenin pfirodniho plivodu jsou predmétem
vyzkumu fady védeckych pracovist. Inhibi¢ni vlastnosti téchto latek jsou ovliviiovany mnoha
faktory. Stojanovic (2005) ve své studii informoval o niz§i G¢innosti piirodnich slouc¢enin
na gram-negativni bakterie. Kalemba a Kunicka (2003) zjistili, ze inhibi¢ni u¢inky souviseji

také s hydrofilnimi a lipofilnimi vlastnostmi ptirodnich latek.

Terpenoidy jsou vyznamné slozky rostlinnych silic a pryskyfic. Antimikrobidlni
ucinnost terpenoidi podporuje jejich lipofilni charakter. Slouceniny se vazou na lipidy vnéjsi
membrany, ¢imz negativné ovliviiji jeji integritu. Stim souvisi porucha funkce
membranovych proteind, inhibice dychani a naruseni iontové rovnovéahy, coz nasledné vede
ke smrti bakterialni bunky (Cowan, 1999, Dorman, Deans, 2000, Marino akol., 2001,
Trombeta a kol., 2005).
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Mechanismus antimikrobialniho pisobeni fenolovych sloucenin, vcetné kyseliny
gallové, je zaloZen na schopnosti narusit integritu bakteridlni cytoplazmatické membrany

a zasahovat do metabolismu bakterii (Mazurova a kol., 2015).

Kyselina gallova je piirozené se vyskytujici fenolicka sloucenina s antioxidacnimi,
antibakterialnimi a antifungicidnimi ucinky. Je vysoce rozpustnd ve vodé aV polarnich
rozpoustédlech jako je metanol a etanol. Tato latka se nachazi v habru, dubové kife, dubénce,
V zeleném acerném caji, chmelu, granatovém jablku a v dalSich rostlinach a plodech.
Kyselina gallova se vyskytuje bud’ jako volna (nevazand) molekula nebo miize byt vazéna
na molekuly tfislovin, ze kterych miize byt separovana kyselinami nebo termalni hydrolyzou
(Mazurova a kol., 2015). Antimikrobialni aktivita fenolickych produkti mize zahrnovat
rizné zpusoby ucinku, a to destabilizaci a permeabilizaci cytoplazmatické membrany, inhibici
enzymi oxidovanymi produkty. Fenoly mohou inhibovat syntézu nukleovych kyselin jak
u gram-negativnich, tak u gram-pozitivnich bakterii (Cushnie, Lamb, 2005). Kyselina gallova
méni  bakteridlni hydrofobicitu, je elektrofilni a vyznamné tak ovliviluje komponenty
bakterialniho povrchu. Kyselina gallova ve styku s gram-negativnimi i gram-pozitivnimi
bakteriemi propaguje poskozeni membrany, uvolnéni intracelularniho obsahu a naslednou
smrt bunék. Tento ucinek je zavisly na bakteridlnim druhu. Vyznamné Gc¢inky byly zjistény
predevdim u Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Uginné koncentrace kyseliny
gallové jsou pftili§ vysoké a tedy nevhodné k samostatné aplikaci pro antimikrobialni terapii

(Borges a kol., 2013).

Med je jednim znejstarSich tradicnich 1éCiv pouzZivanych k 1é€b€ mikrobidlnich
infekei. Je také ucinnym antimikrobialnim ¢inidlem pouzivanym k 1é€bé popalenin a ran.
Vysoky obsah cukru a fyzikalné — chemické vlastnosti medu jako je vysokd osmolarita, nizka
aktivita vody a kyselost pfedstavuji nevhodné podminky pro rist bakterii (Faustino, Pinheiro,
2015). Antimikrobialni vlastnosti medu mohou byt dulezité proti bakteriim, u kterych se

vyvinula bakterialni rezistence vici antibiotikim (Armstrong, Otis, 1995).

Kwakman akol. (2010) uvadi, ze za antimikrobialni G¢inky medu je zodpovédny
enzym defensin — 1, ktery je soucasti imunitniho systému medonosnych vcel. Pfitomnost
tohoto enzymu byla zjisténa také v medu. Defensin — 1 je peptid znamy také jako royalisin.
Tento enzym ma silnou aktivitu pouze proti gram-pozitivnim bakteriim véetné Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus a Paenibacillus larvae, ktery je ptvodcem ni¢ivého

onemocnéni véelich larev (Kwakman a Zaat, 2012).
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Schopnost medu vyrabét malé mnozstvi peroxidu vodiku, ktery zabiji mnoho bakterii,

hraje dulezitou roli v antimikrobialni aktivité medu (Kacaniova a kol., 2011).
Chemické latky jako inhibitory mikroorganismii

Antimikrobidlni efekt kovi, jako je rtut’, stiibro, méd’, zelezo, olovo, zinek, bismut,
zlato a hlinik je nazyvan oligodynamicky efekt. Pfesny mechanismus u¢inku neni zcela znam.
Ptedpoklada se, Zze kovové ionty denaturuji enzymy cilové buniky vazbou na reaktivni skupiny
a vedou Kk jejich srazeni a inaktivaci. Bakterie obecné jsou timto efektem ovlivnény, naopak
viry nejsou k tomuto efektu citlivé. Tento nepomér naznacuje, Ze toxické mechanismy maji

vliv na metabolismus, protoze viry nejsou metabolicky aktivni (Seiler, Berendonk, 2012).

Zinek je jednim z dulezitych stopovych prvkl téla. Jeho nedostate¢nost zplsobuje
neplodnost vétSiny zvifat. Dochazi K porucham vyvoje varlat a spermatogeneze. Celkovy
obsah zinku ve spermatu savcu je vysoky aje dulezity jak pro spermatogenezi, tak
pro koncentraci spermii. Zinek prispiva ke stabilit¢ chromatinu spermii a opravé poskozené

DNA (Dorostkar a kol., 2013).

Cetné funkce semenné plazmy jsou vysledkem jejich schopnosti vazat zine¢naté ionty.
Ty chrani chromatin spermii a reguluji jejich motilitu. Dale tyto proteinové ligandy vyvijej
imunomodulaéni, antibakterialni a antioxida¢ni funkce v reprodukénim traktu (Mogielnicka-

Brzozowska a kol., 2011).

Zinek je esencialni stopovy prvek pro rist aenzymatickou aktivitu heterofilnich
bakterii. AvSak nadmérné zatizeni zinkem vykazuje toXicitu a inhibici mikrobialnich procest.
Ve své studii Bong akol. (2010) uvadi, Ze ptidavek zinku nezptlisobil vyznamné zmény

V poctu bakterii, ale snizil i€innost aminopeptidazy.

Kelly a kol. (2003) uvadi, ze i kdyZ je zinek esencialni stopovy prvek pro rust bakterii,
pfi vysoké koncentraci zinku je vétSina bakterii inhibovana. Jen velmi omezeny pocet
rezistentnich bakterii miize pfezit. Divodem je, Ze tézké kovy méni konformaci struktury
nukleovych kyselin a proteinii, a v disledku toho se tvofi komplexy S proteiny, které je €ini

neaktivnimi.
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 VySetfovany material

Vysetfovanym materidlem byly vzorky cerstvé odebraného kanciho spermatu.
Vysetfovany byly vzorky nativni a fedéné kratkodobymi i dlouhodobymi fedidly s piidavky
ruznych inhibi¢nich latek, jejichz U¢innost byla testovana. Vzorky kanciho spermatu byly
dodany Vyzkumnym ustavem zivolisné vyroby, v.v.i., odd¢leni chovu prasat, Kostelec

nad Orlici.
2.2 Testované latky

Testovanymi latkami byly thiosiran sodny heptohydrat (Lachema Brno, ¢. Sarze
40024/0291), Aurum koloidni zinek + vitamin C (Pharma Activ Czech s.r.o., bez sarze),
kyselina gallova (Sigma-Aldrich, ¢. Sarze 126284451107322), med. Dale byl testovan ucinek
ruznych fedidel uréenych k fedéni a uchovavani kanciho spermatu. Pfesné sloZeni tedidel
bylo znamo pouze u nékterych znich. Testovanymi fedidly byly BTS bez antibiotik
(Munitube, Germany, ¢. sarze 04032013), BTS s antibiotiky (Munitube, Germany, ¢. Sarze
24020529201), Androhep (Munitube, Germany, ¢. Sarze 23020527101), VIP 3 (Hema
Malsice CZ, bez Sarze), VIP 5 (Hema MalSice CZ, bez Sarze), VIP 7 (Hema Malsice CZ,
bez sarze), Vitasem LD (Magapor, Spain, bez $arze), BIO PIG (Magapor, Spain), M Il
(Munitube, Germany, ¢. Sarze 25020533101), OPTIM (Magapor, Spain), SCP (IMV, France),
koncentrat 1, koncentrat 2. Slozeni nékterych testovanych fedidel je uvedeno v tabulkach

3a4.

