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ANOTACE
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se vyskytujici v kan¢im spermatu, jejich zdroj a vliv na kvalitu kan¢iho spermatu. Velka ¢ast

prace je vénovana moznostem inhibice mikroorganismi kan¢iho spermatu.
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This master’s thesis deals with testing the effect of various types of inhibition substances
on microorganisms contaminating semen of breeding boars. The introduction describes the
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found in boar semen, their sources and their influence on the quality of the boar semen are
also mentioned. A big part of this work is devoted to the possibilities of inhibition

of microorganisms in boar semen.
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Uvob

Kanc¢i sperma je slozeno z kanc¢ich pohlavnich buné€k (spermii) a seminalni plazmy, coz je

smés sekretli varlat, nadvarlat a vedlejSich kancich pohlavnich zlaz.

V dnesni dobé¢ je v reprodukci chovnych prasat hojné vyuzivana uméld inseminace.
Pro tspéSnou umeélou inseminaci je zdsadni vysoka kvalita kan¢iho spermatu. Proto jsou
semenné davky podrobovany rtiznym testim, které urcuji jejich kvalitu pro néasledny vybér.
Pfi hodnoceni kvality kanciho spermatu se testuje hlavné zivotaschopnost, pohyblivost,
koncentrace, morfologie, aglutinace a osmoticka rezistence spermii. Dale se u spermatu

hodnoti jeho objem, barva, zapach, pH ¢i chemické vlastnosti.

Mikroorganismy jsou kontaminanty mnoha télnich tekutin vcetné spermatu lidi i zvifat.
Sperma je idealnim prostfedim pro rlst bakterii, plisni a hub. Mikroorganismy maji skodlivy
vliv na funkci spermii a kvalitu spermatu, mohou snizovat miru poceti ¢i zptisobovat infekce
samiciho genitalniho traktu. Zdrojem mikroorganismi v kan¢im spermatu muze byt infekce
urogenitalniho traktu kance nebo ke kontaminaci dochdzi v pribéhu procesu odbéru
a zpracovani. Nejcastéji jsou ve vzorcich kanciho spermatu prokazani zastupci z Celedi

Enterobacteriaceae.

Z diavodu zisku co nejvétsiho poctu inseminacnich davek je kanci sperma fedéno riiznymi
fedicimi latkami, které obsahuji velké mnozstvi zivin a ochrannych latek pro spermie.
Za ucelem inhibice mikroorganismt kontaminujici kanc¢i sperma jsou do fedidel pfidavana
rizna antibiotika. Kvili stale rostouci rezistenci bakterii na antibiotika je snaha nalézt jejich
alternativy jakymi mohou byt pfirodni a chemické latky, koloidni centrifugace ¢i kationické

antimikrobidlni peptidy.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Charakteristika kanc¢iho spermatu

1.1.1

SloZeni kan¢iho spermatu

Hlavni funkci kan¢iho reprodukéniho systému je tvorba a ejakulace spermatu (Bonet

a kol., 2012). Prvni ejakulace u kanct probiha na zacatku puberty, tedy mezi 5. a 6. mésicem

(Oliveras, 2008). Ejakulat je tvofen sekrety varlat a nadvarlat (2 —5 % z celkového objemu

ejakulatu), sekrety semennych vackl (15 -20 %), sekrety bulbouretralnich Zlaz (10 — 25 %)

a sekrety prostaty (55 - 75 %). Kanci ejakulat 1ze rozd¢lit do tii hlavnich frakei v zavislosti na

jeho slozeni (Bonet a kol., 2012):

Prespermiova frakce: Tato frakce je tvofena sekrety, které jsou produkovany
prostatou, semennymi vacky a Crowperovou (bulbouretralni) zlazou, ale
neobsahuje spermie. Jeji objem je pfiblizné 10 - 15 ml a obvykle je prthledného
vzhledu. Tato frakce slouzi k vyplachnuti moc¢i a bakterii z mocovodu a proto

velice zapacha.

Spermiova frakce: Jak z ndzvu vypovida, tato frakce je bohatd na spermie. Miize
obsahovat az 80 — 90 % z celkového poctu spermii. Spermie jsou produkovany
diky vysoké aktivité varlat a jejich koncentrace se pohybuje okolo 0,5 -
1 - 10° spermii/ml. Frakce obsahuje ale i sekrety produkované prostatou
a semennymi vacky. Objem frakce se pohybuje v rozmezi 70 — 100 ml a je mlécné

bil¢ barvy. Tato frakce je vyuzivana pro seminalni davky pro umélé oplodnéni.

Postspermiova frakce: Obsahuje nizkou hladinu spermii (méné nez
10° spermii/ml), ale také se vni nachazeji sekrety pochazejici z prostaty
a z Cowperovy zlazy. Objem této frakce je pfiblizné 150 — 200 ml a ma svétle bilé
zbarveni. Tato frakce obsahuje velké mnozstvi semenné plazmy, ktera ma funkci
stimulace spermii, a proto se nevyuziva pro davky uréené pro umélou inseminaci

(Knox, 2006; Oliveras, 2008).

Z toho je zfejmé, Ze sperma obsahuje bunécnou frakci (spermie) a nebunécnou frakci

(seminalni plazmu):

Spermie

Kan¢i spermie jsou samc¢i pohlavni buniky vznikajici ve varlatech pii procesu

spermatogeneze. Velikost kan¢i spermie je 45 um a sklada se z hlavicky a biciku (viz obr. 1).
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Tyto dvé ¢asti jsou spojovany krckem (tzv. spojovaci ¢ést) ptes centriolu. Kréek se nachazi
ve spodni bazi hlavicky a ma délku 0,7 um a tloustku 0,5 um (Bonet a kol., 2012). Hlavicka
je ploché a ovalna a jeji délka je 7 um, Sitka 3,7 um a tloustka 0,4 um. Hlavicka nema totozné
ob¢ strany, ale jedna strana je plocha, zatimco druhd obsahuje apikalni vybézek. Hlavicka
je tvofena jadrem obsahujici vysoce kondenzovany chromatin (Oliveras, 2008). Jadro je do
jedné poloviny kryté akrozomem, ktery obsahuje enzymy nezbytné pro penetraci spermii
do vajicka (Rozeboom, 2000; Bonet a kol., 2012). Bicik se sklada ze tii segmentl: stfedové
(spojovaci), hlavni a termindlni (koncové) casti. Stfedovd (spojovaci) cast biciku
je energetickym centrem spermie, protoze je tvofena mitochondridlni spiralou. Zbyvajici ¢ast
bi¢iku je tvofena mikrotubularnimi vldkny a umoznuje pohyb spermie. Struktura spermie

odrazi jeji zakladni funkeci a to transport k vaji¢ku a jeho oplodnéni (Bonet a kol., 2012).
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Obrazek 1: Morfologie kanci spermie (Bonet a kol., 2012)

Stejné jako jiné bunky i kanci spermie maji plazmatickou membranu slouzici k udrzeni
bunécné integrity. Plazmatickd membrana spermii, v porovnani s jinymi buiikami, je vysoce
heterogenni a obsahuje ostfe definované membranové domény. Hlavné jsou organizované
do lipidovych domén, kterymi se praveé odliSuji od somatickych bun¢k a to membranovou
fluiditou a lipidovym slozenim. Mimo to, vétSina proteinti plazmatické membrany spermii
poukazuje na mozaicismus (li§i se v distribuci intramembranovych ¢astic a v rozlozeni
antigenti a naboje na membran¢). Rlizné membranové domény se mohou vyznacovat riznymi
funkcemi pii procesu oplodnéni. Tyto domény se mohou liSit ve vazebné afinité k lektinim

a to diky rozdilnému rozsahu a slozeni v jejich glykokalyxu (Bonet a kol., 2012).
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Seminalni plazma

Semindlni plazma je nebunécnd frakce ejakulatu a jednd se o komplexni smés sekretil
varlat, nadvarlat a hlavné samcich vedlejSich pohlavnich zlaz, mezi které patii semenné
vacky, prostata a bulbourethralni zlazy (Bonet a kol., 2012; Gonzélez-Cadavid a kol., 2014).
Jeji pH je vrozmezi 7,3 — 7,9, protoze obsahuje az 94 - 98 % vody (Bonet a kol., 2012).
Je bohata na organické a anorganické slozky, ale také obsahuje Sirokou Skalu biochemickych
slozek, které se podileji na procesu fertilizace (Gonzalez-Cadavid a kol., 2014; Fraser a kol.,
2016). Seminalni plazma je dulezita pro pohyblivost spermii a ma roli v ochrané bunécné
iontll semindlni plazmy je zinek, ktery ovliviluje proces spermatogeneze, hraje hlavni roli
v pohyblivosti spermii, stabilizuje bunéénou membranu spermii, pusobi ochranné
a antioxida¢n€, zachovava schopnost jaderného chromatinu se dekondenzovat a reguluje
funkci spermii (Lipensky, 2014). Semindlni plazma (viz obr. 2) vznikd po centrifugaci
kanc¢iho spermatu pii 800 otackdch po dobu 15 minut pii 4 °C, kdy dojde k oddé¢leni
spermatickych bun¢k (Gonzalez-Cadavid a kol., 2014).

Obrazek 2: Kanci sperma s oddélenou seminalni plazmou od spermatickych bunék

Proteiny semindlni plazmy jsou molekuly o vysoké molekuldrni hmotnosti a maji mnoho
funkei jako je vliv na vyvoj spermii a jejich maturaci, vliv na transport a pfezivani v samic¢im
reprodukénim traktu, kapacitaci (proces kdy spermie maturuje a je pfipravena vniknout
do vajicka) a rozpoznavani vajicka ¢i k ochrané proti mikroorganismiim nebo oxidacnimu

stresu. Mezi nejhojnéj$i proteiny semindlni plazmy patii proteiny z rodiny spermadhesint,

coz jsou glykoproteiny tvofené né€kterymi savéimi druhy (byci, berani, kozy, krélici, prasata).
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V kanci seminalni plazm¢ miize byt obsah spermadhesini az 75 — 90 % z celkového poctu
proteinti. Mezi hlavni spermadhesiny kan¢i semindlni plazmy patii: PSP-I a PSP-II
(nejhojnéjsi), AQN - 1, AQN-3 a AWN-1. Mezi dalsi proteiny kan¢i seminalni plazmy patfi:
albumin, imunoglobuliny, komplementovy faktor H a laktadherin. Albumin je v kanci
semindalni plazmé pfitomen jako fada isoforem o vysoké molekulové hmotnosti (76 — 78 kDa).

Jednd se o nejbeéznéjsi slozku seminalni plazmy, ktera hraje roli v ochrané spermii proti

oxida¢nimu stresu vzniklého peroxidaci lipidii (Gonzélez-Cadavid a kol., 2014).

1.1.2 Hodnoceni kvality kanc¢iho spermatu

Kvalita kanciho spermatu miize byt posuzovdna dle bunéénych a biochemickych
parametrii. Mezi bunécné parametry patii viabilita, motilita, koncentrace, morfologie
a aglutinace spermii, ale také celistvost akrozomu a mitochondridlniho pouzdra a osmoticka
rezistence (Oliveras, 2008). Dale lze kvalitu spermatu hodnotit dle fyzikalnich (objem, barva,
zapach, pH, koncentrace a mobilita) ¢i chemickych vlastnosti (Frunza a kol., 2008). Bylo
zjisténo, ze nejkvalitn€jsi kanci sperma je takové, které je ziskdvano od kanci ve véku 24 —

vy

vliv vékové a sezonni zmeény v hladindch hormonti (Fraser a kol., 2016).

Stanoveni pocatecni kvality je prvnim krokem po odebrani spermatu. Cilem je vybrat jen
ty vzorky spermatu, které jsou vhodné pro umélé oplodnéni s nejvyssi kvalitou. Ejakuldty
jsou podrobovany screeningovym metodam pied a béhem jeho zpracovéani. Obecné
se u spermatu hodnoti Ctyfi zakladni parametry: koncentrace, pohyblivost a morfologie
spermii a neporusenost akrozomu. Pro vybér vhodnych vzorki se nejcastéji vyuziva
hodnoceni koncentrace a motility spermii, protoZe se jedna o metody nejméné ¢asové naroné
a mimo to jsou ziskané vysledky zapottebi pro vypocet velikosti semenné davky pro umélou
inseminaci (Rozeboom, 2000). Pro vybér vhodnych davek kanciho spermatu pro inseminaci
postacuje hodnotit dle dvou kritérii a to pohyblivost spermii a procentudlni obsah
morfologickych abnormalit spermii a to zvlasté u spermatu uchovéavaného delsi dobu (3 — 5

dni) neZ je vyuzito pro inseminaci (Cefovsky a kol., 2005).

Koncentrace spermatu
Primeérna koncentrace kanciho spermatu je 100 — 300 milionti spermii/ml (Frunza a kol.,
2008). Hodnoceni koncentrace spermatu a celkového poctu spermii je spiSe nastrojem

sledovani zdravotniho stavu a produktivity kanct (Rozeboom, 2000).
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pH spermatu

Cerstvé ejakulované sperma ma hodnoty pH v rozmezi 7,2 aZ 7,5 (Johnson a kol., 2000).
Zmény pH negativné ovliviiuji zivotaschopnost a motilitu spermii. pH vyssi jak 8 naznacuje
nizkou kvalitu spermii nebo piitomnost infekce v genitalnim traktu ¢i ve vedlejSich
pohlavnich zlazach (Frunzd a kol., 2008). Pfi pH pod 7,2 se postupné snizuje motilita

a metabolismus spermii (Johnson a kol., 2000).

Osmoticky tlak spermii
Kanci spermie maji osmoticky tlak pfiblizné¢ 290 — 300 mOsm a mohou tolerovat pomérné

siroké rozmezi osmotického tlaku od 240 do 380 mOsm (Gadea, 2003).

Motilita (pohyblivost) spermii

Schopnost pohybovat se maji zralé¢ spermie diky bic¢iku. Posouzeni motility se obvykle
sklada ze stanoveni procentudlniho zastoupeni pohyblivych anepohyblivych spermii
(Oliveras, 2008). Motilita spermii je diilezitym parametrem v hodnoceni kvality spermatu
a jednim z nejcastéji analyzovanych parametri. Pohyblivost spermii (v procentech) se hodnoti
vizualné pomoci svételného mikroskopu. Pohyblivost spermii se snizuje s dobou skladovani
vzorku, a proto by mélo byt na po¢atku hodnoceni minimélné 60 % (n€kdy je uvadéno 70 —

80 %) spermii pohyblivych (Rozeboom, 2000).

