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ANOTACE 

Tato diplomová práce se zabývá účinností různých druhů inhibičních látek 

na mikroorganismy přirozeně kontaminující vzorky spermatu chovných kanců. Zmíněna je 

také charakteristika a vlastnosti kančího spermatu. Dále je pozornost věnována výskytu 

mikroorganismů v kančím spermatu, jejich vlivu na kvalitu spermatu a možnostem ovlivnění 

těchto mikroorganismů ve vzorcích spermatu.  

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Kančí sperma, ejakulát, spermie, mikroorganismy, kontaminace, odběr kančího spermatu, 

ředidla kančího spermatu 

 

TITLE 

Inhibition of microorganisms in semen of breeding boars 

 

ANNOTATION 

This master`s thesis deals with effect of diverse inhibition substances on semen of breeding 

boars. It mentioned the characterization and properties of boar semen. Attention is paid 

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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ÚVOD 

 Pro reprodukci chovných prasat je nejčastěji využívána metoda umělé inseminace. 

Jednou z výhod umělé inseminace je redukce šíření nemocí vyloučením styku a přepravy 

prasat za účelem oplodnění. Přesto i umělá inseminace je jedním ze způsobů, při kterém 

se mohou patogeny snadno šířit. Proto jsou samci testováni před vstupem do chovného 

programu a také v průběhu období odběru spermatu.  

 Sperma je ideální prostředí pro růst mnoha mikroorganismů, a to nejen bakterií, 

ale i plísní.  Zdrojem kontaminace spermatu může být nejen infekce urogenitálního traktu 

kanců, ale ke kontaminaci může dojít také během odběru či zpracování spermatu. Velké 

procento bakteriálních kmenů detekovaných v kančím spermatu patří do čeledi 

Enterobacteriaceae. Většina těchto kmenů není považována za primární patogeny kanců. 

Kontaminace kančího spermatu představuje zdroj potencionálního přenosu patogenů 

na vnímavé samice. Bakteriální kontaminace je důležitý ukazatel kvality kančího spermatu 

používaného k inseminaci. Kontaminace kančího spermatu obvykle zhoršuje jeho kvalitu. 

Přítomnost bakterií v kančím spermatu bývá obecně spojena s aglutinací spermií, sníženou 

životností spermií a sníženou plodností. Dále může být přítomností některých bakterií 

ve vysoké koncentraci ovlivněna integrita akrozomu, osmotická rezistence nebo pH. 

Kontaminace kančího spermatu může způsobit u samice neplodnost kvůli vzniku 

endometritidy, embryonální či fetální smrt a další onemocnění a infekce. 

Aby se zabránilo přenosu patogenů na samice, používají se ředidla spermatu 

s přídavkem antibiotik. Přidání antibiotik ve vhodné koncentraci zlepšuje přežití spermií 

a také zlepšuje výsledky plodnosti. Antibiotika však mohou být pro spermie toxická, 

proto jsou hledána různá alternativa. Mezi která patří například použití fyzického odstranění 

bakterií metodami koloidní centrifugace či použití různých přírodních inhibičních látek místo 

antibiotik v ředidlech spermatu. K odstranění bakterií lze také využít antimikrobiálních 

vlastností kovů, které mohou být přidány do ředidel kančího spermatu.  
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1. TEORETICKÁ ČÁST 

1.1 Vlastnosti kančího spermatu 

1.1.1 Složení kančího spermatu 

Sperma (ejakulát) je biologická tekutina obsahující 3-7 % spermií a 93-97 % semenné 

plazmy. Semenná plazma je tvořena asi 3 % sekretu nadvarlat, 20 % sekretu semenných 

váčků, 15 % sekretu bulbouretrálních žláz a 62 % sekretu prostaty a uretrálních žlázek (Říha 

a kol., 2003). Při ejakulaci kanců je sperma vylučováno v několika frakcích (Yeste, 2008; 

Casas, 2010; Fàbrega, 2012; Sancho a Vilagran, 2013): 

o Prespermiová frakce: je tvořena sekrety, které jsou produkovány prostatou, 

semennými váčky nebo bulbouretrálními žlázami. Tato frakce zvlhčuje a čistí 

močovou trubici pro následující průchod spermií. Má objem okolo 10 – 15 ml 

a normálně neobsahuje spermie.  

 

o Spermiová frakce: objem této frakce se pohybuje mezi 70 – 100 ml. Je tvořena 

hlavně sekrety prostaty a semenných váčků. Obsahuje vysoké koncentrace 

spermií, a to 0,5 – 1x10
9
 spermií/ml (tj. 80 – 90% všech ejakulovaných 

spermií) a má mléčný vzhled. Tato frakce je využívána pro umělou inseminaci 

prasat.  

 

o Postspermiová frakce: obsahuje nízkou koncentraci spermií (10
6
 spermií/ml). 

Skládá se přibližně ze 150 – 200 ml sekretů z prostaty, semenných váčků 

a bulbouretrálních žláz. Obsahuje velké množství semenné plazmy, která 

působí jako aktivátor spermií.  

 

 

Spermie 

Spermie jsou tvořeny v semenotvorných kanálcích varlete kance. Proces tvorby 

spermií je označován jako spermatogeneze a probíhá kontinuálně po celé reprodukční období 

života kance. Spermii tvoří hlavička a bičík. Délka spermie se pohybuje okolo 60 µm 

(Říha a kol., 2003).  
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Bičík se skládá z centriolového oddílu, mitochondriálního aparátu, axiálních vláken 

tvořících spojovací část a hlavního oddílu zakončeného terminální částí bičíku 

(Gramčík a kol., 1976). Spojovací část bičíku zajišťuje tvorbu energie a její následnou 

přeměnu na energii mechanickou. Tím je umožněn pohyb spermie v tekutém prostředí, který 

je potřebný k vyhledání a oplodnění vajíček (Říha a kol., 2003; Eddy, 2006).  

Základ hlavičky tvoří vysoce kondenzované jádro a akrozom s enzymy, které slouží 

k rozpuštění obalů kolem vajíček a k penetraci spermie do vajíčka (Říha a kol., 2003; Eddy, 

2006). Akrozom představuje velmi labilní systém, který je snadno poškozen při patologických 

procesech v pohlavním ústrojí, ale také při náhlých změnách osmotického tlaku, pH, teploty 

prostředí a při procesech ředění a konzervace kančího spermatu (Kliment a kol., 1989).   

Cytoplazmatická membrána, která pokrývá celý povrch hlavičky i bičíku, zajišťuje 

ochranu spermií proti nepříznivým vnějším podmínkám po ejakulaci a udržuje stálost jejich 

vnitřního prostředí (Říha a kol., 2003). Obsahuje fosfolipidy, které u kančích spermií tvoří 

asi 70 % obsahu všech lipidů (Eddy, 2006).  

Kančí spermie mají vysokou koncentraci nenasycených mastných kyselin 

v plazmatické membráně a nedostatečný enzymatický antioxidační systém. To je příčinou 

jejich náchylnosti k nadměrnému působení reaktivních forem kyslíku (Cerolini a kol., 2000; 

Strzezek a kol., 2005). Oxidace vysokého obsahu nenasycených mastných kyselin vede 

ke vzniku poškození, která nepříznivě ovlivňují motilitu, metabolismus, ultrastrukturu 

a fertilitu spermií. Oxidace lipidů hraje také důležitou roli v procesu stárnutí spermií, který 

omezuje jejich životaschopnost in vitro během uchovávání spermatu pro účely inseminace 

(Alvarez, Storey, 1982).  

 

Semenná plazma 

Semenná plazma představuje přirozené prostředí spermií. Umožňuje jejich výživu 

a transport v pohlavních orgánech samice. Hlavní složku semenné plazmy tvoří 97-99 % 

vody, dále obsahuje minerální prvky, bílkoviny, cukry, kyselinu citronovou a askorbovou, 

enzymy, prostaglandiny, estrogeny a androgeny (Kudláč, 2003; Říha a kol., 2003).  

 



 

16 
 

1.1.2 Fyzikální vlastnosti kančího spermatu 

Objem spermatu 

  Objem ejakulátu je fyzikální parametr spermatu, který se hodnotí bezprostředně 

po jeho odběru. U kanců se objem ejakulátu liší v závislosti na věku, jednotlivci, hmotnosti, 

krmení, frekvenci ejakulace, zdravotním stavu, způsobu odběru, působení stresu (Frunza 

a kol., 2008). V průměru se hodnoty objemu u mladých kanců pohybují mezi 120 - 200 ml 

a u starších kanců mezi 200 - 350 ml (Gramčík a kol., 1976).   

 

Koncentrace spermií 

  Koncentrace spermií v ejakulátu je důležitý indikátor kvality spermatu. Vyjadřuje se 

počtem spermií zjištěných na 1 mm
3 

ejakulátu. Průměrná hodnota koncentrace spermií 

se u kanců pohybuje v rozmezí 250 – 400 tisíc spermií/mm
3
. Koncentraci spermií v ejakulátu 

lze zjistit metodami fotometrickými, hemocytometrickými nebo počítačem částic. Zjištění 

přesné koncentrace spermií je důležité nejen pro zjištění kvality spermatu, ale také k určení 

stupně ředění spermatu pro jeho další využití (Čeřovský, 2001).  

 

Motilita spermií 

Motilita spermií je ovlivňována souborem endogenních a exogenních faktorů. 

Z endogenních faktorů sem jsou uváděny věk donora, doba pobytu spermií v nadvarleti, doba 

mezi a po ejakulaci, zrání spermií, energetická zásoba ATP, membránový transport, pohyb 

bičíku, vazebné proteiny, aglutinační faktory, protilátky, detergenty, membránová integrita 

a úroveň aktivity receptorů. Mezi exogenní faktory patří hydrodynamika, viskozita, 

osmolarita, pH prostředí, teplota, iontové složení. U ejakulátů určených k inseminaci 

nebo konzervaci se požaduje minimální aktivita 70%. Průměrná rychlost spermií je okolo 

43 µm/s (Věžník a kol., 2004).  
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Barva spermatu 

  Zbarvení spermatu je důležitý fyzikální parametr ejakulátu. Normální barva kančího 

spermatu je bílá s namodralými stíny. Pokud je odběr ejakulátu opakován vícekrát denně, pak 

je spermatická tekutina více čirá v důsledku klesající koncentrace spermií (Frunza a kol., 

2008).   

  Barva spermatu může mít různé odstíny, které jsou ovlivněné různými faktory: 

o Žluté zabarvení spermatu může být způsobeno vysokým obsahem karotenu v krmivu. 

Další příčinou mohou být hnisavé procesy na různé úrovni genitálního traktu 

nebo přítomnost moči. 

 

o Růžové zbarvení ejakulátu indikuje přítomnost červených krvinek. Příčinou může být 

krvácení do penisu, předkožky, močové trubice, prostaty. Krvácení se také objevuje 

při ruptuře krevních cév močové trubice během odběru spermatu.  

 

o Hnědá barva značí přítomnost zničených červených krvinek nebo infekce prostaty. 

 

o Zbarvení do zeleno-modra je pozorováno v případě oligospermie, což je snížené 

množství spermií v ejakulátu nebo při léčbě methylenovou modří (Frunza a kol., 

2008).   

 

Pach spermatu 

 Čistý ejakulát má nevýrazný pach, který je přirovnáván k vaječnému bílku (Bažant, 

1988). Ejakulát, který byl kontaminován tekutinou z předkožkového vaku, má velmi výrazný 

pach (Almond a kol., 1994).  

 

pH spermatu 

  Důležitým ukazatelem kvality spermatu je pH. Hodnota pH čerstvě ejakulovaného 

kančího spermatu je asi 7,4 ± 0,2. To je hodnota podobná jako u jiných tělních tekutin. Pokud 

je tato hodnota snížena, sníží se také metabolismus a pohyblivost spermií (Gadea, 2003). 
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Hodnota pH vyšší než 8 po odběru značí nízkou kvalitu spermií nebo také infekci genitálního 

traktu či přídatných pohlavních žláz (Frunza a kol., 2008).   

 

Osmotický tlak 

  Kančí spermie mají osmotický tlak 290 – 300 mOsm/kg. Mohou ale tolerovat poměrně 

širokou škálu osmotických tlaků, a to 240 – 380 mOsm/ kg (Gadea, 2003). Fraser a kol. 

(2001) uvádí, že ani pohyblivost ani životaschopnost spermií není ovlivněna osmotickým 

tlakem v rozmezí 250 – 290 mOsm/kg. Při tlacích pod 200 mOsm/kg je výrazně snížena 

motilita (Fraser a kol., 2001).  

 

1.1.3 Chemické vlastnosti kančího spermatu 

Znalost chemického složení semenné plazmy je důležitá při vytváření ředidel 

pro sperma. Ředidla udržují a prodlužují životaschopnost spermií po celou dobu konzervace 

ejakulátu. Kančí sperma obsahuje 8 % organických látek a 2 % minerálních látek. Celkem 

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

Sacharidy jsou obsaženy jak ve spermiích, tak v semenné plazmě. Mají důležitou 

úlohu v energetickém metabolismu. Podle Holta a Harrisona (2002) obsahuje kančí sperma 

77 mg sacharidů ve 100 ml. Turba a kol. (2007) uvádí, že kančí sperma obsahuje 

6 až 18 mg % v 1 ml sorbitolu a 20 až 40 mg % v 1 ml fruktózy.  

Kančí sperma je bohaté na inositol, a to průměrně 600 až 725 mg %. Úkolem inositolu 

je zajistit osmotický tlak v kančí semenné plazmě (Frunza a kol., 2008).   