2.3 Pristroje a pomicky

o Ptistroje
Laminarni box MCS 12 (JOUAN SA, Francie), tiepacka Vortex-1 plus (BIOSAN,
EU), zédkalomér DEN-1B (McFarland Densitometer, BIOSAN, Lotyssko), svételny
mikroskop Eclipse 80i (Nikon, Japonsko), digitalni vahy 440-43 (KERN, Némecko),
plynovy kahan, AEG SANTO chladni¢ka a mrazni¢ka (Elektrolux, Svédsko),
termostat skiinovy TC 125S (Lovibond), biologicky termostat BT 120MR (EKOM
s.r.0., Polnd), pocitadlo kolonii Star-count STC 1000 (VWR International BVBA,
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Svycarsko), sterilizace skla (Sterimat HS202A, BMT Medical Technology s.r.o., CR),
sterilizace plastii (parni sterilizator PS20A, Chirana, CR) a sterilizace pud

(horkovzdugny sterilizator Sterilab, BMT Medical Technology s.r.o., CR).

o Chemikalie a pomucky
Jednokanalové pipety (0,5-10 ul, 20-200 pl, 100-1000 ul, 500-5000 pl; Sartorius —
family Biohit, Némecko), $picky (10 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 ul, 5000 ul) a filtry

(Sartorius — family Biohit, Némecko), sterilni plastové Petriho misky 9 cm.

Sklenéné lahve se §roubovacim zavitem 500 ml (Fisher Scientific, spol. s.r.o., CR),
odmérné vélce 25 ml, 500 ml (SIMAX — Kavalierglass, a.s., CR), Erlenmayerova
baiika 500 ml (Scientific, spol. s.r.o., CR), sklenéné zkumavky, stojany na zkumavky,

silikonové a kovové zatky, bakteriologické klicky, sklenéné L-hokejky.

Biochemické testy Mikrolatest (Erba Lachema, s.r.0.), fyziologicky roztok, krevni
agar, imerzni olej, peroxid vodiku 3%, parafinovy olej, krystalova violet,

karbolfuchsin, Lugoltv roztok, destilovana voda, etanol 70%.

2.4 Priprava kultiva¢nich médii a roztoki

Krevni agar

17 g Blood Agar Base No. 2 (HiMedia Laboratories, ¢. sarze 0000154609) bylo
rozpusténo ve 400 ml destilované vody. Agarovy zaklad byl sterilizovan v parnim
sterilizatoru po dobu 15 minut pfi teploté 121°C. Po vychladnuti ptiblizné na teplotu 45-50 °C
bylo piidano 20 ml defibrinované berani krve. Pfipravena agarova puda byla nalita
na plastové Petriho misky, které byly thned zakryty vicky. Po vychladnuti byly skladovany

Vv chladnicce pfi teploté 4°C. Maximdalni doba skladovéni krevniho agaru je 3 tydny.

Fyziologicky roztok

4,25 g NaCl (PENTA s.r.0., ¢ sarze 1801310113) bylo rozpusténo v 500 ml
destilované vody. Ptipraveny roztok byl sterilizovan v parnim sterilizatoru po dobu 15 minut

pii teploté 121°C. Po vychladnuti byl fyziologicky roztok skladovan v chladnicce.
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2.5 Stanoveni uc¢innosti inhibi¢nich latek

Cerstvé odebrané vzorky kandiho spermatu byly transportovany pii cca 17°C.
Poté byly ihned zpracovéany. Nasledné byly umistény do inkubatoru a uchovavany pii teploté

17°C po dobu 3 az 7 dnti, nez byly vzorky opét kultivacné vysetieny.

Nejprve byla pfipravena fedici fada (viz obr. 5). Ato tak, Ze do sterilnich
bakteriologickych zkumavek umisténych ve stojanku bylo napipetovano 9 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Vzorky kanciho spermatu v plastovych zkumavkach byly tadné
homogenizovany na vortexu. Nasledn¢ byl ze vzorku spermatu odebran 1 ml, ktery byl
pfenesen do prvni zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku. Zkumavka byla promichana
na vortexu. Tim vzniklo fedéni vzorku 10x. Ze zkumavky fedéné 10x, byl poté odebran opét
1 ml a ptenesen do druhé zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku. Tim vzniklo fedéni 100x.
Pivodni vzorek kanc¢iho spermatu byl jiz nafedény pii pouziti fedidla. Toto fedéni bylo

zahrnuto pii vypoctu CFU.

1ml 1 ml
Redéni@ﬁedéni
@ 10x 100x
D T )

e BRSNS
/N N

Vzorek kanéiho 9 ml 9 ml
spermatu fyziologického fyziologického
roztoku roztoku

Obrazek 5: Piiprava fedici fady
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Kazdy vzorek byl inokulovan na krevni agar s5 % defibrinované berani krve.

Inokulovano bylo pokazdé 100 pl vzorku, ktery byl nasledné rozetfen L-hokejkou po celé
plose krevniho agaru na Petriho misce.

Po vsaknuti vzorku do krevniho agaru byly Petriho misky vlozeny v zdvésené poloze

do termostatu pii 37°C. Vzorky byly inkubovany 48 hodin, jelikoz 24 hodin inkubace bylo

pro rast bakterii nedostacujici.

Po 48 hodinach inkubace byl zjistén pocet kolonii na jednotlivych miskach pomoci

pocitacky kolonii. Nasledné byl stanoven celkovy pocet mikroorganismt v jednotkach

CFU/ml, podle vzorce:

T V¥(n +0,1n, )*d

> C... soucet viech kolonii spocitanych na vybranych miskach

V... .. objem inokula v ml (zpravidla 1 ml)

Ni... . pocet misek pouzitych provypocet z prvniho pouzitého redeni
Mo... . pocet misek pouzitych pro vypocet z druhého pouzitého fedeni
d... ... faktor prvniho pro vypocet pouzitého fedeni

Ze vzorki kan¢iho spermatu byly ziskény Cisté kultury mikroorganismt, které¢ byly
identifikovany dle morfologie kolonii na kultiva¢nich médiich, morfologie bakterialnich
bunék po obarveni dle Grama a podle vysledkli biochemickych testd. Kmeny, které nebylo
mozné identifikovat biochemickymi testy, byly dour¢eny metodou MALDI — TOF MS

na odde¢leni infekéni diagnostiky Litomy$lské nemocnice.