Viabilita (Zivotaschopnost) spermii

Viabilita spermii je velice dulezitym parametrem v testovani kvality ejakulatu. Popisuje
procentualni zastoupeni zivotaschopnych a nezivotaschopnych spermii. Za standardnich
podminek by prase¢i ejakuldt mél obsahovat 65 - 85 % Zivotaschopnych spermii. Pokud
je obsah zivotaschopnych spermii niz8i nez 65 %, oznacuje se tento jev jako nekrospermie

nebo nekrozospermie (Oliveras, 2008).

Morfologie spermii

Morfologie spermii a neporuSenost akrozomu jsou parametry dualezit¢ pro odhad
zivotaschopnosti spermii a mohou vice prozradit o kvalité spermatu. Morfologické poskozeni
¢i Spatnd pohyblivost spermii ale neznamend vzdy neschopnost oplodnéni vajicka.
K hodnoceni morfologie spermii se vyuziva fazového kontrastniho mikroskopu. Hodnoti

se morfologické odchylky, jako jsou deformace tvaru hlavicky, deformace biciku
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a cytoplazmatické kapky (proximalni kapky blize u hlavi¢ky nebo distalni kapky ve stfedni
¢asti biciku, viz obr. 3). Je doporucovana mezni hodnota normalnich spermii minimaln¢ 70 %
(Rozeboom, 2000). Presto ze je vyskyt proximdlnich kapek ve spermatu méné casty
(vyskytuji se pfi zvySené teploté ve varlatech), tak prave jejich vyskyt miize mit negativni vliv
na plodnost, porodni vdhu ¢i velikost vrhu (Rozeboom, 2000; Cefovsky a kol., 2005).
Je stanoveno, ze vyskyt cytoplazmatickych kapek by nemél piekrocit 15 %. Hodnoceni
akrozomu je Casoveé ndrocné a vyzaduje pouziti mikroskopu s fadzovym kontrastem. Vzorky

spermatu by méli obsahovat vice nez 51 % neporusenych akrozomil (Rozeboom, 2000).
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Obrazek 3: Cytoplazmatické kapky kanéich spermii (CeFovsky a kol., 2005)

Nékteré morfologické abnormality spermii mohou byt zptisobeny patologickymi procesy
postihujicimi varlata a nadvarlata ¢i miize mit vliv genetika (15 — 20 %) nebo ziidka
1 nevhodné podminky chovu. Vyskyt morfologickych abnormalit ma vyznamny negativni vliv
na miru biezosti prasnic po inseminaci. V Ceské republice je pouZitelnost ejakulatu pro
inseminaci limitovana vyskytem morfologickych abnormalit spermii do 25 % (Cefovsky

a kol., 2005).

Je dulezité vzit v potaz vliv kolisani teploty pii prepravé spermatu do laboratote, které by
mohlo mit vliv na bunky spermii. Rychly pokles teploty by mohl zpiisobit zvinéni bicika
okolo hlavicky, ¢i muze byt bic¢ik stoen tésn¢ pod hlavickou. Malé¢ mnozstvi takto
vypadajicich spermii mize byt ve spermatu pfitomno normalné, ale pokud je pfitomno vice
jak 10 % takovych bunék je to ukazatelem pro teplotu nizsi nez 32 °C a jedna se o nevhodny
vzorek (Rozeboom, 2000). Pti porovnani spermii domacich zvitat jsou kanci spermie nejvice
citlivé na nizkou teplotu, coz je pravdépodobné zplsobeno charakteristickym slozenim

plazmatické membrany spermii obsahujici fosfolipidy a cholesterol (Chutia a kol., 2014).

Proto, aby spermie ziskali schopnost vdzat se a penetrovat do vajicka, musi podstoupit
proces kapacitace, pti kterém dochazi k biochemickym a fyziologickym zménam. Kapacitace

probiha uvniti samiciho genitadlniho traktu. Kapacitace zahrnuje procesy jako zmény
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fosfolipidii a cholesterolu v plazmatické membrané, aktivaci iontovych kanald, zvySeni hladin
intracelularniho vapniku a cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), zmény v aktivité bi¢iku

a fosforylaci proteint (Sepulveda a kol., 2016).

Objem ejakulatu

Jedna se o fyzikalni parametr, ktery se vyhodnocuje ihned po odbéru ejakulatu. U kanct se
objem lisi v zavislosti na véku, frekvenci ejakulaci, stravé, zdravotnim stavu a zptisobu a casu
odbéru. Maximalni objem spermatu je v obdobi pohlavni zralosti, tedy ve véku 5 — 8 mésict
a hladina zlstava takto az do obdobi andropauzy, tj. 7 — 8 let (Frunza a kol., 2008). Objem
ejakulatu kance se pohybuje v rozmezi 150 - 300 ml. U zdravého kance by mél byt objem
ejakulatu vétsi nez 150 ml (Rozeboom, 2000). Obecné u mladsich kanct je objem spermatu
niz$i. Snizeny objem nemusi hned znamenat patologie, ale je doprovazen nizkou koncentraci
spermii. Primérny objem spermatu jednoho ejakulatu je 250 ml, coz je zpisobeno hojnym
vyludovanim vedlej$ich pohlavnich Zlaz, hlavnd semennymi vacky. Zelatinovou ¢&ast

spermatu vytvaii bulbouretralni zlaza (Frunza a kol., 2008).

Vzhled a zapach spermatu

Ptesto ze je mikroskopické hodnoceni spermatu standardem pro vybér vhodnych ejakulatt
pro umélou inseminaci, tak je dualezité¢ zhodnotit i zfetelné vizualni ¢i Cichové vlastnosti
spermatu. V zavislosti na koncentraci ejakulatu by mél byt mlécné bilé barvy. Koncentrace
spermii ve spermatu ma vliv na miru zakaleni. Vzorek bohaty na spermie je krémovitého
vzhledu, oproti vzorkiim chudym na spermie, které jsou prithledné. Zbarveni miize byt trochu
nazloutlé vlivem obsahu karotenti v krmivu, hnisavymi procesy genitalniho traktu nebo
pritomnosti moci, ale normalni vzhled pfipomind odstfedéné mléko. Nasledkem krvaceni
v mocCové trubici, penisu, pfedkozky nebo prostaty mize byt ve spermatu piitomno malé
mnozstvi krve, které dava ejakuldtu nardzovélé zbarveni. To nema vétSinou vliv
na zivotaschopnost spermii ¢i plodnost, ale tmavsi ¢ervené zbarveni ejakulétu je velice Casto
spojeno s ostrym zdpachem, coz uz je diivod pro vytazeni vzorku. Hnédé zbarveni spermatu
oznacuje pritomnost poSkozenych erytrocytli, infekci prostaty nebo dlouhodobou Iécbu
fenotiazinem ¢i prontosilem. Zeleno modré zbarveni je pozorovano u oligospermie ¢i u 1écby
methylenovou modii. Neprithlednost spermatu je pozorovdna pifi onemocnéni varlat nebo
u chorob vedlejsich pohlavnich zlaz. Kanci sperma mé charakteristickou viini pfipominajici

vuni varenych kosti nebo pachnouciho mléka. Znatelny zdpach mtze byt zptisoben Spatnymi
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hygienickymi postupy beéhem odbéru, ale vétsinou je zplsoben moci zachycenou
na predkozce, kterd je obecné bohatd na bakteridlni ¢i jinou kontaminaci (Rozeboom, 2000;

Frunzi, 2008)

Shlukovani (aglutinace) spermii

K aglutinaci spermii (viz obr. 4) dochéazi pokud se spermie vaze na spermii dalsi a to bud’
svymi hlavickami nebo bi¢iky. Za normalnich podminek by k aglutinaci spermii nem¢lo
dochazet (Oliveras, 2008). Ke shlukovani spermii mize dojit mezi nepohyblivymi
spermiemi, které byly poSkozeny pfi priichodu varlaty nebo béhem ejakulace (Rozeboom,
2000). Jinou pfticinou shlukovani spermii mize byt velké teplotni kolisani béhem transportu
(£ 5°C), bakteridlni kontaminace, dlouha doba skladovani ¢i obsah bivalentnich
a trivalentnich kationi v semenné plazmé (Rozeboom, 2000; Oliveras, 2008). O tom ze by
melo shlukovani vliv na plodnost je zndmo pouze malo. Shlukovani spermii je dilezité vzit

v potaz pii hodnoceni koncentrace spermatu (Rozeboom, 2000).

Obrazek 4: Aglutinace kancich spermii (Rozeboom, 2000)

Celkové shrnuti normalnich a meznich hodnot vlastnosti pouzivanych pii hodnoceni

kvality kanciho spermatu je uvedeno v Tabulce 1:

Tabulka 1: Normalni a mezni hodnoty kvality spermii (Rozeboom, 2000)

Vlastnosti ejakulatu Normalni hodnoty Mezni hodnoty
Objem 100 — 500 ml 50 ml
Celkovy po&et spermii 10— 100 - 10’ 10 - 10°
Motilita 70-95% 62 %
Shlukovani 0-10% 25 %
ZvInéné biciky 1-2% 10 %
Morfologické abnormality 5-10% 30 %
Akrozomalni abnormality 5—-10% 49 %
Cytoplazmatické kapky <5% 15%
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Chemické parametry kanéiho spermatu
Znalost chemického slozeni semenné plazmy je dulezité pro tvorbu fedidel kanciho
spermatu. Kanci sperma obsahuje 8 % organickych latek a 2 % mineralnich latek. Celkem

obsahuje 90 % vody a 10 % suSiny.

Spermie a semennd plazma obsahuji sacharidy, které hraji dilezitou roli v energetickém
metabolismu. Koncentrace sacharidu zavisi na hladiné testosteronu a na ro¢nim obdobi. Kanc¢i

sperma obsahuje 77 mg sacharidii ve 100 ml.

Kanci sperma je bohaté na inositol (primérné 600 az 725 mg/100 ml), ktery zajistuje
osmoticky tlak kanc¢i semenné plazmy. Obsahuje velmi vysoké mnozstvi kyseliny sialové
ataké kyselinu citronovou (primérné 130 mg/100 ml) pochazejici ze semennych vackda.
Obsah lipoproteinii v kan¢im spermatu je prumérné 404,02 +£27,82 mg/100 ml a obsah
glycerolfosforylcholinu je v rozmezi 110 az 240 mg/100 ml.

Z fosfolipidi.  kan¢i  sperma  obsahuje  37,4%  fosfatidylcholinu, 13,8 %
fosfatidylethanolaminu (cefalinu), 12,6 % sfingomyelinti, 10,8 % plasmalogenu odvozeného
od ethanolaminu, 10,5 % ostatnich lipidi, 9,8 % plasmalogenu odvozeného od cholinu, 3 %

kardiolipinti a 2,4 % fosfatidylserint.

Kanc¢i sperma primérné obsahuje 1,84 + 0,074 g proteinit ve 100 ml. Z aminokyselin
obsahuje nejvice kyselinu glutamovou (64,96 + 2,73 mg/100 ml), dale pak methionin
(11,9 mg/100 ml), glycin (4,71 £ 0,7mg/100 ml) a kyselinu asparagovou (2,91 =+
0,46 mg/100 ml). Celkovy dusik je primérné obsazen v mnozstvi 615 mg/100 ml a velka ¢ast
dusiku je proteinové povahy. Dusik je tfeti nejhojnéjsi organickou slozkou kanciho spermatu

po proteinech a inositolu. Mnozstvi proteinii spermatu je niz§i nez proteini krevnich.

U kanci se obsah bilkovin ve spermatu pohybuje v rozmezi 3,26 az 4 g/100 ml.

Kanci sperma je bohaté na androgenni a estrogenni hormony a déale obsahuje také tfadu
enzymt, jako napf. kataldzu, fosfatdzu, mucindzu, hyaluronidazu, trypsin, amylazu, lipazu
a cholinesterdzu. Z vitaminti obsahuje vitaminy A, B, C, D a dalsi. Vitamin C je naptiklad

dilezity pro zivotaschopnost spermii a jeho nizkéd koncentrace zhorSuje plodnost.

Sperma kanct je bohaté na anorganické latky. Mineralni soli zajist'uji potfebny osmoticky
tlak udrzujici integritu membran spermii. Pisobeni iontd pfispiva k aktivaci enzymut. 100 ml
kanciho spermatu priimérné obsahuje 660 mg sodiku, 330 mg chloru, 260 mg drasliku, 11 mg

hoi¢iku, 2 az 6 mg vapniku a 2 mg anorganického fosforu (Frunza a kol., 2008)
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1.2 Mikroorganismy ve spermatu chovnych kancu

Obecné sperma zdravého kance neobsahuje bakterie (Kuster a kol., 2016). Ale protoze
proces odbéru spermatu neni provadén =za sterilnich podminek, tak vyznamnym
kontaminantem &erstvé odebraného kanéiho ejakulatu jsou mikroorganismy (Ubeda a kol.,
2013). Mikroorganismy jsou dilezitymi kontaminanty mnoha télnich tekutin véetné spermatu
lidi 1 zvifat. Sperma je idealnim prostfedim pro vznik a riist mnoha mikroorganismu jako jsou

bakterie a plisné¢ (Martin a kol., 2010).
1.2.1 Zdroje mikroorganismii v kan¢im spermatu

Bakterialni kontaminace spermatu miize vznikat bud’ jako nasledek infekce samciho
reproduktivniho traktu nebo muze vzniknout pii odbéru spermatu ¢i pii jeho zpracovani
(Pinart a kol.,, 2017). Mikrobialni kontaminace je velmi c¢asto pilivodem z mocového
¢i genitalniho Ustroji kance, protoze uretra je soucasti obou téchto systému (Martin a kol.,
2010). Zdroje kontaminace spermatu béhem jeho odbéru ¢i pfi jeho nasledném zpracovani
mohou byt bud savéiho (v€etné clovéka) nebo nezivocisného ptivodu. Mezi zdroje
kontaminace sav¢iho plivodu patii vykaly, tekutina z dutiny ptredkozky, pokozka/srst, sekrety
dychacich cest akontaminace zplsobend persondlem. Mezi zdroje kontaminace
nezivo¢isSného plvodu patii voda, krmivo, podestylka, kanalizace, systémy ventilace,
pomiicky a vybaveni a Spatné hygienické prostiedi. Tato bakterialni kontaminace semenné
davky urcené pro umélou inseminaci neni povazovana za primarné patogenni u prasat, ale
muze vést ke zhorSovani nékterych charakteristik. Muze zhorSovat Zzivotaschopnost
a pohyblivost spermii ¢i snizovat miru poceti, dale pak mtize vést k imrti embrya nebo plodu,

anebo muze zplsobovat kontaminaci samic¢iho rozmnozovaciho systému (Pinart a kol., 2017).