V kančím spermatu se ve vysokých hladinách nachází kyselina sialová (Ardelean, 

2002). Kyselina citronová v kančím spermatu pochází ze semenných váčků, a je zde obsažena 

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

Argawal a kol. (2003) ve svém výzkumu uvádí, že obsah lipoproteinů v kančím 

spermatu je 404,02 ± 27,82 mg % a obsah glycerol fosforylcholinu se pohybuje v rozmezí 

110 až 204 mg %.  
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Certurion a kol. (2003) stanovili průměrný obsah bílkovin v kančím spermatu 

na 1840 ± 74 mg%.  

Kvalitativně i kvantitativně identifikovali obsah aminokyselin v kančím spermatu 

Cheminade a kol. (2002). V nejvyšší míře prokázali přítomnost kyseliny glutamové, 

a to v množství 64,96 ± 2,73 mg%. Dále byla prokázána přítomnost metioninu 11,9 mg%, 

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

U kanců je množství proteinů ve spermatu nižší než v krevní plazmě. Obsah proteinů 

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

Spermie jsou bohaté na androgenní a estrogenní hormony. Obsahují mnoho enzymů, 

např. katalázu, fosfatázu, mucinázu, hyaluronidázu, trypsin, amylázu, lipázu a cholinesterázu 

(Watson, 1990).  

Semenná plazma kanců obsahuje všechny známé vitamíny (A, C, D, B komplex atd.). 

Vitamin C je nezbytný pro životaschopnost spermií. Jeho nízká koncentrace způsobuje nízkou 

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

Kančí sperma obsahuje vysoké množství anorganických látek. Minerální soli 

ve spermatu zajišťují potřebný osmotický tlak pro udržení integrity membrány. Ionty také 

přispívají k aktivaci enzymů (Kommisrud a kol., 2002). Strzežek a kol. (1995) uvádí 

průměrný obsah sodíku 660 mg%, chloridu 330 mg%, draslíku 260 mg%, hořčíku 11 mg%, 

vápníku 2-6 mg% a anorganického fosforu 2 mg%. 
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1.2 Mikroorganismy ve vzorcích spermatu chovných kanců  

 Sperma je ideální prostředí pro růst mnoha mikroorganismů, včetně bakterií a plísní. 

Testikulární tkáň a příslušné žlázy kanců jsou ve většině případů bez bakterií. K bakteriální 

kontaminaci ejakulátu dochází až během procesu sběru spermatu. Proces odběru kančího 

spermatu není sterilním postupem. V důsledku toho je odebrané kančí sperma běžně 

kontaminováno. Manipulace s kančím ejakulátem v průběhu zpracování v laboratoři může 

také vést k zavedení kontaminace do vzorku. Bakteriální kontaminace je důležitým 

parametrem, který je třeba brát v úvahu při kontrole kvality spermatu při jeho použití 

k inseminaci (Althouse a Lu, 2005; Althouse a kol., 2008; Martín a kol., 2010).  

 

1.2.1 Zdroje kontaminace 

 Bylo zjištěno, že ke kontaminaci kančího spermatu může dojít během procesu odběru 

i během zpracování ejakulátu. Zdroji kontaminace mohou být fekálie, kůže, sekrety 

respiračního systému, ale také voda z kohoutku, krmivo, stelivo, vzduch, ventilační systémy 

apod., odtud se pak kontaminanty dostanou do těla kanců.  Dalšími zdroji kontaminace 

mohou být např. peristaltické hadičky, nádoby na ředidla, teploměry, pipety. To jsou 

předměty, se kterými přijde sperma do přímého kontaktu (Althouse a kol., 2000).  

 Pokud není bakteriální kontaminace kančího spermatu kontrolována, dochází 

ke snížení reprodukčních schopností prasnic. Je proto důležité dodržovat hygienické zásady, 

mezi které patří: správná hygiena předkožky kance, správná fixace penisu při odběru 

spermatu, vyražení prvního proudu ejakulátu, používání jednorázových rukavic personálem 

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

 Forma fixace penisu kance, délka trvání odběru spermatu, hygiena předkožky kance 

a používání rukavic jsou faktory, které jsou při sběru spermatu závislé na týmu personálu, 

který jej provádí. Zásadní význam na snížení kontaminace ejakulátu má cílené zaškolení 

personálu a jeho znalost specifických postupů (Althouse a Lu, 2005; Bortolozzo a Went, 

2005; Althouse a kol., 2008). 
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Obrázek 1: Pracovní postup a vybrané hygienické kritické kontrolní body při zpracování 

kančího spermatu. (1) odběrová místnost; (2) přeprava ejakulátu; (3) ředidla; (4) vnitřní strana 

víčka ředící nádoby; (5) barviva; (a) manuální operační vlivy (telefon, klávesnice), (b) 

laboratorní povrchy; (c) čističky odpadních vod; (d) dřezy, odpady (Schulze a kol., 2015) 

 

1.2.2 Nejčastěji se vyskytující mikroorganismy v kančím spermatu 

 Althouse a kol. (2008) ve své studii uvádí, že 71 % kontaminujících bakterií je tvořeno 

těmito zástupci: Alcaligenes xylosoxidans, Burkholderia cepacia, Enterobacter cloacae, 

Escherichia (E.) coli, Serratia marcescens a Stenotrophomonas maltophilia. Zbylé 

identifikované bakterie zahrnují Acinetobacter lwofii, Aeromonas schubertii, Enterobacter 

agglomerans, Flavobacterium spp., Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, 

Pseudomonas spp. a Ralstonia pickettii.  

 Bakteriální kontaminaci u 63 % vzorků nezpracovaného kančího spermatu prokázali 

Bresciani a kol. (2014). Identifikovali různé bakteriální druhy, konkrétně E. coli, Serratia 

marcescens, Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. 

a Pseudomonas aeruginosa. E. coli byla nejčastější kontaminující bakterií (byla prokázána 

u 53 % vzorků). Pseudomonas aeruginosa byla izolována pouze z jednoho vzorku.  

stáj 

sběr 

spermatu 

ejakulát 

laboratorní zpracování ejakulátu 

nádoby 

na sperma 
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 Martín a kol. (2010) vyšetřili celkem 115 vzorků kančího spermatu. Uvádí, 

že 29 vzorků nevykazovalo žádnou bakteriální kontaminaci. 12 vzorků bylo pozitivních 

na 1 druh bakterie, 45 vzorků na 2 druhy bakterií, 24 vzorků na 3 druhy a 5 vzorků na 4 

druhy. E. coli byla uvedena jako nejčastější kontaminanta kančího spermatu. Celkem byla 

prokázána u 79 % vzorků. Dalšími častými kontaminanty byly Proteus a Serratia spp. (36 %), 

Enterobacter spp. (29 %), Klebsiella spp. (14 %), Staphylococcus spp. (12 %), Streptococcus 

spp. (9 %), Pseudomonas spp. (8 %) a anaerobní bakterie (1 %).  

 Gączarzewicz a kol. (2016) testovali 79 vzorků kančího ejakulátu. Uvádí, že 78 ze 79 

vzorků bylo pozitivních na přítomnost aerobních bakterií, a to v koncentracích 

mezi 80 až 370 CFU/ml. Izolovali Enterobacter spp., E. coli, Proteus spp., Pseudomonas 

spp.; Pseudomonas fluorescens a Pseudomonas aeruginosa, Bacillus spp., Staphylococcus 

spp., Streptococcus spp. Jako nejčastější kontaminanty uvádí bakterie rodu Staphylococcus, 

Streptococcus a neidentifikované bakterie rodu Pseudomonas.  Dále uvádí, že neprokázali 

žádné striktně anaerobní bakterie ani plísně.   

 

1.2.3 Charakteristika nejčastěji se vyskytujících mikroorganismů 

 Čeleď Enterobacteriaceae 

 Čeleď také nazývaná enterobakterie zahrnuje gram-negativní, nesporulující, 

fakultativně anaerobní tyčinky, někdy kokobacily, většinou pohyblivé. Tvoří katalázu, netvoří 

oxidázu. Jsou kultivačně nenáročné, mají respirační a fermentační metabolismus. 

Při zpracování cukrů tvoří kyseliny, často i plyn (Bednář a kol, 1999; Tadesse a Alem, 2006).  

  

Rod Escherichia 

 Nejvýznamnějším zástupcem rodu Escherichia je druh Escherichia coli. E. coli je 

fakultativně anaerobní, štěpí glukózu a laktózu za tvorby plynu, tvoří indol a neštěpí 

močovinu. Pohybuje se prostřednictvím bičíků, které se nacházejí po celém povrchu 

bakteriální buňky. Bakterie na svém povrchu nese dva typy fimbrií. První typ se skládá 

z kyselého hydrofobního proteinu fimbrinu, který umožňuje bakterii přichytit se na epitel 

hostitele a následně jej kolonizovat. Je vysoce antigenní, jelikož obsahuje F antigeny. Druhým 

typem fimbrií jsou sex pili, které jsou důležité při konjugaci (Votava a kol., 2010).  
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 Nejvýznamnějším oportunně patogenním druhem je E. coli. Přirozeně se vyskytuje 

v tlustém střevě a ve spodní části tenkého střeva. Obvykle se častěji vyskytuje u masožravců 

a všežravců než u býložravců. Tato bakterie je vylučována stolicí. V trusu, prachu a vodě 

může přežít po dobu několika týdnů až měsíců. Ve střevě je patogenní, jen pokud je vybavena 

faktory virulence, mimo střevo je patogenní téměř vždy. E. coli vyvolává zejména infekce 

močových cest, infekce ran, septická onemocnění, průjmy (Bednář a kol., 1999; Quinn a kol., 

1994; Votava a kol., 2010).  

  

Rod Enterobacter 

 Do tohoto rodu patří opouzdřené gram-negativní tyčinky. Vyskytuje se v půdě, vodě, 

jako komenzál v zažívacím traktu lidí i zvířat. Může vyvolat infekce močových cest. 

Mezi významné druhy patří Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter 

sakazakii (Bednář a kol., 1999; Tadesse a Alem, 2006). 

 

 Rod Klebsiella 

 Rod Klebsiella je blízký rodu Enterobacter, na rozdíl od něj je ale lépe adaptován 

na život mimo střevo. Charakteristickým znakem je tvorba pouzder, díky kterým jsou kolonie 

výrazně mukózní. Významná je absence pohybu a ureázová aktivita. Jako střevní komenzály 

jsou klebsiely méně běžné než enterobaktery. Může způsobit infekce močových cest, 

mastitidy, pneumonie a hnisavé infekce. Mezi významné zástupce patří Klebsiella 

pneumoniae a Klebsiella oxytoca (Bednář a kol., 1999; Markey a kol., 2013; Votava a kol., 

2007).  

  

 Rod Proteus   

 Vyskytuje se ve střevním traktu lidí i zvířat, v půdě, vodě i kanalizaci. Jsou to 

pohyblivé, neopouzdřené, pleomorfní tyčinky. Způsobují infekce močových cest, otitidy 

a průjmy. Významnými druhy jsou Proteus mirabilis a Proteus vulgaris. Jejich 

charakteristickou vlastností je plazivý růst na tuhých médiích.  Z biochemických vlastností je 

nápadná tvorba ureázy (Bednář a kol., 1999; Markey a kol., 2013; Tadesse a Alem, 2006). 
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 Rod Pseudomonas 

 Do rodu Pseudomonas patří středně velké gram-negativní tyčinky. Pohybují se díky 

přítomnosti jednoho nebo více polárních bičíků.  Jsou striktně aerobní, oxidáza i kataláza 

pozitivní. Rostou při teplotách od 4 do 42 °C a některé kmeny jsou schopné tvořit pigmenty. 

Běžně se vyskytují v odpadních vodách, půdě i v trávicím traktu savců. Nejvýznamnějším 

zástupcem je Pseudomonas aeruginosa (Bednář a kol., 1999; Quinn a kol., 1994). 

 Pseudomonas aeruginosa vytváří kovově lesklé kolonie, které na krevním agaru tvoří 

zóny úplné hemolýzy. Vytváří modrozelený pigment pyocyanin. Charakteristická je také 

jasmínová vůně. Vyskytuje se v půdě a vodě, může být ale nalezena i na kůži, sliznicích 

a ve výkalech zvířat (Bednář a kol., 1999; Tadesse a Alem, 2006). 

  

 Rod Staphylococcus 

 Stafylokoky jsou gram-pozitivní koky o průměru asi 1 µm, uspořádané jednotlivě, 

v párech, tetrádách, v krátkých řetízcích o nejvýše čtyřech buňkách a především 

v nepravidelných shlucích tvaru hroznů. Jsou nepohyblivé, netvoří spory. Až na výjimky jsou 

fakultativně anaerobní, kataláza – pozitivní, oxidáza – negativní (Votava a kol., 2007). 

Stafylokoky mají většinou respirační i fermentační metabolismus. Při zkvašování cukrů tvoří 

kyseliny, ne však plyn. Jsou do značné míry rezistentní k nepříznivým vlivům zevního 

prostředí, jako je vyšší teplota, vyšší koncentrace NaCl a vysychání. Díky těmto vlastnostem 

mohou být součástí normální mikroflóry kůže a sliznic. Některé druhy produkují ve vodě 

nerozpustné pigmenty karotenového typu, které zbarvují kolonie krémově, žlutě až oranžově. 

Nepigmentující druhy rostou v bílých nebo šedých koloniích (Bednář a kol., 1999).  

 Nejvíce se stafylokoky nacházejí u zvířat, některé druhy jsou patogenní. Jsou 

považovány za podmíněně patogenní, vyvolávají akutní a hnisavé infekce. Dva hlavní 

patogenní stafylokoky, Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius a Staphylococcus 

pseudintermedius, jsou koaguláza – pozitivní. Test na koagulázu obvykle dobře koreluje 

s patogenitou. Koaguláza – negativní stafylokoky jsou komenzálové běžně se vyskytující 

v životním prostředí. Jsou považovány za hlavní složku normální mikroflóry zvířat a lidí. 