Vzorky kan¢iho spermatu byly testovany 3 nebo 7 dni podle typu pouzitého fedidla.
Kratkodob4 fedidla byla testovana 3 dny, dlouhodobé 7 dni.
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Tabulka 3: Slozeni testovanych fedidel Tekuty koncentrat fedidla, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Androhep,

BTS, Vitasem LD

Nazev fedidla

SloZeni

Tekuty
koncentrat
redidla

VIP 3

VIP 5

VIP 7

Androhep

BTS

Vitasem
LD

Glukéza

v

\

\

<

<

Frukt6za

Citronan sodny

<

EDTA

NaHC03

KCI

ANIIEN NN

NENANEN

NENANEN

ST XS

ST S

BSA

Kyselina
citronova

<

<

<

Kyselina
askorbova

Acetylcystein

Hepes pufr

Kyselina
hyaluronova

Povidon 40

Inositol

Laktoza
monohydrat

SN XS

SN XS

Slozeni
neuvedeno

Antibiotika

Gentamycin sulfat

Gentamycin

Amoxicilin

Enrofloaxacin

Neomycin sulfat

Polymyxin

Apramycin

Smes
antibiotik
dle
90/429/EEC

SN S

Neuvedeno

Smes
antibiotik
dle
90/429/EEC

Pozn.: Povidon 40 — polyvinylpyrrolidon; absorbuje atmosférickou vlhkost az do 40 %

své hmotnosti
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Tabulka 4: Slozeni testovanych fedidel Tekuty koncentrat 1 a 2, BIO PIG, OPTIM, SCP, M 111

Nazev fedidla Tekuty Tekuty BIO PIG OPTIM SCP M 111
SloZeni koncentrat | koncentrat 2
1
Glukéza v v
Fruktoza v v
Citronan sodny v v
EDTA v v
NaHCO; v v SloZeni SloZeni SloZeni Slozeni
KCI % % neuvedeno neuvedeno neuvedeno | neuvedeno
K.ysellna’ v v
citronova
Acetylcystein v v
Hepes pufr v v
Smés Smés Smés Smés
antibiotik antibiotik antibiotik antibiotik
Antibiotika dle dle dle dle Neuvedeno | Neuvedeno
90/429/EEC 90/429/EEC 90/429/EEC | 90/429/EEC

Pozn.: U Tekutého koncentratu 2 byla navazka o 50 % vyssi nez u Tekutého koncentratu 1,

slozeni a obsah antibiotik byl stejny

Slozeni je orientacni, na obalech neni uvedeno
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

V testovanych vzorcich kanciho spermatu byly nejcastéji se vyskytujicimi
mikroorganismy: E. coli, Proteus sp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus cohnii subsp.
cohnii, Staphylococcus cohnii subsp. urealyticum, Staphylococcus simulans, Micrococcus
luteus, Corynebacterium sp., Bacillus sp., Chryseobacterium gleum, Moraxella canis.

U nékterych vzorkl byla prokazana ptitomnost plisni.

Bresciani a kol. (2014) uvadi jako nejcastéji se vyskytujici mikroorganismy v kané¢im
spermatu E. coli, Serratia marcescens, Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp. a Pseudomonas aeruginosa. Gaczarzewicz akol. (2016) uvadi, jako
nejcastéj$i kontaminanty bakterie rodu Staphylococcus, Streptococcus a Pseudomonas. Martin
akol. (2010) uvadi jako nejcastéjsi kontaminanty E. coli, Proteus spp. a Serratia spp.,
Enterobacter spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus  spp.,

Pseudomonas spp.

Gaczarzewicz akol. (2016) uvadi piitomnost bakterialni kontaminace v koncentraci
80 az 370 CFU/ml. Nami testované nativni vzorky kanc¢iho spermatu obsahovaly 1. den
testovani nejméné 1:10° CFU/mI anejvice 2,2:10° CFU/ml. Podet bakterii v nativnim

spermatu se béhem 3 nebo 7 dnti testovani ménil.

3.1 Pusobeni BTS fedidla a thiosiranu sodného

Kanéi sperma ¢. 1 zahrnovalo 16 vzorkl, které byly nafedény ftedidlem BTS
a thiosiranem sodnym o rizné koncentraci, jak uvadi tabulka 4. Vzorky byly testovany

po dobu 3 po sobé nasledujicich dnd.

Pocet bakterii ve vzorku nativniho semene byl 1. den 2,2-10* CFU/mI. Jak je vidét
na grafu 1, k vyznamnému sniZeni poc¢tu bakterii doslo u vzorki 2 (< 10 CFU/mI), 3 (< 10
CFU/ml), 4(< 10 CFU/ml), které obsahovaly ftedidlo BTS s antibiotiky. Naopak
k nejmensimu sniZeni poctu bakterii doslo u vzorki 8 (5,7-10* CFU/mI), 9 (8,5-10* CFU/mI),

cvwr

U vzorku 10 doslo ke kontaminaci a nebylo jej tedy mozné hodnotit.

Nativni vzorek kan&iho spermatu obsahoval 2. den testovani 2,1-10° CFU/m.

K nejvétsimu snizeni poctu bakterii doslo opét u vzorku 2,3 a 4, kdy u vsech téchto vzorku
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byl poget < 10 CFU/mI. Uvzorka 11 (3,3-10° CFU/mI) a12 (5,5-10° CFU/mI), které
obsahovaly fedidlo a thiosiran sodny 4,029 mM, doslo k nejmensimu snizeni poctu bakterii

(viz graf 2).

Béhem 3. dne testovani obsahoval vzorek nativniho spermatu 9,9-10° CFU/mI. Podet
bakterii v nativnim spermatu byl 1. a 2. den testovani srovnatelny, 3. den doslo k mirnému
snizeni poc¢tu bakterii. Vzorky 2, 3, 4 obsahovaly < 10 CFU/ml. U nich doslo opét

Kk nejvétsimu snizeni poctu bakterii, jak je vidét na grafu 3.

Béhem 3 dnii testovani se pocet bakterii v nativnim vzorku spermatu meénil jen
minimaln¢. Nejvyssi ucinek inhibice byl zaznamenan u vzorkd 2,3,4, které obsahovaly

fedidlo BTS s ptidavkem antibiotik, a to ve vsech 3 dnech.

Nebyly nalezeny zadné védecké studie, které by popisovali inhibi¢ni U¢innost
thiosiranu sodného na bakterie. Vysledky tedy nebylo mozné porovnat S Zddnou dostupnou

literaturou.

Tabulka 5: Slozeni vzorkt kan¢iho spermatu €. 1

Cislo vzorku SloZeni vzorku Pomér sperma:iedidlo
1 Nativni semeno bez fedidla
2 Redidlo BTS s antibiotiky 1:2

3 Redidlo BTS s antibiotiky 1:4

4 Redidlo BTS s antibiotiky 1:8

5 Redidlo BTS bez antibiotik a thiosiranu sodného 1:2

6 Redidlo BTS bez antibiotik a thiosiranu sodného 1:4

7 Redidlo BTS bez antibiotik a thiosiranu sodného 1:8

8 Redidlo + thiosiran sodny 3,022mM 1:2

9 Redidlo + thiosiran sodny 3,022mM 1:4

10 Redidlo + thiosiran sodny 3,022mM 1:8

11 Redidlo + thiosiran sodny 4,029mM 1:2

12 Redidlo + thiosiran sodny 4,029mM 1:4

13 Redidlo + thiosiran sodny 4,029mM 1:8

14 Redidlo + thiosiran sodny 5,036mM 1:2

15 Redidlo + thiosiran sodny 5,036mM 1:4

16 Redidlo + thiosiran sodny 5,036mM 1:8
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Graf 1: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 1 — 1. den
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Graf 2: Stanoveni celkového poétu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 1 — 2. den
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Graf 3: Stanoveni celkového poétu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 1 — 3. den
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3.2 Pasobeni BTS fedidla a koloidniho zinku

Kanéi sperma €. 2 zahrnovalo 13 vzorkt, které byly testovany 3 po sob& nasledujici
dny. Tyto vzorky byly fedény fedidlem BTS a fedidlem s riznym obsahem koloidniho zinku,
jak uvadi tabulka 5. Testované mnozstvi 0,1 ml obsahovalo 0,1708 mg siranu zine¢natého
heptahydratu a 2,0138 mg vitaminu C. Testované mnozstvi 0,2 ml obsahovalo 0,3416 mg

siranu zine¢natého heptahydratu a 4,0276 mg vitaminu C.