1.2.2  Nejbéznéjsi mikroorganismy kanciho spermatu

Bakterialni kontaminace v Cerstvém spermatu se obvykle pohybuje v rozmezich 10° — 10°
kolonie tvofici jednotky (CFU)/ml, ale bakteridlni zat¢z mize samoziejmé 1 razn¢ kolisat
a dosahovat koncentraci az 10° CFU/ml (Sepulveda a kol., 2016). Nejéast&ji je bakterialni
kontaminace spermatu zpiisobena gramnegativnimi bakteriemi patfici do Celedi
Enterobacteriaceae, ale v n¢kterych ptipadech byla zjiSténa i pfitomnost anaerobnich bakterii
napt. Clostridum perfringens (Pinart a kol., 2017). Mezi nejcastéjsi rody bakterii nalézané
vkan¢im spermatu patii:  Bacillus, Staphylococcus, Flavobacterium, Klebsiella,
Pseudomonas, Micrococcus, Enterococcus, Escherichia, Citrobacter, Proteus, Actinomyces,

Serratia, Enterobacter a Streptococcus (Rozeboom, 2000).
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V roce 2005 Althouse a kol. porovnali rtizné studie zabyvajici se béZnou bakteridlni florou
kanciho spermatu. VSechny studie se shodly, Ze k nejbéznéjsim bakteriim kanciho spermatu
patii: Escherichia (E.) coli, Staphylococcus spp., Pseudomonas spp., Citrobacter spp.,
Proteus spp., Bacillus spp. aKlebsiella spp. Déle jsou zminované bakterie jako je
Enterobacter spp., Streptococcus spp., Micrococcus spp., Corynebacterium spp.,
Citrobacter spp., Acinetobacter spp. a dalsi. VéEtSina téchto bakteridlnich rodl se nepovazuje

za primarni patogeny kancii (Althouse a kol., 2005).

1.2.3  Vliv mikroorganismi na kvalitu kanc¢iho spermatu

Rozsah mikrobidlni kontaminace hraje roli v kvalit¢ spermatu. Mikroorganismy mayji
negativni vliv na funkci spermii a to bud’ ptimy, nebo neptimy. Pfimy vliv mikroorganismu
pusobi zménu struktury bunéné membrany spermii, ¢imz ovlivni jejich pohyblivost nebo
vyvolaji pfed¢asnou exocytozu akrozomu. Nepiimy vliv mikroorganismii znamena, ze

stimuluji produkeci protilatek mifenych na glykokalyx spermii (Martin a kol., 2010).

Hlavni spermatotoxické tc¢inky bakterii na spermie primarné souvisi s pfimym narusenim
bunc¢k spermii. Bakterie mohou poskozovat spermie i1 jinymi mechanismy jako napf.
pusobenim lipopolysacharidi. Vliv bakterii na spermie zavisi na koncentraci bakterii a ma
negativni vliv na kvalitu spermatu. Mimo koncentrace bakterii jsou kritickymi body 1 Cas
a prostiedi interakce bakterii se spermiemi. Pokud dojde k nekontrolovatelné aglutinaci
spermii zpusobené bakteriemi, dochazi ke snizeni reprodukéniho vykonu kance (Althouse

a kol., 2005).

Stupenn zmén parametrii spermii zavisi na druhu bakterie zpusobujici kontaminaci a na
dobé skladovani spermatu (Pinart a kol., 2017). Vysokd bakteridlni kontaminace spermatu
je spojena s Castym vyskytem aglutinace spermii a poskozenim akrozomti ¢i se Spatnou
motilitou spermii (Goldberg a kol., 2013). Skodlivé G¢inky mikroorganismii na spermie jsou
zprostfedkovany hlavné prostfednictvim produktl metabolismu bakterii, jejich exotoxiny
a endotoxiny nebo bakterie zpiisobi destrukci energetickych zdroji obsazenych v seminalni

plazmé, coz negativné pusobi na viabilitu a fertilitu spermii (Mazurova a kol., 2015).

Rutinné¢ se kan¢i sperma podrobuje kultiva¢nimu vySetfeni pro monitorovani hygienickych
postuptl pii jeho zpracovani. Mikrobiologické kultivace je pomérne levna a velice dostupna
metoda. Bakteriologickd kontaminace kanc¢iho spermatu je téméf nevyhnutelnd a mize mit
vliv na kratkou zivotnost spermii pii skladovani, shlukovanim spermii ¢i pietrvavajici infekce

d€lohy samic po inseminaci, ale pravdépodobné neovlivituje plodnost kance. Z téchto davodi
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je dulezité¢ kanci sperma testovat na bakteridlni kontaminaci a urcit co je jejim zdrojem
pro zajisténi piipadnych opatfeni k jejimu zamezeni (Rozeboom, 2000). Je tedy dulezité
identifikovat hlavné ty bakteridlni druhy, které jsou piitomné v kanc¢im spermatu ve vyssich
koncentracich a ptfedstavuji tak hlavni riziko v reprodukci prasat. Znalost G¢ink bakterii
na kvalitu kanc¢ich spermii je tedy uzitenym nastrojem k vylouceni kontaminovanych
semennych davek pro umélou inseminaci, které by mohly zpusobit ekonomické i zdravotni

problémy (Sepulveda a kol., 2014).

Nepftiznivy vliv enterobakterii na bunky kancich spermii by nemél byt podcenovan.
a seminalni frakci kanéiho spermatu (Ubeda a kol., 2013). Vétsina mikroorganismil, které se
vyskytuji v nativnim spermatu, patii do Celedi Enterobacteriaceae. Hlavné se jedna o rody
Escherichia, Enterobacter a Proteus. Kromé toho lze nalézt ale i enterokoky, stafylokoky
a Pseudomonas aeruginosa. VéEtSina z téchto bakterii jsou ale pouze metabolicky aktivni
oportunni patogeny, které jsou schopny snizovat biologickou kvalitu kan¢iho spermatu. Také
se mohou podilet na vyvolani zanétlivych procesti v délozni sliznici inseminovanych prasnic

(Mazurova a kol., 2015).

E. coli je pravdépodobné nejcastéji izolovanym druhem z urogenitalniho traktu lidi, pst
aprasat. E. coli vyvolava aglutinaci spermii a zhorSuje jejich pohyblivost a to v poméru
spermie:bakterie 1:1 (prahova uroven) nebo vysSim. Mimo to ma spermicidni ucinky, které
jsou ale zavislé na koncentraci E. coli. (Althouse a kol., 2005; Bassaleu a kol., 2012). E coli
zhorSuje vlastnosti spermii mechanismem adheze na membranu bunék spermii pomoci mist
vazajici mandzu a vyvolava tak ultrastrukturdlni zmény na urovni stfedové Casti spermie,
plazmatické membrany nebo akrozomu, ¢imz negativné ptisobi na funkce spermii (Bussalleu

a kol., 2011).

Prieto-Martinez a kol. (2014) prokazali negativni vliv Enterobacter cloacae na kvalitu
kancich spermii. Ptitomnost Enterobacter cloacae zévazné ovlivituje motilitu spermii
a poskozuje celistvost akrozomu. Jsou potvrzeny spermatotoxické ucinky této bakterie
zkracujici Zivotaschopnost spermii. Enterobacter cloacae snizuje osmotickou rezistenci
spermii a zvySuje tak citlivost spermii na zmény zivotniho prostfedi. Nebyl zjistén vliv

Enterobacter cloacae na morfologii spermii, ale nelze tento vliv zcela vyloucit.

V kan¢im spermatu jsou Casto prokazovany bakterie z ¢eledi Pseudomonadacea (Schulze

a kol., 2016). Pseudomonas aeruginosa se v kan¢im spermatu miize nachazet v koncentracich
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10* - 10® CFU/ml (Sepulveda a kol., 2016). Pfitomnost vysokych koncentraci Pseudomonas
aeruginosa v kan¢im spermatu uchovavaném pii 15 — 17 °C snizuje kvalitu spermii.
Pseudomonas aeruginosa ovliviiuje motilitu kancich spermii, stejné jako jiné bakterie napf.
E. coli a Enterobacter cloacae. Je mozné, ze Pseudomonas aeruginosa ma vliv na

zivotaschopnost a integritu akrozomu kanc¢ich spermii (Septlveda a kol., 2014).

Rody jako Alcaligenes, Actinomyces, Streptococcus a Staphylococcus nemaji negativni
vliv na prezivani spermii pii dlouhodobém skladovani ani pii jejich vysokych hladinach
ve spermatu (10'° = 10" CFU/ml), jejich pfitomnost zptisobuje mirné snizeni pH (6,3 — 6,5).
Byla provedena fada kontrolnich studii in vitro, kdy bylo prokazano skodlivé trvalé poskozeni
motility a zivotaschopnosti spermii vlivem bakteridlni kontaminace zpisobené druhy E. coli,
Clostridium perfringens, Enterobacter cloacae a Pseudomonas aeruginosa. Kuster a kol.
(2016) uvadi, ze bakteridlni kontaminace nema takovy vliv na zménu morfologie, ale spise

na integritu akrosomu, aglutinaci spermii, osmotickou rezistenci ¢i pH (Kuster a kol., 2016).

Ackoliv je pozornost bakteridlni kontaminace kanciho spermatu vétSinou zameéfena na
gramnegativni bakterie, tak 1 nékteré grampozitivni koky jako je Enterococcus faecalis maji

schopnost produkovat cytolyzin, ktery ma negativni vliv na spermie (Kuster a kol., 2016).

1.3 Uméla inseminace

Dnes je uméla inseminace jednou z nejpouzivanéjSich technologii asistované reprodukce
u prasat (Althouse a kol., 2011). V zapadni Evropé je vice nez 90 % prasnic oplodilovano
umélou inseminaci (Maes a kol., 2011). Uméla inseminace (oplodnéni) v prase¢im primyslu
nasla vyznamné misto, protoze poskytuje genetické zlepSeni plodnosti prasat a tim pfispiva
ke zvySeni produkce vepfového masa (Gonzélez-Cadavid a kol., 2014; Karunakaran a kol.,
2016). Pti porovnani umelé inseminace s pfirozenym pafenim je uméla inseminace uzite¢nym
nastrojem pro vneseni gentl do stad prasnic s minimalnim rizikem onemocnéni (Maes a kol.,
2011). Pro umélou inseminaci je velmi diilezita nejvyssi kvalita inseminacni davky (Lipensky

a kol., 2013).

Vyhodami um¢lé inseminace je rychlé rozmnozovani prasat, zesileni genetické hodnoty,
ekonomické uspory a kontrola onemocnéni. Ironické je, ze vétSinu téchto vyhod lze soucasné
povazovat i za nevyhody, protoze umélou inseminaci se mohou prenasSet a zesilovat genetické

vady ¢i $ifit infekéni onemocnéni.
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Vzhledem k tomu, Ze umélou inseminaci mlze dojit k pfenosu choroby do stdda, tak
mikrobiologicka kontrola inseminacnich davek nesmi byt podceniovdna. Infekéni bakterie
mohou skrze umélou inseminaci zpusobit brucelozu, chlamydofilézu a leptospirdzu.
Na plodnost kance maji negativni vliv i patogenni viry jako napf. prasec¢i circovirus typu 2
(PCV2), praseci parvovirus (PPV) a virus zplsobujici reprodukéni a respiraéni syndrom
prasat (PRRS). Dale mohou piisobit i viry zptisobujici Aujeszkyho chorobu, mor prasat,

choleru prasat, japonskou encefalitidu, kulhavku, slintavku atd. (Althouse a kol., 2011).

Vétsina umélych oplodnéni prasat (intracervikdlni inseminace) je provadéna za pouziti
kan¢iho spermatu uchovéavaného v kapalném stavu pii 16 — 18 °C (Maes a kol., 2011;
Karunakaran a kol., 2016). Kanci sperma je vysoce citlivé na nizkou teplotu, a proto
je obvykle prechovavéano v kapalném stavu (Karunakaran a kol., 2016). Pfi kryokonzervaci
kanciho spermatu totiz dochazi k poSkozeni membrany a organel spermii, coz vede k nizké
mife oplodnéni (Gonzalez-Cadavid a kol., 2014). Chlazeni a rozmrazovani spermatu miize
zpusobovat tézké poskozeni az smrt urcitého procenta spermii. Ta je zplisobena tvorbou
nadmérného mnozstvi reaktivnich forem kysliku pii reakcich katalyzovanych aromatickymi
aminokyselinami, coz vede k naruSeni bunécné funkce a smrti spermii. S prodluzujici dobou
skladovéani spermatu se zhorSuje jeho kvalita a snizuje se rychlost oplodnéni (Karunakaran
a kol., 2016). Kvuli nizké cen¢ a frekvenci odbéru spermatu je Siroce vyuzivano kratkodobé
fedéni kanciho spermatu (Lipensky a kol., 2013). VétSina inseminaci se provadi se spermatem
uchovavanym po dobu 2 dnti, nékdy z ekonomického hlediska az 4 - 5 dnl. Béhem
skladovani spermatu pii 18 °C jsou spermie stale metabolicky aktivni, ¢imz dojde k vyCerpani
dostupnych Zivin a naopak ke hromadéni metabolickych produkti jako jsou reaktivni formy
kysliku. V pifipadé zvySenych hladin reaktivnich forem kysliku dochazi u spermii
k oxida¢nimu stresu. Zralé spermie maji ale pouze malou schopnost opravovat poskozeni
vznikla oxida¢nim stresem, protoze cytoplazma spermii obsahuje pouze malou koncentraci
enzymu, které by tyto reaktivni formy kysliku vychytavaly. Seminalni plazma ma
antioxidacni vlastnosti a ma tedy schopnost vychytavat reaktivni formy kysliku a ochranovat
tak spermie proti oxida¢nimu stresu. Proto je nutné dat si pozor na riizna fedéni spermatu,

protoze fedidla snizuji ochranou schopnost seminalni plazmy (Karunakaran a kol., 2016).

25



1.4 Redéni a konzervace kanc¢iho spermatu

Kanci sperma se fedi z diivodu zisku vétSiho objemu a tim vétSiho poctu inseminacnich
davek (Smital, 2001). Normalni ejakuldt obvykle obsahuje dostatek spermii pro inseminaci
15 a7 25 prasnic. (Maes a kol., 2011). Redéni kanéiho spermatu se provadi také z diivodu

obsahu zivin a ochrannych latek dilezitych pro spermie (Smital, 2001).

K tedéni kanc¢iho spermatu Ize pouzit tfi typy fedidel:
e Extendory — fedidla pouze zvétSujici objem spermatu
e Protektory — fedidla poskytujici ziviny spermiim, pro uchovavani 1 — 3 dny i déle
e Implementory — protektory obsahujici navic latky ptisobici na pohlavni organy

prasnic (Smital, 2001)

Dale rozlisujeme fedidla, dle toho, jak dlouho 1ze uchovat tekuté kanci sperma bez vlivu
na plodnost:

e Redidla pro kratkodobé uchovavani - zaruduji kvalitu spermatu pouze par dni
(méné nez 3 dny)

e Redidla pro dlouhodobé uchovavani - jsou schopny udrzet biologické hodnoty
spermii az na dobu jednoho tydne i déle (Smital, 2001; Ibanescu a kol., 2015).
Lisi se od kratkodobych fedidel hlavné obsahem komplexnich pufrovacich systémi
(HEPES, Tris) a ptitomnosti bovinniho sérového albuminu BSA (Maes a kol.,
2011).