Občas mohou způsobit oportunní infekce. Rod Staphylococcus je v přírodě široce rozšířený 
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a běžně se vyskytuje po celém světě u savců i ptáků. Kolonizují nosní dutinu, nosohltan, kůži 

a sliznice. Přechodně se mohou nacházet i ve střevním traktu (Markey a kol., 2013).  

 

 Rod Streptococcus 

 Streptokoky jsou gram – pozitivní, kataláza – negativní, oxidáza - negativní koky 

uspořádané do dvojic a řetízků. Nejsou pohyblivé. Na krevním agaru rostou v drobných 

koloniích většinou obklopených zónou alfa nebo beta hemolýzy. Až na výjimky nerostou 

při 10°C ani 45°C, v přítomnosti 6,5 % NaCl nebo 40 % žlučových solí. Nerostou ani při pH 

vyšším než 9. Většina druhů je fakultativně anaerobní, růst některých je podporován CO2. 

Konečným produktem při fermentaci cukrů je kyselina mléčná. Některé druhy jsou primárně 

patogenní (Streptococcus pyogenes), velkou skupinu tvoří druhy podmíněně patogenní 

(Bednář a kol., 1999; Votava a kol., 2007).  

 Streptokoky jsou komenzálové sliznic, jsou součástí normální mikroflóry dutiny ústní, 

horních cest dýchacích, mohou být přítomny v zažívacím traktu. Většina streptokoků 

se vyskytuje u zvířat jako komenzálové sliznic horních cest dýchacích a dolního 

urogenitálního traktu. Jsou náchylné k vyschnutí (Bednář a kol., 1999; Markey a kol., 2013).  
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1.3 Vliv mikroorganismů na kvalitu kančího spermatu 

 Produkce spermatu o vysoké kvalitě je důležitá zejména proto, že sperma jednoho 

kance může být použito pro inseminaci více prasnic (Rozeboom, 2000).  

 Bakteriální kontaminace je důležitý ukazatel kvality kančího spermatu používaného 

k inseminaci. Kontaminace kančího spermatu obvykle zhoršuje jeho kvalitu. Přítomnost 

bakterií v kančím spermatu je dávána do souvislosti s aglutinací spermií, sníženou životností 

spermií. Dále může mít vysoký počet bakterií vliv na integritu akrozomu, osmotický tlak 

nebo pH spermatu. Bakteriální kmeny detekované v kančím spermatu patří převážně do čeledi 

Enterobacteriaceae. Většina z těchto kmenů není považována za primární patogeny kanců. 

Ke kontaminaci může dojít v důsledku infekce močových cest nebo během odběru spermatu 

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

 Kontaminace kančího spermatu může způsobit neplodnost z důvodu vzniku 

endometritidy u samice, embryonální či fetální smrt a další onemocnění a infekce (Maes, 

2008; Martinet, 2010). 

 Bakterie působí svým spermicidním účinkem přímo na spermie. Hlavní 

spermatotoxické účinky bakterií na spermie souvisí s přímým rozrušením spermií. Dále jsou 

spermie poškozovány lipopolysacharidem a cytolysinem bakterií, působením leukocytů 

a protilátek (Kuster, Althouse, 2016).  

 Dosud je nejvíce prostudována interakce E. coli na spermie. E. coli přilne k povrchu 

prostřednictvím manózu vázajících adhezinů. Tato vazba vede k ultrastrukturálnímu 

poškození plazmatické membrány spermií. Spermicidní účinek se odvíjí od koncentrace 

bakterií ve vzorku.  Pro E. coli byl stanoven poměr bakterie ke spermiím 1:1 jako prahová 

hodnota pro indukci aglutinace a snížení pohyblivosti spermií (Althouse, Lu, 2005; Althouse 

Pierdon, Lu, 2008).  

 Martín a kol. (2010) ve své studii uvádí, že ze 115 vzorků jich 72  (63 %) vykazovalo 

určitý stupeň aglutinace. E. coli byla přítomna u 63 vzorků (tj. 55 %). E. coli izolovaná 

ze spermatu je schopná vyvolat velmi silnou aglutinaci spermií. Aglutinace byla pozorována 

makroskopicky jako malé bílé shluky, které lze snadno pozorovat pouhým okem 

na podložním sklíčku. Kromě aglutinace spermií má přítomnost E. coli v kančím spermatu 

vliv na velikost vrhu. Nižší počet narozených mláďat se objevuje při koncentraci E. coli 
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nad 3,5 x 10
3
 CFU/ml. Pokud sperma obsahuje více než 3,5 x 10

3
 CFU/ml E. coli nemělo by 

být pro umělou inseminaci použito.  

 Yaníz a kol. (2010) uvádí, že u vzorků skladovaných při 15°C s přítomností E. coli 

došlo k drastickému snížení pohyblivosti, rychlosti a životaschopnosti spermií. Tyto změny 

byly méně intenzivní u vzorků, kde byly přítomny Staphylococcus aureus 

nebo Staphylococcus epidermidis.  

 

 

Obrázek 2: Aglutinace spermií způsobená bakteriální kontaminací (Kuster, Althouse, 2016) 

  

 Jako hlavní problém bakteriální kontaminace kančího spermatu uvádí Úbeda 

a kol. (2013) snížení pohyblivosti spermií. Pohyblivost byla výrazně snížena u vzorků 

spermatu, které obsahovaly tyto mikroorganismy: Klebsiella oxytoca, Morganella morganii, 

Serratia marcescens, Proteus mirabilis.  

 Morganella morganii je dávána do souvislosti se snížením koncentrace spermií 

v ejakulátu a s morfologickými abnormalitami akrozomu. Proteus mirabilis způsobuje 

abnormality ve tvaru spermií (Úbeda a kol., 2013).  

 Přítomnost Pseudomonas aeruginosa v kančím spermatu je potencionální zdroj šíření 

infekčních chorob. Negativně ovlivňuje životnost a fertilizační schopnosti spermií. 
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Pseudomonas aeruginosa vyvolává škodlivé účinky na kvalitu kančích spermií i během 

skladování v kapalné formě při 15-17°C (Sepúlveda a kol., 2014).  

 

 

Obrázek 3: Kančí spermie a bakterie Pseudomonas sp. (Kuster a Althouse, 2016) 
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1.4 Inhibice mikroorganismů v kančím spermatu 

1.4.1 Ředění a konzervace kančího spermatu 

 Ředidla jsou vodné roztoky, které se používají ke zvýšení objemu ejakulátu a k získání 

většího množství inseminační dávky. Dalším důvodem používání ředidel je zajištění 

optimálního prostředí pro spermie, ve kterém zůstanou živé několik dní (Gadea, 2003).  

 Spermie se nacházejí v semenné plazmě, která jim dodává potřebné živiny pro vysoké 

metabolické nároky při transportu spermií prostředím pohlavního ústrojí samice. V ejakulátu 

může být tato vysoká metabolická aktivita zachována jen po omezenou dobu. Aby mohli být 

spermie uchovány delší dobu, musí být jejich metabolická aktivita snížena uchováváním 

při snížené teplotě. V praxi je doporučena teplota 15 – 20°C. Nižší teplota skladování 

prodlužuje jejich životaschopnost (Gadea, 2003; Paulenz a kol., 2000).  

Stupeň ředění spermatu, resp. konečný objem naředěného spermatu, určuje zvolený 

počet aktivních spermií v jedné inseminační dávce a celkový počet aktivních spermií 

ve spermatu. K inseminaci se používají inseminační dávky s obsahem 1,5 -3 miliardy spermií, 

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

Principem konzervace spermatu je uvedení spermií do stavu anabiózy (polospánku), 

kdy je metabolismus spermií nejnižší. Tohoto stavu lze dosáhnout snížením teploty 

na  16 až 18°C a složením ředidel. V průběhu konzervace nesmí dojít k poškození 

povrchových membrán akrozomu, aby nedošlo k poškození jejich fertilizační schopnosti. 

Ředidla používána při konzervaci kančího spermatu proto obsahují ochranné a výživné látky. 

Jedná se především o glukózu, citronan sodný, uhličitan sodný, chelaton a aminokyseliny 

(Kopřiva a kol., 1996).  

Spermie produkují energii potřebnou pro udržení metabolismu a pro pohyb bičíku 

prostřednictvím glykolytické dráhy. Tyto procesy probíhající v mitochondriích se nachází 

v prostřední části spermie. Zdrojem energie nejčastěji používaným v ředidlech ejakulátu je 

glukóza. Byly testovány i jiné cukry např. galaktóza, fruktóza, ribóza, trehalóza, ale byly 

u nich pozorovány horší výsledky (Gadea, 2003).  

 Pro kontrolu pH ředidel se využívají pufrační činidla. Hodnota pH kančího ejakulátu 

se pohybuje kolem 7,4 ± 0,2. Pokud je tato hodnota snížena, sníží se také metabolismus 

a pohyblivost spermií. Mezi nejjednodušší používané pufry patří uhličitan sodný nebo citrát 
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sodný, které mají omezenou pufrační kapacitu. Složitější pufry např. TES, Hepes, MOPS, Tris 

mohou kontrolovat pH v širším rozmezí. Pufry MOPS a Hepes nejsou závislé na teplotě 

(Gadea, 2003).  

EDTA se přidává do ředidel kančího spermatu pro své chelatační vlastnosti. Když jsou 

vápenaté ionty zachyceny, je inhibována iniciace kapacitace spermií (Watson, 1995).   

K regulaci osmotického tlaku v kančím ejakulátu se používají soli anorganických 

iontů, jako jsou sodík a chlorid draselný (Gadea, 2003).  

Pro běžné účely produkce mohou být ředidla rozdělena do dvou hlavních skupin, 

a to na ředidla ke krátkodobému a dlouhodobému uchování spermatu. Krátkodobá ředidla 

prodlužují životaschopnost spermií až na dobu 3 dnů a jsou široce využívána po celém světě 

pro rutinní práci. Při použití dlouhodobých ředidel lze prodloužit životaschopnost spermií až 

na 5 – 7 dní. Jsou používána, pokud je sperma skladováno několik dní nebo pokud je 

přepravováno na dlouhou vzdálenost. Dlouhodobá ředidla obsahují BSA, který má pozitivní 

vliv na přežívání spermií. Cystein je používán jako stabilizátor membrán inhibující kapacitaci 

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

V současné době je jedním z nejpoužívanějších ředidel BTS (Beltsville Thawing 

Solution) vyvinuté Purselem a Johnsonem v roce 1975 pro rozmrazování zmrazeného kančího 

spermatu. V roce 1988 bylo Johnsonem a kol. upraveno pro skladování spermatu. Toto 

krátkodobé ředidlo je složeno z 205 mM glukózy; 20,39 mM NaCl; 5,4 mM KCl; 15,01 mM 

NaHCO3; 3,35 mM EDTA (Johnson a kol., 1988). BTS obsahuje nízkou koncentraci draslíku. 

Udržuje intracelulární koncentraci tohoto iontu na fyziologické hladině během skladování 

(Johnson a kol., 2000).  
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Tabulka 1: Složení krátkodobých a dlouhodobých ředidel používaných pro kančí sperma 

(Vyt, 2007).  

 Krátkodobá ředidla Dlouhodobá ředidla 

 BTS
1
 

 

Kiev
2
 Androhep

3
 Modofikovaná 

Modena
4
 

Zorlesco
5
 

Glukóza (g/l) 37,00 60,00 26,00 25,00 11,50 

Citrát sodný (g/l) 6,00 3,70 8,00 6,90 11,70 

NaHCO3 (g/l) 1,25 1,20 1,20 1,00 1,25 

EDTA (g/l) 0,75 3,70 2,40 2,25 2,30 

HEPES (g/l)   9,00   

BSA (g/l)   2,50 3,00 5,00 

Kyselina citrónová (g/l)    2,00 4,10 

Tris pufr (g/l)    5,65 6,50 

Cystein (g/l)    0,05 0,10 

 

Legenda: 

        

 

 

 

1.4.2 Antibiotika v ředidlech kančího spermatu 

Komponenty ředidel, tedy především glukóza a dále teplota, při které je sperma 

skladováno (15 – 17°C) podporují růst většiny gram-negativních bakterií. Bakteriální 

kontaminace kančího spermatu snižuje jeho kvalitu, což následně vede i ke snížení doby, 

po kterou může být sperma uchováváno (Gadea, 2003).  

 Přidání antibiotik ve vhodné koncentraci zlepšuje přežití spermií a také zlepšuje 

výsledky plodnosti. Zpočátku byla nejčastěji používaná kombinace antibiotik penicilin 

a streptomycin v koncentraci 1 g/l. V návaznosti na to, jsou dnes úspěšně používány 

aminoglykosidy, včetně gentamycinu, neomycinu, kanamycinu v koncentraci asi 200 mg/l 

(Gadea, 2003).  

1 
Pursel a Johnosn, 1975 

2 
Waberski, 1994 

3 
Weitze, 1990 

4
 Johnson

 
a kol., 1988 

5
 Gottardi,  a kol., 1980 
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Kombinace lincomycinu a spectinomycinu (300/600 µg), dále tylosin (100 µg) 

nebo gentamycin (500 µg) vykazují dobré výsledky proti mykoplazmatům, ale i dalším 

bakteriálním druhům (Lein, 1986; Shin, 1986).  

Antibiotika mohou však být pro spermie toxická. Používání antibiotik v ředidlech 

kančího spermatu může mít nepříznivý vliv jak na kvalitu a životnost spermií, tak na životní 

prostředí. To omezuje výběr antibiotik, která mohou být použita do ředidel spermatu. 