Pocet bakterii ve vzorku nativniho semen byl 1. den 2,9-10° CFU/mI, 2. den
4,7-10* CFU/mI a 3. den byl narist kolonii nepogitatelny (tzn. > 300 kolonif), jak je vidét
na grafech 4, 5 a 6. Pocet bakterii v nativnim kané¢im spermatu kazdy den stoupal. 3. den
zUstavala v nativnim vzorku pfitomna pfedevsim E. coli a Proteus sp. K vyznamné inhibici
bakterii doslo pouze u vzorku 2,3,4 u nichz byl pocet kolonii < 10 CFU/ml, ato ve vSech 3
dnech. Tyto vzorky obsahovaly fedidlo BTS a smés antibiotik. Koloidni zinek, jehoz G¢innost
byla testovdna u vzorki 8 — 13, vyznamné nesniZzil pocet bakterii ve vzorcich béhem zadného

dne testovani.

Tabulka 6: Slozeni vzorkt kan¢iho spermatu ¢. 2

Cislo vzorku SloZeni vzorku Pomér sperma:redidlo
1 Nativni semeno bez fedidla
2 Redidlo BTS s antibiotiky 1:2

3 Redidlo BTS s antibiotiky 1:4

4 Redidlo BTS s antibiotiky 1:8

5 Redidlo BTS bez antibiotik a koloidniho zinku 1:2

6 Redidlo BTS bez antibiotik a koloidniho zinku 1:4

7 Redidlo BTS bez antibiotik a koloidniho zinku 1:8

8 Redidlo + koloidni zinek 0,1m1/10 ml 1:2

9 Redidlo + koloidni zinek 0,1ml1/10 ml 1:4

10 Redidlo + koloidni zinek 0,1ml/10 ml 1:8

11 Redidlo + koloidni zinek 0,2ml1/10 ml 1:2

12 Redidlo + koloidni zinek 0,2ml1/10 ml 1:4

13 Redidlo + koloidni zinek 0,2ml1/10 ml 1:8
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Graf 4: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 2 — 1. den
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Graf 5: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 2 — 2. den
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Graf 6: Stanoveni celkového poétu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kanéiho spermatu &. 2 — 3. den
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Faiz akol. (2011) uvadi, Ze zinek zcela inhiboval rist vSech testovanych patogent
(Salmonella sp., Shigella sp., enteropatogenni E. coli, Vibrio cholerae) a vétsina z nich byla
inhibovana v koncentracich 0,06 — 0,5 mg/ml. Z toho 61 % bakterii nerostlo pii koncentraci
nad 0,25 mg/ml. Vétsina izolatt rodu Salmonella byla zcela inhibovana pti koncentraci 0,25
mg/ml. 4 % enteropatoogennich E. coli vykazovala MIC > 0,03 mg/ml a < 0,06 mg/ml. 5 %
Schigella flexneri bylo inhibovano pti koncentraci 0,125 mg/ml.

Ve studii Sodeberg a kol. (1990) bylo zjisténo, ze Gram-pozitivni bakterie byly
nejcitlivéjsi bakterialni skupina na ionty zinku. Gram-negativni aerobni bakterie obvykle

nebyly inhibovany ani pii nejvyssi testované koncentraci 1024 pl/ml.

Kaur akol. (2015) ve své studii uvadi, ze standardni kmen E. coli nebyl schopen
prvnich 32 dni rast pii koncentraci zinku v peptonu nad 30 ppm. Dale uvadi, ze se kmen
nasledné stal tolerantni k vy$§im koncentracim zinku, ato 40-50 ppm v 50 dnech. A v 60

dnech byl kmen rezistentni ke koncentracim 60-70 ppm.

Nami testované koncentrace siranu zinec¢natého heptahydratu byly 0,1708 mg/mi

a 0,3416 mg/ml. Ani jedna testovana koncentrace nebyla G¢inna v zadném dni testovani.
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3.3 Piisobeni BTS fedidla a kyseliny gallové

Kanéi sperma €. 3 zahrnovalo 16 vzorkt, které byly testovany 3 po sob& nasledujici
dny. Vzorky byly fedény BTS fedidlem s riznym obsahem kyseliny gallové, jak je vidét

v tabulce 6.

Podet bakterii ve vzorku nativniho semene byl 1. den testovani 2,2-10° CFU/m.
Béhem 1. dne byl vyznamné snizen pocet bakterii pouze u vzorkd s obsahem antibiotik, tedy
u vzorka 2, 3, 4, kde byl pocet bakterii < 10 CFU/ml (graf 7). 2. den testovani byl pocet
bakterii v nativnim vzorku semene nepocitatelny. K vyznamnému snizeni poctu bakterii doslo
opét u vzorki spermatu S ptidavkem antibiotik (< 10 CFU/ml). Jak je vidét na grafu 8,
u vzorkl 5-16 s obsahem kyseliny gallové nedoslo béhem 2. dne testovani kK vyznamnému
poklesu poctu bakterii, i kdyz pokles pftiblizné o0 0,5 fadu byl zaznamenan rovnomérné

u vSech vzorku.

Béhem 3. dne byl pocet bakterii v nativnim vzorku opét nepocitatelny. Ke snizeni
poctu na < 10 CFU/ml doslo u vzorku s antibiotiky, jak ukazuje graf 9. U ostatnich vzorka (tj.
5-16) doslo opét k rovnomérnému snizeni, které vSak nebylo vyznamné. Vyjimkou je vzorek

14, ktery byl nepocitatelny. U nepocitatelnych vzorka byl masivni nardst bakterii E. coli.
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Tabulka 7: Slozeni vzorkt kan¢iho spermatu €. 3

Cislo SloZeni vzorku Pomér sperma:redidlo
vzorku
1 Nativni semeno bez tedidla
2 Redidlo BTS s antibiotiky 1:2
3 Redidlo BTS s antibiotiky 1:4
4 Redidlo BTS s antibiotiky 1:8
5 Redidlo BTS bez antibiotik a kyseliny gallové 1:2
6 Redidlo BTS bez antibiotik a kyseliny gallové 1:4
7 Redidlo BTS bez antibiotik a kyseliny gallové 1:8
8 Redidlo + kyselina gallova 0,03g/10 ml 1:2
9 Redidlo + kyselina gallova 0,03g/10 ml 1:4
10 Redidlo + kyselina gallova 0,03g/10 ml 1:8
11 Redidlo + kyselina gallova 0,035g/10 ml 1:2
12 Redidlo + kyselina gallova 0,035g/10 ml 1:4
13 Redidlo + kyselina gallova 0,035g/10 ml 1:8
14 Redidlo + kyselina gallova 0,04g/10 ml 2:2
15 Redidlo + kyselina gallova 0,04g/10 ml 2:4
16 Redidlo + kyselina gallova 0,04g/10 ml 2:8

51




Graf 7: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 3 — 1. den
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Graf 8: Stanoveni celkového poétu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 3 — 2. den
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Graf 9: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 3 — 3. den
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Borges a kol. (2013) studovali u¢innost kyseliny gallové na bakterie Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes. Uvadi, ze MIC
byla pro Pseudomonas aeruginosa 500 pg/ml, E. coli 1500 pug/ml, Staphylococcus aureus
1750 pg/ml a pro Listeria monocytogenes 2000 pug/ml. MBC byla pro E. coli 5000 pg/ml,
Staphylococcus aureus 5250 upg/ml, Listeria monocytogenes 5500 ug/ml, Pseudomonas
aeruginosa 500 upg/ml. Dale uvadi, ze kyselina gallova vedla k nevratnym zménam
ve vlastnostech membrany (intra- a extracelularni propustnost a fyzikalné-chemické
vlastnosti), zménam hydrofobicity, snizeni negativniho povrchového naboje, tvorbé poru
vV membrané buiiky S naslednym unikem zékladnich intraceluldrnich slozek. Studie celkové
zdaraziiuje potencial molekul rostlinného plivodu jako trvalého zdroje Sirokého spektra

antimikrobialnich produktii.