Principem konzervace kanciho spermatu je uvedeni spermii do stavu tzv. anabidzy, pfi
které je zastaven pohyb spermii a je velice omezen jejich metabolismus. Béhem konzervace
nesmi dojit k poskozeni povrchovych membran spermii, ¢imZ by byla poskozena schopnost
spermii oplodnit vajicko. Pfi kratkodobé konzervaci se anabidzy docili snizenim teploty
prostiedi okoli na 16 °C, kdy i dilezitou roli hraje slozeni fedidla. Kratkodobé uchovavani
spermatu je stale nejrozsifenéj$i. Dlouhodobd konzervace spociva na principu zmrazovani
spermatu v zahusténé formé (kryokonzervace). Inseminace zmrazenym kancim spermatem
neni tak rozSifend v praxi, protoZze je to metoda ndkladnd a ndro¢nd na Cas a vybaveni.
Vétsinou je pro inseminaci vyuzivano cerstvé tekuté sperma (Smital, 2001).

Funkci tedidla je zajisténi stability bunééné membrany pii chladnych teplotach, zajiSténi
zdroje energie pro metabolismus spermii a zajisténi vhodného pH a ionti pro membranovou

a buné¢nou rovnovahu (Knox, 2006). Redidla jsou média velmi bohata na Ziviny (Ubeda

akol., 2013). Ziviny obsazené v fedidlech jsou nezbytné pro udrzeni spravné funkce spermii

26



a pteziti in vitro, ale také jsou idedlnim prostiedim pro rist bakterii (Bussalleu a kol., 2011).
Redéné kanéi sperma je v podstatd bunééné kultivaéni médium idealni pro rist bakterialni
kontaminace (Kuster a kol., 2016). Cerstvé sperma je fedéno s cilem prodlouzit Zivotnost
spermii a zvysit pocet davek na vice nez 50 z ejakulatu u kancii s dobrou genetickou vybavou.
Vysoka kvalita fedidel kan¢iho spermatu je zdsadni pro usp€snou umelou inseminaci. Protoze
se zvySuji pozadavky na kvalitu spermatu a soucasné se snazi snizit pocet spermii obsazenych
v davkach urCenych pro umélou inseminaci, tak dochédzi k vyS$si zranitelnosti spermii.
Zranitelnost spermii je zptisobend vysokym fedénim a teplotnim a ¢asovym rezimem nutnym
pro automatizovany fedici a plnici proces. Proto je cilem minimalizovat vliv fedéni, tak aby
nezpusobovalo ztratu motility a membranové integrity spermii a zmény v organizaci lipidi
a proteinl na povrchu spermii, které by vedly k destabilizaci bunécné membrany. Zpracovani
spermatu v centrech pro umélou inseminaci tedy hledd kompromis mezi jemnym oSetienim
spermii, minimalnimi hygienickymi riziky a G€innosti pro zisk semenné davky (Schulze

a kol., 2017).

Vzdy byl doporucovan postup fedéni takovy, ze bylo ptislusné fedidlo pfidavano v malém
mnozstvi k ejakulatu za mirného promichavani a ne v opacném potadi. Predpokladalo se, ze
pfidavani fedidel do spermatu zplsobuje méné¢ zmén u spermii a je tedy méné Skodlivé
v porovnani s postupem, kdy se pridava sperma k fedidlu. V centrech umélé inseminace se
k Cerstvému spermatu (200 — 500 ml) ptidava velké mnozstvi fedidla (1000 — 7000 ml na
jeden ejakulat), coz zpisobuje pénéni a tim také riziko ze péna piijde do kontaktu s plnici
tryskou. Tvorba pény je velice Casta u fedidel obsahujici BSA, ale vyskytuje se i u jinych
fedidel a je tfeba se ji vyhnout. Z praktického a hygienického hlediska se tedy ptidani fedidla
do spermatu povazovalo za nevyhodné. Nejnovéjsi studie Schulze akol. (2017) nevidi
vyhodu v tomto standardnim fedicim postupu. Tato studie prokazala, ze ptfidavani spermatu

do tedidla nijak neovlivituje kvalitu kancich spermii (Schulze a kol., 2017).

Zda muze byt kan¢i sperma fedéno, se vyhodnocuje dle nésledujicich kritérii - objem,
vzhled (priihlednost, zakaleni) a barva. Mira fedéni je u zdravych kanct (koncentrace spermii

20 — 60 miliard) vétsinou od 1:4 do 1:10 (Knox, 2006).

Uchovavani kanciho spermatu je odliSné v porovnani s jinymi domdacimi zvitaty, hlavné
kvali vysoké citlivosti kancich spermii na chlazeni, mrazeni a rozmraZovani. VétSina
fedénych semennych dévek je pouzita pro umélé oplodnéni jesté v den jeho odbéru, ale
nekteré jsou vyuzity az tieba 3 - 5 dni po odbéru. Doba skladovani fedéného spermatu ma vliv

na miru porodnosti a velikost vrhu, kdy dlouh¢ skladovani spermatu tyto vlastnosti zhorsuje.
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To je zplisobeno starnutim spermii béhem skladovani zptisobujici strukturni a funkéni zmény,
kterému se nedd zabranit. Redéni kanciho spermatu pravdépodobné redukuje proteiny,
piirozené antioxidanty a dalsi slozZky seminalni plazmy, které jsou nutné pro normalni funkci

a membranovou integritu spermii (Boe-Hansen a kol., 2005).

U 90 % chovii prasat v Evropé, USA a Kanad¢ je pro umélou inseminaci pouzivano fedéné
sperma. Z tohoto divodu a vzhledem k poskozeni kancich spermii bakteridlni kontaminaci
jsou kladeny vysoké naroky na hygienickou kontrolu béhem odbéru, zpracovani a skladovani

kanc¢iho spermatu uréeného pro umelou inseminaci (Prieto-Martinez a kol., 2014).

1.4.1  SloZeni Fedidel kanciho spermatu

Proto, aby fedidla spravné fungovala, musi mit pfesné slozeni. Za ucelem udrzeni
metabolické a vyzivné funkce je ptidavéana gluk6za. Ochrannou funkci proti tepelnému Soku
zajiStuje BSA. Za ucelem udrZeni pH je pfidavan bikarbonat, Tris nebo HEPES. NaCl a KCI
jsou piidavany pro kontrolu osmotického tlaku. Redidla mohou obsahovat i antibiotika pro

inhibici mikroorganismii (Gadea, 2003).

Glukéza v fedidlech kanc¢iho spermatu udrzuje osmolalitu. Kanci spermie toleruji pomérné
Siroky rozsah osmolarity (240 az 380 mOsm), ale izotonickd nebo mirné hypotonicka fedidla
zachovavaji lepsi schopnost oplodnéni nez fedidla hypertonickd. Vysoky obsah glukozy ve
vétsing fedidel kanciho spermatu zplsobuje znacné snizeni intraceluldrniho pH pod 6
(intracelularni acidéza), coz umoznuje spermiim piezivat skladovani nékolik dni (Johnson
a kol., 2000). Glukoza je také povazovana za zdroj energie. Tu spermie potiebuji hlavné pro
bunéény metabolismus a pohyb. Kromé glukézy lze vyuzit i fruktozu, galaktézu ¢i ribozu

(Gadea, 2003).

Jako pufry se pro fedidla kanc¢iho spermatu pouzivaji hlavné hydrogenuhli¢itan sodny,
citrat sodny ¢i chlorid draselny (Johnson a kol., 2000). Hodnota pH fedidel kanciho spermatu
se pohybuje v rozmezi 6,8 — 7,2 (Althouse a kol., 2005).

Pro regulaci osmotického tlaku jsou ptidavany do fedidel soli anorganickych iontt, jako je

chlorid sodny nebo draselny (Gadea, 2003).

Kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA) se vyuziva v fedidlech jako chelatacni
&inidlo, které zachycuje ionty bivalentnich kovii (hlavné Ca*") a omezuje jejich prostup pres
plazmatickou membranu a brani zahdjeni kapacitace a akrozomové reakce (Johnson a kol.,

2000).
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Bovinni sérovy albumin se pfidava do fedicich latek z divodu kompenzace ztrat
zpusobené praveé fedénim. Redénim dochdzi ke snizovani koncentraci slozek semenné plazmy
nutnych pro zivotaschopnost spermii. BSA zvySuje motilitu a zlepSuje miru plodnosti (Gadea,

2003).

1.4.2 Nejpouzivanéjsi Fedidla

Existuje velké mmnozstvi fedidel kanciho spermatu, ale velmi se 1iSi ve vlivu na
zivotaschopnost spermii a na schopnost spermii oplodnit vajicko (Karunakaran a kol., 2016).

Déle se tedidla 1isi samoziejmé i svou cenou (Lipensky a kol., 2013).

Jednim z nejvice vyuzivanych kratkodobych tedidel pro kanc¢i sperma je BTS (z angl.
Beltsville Thawing Solution). Toto fedidlo vytvofili v roce 1975 Pursel a Johnson v laboratofi
v Beltsvillu. BTS je vyuzivano jako rozmrazovaci roztok. Jedna se o tzv. extendor a proto ma
BTS omezenou schopnost udrzovat spermie zivé a pohyblivé pti delsi dobé sladovani nez
3 dny. BTS obsahuje glukézu (37 g/), citrat sodny (6 g/l1), hydrogenuhli¢itan sodny (0,75 g/1),
chlorid draselny (0,75 g/1), EDTA (1,25 g/l) a dalsi pomocné latky (Johnson a kol., 2000;
Smital, 2001; Pinart a kol., 2017).

Mezi dalsi vyuzivané fedidlo patii Androhep, které vytvoril v roce 1990 Weitze. Jedna se
o dlouhodobé tedidlo obsahujici HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethan sulfonova
kyselina), BSA, glukézu, EDTA, citrat sodny a hydrogenuhli¢itan sodny. Lze pouzit pro

skladovani kanc¢iho spermatu na dobu az 5 dnii (Johnson a kol., 2000).

Redidla kan¢iho spermatu typu VIP, jsou fedidla slouZici k fedéni ejakulatu a jeho
uchovavani do inseminace po dobu 3 dnit (VIP 3), 5 dnt (VIP 5) a 7 dnt (VIP 7). Tyto
fedidla obsahuji glukozu, citrat trisodny, EDTA, hydrogenuhli¢itan sodny, kyselinu
citronovou, laktozu, chlorid draselny, N-acetyl L-cystein, agens chranici buné¢nou membranu

a akrozomy spermii a antimikrobialni inhibitory (HEMA MalSice s.r.0., 2014).

1.5 Inhibice mikroorganismi ve spermatu chovnych kancu

1.5.1 Antibiotika v Fedidlech kan¢iho spermatu

Do fedidel jsou obvykle pfiddvany riizné antimikrobidlni latky pro inhibici bakteridlni
kontaminace (Smital, 2001; Bassalleu a kol., 2011). Diky nim je kanci sperma mozné

skladovat nékolik dni pii 15 — 17 °C a spermie jsou tak udrzovany zivotaschopné (Bussalleu
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akol., 2011). Zivotnost spermii miize byt poskozena metabolickymi vedlej§imi produkty
bakterii, které mimo to zpiisobuji 1 kolisani pH (Smital, 2001). I pfes pouziti antibiotik je
velice obtizné se bakteridlni kontaminaci vyhnout (Ubeda a kol., 2013). N&které studie
uvadéji, Ze vice nez 90 % bakterii izolovanych ze zfedéného kanciho spermatu je na vétSinu

antibiotik pouZzivanych v fedidlech rezistentni (Bussalleu a kol., 2011).

Vyhodou pouziti antibiotik je hlavné zneSkodnéni bakteridlni kontaminace, ¢imz
nedochazi k soutézeni spermii a bakterii o zZiviny obsazené v fedidle. Dalsi vyhodou je to, ze
bakterie nejsou prenaseny do samiciho pohlavniho ustroji pti umélé inseminaci (pokud nejsou

rezistentni) a nedochazi tak ke vzniku onemocnéni.

Existuji vSak i1 nevyhody pouziti antimikrobidlnich latek. Mohou pusobit toxicky
na spermie, coZ lze redukovat kombinaci vhodnych antibiotik. Pii vyuziti kombinace
antibiotik vSak miize dochdzet vice krozvoji antibiotické rezistence nez pii pouziti
jednotlivych antibiotik. Dale mohou zpiisobovat kontaminaci Zivotniho prostfedi pfi Spatné

likvidaci materialu obsahujici antimikrobiélni latky.

Pouziti fedidel bez antibiotik mize byt vyhodné, ale i rizikové. Mezi vyhody patii to, ze
nedochazi k toxickému ptsobeni antibiotik na spermie a nedochdzi k rozvoji antibiotické
rezistence. Rizika jsou nasledujici: soutéz bakterii se spermiemi o Ziviny obsazené
v fedidlech, produkce riznych toxickych meziproduktli a lipopolysacharidli bakterii
poskozujici spermie a také miize dochazet k rozvoji onemocnéni samiciho pohlavniho Ustroji

po umg¢lé inseminaci (Morrell, 2016).

V soucasné dobé neni k dispozici zadné antibiotikum, které by uspéSne pulisobilo
na vSechny druhy bakterii pfitomné v kan¢im spermatu. Dfive fedidla velmi casto obsahovala
kombinaci antibiotik penicilinu a streptomycinu. Tato kombinace ma dnes jiz omezené
2001). Zdaleka nejoblibenéjsi skupinou jsou aminoglykosidy (gentamicin a neomycin),
ale populérni jsou i B-laktamova antibiotika (ampicilin) a linkosamidy (linkomycin) (Althouse
a kol., 2005). Dale se vyuzivaji 1 antibiotika dibekacin, amikacin, ceftiofur, enrofloxacin,
ampicilin a kanamycin, ale ty jsou nakladné&j$i. Mezi nejhojnéji vyuzivané antibiotikum
obsazené v fedidlech kanc¢iho spermatu patii gentamicin (Smital, 2001). Dle studie Okazaki
a kol. (2010) je mozné vyuzit i polykationické antibiotikum polymyxin B, které neutralizuje
endotoxickou aktivitu lipopolysacharidli, protoze se na né navaze a tim zlepSuje kvalitu

spermii (Sepulveda a kol., 2014).
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Evropska legislativa (norma 90/429/EEC) predepisuje antibiotickou kombinaci obsahujici
penicilin (500 IU/ml), streptomycin (500 IU/ml), linkomycin (150 pg/ml) a spektinomycin
(300 pg/ml), protoze ma Siroké antibakteridlni spektrum a aktivitu proti leptospire

a mykoplazmatim (90/429/EEC, 1990; Maes a kol., 2011).