Ve snaze snížit toxicitu na ejakulát je používána směs antibiotik. To může vést k rozvoji 

antibiotické rezistence, která může být přenesena i na ostatní bakterie v těle hostitele. 

U gentamycinu, což je běžně používané antibiotikum v komerčních ředidlech, byl prokázán 

nepříznivý vliv na pohyb a životaschopnost spermií. Dále je nezbytné, aby ředidla a sperma 

obsahující antibiotika, byly likvidovány schváleným způsobem pro inaktivaci antibiotik, 

předtím než se dostanou do životního prostředí (Aurich a Spergser, 2007; Morrell, 2016).  

 

Tabulka 2: Rizika a výhody používání antibiotik v ředidlech spermatu (Morrell, 2016) 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Rizika Výhody 

Ředidla bez antibiotik 

Bakterie soutěží se spermiemi 

o živiny, produkují toxické 

metabolity a lipopolysacharid. 

Mohou způsobit onemocnění 

u samic po umělé inseminaci. 

Žádné toxické působení 

antibiotik na spermie 

ani riziko šíření 

antibiotické rezistence. 

Ředidla s antibiotiky 

 

Antibiotika mohou být toxická 

pro spermie. Bakterie mohou 

být na antibiotika již rezistentní, 

či naopak může dojít ke vzniku 

rezistence. Může dojít 

ke kontaminaci životního 

prostředí.  

 

Zničení kontaminujících 

bakterií předtím než se 

začnou množit či než 

začnou soutěžit o živiny 

v ředidle. Bakterie nejsou 

převedeny na samice 

během umělé inseminace. 
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 Nejčastěji používaná antibiotika v ředidlech kančího spermatu jsou aminoglykosidy. 

Aminoglykosidy jsou hydrofilní cukry, které mají několik amino a hydroxy substituentů 

(Kotra a kol., 2000). Působí bakteriostaticky inhibicí syntézy proteinů a působením na mRNA 

při přepisu genetické informace (McPhee a kol., 2012).  

 Antibiotické spektrum aminoglykosidových antibiotik je poměrně široké. Zahrnuje 

gram-negativní (enterobakter, serracie, citrobakter, pseudomonády, klebsiely, salmonely, 

shigely) i gram-pozitivní bakterie (Staphylococcus aureus, včetně kmenů produkujících 

betalaktamázu a Staphylococcus epidermidis). Mezi méně citlivé až necitlivé bakterie patří 

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

 Působí baktericidně fází rychlého zabíjení (6 hodin). Po této fázi následuje 

bakteriostáza (postantibiotický efekt). Nevýhodou je možnost vzniku mnohočetné rezistence, 

jejíž příčinou bývají změny propustnosti buněčné mikrobiální stěny, modifikace nebo absence 

příslušného mikrobiálního receptoru nebo změna chemické struktury antibiotika adenylací, 

acetylací nebo fosforylací postranních skupin (Martínková, 2007).   

 Aminoglykosidy se nevstřebávají z gastrointestinálního traktu (GIT), po parenterálním 

podání se distribuují do extracelulárního prostoru, nepronikají intracelulárně. Mezi běžně 

dostupné a používané aminoglykosidy patří gentamycin, amikacin, kanamycin, neomycin 

a streptomycin.  Neomycin je při parenterálním podání značně toxický, z GIT se nevstřebává. 

Podává se místně do tělních dutin, na kůži na drobná poranění, často v kombinaci 

s bacitracinem. Perorálně se podává k vyhubení aerobní střevní flóry. Gentamycin, 

tobramycin, amikacin, netilmicin se podávají intravenózně nebo intramuskulárně u závažných 

infekcí, jako jsou sepse, pneumonie, infekce močových cest způsobené gram-negativními 

mikroby. Často se kombinují s betalaktamovými antibiotiky (Martínková, 2007).  
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1.4.3 Alternativa k antibiotikům v ředidlech kančího spermatu 

Fyzikální odstranění bakterií z kančího ejakulátu  

 Navzdory potřebě hledat alternativa ke konvenčním antibiotikům, jsou výzkumy 

na toto téma stále ojedinělé. Během posledních dvou desetiletí je pozornost věnována 

koloidní centrifugaci kančího spermatu. Dříve byla pozornost věnována hlavně centrifugaci 

v hustotním gradientu (DGC), v poslední době se zaměřuje na jednovrstvou centrifugaci 

(SLC). Fyzikální odstranění bakterií ze vzorků spermatu např. koloidní centrifugací by mohla 

být efektivní alternativou k přidávání antibiotik do ředidel (Morrell, Wallgren, 2011).  

Aplikace jednovrstvé centrifugace v konzervaci kančího spermatu jsou následující: 

zlepšit kvalitu spermií v umělé inseminaci, zvýšit dobu skladování vzorků spermatu, odebrat 

patogeny, a tím zlepšit biologickou bezpečnost dávky spermatu a snížit používání antibiotik 

(Morrel, Wallgren, 2011).  

 Koloidní centrifugace spermatu je relativně jednoduchá metoda, která je dostupná 

ve většině laboratoří na zpracování spermatu. Metoda jednovrstvé centrifugace je jednodušší 

a časově méně náročná než centrifugace v hustotním gradientu. Využívá pouze jednu vrstvu 

koloidu, čímž odpadá potřeba připravovat několik vrstev koloidu o různých hustotách. 

Připravený koloid je nalit do centrifugační zkumavky a ředěné sperma je vrstveno pečlivě 

navrch (obr. 4). Pro optimální selekci semene by neměla koncentrace spermií v ejakulátu 

přesáhnout přibližně 100 miliónů/ml, aby se předešlo přetížení koloidu. Zkumavka se odstředí 

při 300 x g 20 minut. Během centrifugace je semenná plazma umístěna v horní části, zatímco 

spermie jdou dolů skrze koloid. Peleta na dně zkumavky obsahuje pohyblivé a životaschopné 

spermie. Supernatant (obsahující ředidlo, semennou plazmu a mrtvé spermie) a většina 

koloidu je odsáta. Peleta spermatu je poté odebrána zpod zbytku koloidu sterilní pipetou a je 

přemístěna do čisté zkumavky s ředidlem spermatu (Morell, Wallgren, 2011; Morrell, 

Wallgren, 2014).  

 Koloidní centrifugace spermatu umožňuje odstranit významnou část kontaminujících 

bakterií. Mikroorganismy a jiné buňky se po centrifugaci nachází v semenné plazmě, která je 

umístěna v horní části zkumavky. Oproti tomu spermie, které chceme odebrat, tvoří peletu 

na dně zkumavky (Morrell, wallgreb, 2016; Morrell, Rodriguez – Martinez, 2016).  
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Obrázek 4: Jednovrstvá centrifugace ejakulátu s použitím Androcoll-E (Morrell, Wallgren, 

2011) 

  

Přírodní látky jako inhibitory mikroorganismů  

 Léčebné účinky přírodních látek jsou známé již po mnoho staletí. Jejich biologická 

aktivita zahrnuje antimikrobiální, antivirové, antimykotické a antiparazitární účinky. 

Systematické sledování antibakteriálních rostlinných extraktů představuje trvalou snahu najít 

nové sloučeniny s potenciálem nahradit antibiotika (Mazurová a kol., 2006).  

 Způsoby antimikrobiální aktivity sloučenin přírodního původu jsou předmětem 

výzkumu řady vědeckých pracovišť. Inhibiční vlastnosti těchto látek jsou ovlivňovány mnoha 

faktory. Stojanovic (2005) ve své studii informoval o nižší účinnosti přírodních sloučenin 

na gram-negativní bakterie. Kalemba a Kunická (2003) zjistili, že inhibiční účinky souvisejí 

také s hydrofilními a lipofilními vlastnostmi přírodních látek.  

 Terpenoidy jsou významné složky rostlinných silic a pryskyřic. Antimikrobiální 

účinnost terpenoidů podporuje jejich lipofilní charakter. Sloučeniny se vážou na lipidy vnější 

membrány, čímž negativně ovlivňují její integritu. S tím souvisí porucha funkce 

membránových proteinů, inhibice dýchání a narušení iontové rovnováhy, což následně vede 

ke smrti bakteriální buňky (Cowan, 1999, Dorman, Deans, 2000, Marino a kol., 2001, 

Trombeta a kol., 2005).  
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 Mechanismus antimikrobiálního působení fenolových sloučenin, včetně kyseliny 

gallové, je založen na schopnosti narušit integritu bakteriální cytoplazmatické membrány 

a zasahovat do metabolismu bakterií (Mazurová a kol., 2015). 

 Kyselina gallová je přirozeně se vyskytující fenolická sloučenina s antioxidačními, 

antibakteriálními a antifungicidními účinky. Je vysoce rozpustná ve vodě a v polárních 

rozpouštědlech jako je metanol a etanol. Tato látka se nachází v habru, dubové kůře, duběnce, 

v zeleném a černém čaji, chmelu, granátovém jablku a v dalších rostlinách a plodech. 

Kyselina gallová se vyskytuje buď jako volná (nevázaná) molekula nebo může být vázána 

na molekuly tříslovin, ze kterých může být separována kyselinami nebo termální hydrolýzou 

(Mazurová a kol., 2015). Antimikrobiální aktivita fenolických produktů může zahrnovat 

různé způsoby účinku, a to destabilizaci a permeabilizaci cytoplazmatické membrány, inhibici 

enzymů oxidovanými produkty. Fenoly mohou inhibovat syntézu nukleových kyselin jak 

u gram-negativních, tak u gram-pozitivních bakterií (Cushnie, Lamb, 2005). Kyselina gallová 

mění bakteriální hydrofobicitu, je elektrofilní a významně tak ovlivňuje komponenty 

bakteriálního povrchu. Kyselina gallová ve styku s gram-negativními i gram-pozitivními 

bakteriemi propaguje poškození membrány, uvolnění intracelulárního obsahu a následnou 

smrt buněk. Tento účinek je závislý na bakteriálním druhu. Významné účinky byly zjištěny 

především u Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Účinné koncentrace kyseliny 

gallové jsou příliš vysoké a tedy nevhodné k samostatné aplikaci pro antimikrobiální terapii 

(Borges a kol., 2013).  

 Med je jedním z nejstarších tradičních léčiv používaných k léčbě mikrobiálních 

infekcí. Je také účinným antimikrobiálním činidlem používaným k léčbě popálenin a ran.  

Vysoký obsah cukru a fyzikálně – chemické vlastnosti medu jako je vysoká osmolarita, nízká 

aktivita vody a kyselost představují nevhodné podmínky pro růst bakterií (Faustino, Pinheiro, 

2015). Antimikrobiální vlastnosti medu mohou být důležité proti bakteriím, u kterých se 

vyvinula bakteriální rezistence vůči antibiotikům (Armstrong, Otis, 1995).  

Kwakman a kol. (2010) uvádí, že za antimikrobiální účinky medu je zodpovědný 

enzym defensin – 1, který je součástí imunitního systému medonosných včel. Přítomnost 

tohoto enzymu byla zjištěna také v medu. Defensin – 1 je peptid známý také jako royalisin. 

Tento enzym má silnou aktivitu pouze proti gram-pozitivním bakteriím včetně Bacillus 

subtilis, Staphylococcus aureus a Paenibacillus larvae, který je původcem ničivého 

onemocnění včelích larev (Kwakman a Zaat, 2012).  
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Schopnost medu vyrábět malé množství peroxidu vodíku, který zabíjí mnoho bakterií, 

hraje důležitou roli v antimikrobiální aktivitě medu (Kačániová a kol., 2011).  

Chemické látky jako inhibitory mikroorganismů 

 Antimikrobiální efekt kovů, jako je rtuť, stříbro, měď, železo, olovo, zinek, bismut, 

zlato a hliník je nazýván oligodynamický efekt. Přesný mechanismus účinku není zcela znám. 

Předpokládá se, že kovové ionty denaturují enzymy cílové buňky vazbou na reaktivní skupiny 

a vedou k jejich srážení a inaktivaci. Bakterie obecně jsou tímto efektem ovlivněny, naopak 

viry nejsou k tomuto efektu citlivé. Tento nepoměr naznačuje, že toxické mechanismy mají 

vliv na metabolismus, protože viry nejsou metabolicky aktivní (Seiler, Berendonk, 2012).  

 Zinek je jedním z důležitých stopových prvků těla. Jeho nedostatečnost způsobuje 

neplodnost většiny zvířat. Dochází k poruchám vývoje varlat a spermatogeneze. Celkový 

obsah zinku ve spermatu savců je vysoký a je důležitý jak pro spermatogenezi, tak 

pro koncentraci spermií. Zinek přispívá ke stabilitě chromatinu spermií a opravě poškozené 

DNA (Dorostkar a kol., 2013). 

 Četné funkce semenné plazmy jsou výsledkem jejich schopnosti vázat zinečnaté ionty. 

Ty chrání chromatin spermií a regulují jejich motilitu. Dále tyto proteinové ligandy vyvíjej 

imunomodulační, antibakteriální a antioxidační funkce v reprodukčním traktu (Mogielnicka-

Brzozowska a kol., 2011).  

 Zinek je esenciální stopový prvek pro růst a enzymatickou aktivitu heterofilních 

bakterií. Avšak nadměrné zatížení zinkem vykazuje toxicitu a inhibici mikrobiálních procesů. 

Ve své studii Bong a kol. (2010) uvádí, že přídavek zinku nezpůsobil významné změny 

v počtu bakterií, ale snížil účinnost aminopeptidázy.  