Diaz-Gomez a kol. (2014) uvadi, Ze inhibi¢ni u¢inek kyseliny gallové na rist bakterii
se projevil pfi koncentraci 2,5 mg/ml. Uplna inhibice pak byla pozorovana pii koncentraci
3,5mg/ml avice. Stanovili, Ze minimalni inhibi¢ni koncentrace kyseliny gallové, ktera

zpusobi inhibici rastu 99 % E. coli je 3,25 mg/ml.

Znami testovanych koncentraci kyseliny gallové dosSlo knejvétsi inhibici
mikroorganismd béhem 3. dne testovani, a to v koncentracich 3 mg/ml, 3,5 mg/ml, 4 mg/ml.
Utinné byly tedy koncentrace, kde byl p¥itomen nejvyssi podil fedidla s obsahem kyseliny
gallové. Uginek kyseliny gallové se projevil az po 3 dnech uchovavani spermatu. Pfesto
nebyla tato inhibice vyznamna, doslo ke snizeni pfiblizné o 1 ¥ad CFU/ml. Pro vyznamnou

inhibici je potfeba sniZeni minimalné o 4 fady CFU/ml.

53



3.4 Pusobeni BTS fedidla a medu

U kanc¢iho spermatu ¢. 4 bylo testovano celkem 18 vzorkid, které byly fedéné
kratkodobym fedidlem s obsahem medu, kyseliny gallové, koloidniho zinku a thiosiranu
sodného, jak je vidét v tabulce 7. VVzorky byly hodnoceny ve 3 po sobé nasledujicich dnech.

Pocet bakterii v nativnim vzorku 1. den testovani byl 2,5- 10* CFU/mI. U vzorka 2, 3,
4, které obsahovaly antibiotika, doslo k vyznamnému snizeni poctu bakterii na < 10 CFU/m,
jak ukazuje graf 10. U vzorkt 5-18 nedoSlo k inhibici, pocet bakterii se rovnal poctu
V nativnim vzorku spermatu. Vzorek 15 byl zfejm¢é kontaminovan, oproti ostatnim vzorkiim
zde doglo k navyseni po¢tu bakterii. 2. den testovani bylo v nativnim vzorku 2,7-10* CFU/mI.
Ani béhem 2. dne testovani nedoslo k vyznamné inhibici pocétu bakterii, kromé vzorku
s antibiotiky (graf 11). Na grafu 12 je vidét, ze 3. den testovani byl nativni vzorek jiz
nepocitatelny. Vzorky 2, 3, 4 obsahovaly i3. den <10 CFU/ml. Pozorovana byla také
inhibice u vzorkt 7 a 10, i kdyz nebyla vyznamna (graf 12).

Tabulka 8: Slozeni vzorku kan¢iho spermatu ¢. 4

Cislo vzorku SloZeni vzorku Pomér sperma:redidlo
1 Nativni semeno bez tedidla
2 Redidlo BTS s antibiotiky 1:2

3 Redidlo BTS s antibiotiky 1:4

4 Redidlo BTS s antibiotiky 1:8

5 Redidlo BTS bez antibiotik a testovanych latek 1:2

6 Redidlo BTS bez antibiotik a testovanych latek 1:4

7 Redidlo BTS bez antibiotik a testovanych latek 1:8

8 Redidlo + med 0,8g/50 ml 1:2

9 Redidlo + med 0,8g/50 ml 1:4

10 Redidlo + med 0,8g/50 ml 1:8

11 Redidlo + kyselina gallova 0,030g/20 ml 1:4

12 Redidlo + kyselina gallova 0,035g/20 ml 1:4

13 Redidlo + kyselina gallova 0,040g/20 ml 1:4

14 Redidlo + koloidni zinek 0,1 m1/20 ml 1:4

15 Redidlo + koloidni zinek 0,2 m1/20 ml 1:4

16 Redidlo + thiosiran sodny 0,015g/20 ml 1:4

17 Redidlo + thiosiran sodny 0,020g/20 ml 1:4

18 Redidlo + thiosiran sodny 0,025g/20 ml 1:4
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Graf 10: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 4 — 1. den
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Graf 11: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 4 — 2. den
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Graf 12: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 4 — 3. den
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Mahendran a Kumarasamy (2015) zkoumali u¢innost celkem 12 vzorki medu rizného
puvodu nagram-pozitivni bakterie Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes
a na gram-negativni bakterie Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis.
Uvadi, ze Staphylococcus aureus byl nejvice citlivy ke vSem druhim medu. Naopak
Pseudomonas aeruginosa byl nejmén¢ citlivy ke v§em vzorkim medu. Z vysledka studie, je

zfejmé, ze gram-pozitivni bakterie jsou k medu citlivé vice nez bakterie gram-negativni.

Mohapatra akol. (2011) uvadi, ze hodnota MIC pro5 testovanych organismu
Bacillus subtilis,  Micrococcus  luteus,  Escherichia coli,  Pseudomonas aeruginosa
a Salmonella Typhi byla 625 ug/ml. Hodnota MBC u obou testovanych vzorkti medu byla
v rozmezi 625 — 2500 pg/ml. Hodnoty MBC u nezpracovaného medu byly pro Salmonella
Typhi 1250 w/ml, Pseudomonas aeruginosa 1250 pg/ml, E. coli 2500 ug/ml, Micrococcus
luteus 1250 pg/ml, Bacillus cereus 625 pg/ml, Bacillus subtilis 625 pg/ml. Hodnoty MBC
zpracovaného medu byly pro Salmonella Typhi 2500 pg/m, Pseudomonas aeruginosa
1250 pg/ml, E. coli 2500 pg/ml, Micrococcus luteus 1250 pg/ml, Bacillus cereus 1250 ug/ml
a Bacillus subtilis 2500 pg/ml.

Al-Naama (2009) ve své studii uvadi, ze MIC medu byla pro Pseudomonas spp.
1,5 mg/ml, pro E. coli 6,25 mg/ml a pro Staphylococcus aureus 12,5 mg/ml. Dale uvadi, ze
med vykazoval vé&tSi inhibi¢ni zénu nez tetracyklin a gentamycin u Pseudomonas spp.
aE.coli (viz. tabulka 6). U Staphylococcus aureus byla velikost inhibi¢ni zény medu
a tetracyklinu shodna.

Tabulka 9: Antibakterialni aktivita ¢istého medu, gentamycinu, tetracyklinu (Al-Naama,
2009)

Inhibi¢ni zé6na (mm)

Bakterie Med 100 % | Gentamycin | Tetracyklin
Staphylococcus aureus 20 18 20
Escherichia coli 22 20 18
Pseudomonas spp. 23 16 0

56



3.5 Piisobeni Fedidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS

Kanci sperma ¢. 5 zahrnovalo 13 vzorku, které byly fedény fedidly Androhep, VIP 3,
VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS, jak je vidét v tabulce 9. Vzorky byly testovany 1., 3. a 7.
den skladovani.

Nativni sperma obsahovalo 1. den testovani 5,2-10* CFU/mI. Jak je vidst na grafu 13,
k inhibici pod < 10 CFU/mI doslo u vzorka 10 a 11, které obsahovaly fedidlo Vitasem LD.
Na grafu 13 je dale vidét, Ze pokles poctu bakterii pfiblizné o 1 ad byl pozorovan u vzorkt
2 a 3 (fedidlo Androhep) a vzorkt 4, 5 (fedidlo VIP 3).

Po tiech dnech skladovani byl pocet bakterii v nativnim vzorku nepocitatelny. Vzorky
2, 3 (fedidlo Androhep), 10 a 11 (Vitasem LD) obsahovaly < 10 CFU/ml (graf 14).