Uplna eliminace mikroorganismli nemize byt zajiSténa, protoze nékteré bakterie jsou
odolné na plsobeni antibiotik, které jsou bézné vyuzivané v fedidlech kanciho spermatu.
Proto je dulezité pravidelné sledovani bakteridlni kontaminace v fedéném kan¢im spermatu

(Sepulveda a kol., 2014).

Citlivost vybranych mikroorganismii na antibiotika:

Ve studii Habruna a kol. (2010) byla testovana citlivost 256 kment E. coli na antibiotika.
Kmeny byly izolovany z uhynulych selat, které zemiely nasledkem prijmového onemocnéni.
Dle této studie byly kmeny E. coli rezistentni na streptomycin, ampicilin,
sulfamethoxazol/trimethoprim a tetracykliny. Nejvyssi citlivost byla zaznamenéna na kolistin
a cefotaxim. Vzrlstajici rezistence byla prokdzana u antibiotik neomycinu a gentamycinu.
Rada kment E. coli vykazovala mnoho&etnou rezistenci (Habrun a kol., 2010). Ve studii Yoo
a kol. (2015) byla testovana antibiotickd rezistence 95 izolati druhu E. coli ziskanych
z fekalnich vzorkli domécich prasat. Dle této studie byly kmeny E. coli také ve vysoké miie

rezistentni na streptomycin, ampicilin a tetracykliny (Yoo, 2015) .

Schulze a kol. (2015) testovali citlivost vybranych bakterii kanciho spermatu na
antibiotika. V této studii byl druh Proteus mirabilis izolovan z péti reprezentativnich vzorkl
abyla zjiSténa rezistence na ampicilin, penicilin, gentamicin, neomycin, spektinomycin,
tetracyklin, klindamycin, tylosin, sulfonamidy, trimethoprim/sulfonamid a polymixin.

Ve studii je uvedeno, ze Proteus mirabilis je citlivy na cefotaxim, amikacin a enrofloxacin.

Ve studii Schulze a kol. (2015) byla dale zjisténa citlivost kment Klebsiella oxytoca
izolovanych ze sedmi vzorkl. Klebsiella oxytoca je zde uvedena jako citlivd na cefotaxim,
tetracyklin, enrofloxacin a polymixin B. Autofi uvadi rezistenci na ampicilin, penicilin,
gentamycin, neomycin, amikacin, spektinomycin, klindamycin, tylosin, sulfonamid

a trimethoprim/sulfonamid (Schulze a kol., 2015).
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Citlivost dalSich vybranych druhi bakterii kanciho spermatu na antibiotika dle studie

Schulze a kol. (2015) je uvedena v Tabulce 2.

Tabulka 2: Citlivost nékterych mikroorganismii kanc¢iho spermatu na antibiotika (Schulze a kol., 2015)

Bakterie

Testovand antibiotika

AMP10

PG10

CTX30

CN10

N30

AK30

SH10

TE30

g

TY30

RL25

SXT25

ENR5

PB300

Achromobacter xylosoxidans

R

R

=

==

(%]

=

Aeromonas hydrophila

Koryneformnity&inky

Enterobacter aerogenes

Enterobactercloacae

Enterococcus sp.

Gram negativninefermentujici

Klebsiella oxytoca

Leifsonia aquatica

Myroides sp.

Proteus mirabilis

Pseudomonas fluorescens

Ralstonia pickettii

Rhizobium radiobacter

Rhodococcus sp.

Serratia marcescens

Sphingomonas paucimabilis

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus spp.

Streptococcus faecalis

Streptococcussp.
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Legenda:

e R (rezistence), S (citlivost), I (intermedialni citlivost)

e AMPI10 (ampicilin), PG10 (penicilin), CTX30 (cefotaxim), CN10 (gentamicin), N30 (neomycin), AK30
(amikacin), SH10 (spektinomycin), TE30 (tetracyklin), DA2 (klindamycin), TY30 (tylosin), RL25

(sulfonamid), SXT25 (trimethoprim/sulfonamid), ENRS (enrofloxacin) a PB300 (polymixin B)

1.5.2 Koloidni centrifugace

Je snaha omezit vyuziti antibiotik v fedidlech, kvili vzristajici antibiotické rezistenci

atadé nevyhod, které vyuziti antibiotik s sebou nese. Vyuziti antibiotik je obzvlasté

znepokojivé v praseCim primyslu, kdy se vyuziva tekuté sperma vice nez sperma zmrazené.

U Cerstvého tekutého chlazeného sperma se zhorSuje bakteridlni kontaminace béhem

skladovani a prepravy. Zmrazené sperma si uchovava svij mikrobiologicky profil béhem

skladovéni, ale je nachylné na zhorSeni bakterialni kontaminace béhem procesu rozmrazovani

(Morrell a kol., 2014).

Pro odstranéni bakterii z kanciho spermatu lze vyuzit i fyzikalni metody jako je koloidni

centrifugace (Morrell, 2016). Jedna se o relativné jednoduchy postup, kdy se kanci spermie
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oddéli od bakterii pomoci jednovrstvé centrifugace (SLC, Single layer centrifugation)
(Morrell a kol., 2014). Této metod¢ predchéazela centrifugace s hustotnim gradientem (DGC,
Density gradient centrifugation), ale metoda jednovrstevné centrifugace je ucinnéjsi,
jednodussi, univerzalngjsi, méné ¢asove narocna a je vhodna pro vétsi objemy (Morrell a kol.,
2011a). Pti jednovrstvé centrifugaci (viz obr. 5) se pouziva jedné vrstvy koloidu Androcoll-P,
ktery je na bazi silanu potazeného oxidem kiemicitym (Morrell a kol., 2011a; Morrell a kol.,
2014). Koloid pfipraveny k pouziti se nalije do centrifugacni zkumavky a zfedéné sperma se
opatrn€ vrstvi na tento koloid. Pro optimalni oddéleni spermii by koncentrace spermatu
neméla piekro¢it ptiblizng 100-10° spermii/ml, aby nedoslo k zatizeni koloidu. Nésledng se
provede centrifugace pii 300x g po dobu 20 minut (Morrell a kol., 2014). Béhem centrifugace
je nad koloidem obsazena semenna plazma a skrze koloid prochazi pouze pohyblivé
zivotaschopné spermie, vytvarejici peletu na dn¢ zkumavky (Morrell a kol., 2011a). Rozhrani
mezi spermatem a koloidem se sklada ze spermii, které nebyly schopné proniknout do koloidu
kvili Spatné pohyblivosti, abnormalni morfologii nebo poskozenému chromatinu (Morrell
a kol., 2011b). Po centrifugaci se odsaje supernatant a nasledn¢ témeét veSkery koloid. Peleta
spermii je obsazena ve zbyvajicim koloidu, kterd je sterilni pipetou pienesena do Cisté
zkumavky obsahujici sterilni fedidlo (Morrell a kol., 2014). Jednovrstevna centrifugace je
pouzivana hlavné znésledujicich davodi: zlepSeni kvality semenné davky od
»problémovych® kancti pro umeélou inseminaci, prodlouzeni Zivotnosti spermii, odstranéni
patogenti (viry, bakterie) a tim zlepSeni biologické bezpecnosti semenné davky, odstranéni
mrtvych a umirajicich spermii pted kryokonzervaci a vybér spermii pro in vitro fertilizaci

(Morrell a kol., 2011a).

Obrazek 5: Jednovrstevna centrifugace kanciho spermatu (Morrell a kol., 2011b)
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1.5.3  Prirodni latky

Lécebné ucinky ptirodnich latek jsou znamy po staleti. Jejich biologicka aktivita zahrnuje
antimikrobialni, antimykotické, antivirotické a antiparazitické u¢inky. Védecké tymy se snazi
najit pfirodni latky, které by nahradily antibiotika v fedidlech kanc¢iho spermatu (Lustykova
akol., 2012). Znalosti o moznostech pouziti pfirodnich latek pro dekontaminaci kanciho
spermatu jsou ale malé. Nekteré piirodni latky se pridavaji do kanciho spermatu spiSe pro své
antioxidacni vlastnosti ke sniZzeni peroxidace lipid, ale mimo to maji 1 antimikrobidlni
ucinky. Jiné piirodni latky jako napf. extrakty ze zelené¢ho caje, vitaminy C a E a lykopen
se vyuzivaji jako slozky fedidel pro jejich vysoky obsah polyfenolu, flavonoidd, vitamint

a minerali (Akandi a kol., 2015).

Dlouhodobé uchovavani kanc¢iho spermatu bez negativniho vlivu na jeho kvalitu vyzaduje
skladovani pfi teplot€¢ 16 — 18 °C. Jedna se o pon€kud drahou zalezitost a to mlize byt pro
nékteré rozvojové zem¢ problém. Proto je nutné hledat alternativy fedidel pro dlouhodobé
uchovavani kanc¢iho spermatu, které by se snadno vyrabély, skladovani by bylo mozné pii
pokojové teploté¢ a byly by cenové dostupné. Studie provedena v roce 2015 Akandi a kol.
se zabyvala uchovdvanim spermatu v fedidlech obsahujici med, $tdvu z cukrové titiny,
rajéatovou Stavu a ananasovou Stavu. Jedna se o latky cukerné povahy, které maji funkci
energetického substratu a tvofi tedy zaklad energie dulezité pro motilitu spermii béhem
skladovani. Nejvyssi motilita spermii byla udrzena v fedidle obsahujici med. Med obsahuje
ptfiblizné¢ 80 hm% cukrl (glukozu, fruktézu, sacharé6zu a maltézu) a mimo to ma silnou
antibakterialni aktivitu in vitro. Med obsahuje antimikrobidlni peptid defensin-1. Pfi fedéni
medu vodou dochazi k uvoliiovani methylglyoxalu a peroxidu vodiku. Podobnym zptsobem
pusobi 1 §t'ava z cukrové titiny, kterd obsahuje sacharozu, fruktdzu, glukozu a dalsi fenolické
slouceniny a flavonoidy majici také antibakterialni t¢inek. U médii obsahujici rajcatovou

a ananasovou $t'avu nebyly vysledky jiz tak ptiznivé (Akandi a kol., 2015).

Jednou z moznych alternativ antibiotik mohou byt pfirodni latky s antimikrobidlnimi
ucinky jako je kyselina gallovd a od ni odvozeny methylgallat, ethylgallat, propylgallat,
a oktylgallat a dale pak thymol, karvakrol a eugenol (Mazurova a kol., 2015).

Kyselina gallova je prirozené vyskytujici se sloucenina majici antioxidac¢ni, antibakterialni
a antifugalni vlastnosti. Zdrojem kyseliny gallové je habrova a dubova ktra, dubénka, zeleny

¢i Cerny Caj, chmel, granatové jablko a dal§i. Muze se vyskytovat bud’ jako volna molekula

nebo konjugovand v molekuldch tfislovin (tanini), kdy tvoii kyselina gallova estery
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se sacharidy zejména s glukézou. Ve studii Mazurové a kol. (2015) byl prokazan Uc¢inek
kyseliny gallové na kmeny Pseudomonas aeruginosa s hodnotami minimalni inhibicni
koncentrace (MIC) v rozmezi 300 — 1200 pg/ml. Dale byl prokdzan ucinek na E coli,
Staphylococcus sp. a Enterococcus sp. s hodnotami MIC v rozmezi 2400 — 4800 pg/ml.

Thymol je biléd krystalicka latka, kterd svym ostrym zapachem pfipomina kafr. U thymolu
bylo popséano, ze zpiisobuje poskozeni cytoplazmatické membrany bakterii s naslednou smrti
bunky, dale poskozuje bakterialni bunécnou sténu a inhibuje nékteré bakteridlni enzymy.
Také ma antioxidac¢ni vlastnosti, ale ve vysSich koncentracich mtze zpusobovat podrazdéni
ktze a sliznice. Karvakrol je hnéda viskoézni kapalina. Karvakrol je regioizomer thymolu,
a proto pusobi podobné. Ve studii Mazurové a kol. (2015) thymol a karvakrol vykazovaly
hodnoty MIC 150 — 1200 pg/ml pro E. coli, Staphylococcus sp. a Enterococcus sp pii
stanoveni mikrodiluéni metodou. Pfi piasobeni thymolu a karvakrolu na Pseudomonas
aeruginosa byla zjisttna MIC v rozmezi 300 — 2400 pg/ml. Pii plsobeni thymolu
a karvakrolu nebyla v této studii ovlivnéna biologicka kvalita spermii. Potencionalni
kombinace téchto dvou latek by se mohla vyuzit k dekontaminaci kanciho spermatu,

ale rozhodujici je zde pouzita koncentrace, aby nedochéazelo k poskozeni bunék spermii.

Eugenol (kyselina hiebickova) je derivat fenylpropanolu vykazujici antimikrobidlni,
antioxidacni a analgetické ucinky. Zdrojem eugenolu je hiebi¢ek, muskatovy ofisek, skofice
a bobkovy list. Jednd se o nazloutlou tekutinu vonici po hiebicku. Pisobi na funkci vnéjsi
bakterialni membrany a narusuje tak bakteridlni metabolismus a proteosyntézu. Vykazuje
Sirokospektralni antimikrobidlni u¢inky proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim.
Ve studii Mazurové a kol. (2015) byly pro Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis

a Enterococcus durans stanoveny hodnoty MIC 1200 — 2400 pg/ml.

Vyuziti ptirodnich latek pro dekontaminaci kanciho spermatu mize byt omezeno toxicitou
ptirodnich latek na spermie. Ptirodni latky stejné jako antibiotika mohou negativné ovliviiovat

motilitu a zivotaschopnost spermii (Mazurova a kol., 2015).

1.5.4 Chemické latky
Pii vyrobé potravin zivocisného ptivodu se vyuzivaji hojné¢ chemické latky jako
antimikrobidlni 1é¢iva pro 1é¢bu nebo kontrolu 1é¢by infekénich onemocnéni zvirat nebo jako
dezinfek¢ni ptipravky k zabranéni bakteridlni kontaminace. Krmiva potravinaiskych zvitat

(vCetné prasat) jsou dopliovana siranem médnatym a/nebo chloridem zine¢natym, protoze

jejich ucinek pravdépodobné inhibuje nckteré bakterie stfevniho traktu. Mezi nejcCastéji
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pouzivané dezinfekéni prostiedky uzivané pro veterindrni ucely patii formaldehyd, jod,
slouceniny chloru a siran médnaty. V potravinaiském primyslu se nejcastéji vyuzivaji
chloridové slouceniny, kyseliny a alkoholy. Ziskana rezistence na slou¢eniny obsahujici meéd’
byla prokazana u enterokoki. Druh Salmonella je k siranu méd’natému méné citlivy. Naopak

stafylokoky jsou na siran méd’naty citlivy (Aarestrup a kol., 2004).