 Kelly a kol. (2003) uvádí, že i když je zinek esenciální stopový prvek pro růst bakterií, 

při vysoké koncentraci zinku je většina bakterií inhibována. Jen velmi omezený počet 

rezistentních bakterií může přežít. Důvodem je, že těžké kovy mění konformaci struktury 

nukleových kyselin a proteinů, a v důsledku toho se tvoří komplexy s proteiny, které je činí 

neaktivními.  
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2. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

2.1 Vyšetřovaný materiál 

 Vyšetřovaným materiálem byly vzorky čerstvě odebraného kančího spermatu. 

Vyšetřovány byly vzorky nativní a ředěné krátkodobými i dlouhodobými ředidly s přídavky 

různých inhibičních látek, jejichž účinnost byla testována. Vzorky kančího spermatu byly 

dodány Výzkumným ústavem živočišné výroby, v.v.i., oddělení chovu prasat, Kostelec 

nad Orlicí.  

2.2 Testované látky 

 Testovanými látkami byly thiosíran sodný heptohydrát (Lachema Brno, č. šarže 

40024/0291), Aurum koloidní zinek + vitamín C (Pharma Activ Czech s.r.o., bez šarže), 

kyselina gallová (Sigma-Aldrich, č. šarže 126284451107322), med. Dále byl testován účinek 

různých ředidel určených k ředění a uchovávání kančího spermatu. Přesné složení ředidel 

bylo známo pouze u některých z nich. Testovanými ředidly byly BTS bez antibiotik 

(Munitube, Germany, č. šarže 04032013), BTS s antibiotiky (Munitube, Germany, č. šarže 

24020529201), Androhep (Munitube, Germany, č. šarže 23020527101), VIP 3 (Hema 

Malšice CZ, bez šarže), VIP 5 (Hema Malšice CZ, bez šarže), VIP 7 (Hema Malšice CZ, 

bez šarže), Vitasem LD (Magapor, Spain, bez šarže), BIO PIG (Magapor, Spain), M III 

(Munitube, Germany, č. šarže 25020533101), OPTIM (Magapor, Spain), SCP (IMV, France), 

koncentrát 1, koncentrát 2. Složení některých testovaných ředidel je uvedeno v tabulkách 

3 a 4.  

  

2.3 Přístroje a pomůcky 

o Přístroje 

Laminární box MCS 12 (JOUAN SA, Francie), třepačka Vortex-1 plus (BIOSAN, 

EU), zákaloměr DEN-1B (McFarland Densitometer, BIOSAN, Lotyšsko), světelný 

mikroskop Eclipse 80i (Nikon, Japonsko), digitální váhy 440-43 (KERN, Německo), 

plynový kahan, AEG SANTO chladnička a mraznička (Elektrolux, Švédsko), 

termostat skříňový TC 125S (Lovibond), biologický termostat BT 120MR (EKOM 

s.r.o., Polná), počítadlo kolonií Star-count STC 1000 (VWR International BVBA, 
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Švýcarsko), sterilizace skla (Sterimat HS202A, BMT Medical Technology s.r.o., ČR), 

sterilizace plastů (parní sterilizátor PS20A, Chirana, ČR) a sterilizace půd 

(horkovzdušný sterilizátor Sterilab, BMT Medical Technology s.r.o., ČR). 

 

o  Chemikálie a pomůcky 

Jednokanálové pipety (0,5-10 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl, 500-5000 µl; Sartorius – 

family Biohit, Německo), špičky (10 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl, 5000 µl) a filtry 

(Sartorius – family Biohit, Německo), sterilní plastové Petriho misky 9 cm. 

 

Skleněné lahve se šroubovacím závitem 500 ml (Fisher Scientific, spol. s.r.o., ČR), 

odměrné válce 25 ml, 500 ml (SIMAX – Kavalierglass, a.s., ČR), Erlenmayerova 

baňka 500 ml (Scientific, spol. s.r.o., ČR), skleněné zkumavky, stojany na zkumavky, 

silikonové a kovové zátky, bakteriologické kličky, skleněné L-hokejky. 

 

Biochemické testy Mikrolatest (Erba Lachema, s.r.o.), fyziologický roztok, krevní 

agar, imerzní olej, peroxid vodíku 3%, parafínový olej, krystalová violeť, 

karbolfuchsin, Lugolův roztok, destilovaná voda, etanol 70%.  

 

2.4 Příprava kultivačních médií a roztoků 

Krevní agar 

17 g Blood Agar Base No. 2 (HiMedia Laboratories, č. šarže 0000154609) bylo 

rozpuštěno ve 400 ml destilované vody. Agarový základ byl sterilizován v parním 

sterilizátoru po dobu 15 minut při teplotě 121°C. Po vychladnutí přibližně na teplotu 45-50 °C 

bylo přidáno 20 ml defibrinované beraní krve. Připravená agarová půda byla nalita 

na plastové Petriho misky, které byly ihned zakryty víčky. Po vychladnutí byly skladovány 

v chladničce při teplotě 4°C. Maximální doba skladování krevního agaru je 3 týdny.  

 

Fyziologický roztok 

4,25 g NaCl (PENTA s.r.o., č. šarže 1801310113) bylo rozpuštěno v 500 ml 

destilované vody. Připravený roztok byl sterilizován v parním sterilizátoru po dobu 15 minut 

při teplotě 121°C. Po vychladnutí byl fyziologický roztok skladován v chladničce.  
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2.5 Stanovení účinnosti inhibičních látek 

 Čerstvě odebrané vzorky kančího spermatu byly transportovány při cca 17°C.  

Poté byly ihned zpracovány. Následně byly umístěny do inkubátoru a uchovávány při teplotě 

17°C po dobu 3 až 7 dnů, než byly vzorky opět kultivačně vyšetřeny. 

 Nejprve byla připravena ředící řada (viz obr. 5). A to tak, že do sterilních 

bakteriologických zkumavek umístěných ve stojánku bylo napipetováno 9 ml sterilního 

fyziologického roztoku. Vzorky kančího spermatu v plastových zkumavkách byly řádně 

homogenizovány na vortexu. Následně byl ze vzorku spermatu odebrán 1 ml, který byl 

přenesen do první zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku. Zkumavka byla promíchána 

na vortexu. Tím vzniklo ředění vzorku 10x. Ze zkumavky ředěné 10x, byl poté odebrán opět 

1 ml a přenesen do druhé zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku. Tím vzniklo ředění 100x. 

Původní vzorek kančího spermatu byl již naředěný při použití ředidla. Toto ředění bylo 

zahrnuto při výpočtu CFU.   

 

 

                                 

 

 

 

Obrázek 5: Příprava ředící řady 

 

Ředění 

100x 

Ředění 

10x 

Vzorek kančího 

spermatu 

9 ml 

fyziologického 

roztoku 

9 ml 

fyziologického 

roztoku 

1 ml 1 ml 



 

41 
 

Každý vzorek byl inokulován na krevní agar s 5 % defibrinované beraní krve. 

Inokulováno bylo pokaždé 100 µl vzorku, který byl následně rozetřen L-hokejkou po celé 

ploše krevního agaru na Petriho misce.  

Po vsáknutí vzorku do krevního agaru byly Petriho misky vloženy v závěšené poloze 

do termostatu při 37°C. Vzorky byly inkubovány 48 hodin, jelikož 24 hodin inkubace bylo 

pro růst bakterií nedostačující.  

Po 48 hodinách inkubace byl zjištěn počet kolonií na jednotlivých miskách pomocí 

počítačky kolonií. Následně byl stanoven celkový počet mikroorganismů v jednotkách 

CFU/ml, podle vzorce: 

 

 Ze vzorků kančího spermatu byly získány čisté kultury mikroorganismů, které byly 

identifikovány dle morfologie kolonií na kultivačních médiích, morfologie bakteriálních 

buněk po obarvení dle Grama a podle výsledků biochemických testů. Kmeny, které nebylo 

možné identifikovat biochemickými testy, byly dourčeny metodou MALDI – TOF MS 

na oddělení infekční diagnostiky Litomyšlské nemocnice.  

Vzorky kančího spermatu byly testovány 3 nebo 7 dní podle typu použitého ředidla. 

Krátkodobá ředidla byla testována 3 dny, dlouhodobá 7 dní. 
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Tabulka 3: Složení testovaných ředidel Tekutý koncentrát ředidla, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Androhep, 

BTS, Vitasem LD 

Název ředidla 

Složení 

Tekutý 

koncentrát 

ředidla 

VIP 3 VIP 5 VIP 7 Androhep BTS Vitasem 

LD 

Glukóza             

Složení 

neuvedeno 

Fruktóza        

Citronan sodný             

EDTA             

NaHCO3             

KCl            

BSA        

Kyselina 

citronová 
         

Kyselina 

askorbová 
       

Acetylcystein          

Hepes pufr         

Kyselina 

hyaluronová 
        

Povidon 40         

Inositol         

Laktóza 

monohydrát 
         

 

Antibiotika  

Gentamycin sulfát 

Směs 

antibiotik 

dle 

90/429/EEC 

 

      

Neuvedeno 

Směs 

antibiotik 

dle 

90/429/EEC 

 

Gentamycin      

Amoxicilin       

Enrofloaxacin       

Neomycin sulfát      

Polymyxin      

Apramycin      

 

Pozn.: Povidon 40 – polyvinylpyrrolidon; absorbuje atmosférickou vlhkost až do 40 %  

            své hmotnosti 
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Tabulka 4: Složení testovaných ředidel Tekutý koncentrát 1 a 2, BIO PIG, OPTIM, SCP, M III 

Název ředidla 

Složení 

Tekutý 

koncentrát 

1 

Tekutý 

koncentrát 2 

BIO PIG OPTIM SCP M III 

Glukóza     

Složení 

neuvedeno 

Složení 

neuvedeno 

Složení 

neuvedeno 

Složení 

neuvedeno 

Fruktóza     

Citronan sodný     

EDTA     

NaHCO3     

KCl     

Kyselina 

citronová 
    

Acetylcystein     

Hepes pufr     

 

Antibiotika 

Směs 

antibiotik 

dle 

90/429/EEC 

 

Směs 

antibiotik 

dle 

90/429/EEC 

 

Směs 

antibiotik 

dle 

90/429/EEC 

 

Směs 

antibiotik 

dle 

90/429/EEC 

 

Neuvedeno Neuvedeno 

 

Pozn.: U Tekutého koncentrátu 2 byla navážka o 50 % vyšší než u Tekutého koncentrátu 1,  

 složení a obsah antibiotik byl stejný 

 

 Složení je orientační, na obalech není uvedeno 
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3. VÝSLEDKY A DISKUZE 

 V testovaných vzorcích kančího spermatu byly nejčastěji se vyskytujícími 

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 některých vzorků byla prokázána přítomnost plísní.  

 Bresciani a kol. (2014) uvádí jako nejčastěji se vyskytující mikroorganismy v kančím 

spermatu E. coli, Serratia marcescens, Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus aureus, 

Streptococcus spp. a Pseudomonas aeruginosa. Gączarzewicz a kol. (2016) uvádí, jako 

nejčastější kontaminanty bakterie rodu Staphylococcus, Streptococcus a Pseudomonas. Martín 

a kol. (2010) uvádí jako nejčastější kontaminanty E. coli, Proteus spp. a Serratia spp., 

Enterobacter spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., 

Pseudomonas spp.  

 Gaczarzewicz a kol. (2016) uvádí přítomnost bakteriální kontaminace v koncentraci 

80 až 370 CFU/ml. Námi testované nativní vzorky kančího spermatu obsahovaly 1. den 

testování nejméně 1·10
3
 CFU/ml a nejvíce 2,2·10

5
 CFU/ml. Počet bakterií v nativním 

spermatu se během 3 nebo 7 dnů testování měnil.  

 

3.1 Působení BTS ředidla a thiosíranu sodného 

 Kančí sperma č. 1 zahrnovalo 16 vzorků, které byly naředěny ředidlem BTS 

a thiosíranem sodným o různé koncentraci, jak uvádí tabulka 4. Vzorky byly testovány 

po dobu 3 po sobě následujících dnů. 

 Počet bakterií ve vzorku nativního semene byl 1. den 2,2·10
4
 CFU/ml. Jak je vidět 

na grafu 1, k významnému snížení počtu bakterií došlo u vzorků 2 (< 10 CFU/ml), 3 (< 10 

CFU/ml), 4 (< 10 CFU/ml), které obsahovaly ředidlo BTS s antibiotiky. Naopak 

k nejmenšímu snížení počtu bakterií došlo u vzorků 8 (5,7·10
4
 CFU/ml), 9 (8,5·10

4
 CFU/ml), 

které obsahovaly ředidlo a thiosíran sodný v nejnižší testované koncentraci 3,022 mM. 

U vzorku 10 došlo ke kontaminaci a nebylo jej tedy možné hodnotit.  

 Nativní vzorek kančího spermatu obsahoval 2. den testování 2,1·10
4
 CFU/ml. 

K největšímu snížení počtu bakterií došlo opět u vzorků 2,3 a 4, kdy u všech těchto vzorků 
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byl počet < 10 CFU/ml. U vzorků 11 (3,3·10
3
 CFU/ml) a 12 (5,5·10

3
 CFU/ml), které 

obsahovaly ředidlo a thiosíran sodný 4,029 mM, došlo k nejmenšímu snížení počtu bakterií 

(viz graf 2).  

 Během 3. dne testování obsahoval vzorek nativního spermatu 9,9·10
3
 CFU/ml. Počet 

bakterií v nativním spermatu byl 1. a 2. den testování srovnatelný, 3. den došlo k mírnému 

snížení počtu bakterií. Vzorky 2, 3, 4 obsahovaly < 10 CFU/ml. U nich došlo opět 

k největšímu snížení počtu bakterií, jak je vidět na grafu 3.  

 Během 3 dnů testování se počet bakterií v nativním vzorku spermatu měnil jen 

minimálně. Nejvyšší účinek inhibice byl zaznamenán u vzorků 2,3,4, které obsahovaly 

ředidlo BTS s přídavkem antibiotik, a to ve všech 3 dnech.  