7. den testovani byl nativni vzorek kanc¢iho spermatu opét nepocitatelny. Vyznamné
snizeni bakterii ha < 10 CFU/ml ziistalo u vzorkt 2, 3, 10 a 11. K masivnimu nartstu bakterii
doslo u vzorku 4, 5, 12 a 13, které byly nepocitatelné, jak je vidét na graful5. Nepocitatelné

vzorky obsahovaly souvisly nardst E. coli.

Tabulka 10: SloZeni vzorki kanciho spermatu ¢. 5

Cislo vzorku SloZeni vzorku Pomér sperma:iedidlo
1 Nativni semeno bez fedidla
2 Androhep” — dlouhodobé fedidlo 1:2

3 Androhep” — dlouhodobé fedidlo 1:10

4 VIP 3% — kratkodobé fedidlo 3 dny 1:2

5 VIP 3% — kratkodobé fedidlo 3 dny 1:10

6 VIP 5° — dlouhodobé fedidlo 5 dni 1:2

7 VIP 5° — dlouhodobé fedidlo 5 dni 1:10

8 VIP 7* - dlouhodobé fedidlo 7 dni 1:2

9 VIP 7* — dlouhodobé fedidlo 7 dni 1:10

10 Vitasem LD — dlouhodobé fedidlo 1:2

11 Vitasem LD’ — dlouhodobé fedidlo 1:10

12 BTS bez antibiotik — kratkodobé fedidlo 1:2

13 BTS bez antibiotik — kratkodobé fedidlo 1:10

Orientaéni sloZeni antibiotik: 1 gentamycin
2 gentamycin sulfat, amoxicilin
3 gentamycin sulfat, amoxicilin, enrofloaxacin
4 neomycin sulfat, polymyxin, enrofloaxacin, apramycin
5 smés antibiotik dle smérnice 90/429/EEC
Pozn.: Slozeni antibiotik je orienta¢ni, na obalech neni uvedeno
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Graf 13: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 5 — 1. den
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Graf 14: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 5 — 3. den
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Graf 15: Stanoveni celkového po¢tu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 5 — 7. den
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3.6 Pusobeni iedidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS

Vzorek kanciho spermatu ¢. 6 byl rozdélen do 13 vzorkd, jak je vidét v tabulce 10.
Vzorky byly testovany 1., 3. a 7. den skladovéani.

Pocet bakterii ve vzorcich spermatu béhem 1. dne testovani ukazuje graf 16. Béhem
1.dne testovani obsahoval vzorek nativniho spermatu 1,1:10° CFU/ml. Tém&f u vech
vzorkt, kromé vzorkt 6 (VIP5)a 12 (BTS bez antibiotik), doslo ke snizeni poétu bakterii
na < 10 CFU/mI. Vzorek 6 obsahoval 5,7-10% CFU/ml, vzorek 12 obsahoval 3-10% CFU/m.

Podet bakterii v nativnim vzorku se 3. den zvysil na 3,2-10° CFU/mI. Jak ukazuje graf
17, vzorky 2-5 (Androhep, VIP 3) a7-13 (VIP 5, VIP 7, Vitasem LD, BTS) obsahovaly
3.den <10CFU/ml. Uvzorku 6 byl narast 1,8-10°CFU/ml, uvzorku 12 bylo
1,1-10° CFU/ml auvzorku 13 6,5:102 CFU/ml. Vzhledem ktomu, Ze 1. den testovani
obsahoval vzorek 13 < 10 CFU/ml, mohlo dojit ke kontaminaci vzorku.

7. den skladovani dosSlo u nativniho vzorku K masivnimu narGstu pocétu bakterii,
vzorek byl nepocitatelny. VSechny ostatni vzorky, tj. 2-13, obsahovaly <10 CFU/mlI

(graf 18). Nepocitatelné vzorky obsahovaly opét souvisly narast E. coli.

Tabulka 11: Slozeni vzorkd kan¢iho spermatu ¢. 6

Cislo vzorku SloZeni vzorku Pomér sperma:redidlo
1 Nativni semeno Bez fedidla
2 Androhep® — dlouhodobé fedidlo 1:2

3 Androhep® — dlouhodobé fedidlo 1:10

4 VIP 37 — kratkodobé fedidlo 3 dny 1:2

5 VIP 37— kratkodobé fedidlo 3 dny 1:10

6 VIP 5° — dlouhodobé tedidlo 5 dni 1:2

7 VIP 5° — dlouhodobé fedidlo 5 dni 1:10

8 VIP 7* - dlouhodobé fedidlo 7 dni 12

9 VIP 7* — dlouhodobé tedidlo 7 dni 1:10

10 Vitasem LD” — dlouhodobé fedidlo 1:2

11 Vitasem LD" — dlouhodobé fedidlo 1:10

12 BTS bez antibiotik — kratkodobé tfedidlo 1:2

13 BTS bez antibiotik — kratkodobé fedidlo 1:10
Orientacni sloZeni antibiotik: 1 gentamycin

2 gentamycin sulfat, amoxicilin
3 gentamycin sulfat, amoxicilin, enrofloaxacin
4 neomycin sulfat, polymyxin, enrofloaxacin, apramycin
5 smés antibiotik dle smérnice 90/429/EEC
Pozn.: SloZeni antibiotik je orientacni, na obalech neni uvedeno
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Graf 16: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 6 — 1. den
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Graf 17: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 6 — 3. den
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Graf 18: Stanoveni celkového poc¢tu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 6 — 7. den
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3.7 Pusobeni iedidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS

Kanci sperma ¢. 7 zahrnovalo 13 vzorki S riznymi fedidly (tabulka 11), které byly
testovany 1., 3. a 7. den skladovani spermatu.

V nativnim vzorku bylo 1. den zjisténo 2- 10° CFU/mI. K vyznamnému poklesu poctu
bakterii nedoslo u zadného vzorku, jak je vidét na grafu 19. Nejvyssi pokles poctu bakterii byl
zaznamenan u vzorkt 2 (Androhep) a 10 (Vitasem LD), pocet se snizil piiblizné jen o 1,5
radu.

3. den doslo u nativniho vzorku k masivnimu nartistu poctu bakterii. Vzorek byl
nepocitatelny. Ani 3. den testovani nedoslo k vyznamnému sniZeni poctu bakterii. U vzorkt
4 (VIP 3) al2 (BTS bez antibiotik) doslo dokonce k vyraznému naristu poctu bakterii
(graf 20).

Pocet bakterii se nesnizil ani 7. den testovani. Graf 21 ukazuje, ze u vétSiny vzorki

doslo dokonce k masivnimu nartstu, tj. vzorky 2, 4, 5, 10, 11, 12, 13 byly nepocitatelné.

Tabulka 12: Slozeni vzorkd kan¢iho spermatu ¢. 7

Cislo vzorku SloZeni vzorku Pomér sperma:iedidlo
1 Nativni semeno bez fedidla
2 Androhep® — dlouhodobé fedidlo 1:2

3 Androhep” — dlouhodobé fedidlo 1:10

4 VIP 3% — kratkodobé fedidlo 3 dny 1:2

5 VIP 3% — kratkodobé fedidlo 3 dny 1:10

6 VIP 5° — dlouhodobé fedidlo 5 dni 1:2

7 VIP 5° — dlouhodobé fedidlo 5 dni 1:10

8 VIP 7* - dlouhodobé fedidlo 7 dni 1:2

9 VIP 7* — dlouhodobé fedidlo 7 dni 1:10

10 Vitasem LD — dlouhodobé fedidlo 1:2

11 Vitasem LD’ — dlouhodobé fedidlo 1:10

12 BTS bez antibiotik — kratkodobé fedidlo 1:2

13 BTS bez antibiotik — kratkodobé fedidlo 1:10

Orientaéni sloZeni antibiotik: 1 gentamycin
2 gentamycin sulfat, amoxicilin
3 gentamycin sulfat, amoxicilin, enrofloaxacin
4 neomycin sulfat, polymyxin, enrofloaxacin, apramycin
5 smés antibiotik dle smérnice 90/429/EEC
Pozn.: Slozeni antibiotik je orientacni, na obalech neni uvedeno
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Graf 19: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 7 — 1. den
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Graf 20: Stanoveni celkového poc¢tu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 7 — 3. den
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Graf 21: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 7 — 7. den
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3.8 Piisobeni fFedidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS

Vzorek spermatu ¢. 8 byl rozdélen opét do 13 vzorku (tabulka 12) testovanych 1., 3.

a 7. den skladovani.