Zinek je dulezitym stopovym prvkem mnoha zvifat. Celkovy obsah zinku ve spermatu je
vysoky a je rozhodujici pro spermatogenezi a koncentraci spermii. Jeho nedostatek mize
zpusobovat neplodnost v disledku Spatného vyvoje varlat a spermatogeneze. Zinek hraje
dilezitou roli ve stabilit¢ membran a chromatinu bunék spermii a v jejich motilité. (Dorostkar
a kol., 2014). Zinek a vitamin C jsou velice dilezité antioxidanty. Nedostatkem antioxidantt
v kombinaci s tepelnym stresem se zvysSuje vyskyt abnormalnich spermii v kan¢im spermatu
(Horky a kol., 2016). Byla provedena studie Dorostkarem a kol. (2014) u buvoliho spermatu,
kde byl siran zine¢naty obsazen v fedidle. Vysledky této studie ukazaly, ze 0,288 mg/] siranu
zineCnatého zlepSuje kvalitu spermii (motilitu, Zivotaschopnost, celistvost membrany
a antioxida¢ni uCinky) pfi mraZeni spermatu. Pfidanim vysSSich koncentraci byl prokazan

Skodlivy ucinek na spermie (Dorostkar a kol., 2014).

Bor ma wvyuziti v mnoha oblastech. Je slozkou hnojiv, insekticidi, pufri, barviv
a mnohych dalSich. Slouceniny boru jsou esencidlnimi mikrozivinami pro mnoho organismil
a hraji dilezitou roli v zivote rostlin. AvSak ve velkém mnozstvi miize byt bor pro zivé bunky
toxicky. Nadbyte¢ny bor negativné plsobi na syntézu proteint, zpisobuje mitochondrialni
dysfunkci a narusuje déleni a vyvoj bunék. U mikroorganismi se bor podili na quorum
sensing, ale jeho zvySenou koncentraci je naopak narusovan. Bor je vyzadovén pro zachovani
struktury a spravné fungovani bunéénych membran, ale nadbytek boru poskozuje
membranovou funkci, integritu, konformaci a schopnost transportu. Bor je vyuzivan pro své
antiprotozoalni vlastnosti. Jsou zkoumany antivirotické, antimykotické, antituberkul6zni
a antibakteridlni u¢inky boru. O antibakteridlnich uc¢incich boru existuji pouze omezené udaje.
Derivaty boru mohou byt efektivné pouzivany k feSeni beta-laktamové rezistence. V roce
2012 provedl Yilmaz studii, pti které zjistil MIC a MBC (minimalni baktericidni koncentraci)
kyseliny borité a boraxu (tetraborat sodny) na druhy Staphylococcus aureus, Acinetobacter
septicus, E. coli a Pseudomonas aeruginosa ajejich hodnoty si byly vzdjemné podobné.
Pti pasobeni kyseliny borité na Staphylococcus aureus a Acinetobacter septicus byly zjistény
hodnoty MIC a MBC 3,8 mg/ml a pfi ptisobeni na E. coli a Pseudomonas aeruginosa hodnoty
MIC a MBC 7,6 mg/ml. Byl prokazan ucinek tetraboritu sodného na Staphylococcus aureus
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a Acinetobacter septicus s hodnotami MIC a MBC 23,8 mg/ml a na E. coli a Pseudomonas

aeruginosa s hodnotami MIC a MBC 47,6 mg/ml (Yilmaz, 2012).

1.5.5 Kationické antimikrobialni peptidy

Vzhledem k nartstajici bakteridlni rezistenci na antimikrobidlni latky, je nutné vyvinout
nova ¢inidla s riznymi aktivnimi mechanismy. V uplynulych nékolika desetiletich byla snaha
vyvinout antimikrobidlni peptidy pro klinickou medicinu. Vyuziti antimikrobialnich peptida
pro management umeélé inseminace jako aditivum pro fedéné sperma je novinkou.
Pro konzervaci kanciho spermatu musi antimikrobidlni aditiva spliiovat urité podminky:
musi mit Siroké spektrum antimikrobidlnich u¢inkl, nesmi byt toxické pro spermie a nesmi
ovlivilovat plodnost, musi byt stabilni, musi mit vysokou aktivitu pii béznych skladovacich
teplotach spermatu, musi mit nizkou schopnost vyvolat rezistenci a musi spliiovat vlastnosti

snadného pouziti a ekonomické proveditelnosti.

Endogenni antimikrobialni peptidy jsou dilezitymi slozkami vrozeného imunitniho
systému vysSich organismii. Jsou syntetizovany savCimi organismy zejména v epitelialni
tkani, respiracnim systému a v zazivacim a reprodukc¢nim traktu. Tyto peptidy maji schopnost
pusobit proti Siroké Skale mikroorganismi, hub, vira a parazitl. Dale maji imunomodulacni
ucinky, ptsobi jako chemokiny, podporuji hojeni ran, moduluji odpoveéd’ dendritickych bunek

v adaptivni imunitni odpovédi a podileji se na proliferaci bun¢k a na angiogenezi.

Antimikrobidlni peptidy jsou obecné slozeny z kratkych aminokyselinovych sekvenci
(ptiblizn€ 10 — 50 aminokyselin), které¢ jsou uspoiadany do struktury a-helixu ¢i B-sklddaného
listu. Kationicky naboj a amfipaticky charakter jsou dulezité¢ vlastnosti antimikrobidlnich
peptidi  poskytujici zéklad pro selektivni uclinek na bakteridlni membrany. Protoze
je bakteridlni bunénd membréna bohatd na negativné nabité lipidy (fosfatidylglycerol,
kardiolipin) a vnéjSi membrana gramnegativnich bakterii je sloZena z vysoce zaporné
nabitych lipopolysacharidi, tak dochézi k elektrostatickym interakcim kationickych peptida
s negativné nabitymi membranami. Vazba na hlavni skupinu lipidi vyvolava konformacni
zmeény vedouci k prostorové separaci kationickych a hydrofobnich zbytki. V dasledku
hydrofobnich interakci s lipidovymi acylovymi fetézci jsou peptidy schopné proniknout
do lipidové matrice a naru$it tak lipidové uspotadani a bariérovou funkci bakteridlni
membrany. Absence aniontovych lipidii a vysoky obsah cholesterolu snizuje tekutost lipidové
dvojvrstvy a to je hlavni divod nizkého cytolytického a cytotoxického ucinku

antimikrobidlnich peptidd na eukaryotické hostitelské builky. Nejbézngji zneSkodiiuji
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bakteridlni buiiky membranovou permeabilizaci tvorbou péri nebo odstranénim lipidd.
Antimikrobidlni peptidy mohou rozptylit elektrochemicky gradient membrany a umoznit tak
pronikani vétSich molekul pifes cytoplazmatickou membranu. Dochazi k naruSeni
membranové morfologie, véetné bunécné agregace, vezikulace, fragmentace a uvoliovani

DNA.

Mezi prominentni kationické antimikrobidlni peptidy patii beta defensiny a katelikidiny.
V savéim sam¢im reprodukénim systému jsou beta defensiny syntetizovany pievazné
v nadvarlatech béhem dozravani spermii, kdy se vylucuji z epididymalniho epitelu do lumen
apak se objevuji na povrchu spermii. Beta defensiny jsou dilezité nejen pro své

antimikrobialni G¢inky, ale také pro sviij funkéni vyznam pro oplodnéni.

Pro konzervaci kanc¢iho spermatu se vyuzivaji hlavné helikalni linearni peptidy. Cyklizace
sekvenci obsahujicich Sest L-aminokyselin, hlavné arginin (R), tryptofan (W) a fenylalanin
(F), které¢ jsou soucasti n€kterych pfirodnich latek, vedla k vytvofeni vysoce aktivnich
hexapeptidickych analogh c¢c-WWW (c-RRRWWW) a c-WFW (c-RRRWFW). Jejich
antimikrobidlni uc¢inky jsou dany elektrostatickymi interakcemi mezi zaporné nabitou
lipidovou matrix bakterii a tfemi pozitivné nabitymi argininovymi zbytky. To umoziiuje
peptidim narusovat povrch bakteridlni membrany a vytvaret tak komplexy peptid-lipid, ¢imz

dochdzi ke zniceni celého fosfolipidového uspotradani.

Ve studii Schulze a kol. (2016) byla aktivita antimikrobialnich peptidid (c-WWW, c-WFW
a MHSE) testovana na tfinacti bakterii izolovanych z kanc¢iho spermatu. Na vétSinu bakterii
antimikrobialni peptidy vykazovaly inhibi¢ni uc¢inek, ale ne na Proteus spp. a Staphylococcus
aureus. Vysledky studie naznacuji, Ze antimikrobialni peptidy by mohli nahradit bézna
antibiotika. Dalsi vyzkum by se m¢l zabyvat snizenim toxicity antimikrobialnich peptidi na
spermie a pouziti antimikrobialnich peptidii v kombinaci s jinymi béznymi antibiotiky, ¢im by
se potencionalné zesilil jejich Uc¢inek. Existuje pouze maly pocet bakterii, které jsou na

antimikrobialni peptidy rezistentni (Schulze a kol., 2016).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 VySetfovany material

Vysetfovanym materialem byly vzorky cerstvé odebraného kanciho spermatu dovazené
oddélenim chovu prasat Vyzkumného tstavu zivoc¢isné vyroby, v.v.i. v Kostelci nad Orlici.
Tyto vzorky byly v nativnim stavu a s pfidavkem pfislusnych tedicich latek (viz obr. 6).
Redicimi latkami byla rtizna fedidla pro kratkodobé a dlouhodobé uchovavani. Redidla
obsahovala antibakteridlni, ptirodni ¢i chemické latky. Byla testovana ucinnost téchto latek na

inhibici mikroorganismi v kan¢im spermatu.

Obrazek 6: Vzorky kanciho spermatu

2.2 Testované latky

U vzorkil ¢islo 1 — 9 byly testovany tyto fedici latky: BTS bez antibiotik (Munitube,
Némecko, ¢. Sarze 04032013), BTS santibiotiky (Munitube, Némecko, ¢. Sarze
24020529201), tekuty koncentrat fedidla 1a2 (VUZV v.v.i.; bez 3arze), VIP 3 (Hema
Malsice CR, bez 3arze), BIO PIG (Magapor, Spanélsko; bez 3arze), M III (Munitube,
Némecko, &. Sarze 25020533101), OPTIM (Magapor, Spanélsko; bez Sarze) a SCP (IMV,
Francie; bez Sarze). Pfesné slozeni fedicich latek bylo zndmé pouze u nékterych z nich

(viz tabulka 3).
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Tabulka 3: SloZeni testovanych Fedidel

SloZeni

Nazev fedidla

BTS

Tekuty
koncentrat 1 a2

VIP 3

BIO PIG

M 11

OPTIM

SCP

glukoza

AN

v

v

fruktdza

citronan sodny

EDTA

NaHCO;

KCl1

ANERNERNERN

ANENENENEN

ANERNERANERN

BSA

kys. citronova

\

\

kys. askorbova

acetylcystein

<\

HEPES pufr

kys. hyaluronova

povidon 40

inositol

laktéza monohydrat

slozeni

neuvedeno

sloZzeni

neuvedeno

sloZeni

neuvedeno

sloZeni

neuvedeno

gentamycin sulfat

gentamycin

amoxicilin

enrofloaxacin

neomycin sulfat

polymixin

apramycin

slozeni

neuvedeno

smes antibiotik

dle 90/429/EEC

NIENIENEENEN

<

smes
antibiotik
dle
90/429/EEC

sm¢s
antibiotik
dle
90/429/EEC

slozeni

neuvedeno

sloZeni

neuvedeno

Poznamka:

U tekutého koncentratu 2 byla o 50 % vyS$i navazka nez u tekutého koncentratu 1, jinak se jejich sloZeni

nelisilo. Slozeni fedidel je pouze orientacni, na obalech nebylo uvedeno.

Smeés antibiotik dle normy 90/429/EEC: streptomycin (500 IU/ml), penicilin (500 IU/ml), linkomycin

(150 pg/ml) a spektinomycin (300 pg/ml)

U vzorkt ¢islo 10 — 13 byly testovany uc¢inky téchto pfirodnich a chemickych latek

piidavanych do tfedidla BTS: siran zinecnaty (Lachema Brno, ¢. Sarze 47543/0776), thiosiran

sodny heptahydrat (Lachema Brno, ¢. Sarze 40024/0291), smés koloidniho zinku a vitaminu C

(Pharma Activ Czech s.r.o., bez Sarze), kyselina gallovd (Sigma Aldrich, ¢. Sarze

126284451107322), karvakrol (Sigma-Aldrich, ¢. Sarze 1146094) a thymol (bez znamého

vyrobce a Sarze).

U vzork ¢islo 14 byl testovan uc¢inek BTS bez antibiotik a BTS bez antibiotik obsahujici

thiosiran sodny heptahydrat v riznych navazkach a pfi pouziti rizného fedéni.
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U vzorki ¢islo 15 a 16 byl testovan tcinek fedidla BTS bez antibiotik a BTS bez antibiotik
obsahujici siran méd’naty (Lachema Brno, ¢. Sarze 4205961), kyselinu boritou (Lachema
Brno, ¢. Sarze 60481/0389) a borax - tetraboritan sodny (Lachema Brno, ¢. Sarze 151/963).
Byly testovany rtizné pomeéry fedéni kanciho spermatu timto fedidlem a rizné navazky téchto

chemickych latek.

2.3 Pristroje, chemikalie a pomiicky

Laminarni box (MSC 12 Jouan biohazard, Francie), pocitadlo kolonii (Start Count STC-
1000; VWR International BVBA Svycarsko), termostat skiffiovy (17 °C; Lovibond TC135S),
chladni¢ka a mrazni¢ka (4 °C a -20 °C; AEG Santo 70402 KG8, Spanélsko), tfepatka Vortex
(V1-plus bioSan, No. 010203-1204-0766, EU), biologicky termostat (37 °C, O,; inkubator
Memmert INE 500), zdkalomér (McFarland densitometer MG-Units bioSan, LotySsko),
svételny mikroskop (Nikon Eclipse H600L 80i; Japonsko), digitalni vahy (440-43, KERN;
Némecko) plynovy kahan (Bunsen Z1), reader a analyzator inhibi¢nich zon BACMED
(Aspiag s.r.o., CR), sterilizator skla (Sterimat HS202A, BMT Medical Technology s.r.o.;
CR), parni sterilizator plastti (PS20A, Chirana, CR) a horkovzduiny sterilizator ptid (Sterilab,
BMT Medical Technology s.r.o0., CR).