 Nebyly nalezeny žádné vědecké studie, které by popisovali inhibiční účinnost 

thiosíranu sodného na bakterie. Výsledky tedy nebylo možné porovnat s žádnou dostupnou 

literaturou. 

Tabulka 5: Složení vzorků kančího spermatu č. 1 

Číslo vzorku Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno bez ředidla 

2 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:2 

3 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:4 

4 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:8 

5 Ředidlo BTS bez antibiotik a thiosíranu sodného 1:2 

6 Ředidlo BTS bez antibiotik a thiosíranu sodného 1:4 

7 Ředidlo BTS bez antibiotik a thiosíranu sodného 1:8 

8 Ředidlo + thiosíran sodný 3,022mM 1:2 

9 Ředidlo + thiosíran sodný 3,022mM 1:4 

10 Ředidlo + thiosíran sodný 3,022mM 1:8 

11 Ředidlo + thiosíran sodný 4,029mM 1:2 

12 Ředidlo + thiosíran sodný 4,029mM 1:4 

13 Ředidlo + thiosíran sodný 4,029mM 1:8 

14 Ředidlo + thiosíran sodný 5,036mM 1:2 

15 Ředidlo + thiosíran sodný 5,036mM 1:4 

16 Ředidlo + thiosíran sodný 5,036mM 1:8 
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Graf 1: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 1 – 1. den  

 

Graf 2: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 1 – 2. den  

 

Graf 3: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 1 – 3. den  
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3.2 Působení BTS ředidla a koloidního zinku 

Kančí sperma č. 2 zahrnovalo 13 vzorků, které byly testovány 3 po sobě následující 

dny. Tyto vzorky byly ředěny ředidlem BTS a ředidlem s různým obsahem koloidního zinku, 

jak uvádí tabulka 5. Testované množství 0,1 ml obsahovalo 0,1708 mg síranu zinečnatého 

heptahydrátu a 2,0138 mg vitamínu C. Testované množství 0,2 ml obsahovalo 0,3416 mg 

síranu zinečnatého heptahydrátu a 4,0276 mg vitamínu C. 

Počet bakterií ve vzorku nativního semen byl 1. den 2,9·10
4
 CFU/ml, 2. den 

4,7·10
4
 CFU/ml a 3. den byl nárůst kolonií nepočitatelný (tzn. > 300 kolonií), jak je vidět 

na grafech 4, 5 a 6. Počet bakterií v nativním kančím spermatu každý den stoupal. 3. den 

zůstávala v nativním vzorku přítomna především E. coli a Proteus sp. K významné inhibici 

bakterií došlo pouze u vzorků 2,3,4 u nichž byl počet kolonií < 10 CFU/ml, a to ve všech 3 

dnech. Tyto vzorky obsahovaly ředidlo BTS a směs antibiotik. Koloidní zinek, jehož účinnost 

byla testována u vzorků 8 – 13, významně nesnížil počet bakterií ve vzorcích během žádného 

dne testování.  

Tabulka 6: Složení vzorků kančího spermatu č. 2 

Číslo vzorku Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno bez ředidla 

2 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:2 

3 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:4 

4 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:8 

5 Ředidlo BTS bez antibiotik a koloidního zinku 1:2 

6 Ředidlo BTS bez antibiotik a koloidního zinku 1:4 

7 Ředidlo BTS bez antibiotik a koloidního zinku 1:8 

8 Ředidlo + koloidní zinek 0,1ml/10 ml 1:2 

9 Ředidlo + koloidní zinek 0,1ml/10 ml 1:4 

10 Ředidlo + koloidní zinek 0,1ml/10 ml 1:8 

11 Ředidlo + koloidní zinek 0,2ml/10 ml 1:2 

12 Ředidlo + koloidní zinek 0,2ml/10 ml 1:4 

13 Ředidlo + koloidní zinek 0,2ml/10 ml 1:8 
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Graf 4: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 2 – 1. den  

 

Graf 5: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 2 – 2. den  

 

Graf 6: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 2 – 3. den  
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Faiz a kol. (2011) uvádí, že zinek zcela inhiboval růst všech testovaných patogenů 

(Salmonella sp., Shigella sp., enteropatogenní E. coli, Vibrio cholerae) a většina z nich byla 

inhibována v koncentracích 0,06 – 0,5 mg/ml. Z toho 61 % bakterií nerostlo při koncentraci 

nad 0,25 mg/ml. Většina izolátů rodu Salmonella byla zcela inhibována při koncentraci 0,25 

mg/ml. 4 % enteropatoogenních E. coli vykazovala MIC > 0,03 mg/ml a < 0,06 mg/ml. 5 % 

Schigella flexneri bylo inhibováno při koncentraci 0,125 mg/ml. 

Ve studii Södeberg a kol. (1990) bylo zjištěno, že Gram-pozitivní bakterie byly 

nejcitlivější bakteriální skupina na ionty zinku. Gram-negativní aerobní bakterie obvykle 

nebyly inhibovány ani při nejvyšší testované koncentraci 1024 µl/ml.  

Kaur a kol. (2015) ve své studii uvádí, že standardní kmen E. coli nebyl schopen 

prvních 32 dní růst při koncentraci zinku v peptonu nad 30 ppm. Dále uvádí, že se kmen 

následně stal tolerantní k vyšším koncentracím zinku, a to 40-50 ppm v 50 dnech. A v 60 

dnech byl kmen rezistentní ke koncentracím 60-70 ppm.  

Námi testované koncentrace síranu zinečnatého heptahydrátu byly 0,1708 mg/ml 

a  0,3416 mg/ml. Ani jedna testovaná koncentrace nebyla účinná v žádném dni testování.  
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3.3 Působení BTS ředidla a kyseliny gallové 

 Kančí sperma č. 3 zahrnovalo 16 vzorků, které byly testovány 3 po sobě následující 

dny. Vzorky byly ředěny BTS ředidlem s různým obsahem kyseliny gallové, jak je vidět 

v tabulce 6.  

Počet bakterií ve vzorku nativního semene byl 1. den testování 2,2·10
5
 CFU/ml. 

Během 1. dne byl významně snížen počet bakterií pouze u vzorků s obsahem antibiotik, tedy 

u vzorků 2, 3, 4, kde byl počet bakterií < 10 CFU/ml (graf 7). 2. den testování byl počet 

bakterií v nativním vzorku semene nepočitatelný. K významnému snížení počtu bakterií došlo 

opět u vzorků spermatu s přídavkem antibiotik (< 10 CFU/ml). Jak je vidět na grafu 8, 

u vzorků 5-16 s obsahem kyseliny gallové nedošlo během 2. dne testování k významnému 

poklesu počtu bakterií, i když pokles přibližně o 0,5 řádu byl zaznamenán rovnoměrně 

u všech vzorků.  

Během 3. dne byl počet bakterií v nativním vzorku opět nepočitatelný. Ke snížení 

počtu na < 10 CFU/ml došlo u vzorků s antibiotiky, jak ukazuje graf 9. U ostatních vzorků (tj. 

5-16) došlo opět k rovnoměrnému snížení, které však nebylo významné. Výjimkou je vzorek 

14, který byl nepočitatelný. U nepočitatelných vzorků byl masivní nárůst bakterií E. coli.  
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Tabulka 7: Složení vzorků kančího spermatu č. 3 

Číslo 

vzorku 

Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno bez ředidla 

2 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:2 

3 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:4 

4 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:8 

5 Ředidlo BTS bez antibiotik a kyseliny gallové 1:2 

6 Ředidlo BTS bez antibiotik a kyseliny gallové 1:4 

7 Ředidlo BTS bez antibiotik a kyseliny gallové 1:8 

8 Ředidlo + kyselina gallová 0,03g/10 ml 1:2 

9 Ředidlo + kyselina gallová 0,03g/10 ml 1:4 

10 Ředidlo + kyselina gallová 0,03g/10 ml 1:8 

11 Ředidlo + kyselina gallová 0,035g/10 ml 1:2 

12 Ředidlo + kyselina gallová 0,035g/10 ml 1:4 

13 Ředidlo + kyselina gallová 0,035g/10 ml 1:8 

14 Ředidlo + kyselina gallová 0,04g/10 ml 2:2 

15 Ředidlo + kyselina gallová 0,04g/10 ml 2:4 

16 Ředidlo + kyselina gallová 0,04g/10 ml 2:8 
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Graf 7: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 3 – 1. den  

 

Graf 8: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 3 – 2. den  

 

Graf 9: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 3 – 3. den  

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

CFU/ml 

číslo vzorku 

1. den 

1,00E+00 

1,00E+01 

1,00E+02 

1,00E+03 

1,00E+04 

1,00E+05 

< 10 < 10 < 10 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

CFU/ml 

číslo vzorku 

2. den 

1,00E+00 

1,00E+01 

1,00E+02 

1,00E+03 

1,00E+04 

1,00E+05 

< 10 < 10 < 10 

Nepočitatelné 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

CFU/ml 

číslo vzorku 

3. den 

1,00E+00 

1,00E+01 

1,00E+02 

1,00E+03 

1,00E+04 

1,00E+05 

< 10 < 10 < 10 

Nepočitatelné Nepočitatelné 



 

53 
 

Borges a kol. (2013) studovali účinnost kyseliny gallové na bakterie Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes. Uvádí, že MIC 

byla pro Pseudomonas aeruginosa 500 µg/ml, E. coli 1500 µg/ml, Staphylococcus aureus 

1750 µg/ml a pro Listeria monocytogenes 2000 µg/ml. MBC byla pro E. coli 5000 µg/ml, 

Staphylococcus aureus 5250 µg/ml, Listeria monocytogenes 5500 µg/ml, Pseudomonas 

aeruginosa 500 µg/ml. Dále uvádí, že kyselina gallová vedla k nevratným změnám 

ve vlastnostech membrány (intra- a extracelulární propustnost a fyzikálně-chemické 

vlastnosti), změnám hydrofobicity, snížení negativního povrchového náboje, tvorbě pórů 

v membráně buňky s následným únikem základních intracelulárních složek. Studie celkově 

zdůrazňuje potenciál molekul rostlinného původu jako trvalého zdroje širokého spektra 

antimikrobiálních produktů.  

 Díaz-Gómez a kol. (2014) uvádí, že inhibiční účinek kyseliny gallové na růst bakterií 

se projevil při koncentraci 2,5 mg/ml. Úplná inhibice pak byla pozorována při koncentraci 

3,5 mg/ml a více. Stanovili, že minimální inhibiční koncentrace kyseliny gallové, která 

způsobí inhibici růstu 99 % E. coli je 3,25 mg/ml.  

 Z námi testovaných koncentrací kyseliny gallové došlo k největší inhibici 

mikroorganismů během 3. dne testování, a to v koncentracích 3 mg/ml, 3,5 mg/ml, 4 mg/ml. 

Účinné byly tedy koncentrace, kde byl přítomen nejvyšší podíl ředidla s obsahem kyseliny 

gallové. Účinek kyseliny gallové se projevil až po 3 dnech uchovávání spermatu. Přesto 

nebyla tato inhibice významná, došlo ke snížení přibližně o 1 řád CFU/ml. Pro významnou 

inhibici je potřeba snížení minimálně o 4 řády CFU/ml.  
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3.4 Působení BTS ředidla a medu 

 U kančího spermatu č. 4 bylo testováno celkem 18 vzorků, které byly ředěné 

krátkodobým ředidlem s obsahem medu, kyseliny gallové, koloidního zinku a thiosíranu 

sodného, jak je vidět v tabulce 7. Vzorky byly hodnoceny ve 3 po sobě následujících dnech.  

Počet bakterií v nativním vzorku 1. den testování byl 2,5·10
4
 CFU/ml. U vzorků 2, 3, 

4, které obsahovaly antibiotika, došlo k významnému snížení počtu bakterií na < 10 CFU/ml, 

jak ukazuje graf 10. U vzorků 5-18 nedošlo k inhibici, počet bakterií se rovnal počtu 

v nativním vzorku spermatu. Vzorek 15 byl zřejmě kontaminován, oproti ostatním vzorkům 

zde došlo k navýšení počtu bakterií. 2. den testování bylo v nativním vzorku 2,7·10
4
 CFU/ml. 

Ani během 2. dne testování nedošlo k významné inhibici počtu bakterií, kromě vzorků 

s antibiotiky (graf 11). Na grafu 12 je vidět, že 3. den testování byl nativní vzorek již 

nepočitatelný. Vzorky 2, 3, 4 obsahovaly i 3. den < 10 CFU/ml. Pozorována byla také 

inhibice u vzorků 7 a 10, i když nebyla významná (graf 12).  