U vzorku nativniho spermatu byl 1. den zji§tén pocet 7,3-10° CFU/mI. Jak ukazuje
graf 22, k vyznamnému snizeni poctu bakterii doslo pouze u vzorkt 10 a 11 (< 10 CFU/ml),
které obsahovaly dlouhodobé fedidlo Vitasem LD.

3. den masivné vzrostl pocet bakterii v nativnim vzorku (nepocitatelné). Stejné tomu
bylo u vzorku 12 (BTS bez antibiotik), ktery byl také nepocitatelny. U vzorkd 3 (Androhep),
7 (VIP5), 11 (Vitasem LD) bylo <10 CFU/ml. U ostatnich vzorkti nedoslo k vyznamné

zméné poctu bakterii, jak je vidét na grafu 23.

7. den se vyrazné pomnozily bakterie u vzorku 1 (nativ), 2, 4, 5, 10, 11, 12, 13. Tyto
vzorky byly nepocitatelné a obsahovaly masivni nardst E. coli. Na grafu 24 je vidét snizeni

poctu bakterii na < 10 CFU/ml jen u vzorka 7 (VIP 5)a 9 (VIP 7).

Tabulka 13: SloZeni vzorki kanciho spermatu ¢. 8

Cislo vzorku SloZeni vzorku Pomér sperma:redidlo
1 Nativni semeno bez fedidla
2 Androhep” — dlouhodobé fedidlo 1:2

3 Androhep® — dlouhodobé fedidlo 1:10

4 VIP 3% — kritkodobé fedidlo 3 dny 1:2

5 VIP 3% — kratkodobé fedidlo 3 dny 1:10

6 VIP 5° — dlouhodobé fedidlo 5 dni 1:2

7 VIP 5° — dlouhodobé fedidlo 5 dni 1:10

8 VIP 7* — dlouhodobé fedidlo 7 dni 1:2

9 VIP 7* — dlouhodobé fedidlo 7 dni 1:10

10 Vitasem LD’ — dlouhodobé fedidlo 1:2

11 Vitasem LD — dlouhodobé fedidlo 1:10

12 BTS bez antibiotik — kratkodobé fedidlo 1:2

13 BTS bez antibiotik — kratkodobé fedidlo 1:10

Orientaéni sloZeni antibiotik: 1 gentamycin
2 gentamycin sulfat, amoxicilin
3 gentamycin sulfat, amoxicilin, enrofloaxacin
4 neomycin sulfat, polymyxin, enrofloaxacin, apramycin
5 smés antibiotik dle smérnice 90/429/EEC
Pozn.: Slozeni antibiotik je orientacni, na obalech neni uvedeno
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Graf 22: Stanoveni celkového po&tu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kanéiho spermatu ¢. 8 — 1. den
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Graf 23: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 8 — 3. den
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Graf 24: Stanoveni celkového poc¢tu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 8 — 7. den
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3.9 Pusobeni antibiotik

Kanci sperma ¢. 9 zahrnovalo 10 vzorkt s obsahem antibiotik, jak ukazuje tabulka 13.
Vzorky byly testovany 3 po sobé nasledujici dny.

1. den testovani byl podet bakterii v nativnim spermatu 2,2-10* CFU/ml. U vzorki
2,3, 4, které obsahovaly fedidlo bez antibiotik, doslo k mirnému zvySeni poctu bakterii.
Duvodem muze byt, Ze fedidlo podporuje rist bakterii nebo pfidanim fedidla do vzorku
mohlo dojit k zaneseni kontaminace. U vzorki 5-10 s obsahem antibiotik nedoslo 1. den
testovani k vyznamnému snizeni poc¢tu bakterii, i kdyZ sniZzeni poétu pfiblizné o 1 fad bylo

pozorovano (graf 25).

Pocet bakterii v nativnim vzorku se 2. den testovani zvysil na 9,1- 10* CFU/mI.
Ostatni vzorky nevykazovaly oproti 1. dni testovani vyraznou zménu v poctu bakterii, jak je

vidét na grafu 26.

3. den testovani byl nativni vzorek spermatu nepocitatelny. Vyznamné sniZeni poctu
bakterii na hodnotu < 10 CFU/ml bylo zaznamenano u vzorkt 7 a 10. Tyto vzorky obsahovaly
vzdy nejvyssi podil fedidla s antibiotiky (graf 27).

Tabulka 14: Slozeni vzorkd kan¢iho spermatu ¢. 9

Cislo vzorku SloZeni vzorku Pomér sperma:iedidlo
1 Nativni semeno bez fedidla
2 Redidlo bez antibiotik 1:2

3 Redidlo bez antibiotik 1:4

4 Redidlo bez antibiotik 1:8

5 Redidlo s antibiotiky 1:2

6 Redidlo s antibiotiky 1:4

7 Redidlo s antibiotiky 1:8

8 Redidlo s antibiotiky + 10 % 1:2

9 Redidlo s antibiotiky + 10 % 1:4

10 Redidlo s antibiotiky + 10 % 1:8

Pozn.: Pouzité fedidlo = Tekuty koncentrat fedidla
Antibiotika + 10 % = navazka antibiotik o 10 % vice nez je deklarované mnozstvi

Pouzitd antibiotika: smés antibiotik Euro-cocktail, Minitube, slozeni dle smérnice 90/429/EEC smés
500 pg streptomycinu, 500 MJ penicilinu, 150 pg linkomycinu a 300 pg spektinomycinu v8e na 1 ml
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Graf 25:

Stanoveni celkového poétu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kanéiho spermatu ¢. 9 — 1. den
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Graf 26: Stanoveni celkového po¢tu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 9 — 2. den
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Graf 27: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 9 — 3. den
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3.10 Pusobeni iedidel BTS, koncentrat 1 a 2, VIP 3, BIO PIG, M 111,
OPTIM, SCP

Kan¢i sperma ¢. 10 zahrnovalo 10 vzorku S obsahem riznych fedidel (tabulka 14).

Vzorky byly testovany 1., 3. a 7. den skladovani spermatu.

Nativni vzorek spermatu obsahoval 1. den testovani 1,7-10° CFU/mI. U vzorki 3-9
s obsahem kratkodobych fedidel doslo k vyznamné inhibici poétu bakterii, a to na hodnotu
< 10 CFU/ml, jak ukazuje graf 28.

3. den byl nativni vzorek nepocitatelny. A vzorky 3-9 opét obsahovaly < 10 CFU/m.

U vzorku 2 doslo k mirnému nartstu bakterii (graf 29).

Béhem 7. dne testovani byly vzorky 1 a2 nepocitatelné. Na grafu 30 je vidét,
Ze U vzorki 3-10 byla hodnota poctu bakterii < 10 CFU/ml.