Jednokanalové pipety (0,5-10 pl, 20-200 pl, 100-1000 ul a 500-5000 pl; Santorius family
Biohit, Némecko), Spicky (10 ul, 100 pl, 200 pl, 1000 pl a 5000 ul) a filtry (Santorius family
Biohit, Némecko), sklenéné L-hokejky, sterilni plastové Petriho misky (@ 9 cm),
bakteriologické kli¢ky, sklenéné zkumavky a kovové zatky, stojany na zkumavky, sklenéné
lahve se §roubovacim zavitem 500 ml (Fisher Scientific, spol. s.r.o., CR), Erlenmayerovy

batiky 500 ml (Scientific, spol. s.r.0., CR) a sklenéna podlozni sklicka.

Fyziologicky roztok, krevni agar, Mueller Hintonlv agar, biochemické testy Mikrolatest
(Erba Lachema, s.r.o.), ¢inidla pro biochemické testy, disky pro testovani antimikrobialni
nachylnosti (OXOID, UK), peroxid vodiku 3%, krystalova violet, karbolfuchsin, Lugoliv

roztok, imerzni olej, parafinovy olej, destilovana voda a etanol 70%.
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2.4 Priprava Kkultivacnich médii a roztoku

Fyziologicky roztok: Fyziologicky roztok byl pfipraven navdzenim 4,25 g NaCl
(PENTA s.r.0., ¢. Sarze 1801310113) do sklenéné lahve se Sroubovacim zdvitem a tato
navazka byla rozpusténa v 500 ml destilované vody. Pfipraveny roztok byl sterilizovan
v parnim sterilizatoru po dobu 15 minut pii teploté¢ 121 °C. Po vychladnuti byl sterilni

fyziologicky roztok skladovan v chladnicce.

Krevni agar (KA): Krevni agar byl pfipraven navdzenim 17 g Blood Agar Base No. 2
(HiMedia Laboratories, ¢. Sarze 0000259824) do Erlenmayerovy baiikky a navazka byla
rozpus$téna ve 400 ml destilované vody. Takto ptipraveny agar6zovy zéklad byl sterilizovan
v parnim sterilizdtoru po dobu 15 minut pii teploté 121 °C. Po vychladnuti agarézového
zékladu na teplotu ptiblizné 50 °C bylo pfidano za stalého michani 20 ml defibrilované berani
krve. Takto pfipraveny krevni agar byl nalévan na sterilni plastové Petriho misky, které byly
thned zakryvany vickem. Po vychladnuti a ztuhnuti byl krevni agar skladovan v chladni¢ce

pii teploté 4 °C. Maximalni doba takto pfipraveného krevniho agaru je 3 tydny.

Mueller Hintoniiv (MH) agar: Mueller Hintonv agar (HiMedia Laboratories, ¢. Sarze
0000118687) byl piipraven navazenim 7,6 g (38 g/1000 ml) do Erlenmayerovy baiky
anavazka byla rozpuSténa ve 200 ml destilované vody. Pfipraveny agarovy zaklad byl
sterilizovan v parnim sterilizatoru 15 minut pfi 121 °C. Po vychladnuti agar6ézového zakladu
na teplotu pfiblizné¢ 50 °C byl Mueller Hintonliv agar ihned nalévan na sterilni plastové
Petriho misky, které byly ihned zakryvany vickem. Po vychladnuti a ztuhnuti byl Mueller

Hintonliv agar skladovéan v chladniéce pfi teploté 4 °C.

2.5 Stanoveni uc¢innosti inhibi¢nich latek

Cerstvé odebrané kanéi sperma bylo transportovano pii cca 17 °C. Po transportu do
laboratote bylo ihned zpracovavano. VSechny kroky byly provadény za sterilnich podminek
v prosttedi laminarniho boxu. Nejprve byla ptipravena fedici fada roztoki (viz obr. 7), kterou
byly ziskdny 10x a 100x nafedéné vzorky kanc¢iho spermatu. Vzorky kanciho spermatu byly
pted pouzitim dikladné¢ homogenizovany na vortexu. Pro 10x nafedéné vzorky byl k 9 ml
fyziologického roztoku ve sklenéné zkumavce pfiddvan 1 ml kanciho spermatu a fadné
promichdno na vortexu. Pro 100x natfedéné vzorky byl k9 ml fyziologického roztoku

pfidavan 1 ml 10x nafedéného vzorku a opét promichano na vortexu.
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1 mil 1ml

Kanti Fyziclogicky Fyziologicky
SpErma roztok 3 ml roztok 9 ml
= e —
MNefedéné 10x fedéné 100x Fredéné

Obrazek 7: Postup pfipravy redici Fady

Pro inokulaci bylo pouzito vzdy 100 pl vzorku a inokulace se provedla pomoci roztéru
L-hokejkou po celé plose krevniho agaru na Petriho misce. Na krevni agar s 5%
defibrilovanou berani krvi bylo vzdy inokulovano nefedéné, 10x nafedéné a 100x nafedéné
kanci sperma a to vzdy v doubletu. Pro jeden vzorek bylo tedy ziskano 6 misek krevniho

agaru s inokulovanymi vzorky.

Po vsaknuti vzorku do krevniho agaru byly Petriho misky umistény do termostatu
s kyslikem udrzujicim teplotu 37 °C. Vzorky bylo nutné nechat inkubovat 48 hodin, protoze

inkubace 24 hodin byla nedostacujici pro riist mikroorganismil.

Po 48 hodinéch inkubace byl zjistovan pocet kolonii bakterii vyrostlych na jednotlivych
miskach obsahujici krevni agar. Pro usnadnéni pocitani kolonii byla pouzita pocitacka
kolonii. Néasledn¢ byl stanoven celkovy pocet mikroorganismi v jednotkach CFU/ml dle
vzorce:

_ xC
CV-(ny+0,1n,) - d

kde:
e N - pocet kolonie tvoficich jednotek (CFU) na 1 ml vzorku
e > C - soucet vSech kolonii spocitanych na vybranych miskach
e V -soucet inokula v ml
e n; - pocet misek pouzitych pro vypocet z prvniho pouzitého fedéni
e 1, - pocet misek pouzitych pro vypocet z druhého pouzitého fedéni

e d - faktor prvniho pro vypocet pouzitého fedéni
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Do vypoctu je nutné zohlednit pouzité fedéni spermatu ptislusSnym fedidlem (1:2, 1:4 nebo
1:8).

Pro identifikaci vybranych mikroorganismii obsazenych ve vzorcich kanciho spermatu
byly pfipraveny ¢isté kultury mikroorganismi. Tyto kultury byly nasledné identifikovany dle
vzhledu kolonii na kultivaénim médiu, morfologie bun¢k mikroorganismli pozorovanych ve
svételném mikroskopu po obarveni dle Grama a podle vysledka biochemickych testti. Nékteré
kmeny, které se nepodafilo identifikovat, byly dourCeny metodou MALDI-TOF MS
(hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucCasti matrice s pruletovym

analyzatorem).

Vzorky kanc¢iho spermatu byly inokulovany dle potieby ve vétsSing ptipadt v den odbéru
a nasledné treti a sedmy den od odbéru. Nekteré vzorky byly inokulovany tfi po sobé jdouci

dny, tedy v den odbéru a druhy a tieti den.

2.6 Stanoveni citlivosti vybranych mikroorganismii na antibiotika

Vybrané bakteridlni kmeny, které odolaly pasobeni inhibi¢nich latek obsazenych
v fedidlech kanciho spermatu, byly testovany na citlivost na ptisluSnou sestavou antibiotik

pomoci diskové difizni metody.

Sestava antibiotik obsahovala:
e Ampicilin (AMP)
e Amoxicillin - klavulanovéa kyselina (AMC)
e (Cefuroxim (CXM)
e Sulfamethoxazol (SXT)
¢ Doxycyklin (DOX)
e Cefadroxil (CFR)

Mueller Hintontiv agar byl inokulovan bakteridlni suspenzi o hustot¢ 0,5 stupné
McFarlanda vatovym tampdénem po celé ploSe agaru. Poté byly na inokulovany agar
aplikovany disky napusténé vybranymi antibiotiky z ptisluSné sestavy antibiotik vhodné pro
dany kmen bakterie. Inokulovany agar s antibiotickymi disky byl inkubovan v termostatu
po dobu 24 hodin pii 37 °C.

Po 24 hodinové inkubaci byly zméfeny inhibi¢ni zény analyzitorem BACMED.
Dle velikosti inhibi¢nich zén byla u jednotlivych mikroorganismti vyhodnocena citlivost na

piislusna antibiotika.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V nativnich vzorcich kan¢iho spermatu byl zjistén celkovy pocet bakterii fadové 10° az
10> CFU/ml nebo byl pocet bakterii v téchto vzorcich velmi asto nepogitatelny. Septlveda
akol. (2016) uvadi, ze se bakteridlni kontaminace Cerstvého kanciho spermatu pohybuje

v rozmezi 10° az 10° CFU/ml, ale hodnoty mohou kolisat a dosahovat az hodnot 10° CFU/ml.

V nami testovanych vzorcich kanciho spermatu se nejCastéji vyskytovaly tyto druhy
mikroorganisml: E. coli, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Streptococcus equi subsp. zooepidermicus, Aerococcus
viridans, Staphylococcus cohnii subsp. urealyticum, Staphylococcus cohnii subsp. cohnii,

Staphylococcus simulans, Kocuria kristinae, Corynebacterium sp. a Bacillus sp.

Mazurova a kol. (2015) uvadi, Zze v kan¢im spermatu jsou nejhojné€ji nalézadny bakterie
z Celedi Enterobacteriaceae, hlavné rody Escherichia, Enterobacter a Proteus. V kancim
spermatu muzZeme nalézt i enterokoky, stafylokoky a Pseudomonas aeruginosa. VétSina
z téchto bakterii jsou oportunni metabolicky aktivni patogeny schopné zhorSovat kvalitu
kanciho spermatu. Dle Morrella (2016) se bakterie jako streptokoky a stafylokoky dostavaji
do kanciho spermatu z klize a sliznice, anebo ze sttevniho a respiracniho traktu kance. Martin
a kol. (2010) také uvadi, ze hlavnim kontaminantem kanciho spermatu je E. coli, ale mize byt
kontaminovano i rody Proteus, Serratia, Enterobacter, Klebsiella, Staphylococcus,

Streptococcus a Pseudomonas.

Po pilisobeni inhibi¢nich latek nejcastéji piezivali v testovanych vzorcich bakterie z celedi
Enterobacteriaceae a to hlavé druhy E. coli, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis a Klebsiella

oxytoca a u vybranych kment bylo provedeno testovani citlivosti na antibiotika.
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3.1 Testovani

uchovavani

Byla testovana tedidla BTS bez antibiotik, BTS, tekuty koncentrat 1 a 2, VIP 3,
BIO PIG, M III, OPTIM a SCP. Krom¢ fedidla SCP, coz je fedidlo pro dlouhodobé
uchovavani, se ve vSech pfipadech fedicich latek jedna o fedidla pro kratkodobé uchovavani.
Plsobeni téchto fedicich latek (viz tabulka 4) bylo testovano na 3 sadach vzorkd kanciho
spermatu (vzorky ¢.1, 2 a 3). Kromé vzorku nativniho kanc¢iho spermatu (bez obsahu fedidla),
byly vSechny fedici latky ptidavany v poméru 1 : 4 (1 dil spermatu + 4 dily fedidla). Pisobeni

fedidel bylo testovano vzdy v den odbéru a teti a sedmy den od odbéru kanciho spermatu.

ucinnosti

redidel

pro kratkodobé

Tabulka 4: Redéni vzorki kanéiho spermatu & 1,2 a3
Cislo Obsah vzorku Pomér
vzorku (sperma:redidlo)
1 BTS bez antibiotik 1:4
2 BTS 1:4
3 koncentrat 1 1:4
4 koncentrat 2 1:4
5 VIP 3 1:4
6 BIO PIG 1:4
7 M III 1:4
8 OPTIM 1:4
9 SCP 1:4
10 nativni vzorek -

3.1.1

Pti testovani vzorkll v den odbéru (prvni den) kanc¢iho spermatu obsahoval nativni vzorek
kan¢iho spermatu &. 1 fadové 10* CFU/ml. U nativniho vzorku je zfejmé, Ze dochazelo
ke vzristu poétu kolonii v ¢ase. Tteti den obsahoval nativni vzorek jiz fadové 10° CFU/ml
a sedmy den jiz nativni vzorek obsahoval nepocitatelné mnozstvi bakterii. V nativnim vzorku
dochazelo postupem cCasu k potlaceni ostatnich bakterii hlavné druhem E. coli (viz obr. 8),

kdy sedmy den je mozné pozorovat souvisly ndrtst této bakterie po celé plose krevniho agaru

na Petriho misce.

Vzorky kanciho spermatu ¢. 1
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Obrazek 8: Kultivace nativniho vzorku kanciho spermatu ¢. 1 (KA, 48 h, 37 °C)

Prvni den (viz graf 1) byla pozorovéna uplna inhibice bakterii kan¢iho spermatu pfi
pusobeni fedidel BIO PIG a OPTIM. Dale dobie pusobilo i fedidlo M III a vzorek fedény
timto fedidlem obsahoval 1-10° CFU/ml. Naopak nejvétsi nartst bakterii byl pozorovan pii
pusobeni BTS bez antibiotik a fedidla SCP, u kterych byl pocet bakterii fddové shodny
s nativnim vzorkem (10* CFU/ml). Ve vzorku kan&iho spermatu fedéném BTS bez antibiotik

bylo mozné pozorovat druh Streptococcus equi subsp. zooepidermicus.

Tteti den od odbéru (viz graf 2) byla pozorovana Uplna inhibice bakterii po plsobeni
fedidel BTS s antibiotiky a BIO PIG. Velice dobie také ptisobila fedidla OPTIM a M III. Tyto
vzorky obsahovaly celkovy poéet bakterii pfiblizng 10> CFU/ml, coZ je o tfi fady mén& neZ

u nativniho vzorku.

Sedmy den nebylo mozné objektivné hodnotit celkovy pocet bakterii ve vzorcich z divodu

kontaminace krevniho agaru.
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Graf 1: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu €. 1 - 1. den
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Graf 2: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu €. 1 - 3. den
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04 -
£ 1,00E+03 -
~
=)
& 1,00E+02 -
1,00E+01 -
<10 <10
1,00E+00 1 T T T T T T T T T
XN S R v ] o N < X
& & 3 ORI N N NS &
° & S O X v
& & & Q N
> (\O o(l ‘4(\
¢ © © &
\S N
Q;)(')
vzorky

3.1.2  Vzorky kanciho spermatu ¢. 2

Prvni den testovani nebylo mozné objektivné zhodnotit pocet bakterii ve vzorcich

z divodu kontaminace krevniho agaru.