Tabulka 8: Složení vzorků kančího spermatu č. 4 

Číslo vzorku Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno bez ředidla 

2 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:2 

3 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:4 

4 Ředidlo BTS s antibiotiky 1:8 

5 Ředidlo BTS bez antibiotik a testovaných látek 1:2 

6 Ředidlo BTS bez antibiotik a testovaných látek 1:4 

7 Ředidlo BTS bez antibiotik a testovaných látek 1:8 

8 Ředidlo + med 0,8g/50 ml 1:2 

9 Ředidlo + med 0,8g/50 ml 1:4 

10 Ředidlo + med 0,8g/50 ml 1:8 

11 Ředidlo + kyselina gallová 0,030g/20 ml 1:4 

12 Ředidlo + kyselina gallová 0,035g/20 ml 1:4 

13 Ředidlo + kyselina gallová 0,040g/20 ml 1:4 

14 Ředidlo + koloidní zinek 0,1 ml/20 ml 1:4 

15 Ředidlo + koloidní zinek 0,2 ml/20 ml 1:4 

16 Ředidlo + thiosíran sodný 0,015g/20 ml 1:4 

17 Ředidlo + thiosíran sodný 0,020g/20 ml 1:4 

18 Ředidlo + thiosíran sodný 0,025g/20 ml 1:4 
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Graf 10: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 4 – 1. den  

 

Graf 11: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 4 – 2. den  

 

Graf 12: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 4 – 3. den  

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

CFU/ml 

číslo vzorku 

1. den  

1,00E+00 

1,00E+01 

1,00E+02 

1,00E+03 

1,00E+04 

1,00E+05 

< 10 < 10 < 10 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

CFU/ml 

číslo vzorku 

2. den 

1,00E+00 

1,00E+01 

1,00E+02 

1,00E+03 

1,00E+04 

1,00E+05 

< 10 < 10 < 10 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

CFU/ml 

číslo vzorku 

3. den 

1,00E+00 

1,00E+01 

1,00E+02 

1,00E+03 

1,00E+04 

1,00E+05 

< 10 < 10 < 10 

Nepočitatelné 



 

56 
 

Mahendran a Kumarasamy (2015) zkoumali účinnost celkem 12 vzorků medu různého 

původu na gram-pozitivní bakterie Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes 

a na gram-negativní bakterie Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis. 

Uvádí, že Staphylococcus aureus byl nejvíce citlivý ke všem druhům medu. Naopak 

Pseudomonas aeruginosa byl nejméně citlivý ke všem vzorkům medu. Z výsledků studie, je 

zřejmé, že gram-pozitivní bakterie jsou k medu citlivé více než bakterie gram-negativní.  

 Mohapatra a kol. (2011) uvádí, že hodnota MIC pro 5 testovaných organismů 

Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 

a Salmonella Typhi byla 625 µg/ml. Hodnota MBC u obou testovaných vzorků medu byla 

v rozmezí 625 – 2500 µg/ml. Hodnoty MBC u nezpracovaného medu byly pro Salmonella 

Typhi 1250 µ/ml, Pseudomonas aeruginosa 1250 µg/ml, E. coli 2500 µg/ml, Micrococcus 

luteus 1250 µg/ml, Bacillus cereus 625 µg/ml, Bacillus subtilis 625 µg/ml. Hodnoty MBC 

zpracovaného medu byly pro Salmonella Typhi 2500 µg/m, Pseudomonas aeruginosa 

1250 µg/ml, E. coli 2500 µg/ml, Micrococcus luteus 1250 µg/ml, Bacillus cereus 1250 µg/ml 

a Bacillus subtilis 2500 µg/ml.  

 Al-Naama (2009) ve své studii uvádí, že 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. Dále uvádí, že 

med vykazoval větší inhibiční zónu než tetracyklin a gentamycin u Pseudomonas spp. 

a E. coli (viz. tabulka 6). U Staphylococcus aureus byla velikost inhibiční zóny medu 

a tetracyklinu shodná.  

 

Tabulka 9: Antibakteriální aktivita čistého medu, gentamycinu, tetracyklinu (Al-Naama, 

2009) 

                                    Inhibiční zóna (mm) 

Bakterie Med 100 % Gentamycin Tetracyklin 

Staphylococcus aureus 20 18 20 

Escherichia coli 22 20 18 

Pseudomonas spp. 23 16 0 
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3.5 Působení ředidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS 

 Kančí sperma č. 5 zahrnovalo 13 vzorků, které byly ředěny ředidly Androhep, VIP 3, 

VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS, jak je vidět v tabulce 9. Vzorky byly testovány 1., 3. a 7. 

den skladování.  

 Nativní sperma obsahovalo 1. den testování 5,2·10
4
 CFU/ml. Jak je vidět na grafu 13, 

k inhibici pod < 10 CFU/ml došlo u vzorků 10 a 11, které obsahovaly ředidlo Vitasem LD. 

Na grafu 13 je dále vidět, že pokles počtu bakterií přibližně o 1 řád byl pozorován u vzorků 

2 a 3 (ředidlo Androhep) a vzorků 4, 5 (ředidlo VIP 3).  

Po třech dnech skladování byl počet bakterií v nativním vzorku nepočitatelný. Vzorky 

2, 3 (ředidlo Androhep), 10 a 11 (Vitasem LD) obsahovaly < 10 CFU/ml (graf 14).  

7. den testování byl nativní vzorek kančího spermatu opět nepočitatelný. Významné 

sníženi bakterií na < 10 CFU/ml zůstalo u vzorků 2, 3, 10 a 11. K masivnímu nárůstu bakterií 

došlo u vzorků 4, 5, 12 a 13, které byly nepočitatelné, jak je vidět na grafu15. Nepočitatelné 

vzorky obsahovaly souvislý nárůst E. coli.  

Tabulka 10: Složení vzorků kančího spermatu č. 5 

Číslo vzorku Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno bez ředidla 

2 Androhep
1
 – dlouhodobé ředidlo 1:2 

3 Androhep
1
 – dlouhodobé ředidlo 1:10 

4 VIP 3
2
 – krátkodobé ředidlo 3 dny 1:2 

5 VIP 3
2 

– krátkodobé ředidlo 3 dny 1:10 

6 VIP 5
3
 – dlouhodobé ředidlo 5 dní 1:2 

7 VIP 5
3
 – dlouhodobé ředidlo 5 dní 1:10 

8 VIP 7
4
 – dlouhodobé ředidlo 7 dní 1:2 

9 VIP 7
4
 – dlouhodobé ředidlo 7 dní 1:10 

10 Vitasem LD
5
 – dlouhodobé ředidlo 1:2 

11 Vitasem LD
5
 – dlouhodobé ředidlo 1:10 

12 BTS bez antibiotik – krátkodobé ředidlo 1:2 

13 BTS bez antibiotik – krátkodobé ředidlo 1:10 

Orientační složení antibiotik:      1 gentamycin 

              2 gentamycin sulfát, amoxicilin 

             3 gentamycin sulfát, amoxicilin, enrofloaxacin 

             4 neomycin sulfát, polymyxin, enrofloaxacin, apramycin 

             5 směs antibiotik dle směrnice 90/429/EEC 

Pozn.: Složení antibiotik je orientační, na obalech není uvedeno 
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Graf 13: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 5 – 1. den  

 

Graf 14: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 5 – 3. den  

 

Graf 15: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 5 – 7. den  
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3.6 Působení ředidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS 

 Vzorek kančího spermatu č. 6 byl rozdělen do 13 vzorků, jak je vidět v tabulce 10. 

Vzorky byly testovány 1., 3. a 7. den skladování.  

 Počet bakterií ve vzorcích spermatu během 1. dne testování ukazuje graf 16. Během 

1. dne testování obsahoval vzorek nativního spermatu 1,1·10
3
 CFU/ml. Téměř u všech 

vzorků, kromě vzorků 6 (VIP 5) a 12 (BTS bez antibiotik), došlo ke snížení počtu bakterií 

na < 10 CFU/ml. Vzorek 6 obsahoval 5,7·10
2
 CFU/ml, vzorek 12 obsahoval 3·10

2
 CFU/ml. 

 Počet bakterií v nativním vzorku se 3. den zvýšil na 3,2·10
3
 CFU/ml. Jak ukazuje graf 

17, vzorky 2-5 (Androhep, VIP 3) a 7-13 (VIP 5, VIP 7, Vitasem LD, BTS) obsahovaly 

3. den < 10 CFU/ml. U vzorku 6 byl nárůst 1,8·10
2
 CFU/ml, u vzorku 12 bylo 

1,1·10
3
 CFU/ml a u vzorku 13 6,5·10

2
 CFU/ml. Vzhledem k tomu, že 1. den testování 

obsahoval vzorek 13 < 10 CFU/ml, mohlo dojít ke kontaminaci vzorku.  

 7. den skladování došlo u nativního vzorku k masivnímu nárůstu počtu bakterií, 

vzorek byl nepočitatelný. Všechny ostatní vzorky, tj. 2-13, obsahovaly < 10 CFU/ml 

(graf 18). Nepočitatelné vzorky obsahovaly opět souvislý nárůst E. coli.  

Tabulka 11: Složení vzorků kančího spermatu č. 6 

Číslo vzorku Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno Bez ředidla 

2 Androhep
1
 – dlouhodobé ředidlo 1:2 

3 Androhep
1
 – dlouhodobé ředidlo 1:10 

4 VIP 3
2
 – krátkodobé ředidlo 3 dny 1:2 

5 VIP 3
2 

– krátkodobé ředidlo 3 dny 1:10 

6 VIP 5
3
 – dlouhodobé ředidlo 5 dní 1:2 

7 VIP 5
3
 – dlouhodobé ředidlo 5 dní 1:10 

8 VIP 7
4
 – dlouhodobé ředidlo 7 dní 1:2 

9 VIP 7
4
 – dlouhodobé ředidlo 7 dní 1:10 

10 Vitasem LD
5
 – dlouhodobé ředidlo 1:2 

11 Vitasem LD
5
 – dlouhodobé ředidlo 1:10 

12 BTS bez antibiotik – krátkodobé ředidlo 1:2 

13 BTS bez antibiotik – krátkodobé ředidlo 1:10 

Orientační složení antibiotik:        1 gentamycin 

              2 gentamycin sulfát, amoxicilin 

             3 gentamycin sulfát, amoxicilin, enrofloaxacin 

             4 neomycin sulfát, polymyxin, enrofloaxacin, apramycin 

             5 směs antibiotik dle směrnice 90/429/EEC 

Pozn.: Složení antibiotik je orientační, na obalech není uvedeno 
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Graf 16: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 6 – 1. den  

 

Graf 17: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 6 – 3. den  

 

Graf 18: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 6 – 7. den  
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3.7 Působení ředidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS 

 Kančí sperma č. 7 zahrnovalo 13 vzorků s různými ředidly (tabulka 11), které byly 

testovány 1., 3. a 7. den skladování spermatu.  

 V nativním vzorku bylo 1. den zjištěno 2·10
5
 CFU/ml. K významnému poklesu počtu 

bakterií nedošlo u žádného vzorku, jak je vidět na grafu 19. Nejvyšší pokles počtu bakterií byl 

zaznamenán u vzorků 2 (Androhep) a 10 (Vitasem LD), počet se snížil přibližně jen o 1,5 

řádu.  

 3. den došlo u nativního vzorku k masivnímu nárůstu počtu bakterií. Vzorek byl 

nepočitatelný. Ani 3. den testování nedošlo k významnému snížení počtu bakterií. U vzorků 

4 (VIP 3) a 12 (BTS bez antibiotik) došlo dokonce k výraznému nárůstu počtu bakterií 

(graf 20).  

 Počet bakterií se nesnížil ani 7. den testování. Graf 21 ukazuje, že u většiny vzorků 

došlo dokonce k masivnímu nárůstu, tj. vzorky 2, 4, 5, 10, 11, 12, 13 byly nepočitatelné.  

Tabulka 12: Složení vzorků kančího spermatu č. 7 

Číslo vzorku Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno bez ředidla 

2 Androhep
1
 – dlouhodobé ředidlo 1:2 

3 Androhep
1
 – dlouhodobé ředidlo 1:10 

4 VIP 3
2
 – krátkodobé ředidlo 3 dny 1:2 

5 VIP 3
2 

– krátkodobé ředidlo 3 dny 1:10 

6 VIP 5
3
 – dlouhodobé ředidlo 5 dní 1:2 

7 VIP 5
3
 – dlouhodobé ředidlo 5 dní 1:10 

8 VIP 7
4
 – dlouhodobé ředidlo 7 dní 1:2 

9 VIP 7
4
 – dlouhodobé ředidlo 7 dní 1:10 

10 Vitasem LD
5
 – dlouhodobé ředidlo 1:2 

11 Vitasem LD
5
 – dlouhodobé ředidlo 1:10 

12 BTS bez antibiotik – krátkodobé ředidlo 1:2 

13 BTS bez antibiotik – krátkodobé ředidlo 1:10 

Orientační složení antibiotik:      1 gentamycin 

              2 gentamycin sulfát, amoxicilin 

             3 gentamycin sulfát, amoxicilin, enrofloaxacin 

             4 neomycin sulfát, polymyxin, enrofloaxacin, apramycin 

             5 směs antibiotik dle směrnice 90/429/EEC 

Pozn.: Složení antibiotik je orientační, na obalech není uvedeno 
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Graf 19: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 7 – 1. den  

 
 

Graf 20: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 7 – 3. den  

 

Graf 21: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 7 – 7. den  

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

CFU/ml 

číslo vzorku 

1. den 

1,00E+00 

1,00E+01 

1,00E+02 

1,00E+03 

1,00E+04 

1,00E+05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

CFU/ml 

číslo vzorku 

3. den 

1,00E+00 

1,00E+01 

1,00E+02 

1,00E+03 

1,00E+04 

1,00E+05 

1,00E+06 

Nepočitatelné Nepočitatelné Nepočitatelné 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

CFU/ml 

číslo vzorku 

7. den 

1,00E+00 

1,00E+01 

1,00E+02 

1,00E+03 

1,00E+04 

1,00E+05 

Nepočitatelné Nepočitatelné Nepočitatelné Nepočitatelné 



 

63 
 

3.8 Působení ředidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS 

 Vzorek spermatu č. 8 byl rozdělen opět do 13 vzorků (tabulka 12) testovaných 1., 3. 

a 7. den skladování.  

 U vzorku nativního spermatu byl 1. den zjištěn počet 7,3·10
3
 CFU/ml. Jak ukazuje 

graf 22, k významnému snížení počtu bakterií došlo pouze u vzorků 10 a 11 (< 10 CFU/ml), 

které obsahovaly dlouhodobé ředidlo Vitasem LD.  