Tabulka 15: Slozeni vzorki kanciho spermatu ¢. 10

Cislo vzorku SloZeni vzorku Pomér sperma:iedidlo
1 Nativni semeno bez fedidla
2 BTS bez antibiotik 1:4

3 BTS — kratkodobé¢ fedidlo 1:4

4 Koncentrat 1 — kratkodobé fedidlo 1:4

5 Koncentrat 2 — kratkodobé fedidlo 1:4

6 VIP 3 — kratkodobé fedidlo 1:4

7 BIO PIG — kratkodobé tedidlo 1:4

8 M 111 — kratkodobé fedidlo 1:4

9 OPTIM — kratkodobé fedidlo 1:4

10 SCP — dlouhodobé tedidlo 1:4

67



Graf 28: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 10 — 1. den
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Graf 29: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 10 — 3. den

Nepocitatelné 3 den
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
CFU/mI
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00 . | <10 <10 <l .<10 I<1o I<1o .<1o |
2 3 4o 6 7 8 9 10
¢islo vzorku

Graf 30: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 10 — 7. den

Nepocitatelné 7. den

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

CFU/ml

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00 | (S10 <10 <10 <10 .<10 <w <m0 I<1o |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

¢islo vzorku

68




3.11 Pusobeni iedidel BTS, koncentrat 1 a 2, VIP 3, BIO PIG, M 111,
OPTIM, SCP

Kanc¢i sperma ¢. 11 bylo rozd€leno na 10 vzorki Sobsahem raznych fedidel

(tabulka 16). Vzorky byly testovany 1., 3. a 7. den skladovani spermatu.

V nativnim vzorku bylo 1. den testovéani 4,3-10° CFU/mI. Ke sniZeni po&tu bakterii
na hodnoty < 10 CFU/ml doslo u vzorka 6 (VIP 3), 7 (Bio PIG), 8 (M IlI) a 9 (OPTIM), jak
ukazuje graf 31. Také u vzorkl 3 (BTS) a4 (koncentrat 1) bylo pozorovano snizeni poctu

bakterii, a to ptiblizn¢ o 3 rady.

Pocet bakterii se 3. den v nativnim vzorku zvysil na 8,5-105 CFU/ml. U vzorka 3-9
byly hodnoty CFU/mI < 10. U vzorka 2 (BTS) a 10 (SCP) se pocet bakterii vyrazn¢ nesnizil
(graf 32).

7. den testovani byl nativni vzorek spermatu nepocitatelny. Na grafu 33 je vidét,
Ze U vzorki 2-9 byl pocet bakterii < 10. U vzorku 10 doslo ke kontaminaci a nebylo jej tedy

mozné hodnotit.

Tabulka 16: Slozeni vzorki kan¢iho spermatu ¢. 11

Cislo vzorku SloZeni vzorku Pomér sperma:iedidlo
1 Nativni semeno bez fedidla
2 BTS bez antibiotik 1:4

3 BTS — kratkodobé fedidlo 1:4

4 Koncentrat 1 — kratkodobé fedidlo 1:4

5 Koncentrat 2 — kratkodobé fedidlo 1:4

6 VIP 3 — kratkodobé fedidlo 1:4

7 BIO PIG — kratkodobé tedidlo 1:4

8 M 11l — kratkodobé fedidlo 1:4

9 OPTIM — kratkodobé fedidlo 1:4

10 SCP — dlouhodobé tedidlo 1:4
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Graf 31: Stanoveni celkového poétu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kanéiho spermatu ¢. 11 — 1. den
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Graf 32: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu &. 11 — 3. den
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Graf 33: Stanoveni celkového poctu bakterii (CFU/ml) ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 11 — 7. den
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4. ZAVER

Vysetteno bylo celkem 12 vzorki kan¢iho spermatu od biezna roku 2016 do biezna
roku 2017. Vzorky byly dodané Vyzkumnym ustavem zivoc¢isné vyroby, v.v.i., oddéleni
chovu prasat, Kostelec nad Orlici. Vzorky kanciho spermatu byly transportovany
a uchovavany pii 17°C. Testovana byla u¢innost riznych latek na inhibici mikroorganismu

vyskytujicich se v kan¢im spermatu.

Vzorky kanc¢iho spermatu byly ockovany na krevni agar metodou roztéru L-hokejkou.
Ockovano bylo vzdy 100 ul vzorku. Vzorky byly inkubovany pii 37°C 48 hodin. Nasledné
byly vzorky spermatu uchovavany pii 17°C po dobu 3-7 dnd. Podle druhu testované fedici

latky byly vzorky kanciho spermatu opétovné zpracovany po 3 — 7 dnech uchovévani.

Vysledky experimentalni ¢asti ukazuji, Ze nejvice uc¢inné na inhibici mikroorganismu
vyskytujicich se v kan¢im spermatu byla komeréni fedidla s obsahem antibiotik jako fedidlo
BTS s obsahem antibiotik, Androhep, Vitasem LD, VIP 5, VIP 7, Koncentrat 1 a 2, BIO PIG,
M 11l a OPTIM. Ostatni testované latky, at’ ptirodni (kyselina gallova, med) nebo chemické
(thiosiran sodny, koloidni zinek) nevykazovaly vyznamnou inhibici bakterii, tj. nedoSlo

ke sniZeni po¢tu bakterii minimalné o 4 tady.

V testovanych vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 5-8 byla pozorovéna rozdilna ucinnost
fedidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS. Vzorek kanciho spermatu ¢. 6
obsahoval jiZ v nativnim vzorku malé mnoZstvi bakteridlnich bunék. Oproti tomu vzorek
kan¢iho spermatu ¢. 7 byl na mnozstvi bakterialnich bunék v nativnim vzorku velmi bohaty.
Od toho se odvijelo rozdilné ptsobeni testovanych fedidel. U vzorku ¢. 6 doslo k vyznamné
inhibici jiz 1. den testovani, oproti tomu u vzorku ¢. 7 nedos$lo k vyznamné inhibici ani 7. den
testovani. Ze stejného divodu bylo rozdilné pusobeni fedidel u vzorkt ¢.5 a8. Pasobeni
fedidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS se také odvijelo od rtizného

zastoupeni mikroorganismul ve vzorcich spermatu.

Pti testovani kratkodobych tedidel BTS, koncentrat 1 a2, VIP 3, BIO PIG, M I,
OPTIM adlouhodobého ftedidla SCP bylo zjisténo, ze ucinek kratkodobych fedidel

na bakterialni kontaminaci byl vétsi nez ucinek dlouhodobych tedidel.
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Dale bylo prokazano, Ze v nativnim vzorku spermatu se béhem skladovani ménilo
slozeni mikroflory. Ve vétsiné ptipad byly vzorky 2. a 3. den testovani (popi. 3.a 7. den)

nepocitatelné a pierostlé druhem Escherichia coli, popt. Proteus sp.

V dalSich studiich je nutné stanoveni citlivosti mikroorganismi na antibiotika
predevsim u téch kment, které odolavaly ptisobeni fedidel. Experimentalni cast této prace se

nezabyvala Gi¢inkem testovanych latek na spermie. To je predmétem jinych studii.
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6. PRILOHY

Piiloha Al: Narust bakterii v nativnim vzorku kanc¢iho spermatu ¢. 3 (1. den)

Piiloha A2: Narust bakterii v nativnim vzorku kanc¢iho spermatu ¢. 3 (2. den)
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Piiloha A3: Narust bakterii v nativnim vzorku kan¢iho spermatu ¢. 3 (3. den)

Piiloha A4: Narust bakterii ve vzorku 16 kanc¢iho spermatu ¢. 3 S nejvyssi koncentraci
kyseliny gallové (3. den)
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Piiloha B1: Narust bakterii ve vzorku 3 (fedidlo Androhep) kané¢iho spermatu ¢. 8 (3. den)

Piiloha B2: Narast bakterii ve vzorku 5 (fedidlo VIP 3) kanc¢iho spermatu ¢. 8 (3. den)

Priloha B3: Narust bakterii ve vzorku 7 (fedidlo VIP 5) kan¢iho spermatu ¢. 8 (3. den)
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Priloha B4: Narust bakterii ve vzorku 9 (fedidlo VIP 7) kanc¢iho spermatu ¢. 8 (3. den)

Piiloha B5: Inhibice bakterii ve vzorku 11 (fedidlo Vitasem LD) kanc¢iho spermatu ¢. 8
(3. den)
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