 3. den masivně vzrostl počet bakterií v nativním vzorku (nepočitatelné). Stejně tomu 

bylo u vzorku 12 (BTS bez antibiotik), který byl také nepočitatelný. U vzorků 3 (Androhep), 

7 (VIP 5), 11 (Vitasem LD) bylo < 10 CFU/ml. U ostatních vzorků nedošlo k významné 

změně počtu bakterií, jak je vidět na grafu 23.  

 7. den se výrazně pomnožily bakterie u vzorků 1 (nativ), 2, 4, 5, 10, 11, 12, 13. Tyto 

vzorky byly nepočitatelné a obsahovaly masivní nárůst E. coli. Na grafu 24 je vidět snížení 

počtu bakterií na < 10 CFU/ml jen u vzorků 7 (VIP 5) a 9 (VIP 7).  

Tabulka 13: Složení vzorků kančího spermatu č. 8 

Číslo vzorku Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno bez ředidla 

2 Androhep
1
 – dlouhodobé ředidlo 1:2 

3 Androhep
1
 – dlouhodobé ředidlo 1:10 

4 VIP 3
2
 – krátkodobé ředidlo 3 dny 1:2 

5 VIP 3
2 

– krátkodobé ředidlo 3 dny 1:10 

6 VIP 5
3
 – dlouhodobé ředidlo 5 dní 1:2 

7 VIP 5
3
 – dlouhodobé ředidlo 5 dní 1:10 

8 VIP 7
4
 – dlouhodobé ředidlo 7 dní 1:2 

9 VIP 7
4
 – dlouhodobé ředidlo 7 dní 1:10 

10 Vitasem LD
5
 – dlouhodobé ředidlo 1:2 

11 Vitasem LD
5
 – dlouhodobé ředidlo 1:10 

12 BTS bez antibiotik – krátkodobé ředidlo 1:2 

13 BTS bez antibiotik – krátkodobé ředidlo 1:10 

Orientační složení antibiotik:      1 gentamycin 

              2 gentamycin sulfát, amoxicilin 

             3 gentamycin sulfát, amoxicilin, enrofloaxacin 

             4 neomycin sulfát, polymyxin, enrofloaxacin, apramycin 

             5 směs antibiotik dle směrnice 90/429/EEC 

Pozn.: Složení antibiotik je orientační, na obalech není uvedeno 
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Graf 22: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 8 – 1. den  

 

Graf 23: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 8 – 3. den  

 

Graf 24: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 8 – 7. den  
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3.9 Působení antibiotik 

 Kančí sperma č. 9 zahrnovalo 10 vzorků s obsahem antibiotik, jak ukazuje tabulka 13. 

Vzorky byly testovány 3 po sobě následující dny.  

1. den testování byl počet bakterií v nativním spermatu 2,2·10
4
 CFU/ml. U vzorků 

2, 3, 4, které obsahovaly ředidlo bez antibiotik, došlo k mírnému zvýšení počtu bakterií. 

Důvodem může být, že ředidlo podporuje růst bakterií nebo přidáním ředidla do vzorku 

mohlo dojít k zanesení kontaminace. U vzorků 5-10 s obsahem antibiotik nedošlo 1. den 

testování k významnému snížení počtu bakterií, i když snížení počtu přibližně o 1 řád bylo 

pozorováno (graf 25).  

 Počet bakterií v nativním vzorku se 2. den testování zvýšil na  9,1· 10
4
 CFU/ml. 

Ostatní vzorky nevykazovaly oproti 1. dni testování výraznou změnu v počtu bakterií, jak je 

vidět na grafu 26.  

 3. den testování byl nativní vzorek spermatu nepočitatelný. Významné snížení počtu 

bakterií na hodnotu < 10 CFU/ml bylo zaznamenáno u vzorků 7 a 10. Tyto vzorky obsahovaly 

vždy nejvyšší podíl ředidla s antibiotiky (graf 27).  

Tabulka 14: Složení vzorků kančího spermatu č. 9 

Číslo vzorku Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno bez ředidla 

2 Ředidlo bez antibiotik 1:2 

3 Ředidlo bez antibiotik 1:4 

4 Ředidlo bez antibiotik 1:8 

5 Ředidlo s antibiotiky 1:2 

6 Ředidlo s antibiotiky 1:4 

7 Ředidlo s antibiotiky 1:8 

8 Ředidlo s antibiotiky + 10 % 1:2 

9 Ředidlo s antibiotiky + 10 % 1:4 

10 Ředidlo s antibiotiky + 10 % 1:8 

Pozn.: Použité ředidlo = Tekutý koncentrát ředidla 

           Antibiotika + 10 % = navážka antibiotik o 10 % více než je deklarované množství 

 
Použitá antibiotika: směs antibiotik Euro-cocktail, Minitube, složení dle směrnice 90/429/EEC směs 

500 µg streptomycinu, 500 MJ penicilinu, 150 µg linkomycinu a 300 µg spektinomycinu vše na 1 ml 
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Graf 25: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 9 – 1. den  

 

Graf 26: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 9 – 2. den  

 

Graf 27: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 9 – 3. den  
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3.10 Působení ředidel BTS, koncentrát 1 a 2, VIP 3, BIO PIG, M III,  

      OPTIM, SCP 

 Kančí sperma č. 10 zahrnovalo 10 vzorků s obsahem různých ředidel (tabulka  14). 

Vzorky byly testovány 1., 3. a 7. den skladování spermatu.  

 Nativní vzorek spermatu obsahoval 1. den testování 1,7·10
5
 CFU/ml. U vzorků 3-9 

s obsahem krátkodobých ředidel došlo k významné inhibici počtu bakterií, a to na hodnotu 

< 10 CFU/ml, jak ukazuje graf 28.  

 3. den byl nativní vzorek nepočitatelný. A vzorky 3-9 opět obsahovaly < 10 CFU/ml. 

U vzorku 2 došlo k mírnému nárůstu bakterií (graf 29).  

 Během 7. dne testování byly vzorky 1 a 2 nepočitatelné. Na grafu 30 je vidět, 

že u vzorků 3-10 byla hodnota počtu bakterií < 10 CFU/ml.  

Tabulka 15: Složení vzorků kančího spermatu č. 10  

Číslo vzorku Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno bez ředidla 

2 BTS bez antibiotik 1:4 

3 BTS – krátkodobé ředidlo 1:4 

4 Koncentrát 1 – krátkodobé ředidlo 1:4 

5 Koncentrát 2 – krátkodobé ředidlo 1:4 

6 VIP 3 – krátkodobé ředidlo 1:4 

7 BIO PIG – krátkodobé ředidlo 1:4 

8 M III – krátkodobé ředidlo 1:4 

9 OPTIM – krátkodobé ředidlo 1:4 

10 SCP – dlouhodobé ředidlo 1:4 
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Graf 28: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 10 – 1. den  

 

Graf 29: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 10 – 3. den  

 

Graf 30: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 10 – 7. den  
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3.11 Působení ředidel BTS, koncentrát 1 a 2, VIP 3, BIO PIG, M III,  

      OPTIM, SCP 

 Kančí sperma č. 11 bylo rozděleno na 10 vzorků s obsahem různých ředidel 

(tabulka 16). Vzorky byly testovány 1., 3. a 7. den skladování spermatu. 

 V nativním vzorku bylo 1. den testování 4,3·10
5
 CFU/ml. Ke snížení počtu bakterií 

na hodnoty < 10 CFU/ml došlo u vzorků 6 (VIP 3), 7 (Bio PIG), 8 (M III) a 9 (OPTIM), jak 

ukazuje graf 31. Také u vzorků 3 (BTS) a 4 (koncentrát 1) bylo pozorováno snížení počtu 

bakterií, a to přibližně o 3 řády.  

 Počet bakterií se 3. den v nativním vzorku zvýšil na 8,5·10
5
 CFU/ml. U  vzorků 3-9 

byly hodnoty CFU/ml < 10. U vzorků 2 (BTS) a 10 (SCP) se počet bakterií výrazně nesnížil 

(graf 32).  

 7. den testování byl nativní vzorek spermatu nepočitatelný. Na grafu 33 je vidět, 

že u vzorků 2-9 byl počet bakterií < 10. U vzorku 10 došlo ke kontaminaci a nebylo jej tedy 

možné hodnotit.  

 

Tabulka 16: Složení vzorků kančího spermatu č. 11 

Číslo vzorku Složení vzorku Poměr sperma:ředidlo 

1 Nativní semeno bez ředidla 

2 BTS bez antibiotik 1:4 

3 BTS – krátkodobé ředidlo 1:4 

4 Koncentrát 1 – krátkodobé ředidlo 1:4 

5 Koncentrát 2 – krátkodobé ředidlo 1:4 

6 VIP 3 – krátkodobé ředidlo 1:4 

7 BIO PIG – krátkodobé ředidlo 1:4 

8 M III – krátkodobé ředidlo 1:4 

9 OPTIM – krátkodobé ředidlo 1:4 

10 SCP – dlouhodobé ředidlo 1:4 
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Graf 31: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 11 – 1. den  

 

Graf 32: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 11 – 3. den  

 

Graf 33: Stanovení celkového počtu bakterií (CFU/ml) ve vzorcích kančího spermatu č. 11 – 7. den  
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4. ZÁVĚR 

 Vyšetřeno bylo celkem 12 vzorků kančího spermatu od března roku 2016 do března 

roku 2017. Vzorky byly dodané Výzkumným ústavem živočišné výroby, v.v.i., oddělení 

chovu prasat, Kostelec nad Orlicí. Vzorky kančího spermatu byly transportovány 

a uchovávány při 17°C. Testována byla účinnost různých látek na inhibici mikroorganismů 

vyskytujících se v kančím spermatu.  

 Vzorky kančího spermatu byly očkovány na krevní agar metodou roztěru L-hokejkou. 

Očkováno bylo vždy 100 µl vzorku. Vzorky byly inkubovány při 37°C 48 hodin. Následně 

byly vzorky spermatu uchovávány při 17°C po dobu 3-7 dnů. Podle druhu testované ředící 

látky byly vzorky kančího spermatu opětovně zpracovány po 3 – 7 dnech uchovávání.  

 Výsledky experimentální části ukazují, že nejvíce účinné na inhibici mikroorganismů 

vyskytujících se v kančím spermatu byla komerční ředidla s obsahem antibiotik jako ředidlo 

BTS s obsahem antibiotik, Androhep, Vitasem LD, VIP 5, VIP 7, Koncentrát 1 a 2, BIO PIG, 

M III a OPTIM. Ostatní testované látky, ať přírodní (kyselina gallová, med) nebo chemické 

(thiosíran sodný, koloidní zinek) nevykazovaly významnou inhibici bakterií, tj. nedošlo 

ke snížení počtu bakterií minimálně o 4 řády.  

 V testovaných vzorcích kančího spermatu č. 5-8 byla pozorována rozdílná účinnost 

ředidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS. Vzorek kančího spermatu č. 6 

obsahoval již v nativním vzorku malé množství bakteriálních buněk. Oproti tomu vzorek 

kančího spermatu č. 7 byl na množství bakteriálních buněk v nativním vzorku velmi bohatý. 

Od toho se odvíjelo rozdílné působení testovaných ředidel. U vzorku č. 6 došlo k významné 

inhibici již 1. den testování, oproti tomu u vzorku č. 7 nedošlo k významné inhibici ani 7. den 

testování. Ze stejného důvodu bylo rozdílné působení ředidel u vzorků č. 5 a 8. Působení 

ředidel Androhep, VIP 3, VIP 5, VIP 7, Vitasem LD a BTS se také odvíjelo od různého 

zastoupení mikroorganismů ve vzorcích spermatu. 

Při testování krátkodobých ředidel BTS, koncentrát 1 a 2, VIP 3, BIO PIG, M III, 

OPTIM a dlouhodobého ředidla SCP bylo zjištěno, že účinek krátkodobých ředidel 

na bakteriální kontaminaci byl větší než účinek dlouhodobých ředidel. 
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 Dále bylo prokázáno, že v nativním vzorku spermatu se během skladování měnilo 

složení mikroflóry. Ve většině případů byly vzorky 2. a 3. den testování (popř. 3. a 7. den) 

nepočitatelné a přerostlé druhem Escherichia coli, popř. Proteus sp.  

 V dalších studiích je nutné stanovení citlivosti mikroorganismů na antibiotika 

především u těch kmenů, které odolávaly působení ředidel. Experimentální část této práce se 

nezabývala účinkem testovaných látek na spermie. To je předmětem jiných studií.  
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6. PŘÍLOHY 

Příloha A1: Nárůst bakterií v nativním vzorku kančího spermatu č. 3 (1. den) 

 

 

 

Příloha A2: Nárůst bakterií v nativním vzorku kančího spermatu č. 3 (2. den) 
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Příloha A3: Nárůst bakterií v nativním vzorku kančího spermatu č. 3 (3. den) 

 

 

 

Příloha A4: Nárůst bakterií ve vzorku 16 kančího spermatu č. 3 s nejvyšší koncentrací 

kyseliny gallové (3. den) 
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Příloha B1: Nárůst bakterií ve vzorku 3 (ředidlo Androhep) kančího spermatu č. 8 (3. den) 

 

Příloha B2: Nárůst bakterií ve vzorku 5 (ředidlo VIP 3) kančího spermatu č. 8 (3. den) 

 

Příloha B3: Nárůst bakterií ve vzorku 7 (ředidlo VIP 5) kančího spermatu č. 8 (3. den) 
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Příloha B4: Nárůst bakterií ve vzorku 9 (ředidlo VIP 7) kančího spermatu č. 8 (3. den) 

 

 

 

Příloha B5: Inhibice bakterií ve vzorku 11 (ředidlo Vitasem LD) kančího spermatu č. 8 

(3. den) 

 

 