Nativni vzorek kanciho spermatu €. 2 obsahoval tieti i sedmy den nepocitatelné mnozstvi
bakterii. Bylo mozné vidét souvisly bakteridlni narast po celé ploSe krevniho agaru na Petriho

misce tvoteny hlavné druhem E. coli.
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Treti den (viz graf 3) dochédzelo k uplné inhibici bakterii pisobenim fedidel BIO PIG,
M III a OPTIM. Po piisobeni ostatnich fedidel byl pocet kolonii fadové 10* CFU/ml.

Sedmy den (viz graf 4) doSlo kaplné inhibici bakterii u vzorka fedénych BTS
s antibiotiky, koncentratem 1 a 2, VIP 3, BIO PIG, M III a OPTIM. I pfesto Ze tyto fedidla

jsou pro kratkodobé uchovavani, piisobila 1épe nez jediné fedidlo pro dlouhodobé uchovavani

SCP, u kterého dochazelo k narustu bakterii v fadech 10° CFU/ml.

Graf 3: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu €. 2 - 3. den
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Graf 4: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu ¢. 2 - 7. den
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3.1.3 Vzorky kanciho spermatu ¢. 3

U nativniho vzorku kanciho spermatu ¢. 3 dochazelo opét ke vzriustu celkového poctu
bakterii v asovém intervalu. Prvni den obsahoval nativni vzorek 7,6:10° CFU/ml a bylo
v ném prokazano velké mnozstvi druhu Staphylococcus simulans. Tteti a sedmy den byl pocet

kolonii v nativnim vzorku jiz nepocitatelny tvoteny smési druhti E. coli a Proteus sp.

Redidlo BTS bez antibiotik podporuje rist baterii. Vzorky fedéné timto fedidlem
obsahovaly kolem 10° az 10* CFU/ml.

Prvni den testovani (viz graf 5) doslo k Gplné inhibici bakterii kanc¢iho spermatu pouze
u vzorkt fedénych koncentratem 1, M Il a OPTIM. Naopak Spatnou inhibi¢ni schopnost bylo
mozné pozorovat u fedidla SCP (6,4-10* CFU/ml) a koncentratu 2 (1-10* CFU/ml). Rozdilné
ptusobeni koncentratu 1 a 2 bylo tedy dano jejich odliSnou navazkou. Pusobeni zbylych

fedidel (BTS, VIP 3 a BIO PIG) snizilo poéet bakterii pod 10> CFU/ml.

Tieti den (viz graf 6) byla jiz vétsina fedidel s vyjimkou pisobeni SCP (10> CFU/ml)
uspésna v uplné inhibici bakterii obsazenych v kan¢im spermatu.
Sedmy den testovani (viz graf 7) dochazelo opét k horsi inhibici bakterii kanc¢iho spermatu

pisobenim SCP ale také u koncentratu 1, kdy vzorky obsahovaly 5-10' CFU/ml. Ostatni

tedici latky zptisobovaly uplnou inhibici bakterii.

Graf 5: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu €. 3 - 1. den
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Graf 6:

Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu €. 3 - 3. den

CFU/ml
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Graf 7:

Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu €. 3 - 7. den
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3.2 Testovani ucinnosti redidel pro kratkodobé uchovavani

Jako kratkodoba ftedidla byla testovana fedidla BTS bez antibiotik, BTS, VIP 3,
BIO PIG, M III a OPTIM. Puasobeni téchto fedidel (viz tabulka 5) bylo testovano na
6 sadach vzorkl kanciho spermatu (vzorky €. 4 —9). VSechny fedici latky byly opét pridavany

v poméru 1 : 4. Testovani téchto kratkodobych fedidel probihalo prvni a tieti den.

Tabulka 5: Redéni vzorkii kan¢iho spermatu & 4 - 9

Cislo vzorku Obsah vzorku Pomér
(sperma:redidlo)
1 nativni vzorek -
2 BTS bez antibiotik 1:4
3 BTS 1:4
4 VIP 3 1:4
5 BIO PIG 1:4
6 M III 1:4
7 OPTIM 1:4

3.2.1 Vzorky kanciho spermatu ¢. 4

Vzorek nativniho kanciho spermatu ¢. 4 obsahoval oba dny testovani nepocitatelné
mnozstvi bakterii s pfevahou druhu E. coli. Prvni den testovani byly v nativnim vzorku
prokazany korynebakterie. Redidlo BTS bez antibiotik podporovalo riist bakterii a vzorky

obsahovaly oba dny testovani vice nez 10° CFU/ml.

Prvni den testovani (viz graf 8) doSlo k UpIné inhibici bakterii kanciho spermatu
pusobenim fedidel BIO PIG a OPTIM. Vzorky obsahujici fedidla BTS s antibiotiky, VIP 3
a M III obsahovaly kolem 10° CFU/ml. Ve vzorku fedéném fedidlem VIP 3 byl prokazan

druh Staphylococcus cohnii subsp. urealyticum.

Tieti den (viz graf 9) bylo mozné pozorovat sniZzeni poctu kolonii u fedidel BTS
s antibiotiky a VIP 3 o jeden tad, tedy vzorky obsahujici tyto fedidla obsahovaly ptiblizné
10* CFU/ml.
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Graf 8: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu ¢. 4 - 1. den
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Graf 9: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu €. 4 - 3. den
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3.2.2 Vzorky kanciho spermatu ¢&. §

Nativni vzorek kan¢iho spermatu & 5 prvni den testovani obsahoval 10* CFU/ml a tfeti
den byl obsah kolonii jiz nepocitatelny. V nativnim vzorku pifevazovaly druhy E. coli
a Proteus vulgaris, které potlacovaly ruast ostatnich druhii bakterii hlavné tieti den od odbéru.
Prvni den testovani obsahoval nativni vzorek mimo jiné i enterokoky. Redidlo BTS bez
antibiotik podporuje riist baterii a oba dny testovani vzorky obsahovaly hodnoty CFU/ml

blizké nativnimu vzorku.
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Prvni den (viz graf 10) dochazelo k naprosté inhibici bakterii plisobenim fedicich latek
VIP 3, BIOPIG a M III. Redidla BTS s antibiotiky a OPTIM sniZila poget bakterii na
hodnotu fadové 10° CFU/ml.

Tteti den (viz graf 11) doSlo ke zietelnému zlepSeni piisobeni fedidel BTS s antibiotiky
a OPTIM, kdy byla pozorovéana uplna inhibice bakterii. Naopak k bakteridlnimu naristu doslo
u vzorku fedéného VIP 3 na 1-10° CFU/ml. Bylo prokazéno, Ze fedidlo VIP 3 nepiisobilo

inhibi¢né na bakterii Proteus vulgaris (viz obr. 9).

Obrazek 9: Kultivace vzorku kanciho spermatu ¢. 5 fedéného Fedidlem VIP 3 (3. den; KA, 48 h, 37 °C)

Graf 10: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 5 - 1. den
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Graf 11: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 5 - 3. den
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3.2.3 Vzorky kanciho spermatu ¢. 6

Nativni vzorek kanciho spermatu ¢. 6 obsahoval oba dny testovani celkovy pocet bakterii
10* CFU/ml. Vzorky fedéné BTS bez antibiotik obsahovaly oba dva dny testovani vice neZ
10° CFU/ml.

Prvni den testovani (viz graf 12) fedidla VIP 3, BIO PIG, M III a OPTIM zcela inhibovala
bakterie kanciho spermatu. BTS s obsahem antibiotik snizilo celkovy pocet bakterii na
hodnotu niz§i nez 10> CFU/ml bakterii. Tieti den (viz graf 13) zptsobovalo toto fedidlo jiz
uplnou inhibici bakterii.

Graf 12: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 6 - 1. den
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Graf 13: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu €. 6 - 3. den
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3.2.4 Vzorky kanciho spermatu ¢. 7

Nativni vzorek kan&iho spermatu &. 7 obsahoval prvni den testovani 10* CFU/ml, ale tieti
den obsahoval jiz nepocitatelné mnozstvi bakterii. Vzorky fedéné BTS bez antibiotik

obsahovaly také kolem 10* CFU/ml.

Prvni den (viz graf 14) nejlépe inhibi¢né pusobila fedidla BIO PIG, M III a OPTIM, ktera
zpusobovala Gplnou inhibici bakterii. Redidla BTS s antibiotiky a VIP 3 sniZila po¢et bakterii
na 10° CFU/ml. Ve vzorku s fedidlem VIP 3 byly prvni den pusobeni prokazany druhy
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii a Kocuria kristinae. Tyto druhy byly vSak po 48
hodinové inkubaci jiz zcela inhibovany. Tieti den (viz graf 15) plisobila inhibi¢né i fedidla
BTS s antibiotiky a VIP 3.

Graf 14: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 7 - 1. den
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Graf 15: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu €. 7 - 3. den
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3.2.5 Vzorky kanc¢iho spermatu ¢. 8

Nativni vzorek kan&iho spermatu &. 8 obsahoval prvni den 10* CFU/ml. Vedle bakterii
E. coli aProteus sp. obsahoval nativni vzorek kanciho spermatu napiiklad i druh

Staphylococcuss sciuri. Tteti den jiz obsahoval nepocitatelné mnozstvi bakterii.

Prvni den (viz graf 16) nejlépe inhibicné pusobila fedidla BTS s antibiotiky, BIO PIG
a OPTIM, kdy doslo k tpIné inhibici bakterii kanciho spermatu. Naopak ke Spatné inhibici
dochézelo u fedidel VIP 3 a M 111, kdy vzorky obsahovaly kolem 10*° CFU/ml. Ve vzorku

obsahujici fedidlo VIP 3 nedochazelo k inhibici bakterie Proteus mirabilis (viz obr. 10).

Tieti den testovani (viz graf 17) uplnou inhibici zpusobovala pouze fedidla M III
a OPTIM. Dobfte piisobilo 1 fedidlo BTS s antibiotiky, kde dochazelo k bakterialnimu nartastu
10' CFU/ml. Tento den dochazelo k &aste¢né inhibici bakterii u vzorkil obsahujici fedidla

VIP 3 (2:10% CFU/ml) a BIO PIG (5-10' CFU/ml).
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Obrazek 10: Kultivace vzorku kanciho spermatu ¢. 8 s Fedidlem VIP 3 - 1. den (KA, 48 h, 37 °C)

Graf 16: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 8 - 1. den
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Graf 17: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 8 - 3. den
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3.2.6  Vzorky kanciho spermatu ¢. 9

Nativni vzorek obsahoval prvni den testovani vice nez 10* CFU/ml. V nativnim vzorku
kanciho spermatu byly prvni den nalezeny bakterie Staphylococcus cohnii subsp. urealyticum
a Streptococcus equi subsp. zooepidermicus. Tteti den obsahoval nativni vzorek nepocitatelné
mnozstvi bakterii s pfevahou druhu E. coli. Vzorek fedény BTS bez antibiotik obsahoval

kolem 10* CFU/ml oba dny testovani.

Oba dny testovani (viz graf 18 a 19) doslo k uplné inhibici bakterii u vzorkli obsahujici
fedidla VIP 3, BIO PIG a OPTIM. Naopak k inhibici nedochazelo u vzorkti obsahujici fedidla
BTS s antibiotiky a M III. Prvni den testovani byly zjistény polty bakterii 10° CFU/ml
u fedidel BTS s antibiotiky a M III. Tteti den testovani byly u téchto fedidel zjiStény pocty
bakterii vy§§i nez 5-10' CFU/ml.

Graf 18: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu €. 9 - 1. den
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Graf 19: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 9 - 3. den
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3.2.7 Shrnuti uéinnosti testovanych redidel pro kratkodobé uchovavani

Uéinnost fedidel pro kratkodobé uchovavani (BIO PIG, OPTIM, M III, VIP 3 a BTS
s antibiotiky) byla testovana celkem na 9 sadach vzorkt kanciho spermatu (vzorky ¢. 1 —9).
Nativni vzorky kan&iho spermatu obsahovaly celkovy podet bakterii od 10* CFU/ml do
nepocitatelného mnozstvi. V nativnich vzorcich byly nalézany ptevazné tyto druhy bakterii:
E. coli, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Staphylococcus cohnii subsp. urealyticum,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus sciuri, Kocuria kristinae a Streptococcus equi

subsp. zooepidermicus.

U vSech testovanych vzorki doslo tieti den k uplné inhibici bakterii v kan¢im spermatu pfi
pusobeni fedidel BIO PIG a OPTIM a pievazné tomu tak bylo i prvni den testovani. Pouze
u vzorku kanc¢iho spermatu €. 1 tieti den testovani doslo ptisobenim fedidla OPTIM ke snizeni
celkového poétu bakterii na 10*° CFU/ml. U vzorku kan¢iho spermatu &. 8 doslo tieti den

piisobenim fedidla BIO PIG ke sniZeni celkového po&tu bakterii na 10" CFU/ml.

U Sesti kancit bylo pozorovano dobré inhibi¢ni ptisobeni fedidla M III. Prvni den doslo
k Gplné inhibici pasobenim tohoto fedidla u vzorki kanciho spermatu €. 3, 5, 6 a 7. U vzorka
kanc¢iho spermatu €. 2, 3, 5, 6, 7 a 8 doslo tieti den k tipIné inhibici bakterii ptisobenim tohoto

fedidla.

Vysledek pusobeni fedidla VIP 3 byl v porovnani s ostatnimi fedidly odlisny. Uplnou
inhibici bakterii v kan¢im spermatu zptisobovalo toto fedidlo u vzorkt €. 5, 6 a 9 pii testovani
prvni den a u vzorkt €. 3, 6, 7 a 9 pii testovani tieti den. V ostatnich vzorcich fedidlo VIP 3
zpisobovalo sniZeni po&tu bakterii na hodnoty od 10? do 10° CFU/ml. Bylo prokazano, Ze
fedidlo VIP 3 nepusobi inhibicné na tyto druhy bakterii: Staphylococcus cohnii subsp.

urealyticum, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis a Kocuria kristinae.

U nékterych vzorkli bylo pozorovano dobré inhibi¢ni ptisobeni fedidla BTS s antibiotiky.
Pti testovani prvni den fedidlo BTS s antibiotiky zptisobilo uplnou inhibici pouze u vzork
kangiho spermatu &. 8 a u ostatnich vzorkd doslo ke sniZeni po&tu bakterii na 10> CFU/ml.

Tteti den byla pozorovana Uplna inhibice jiz u vzorka kanc¢iho spermatu €. 1, 3, 5,6 a 7.

Vzorky fedéné BTS bez antibiotik obsahovaly hodnoty celkového poctu bakterii blizké

hodnotam zjisténym u vzorkd nativniho spermatu.

Odlisné ptisobeni fedidel ve vzorcich spermatu kancii mize byt dano testovanim v rlizném
rocnim obdobi. Vzorky kanc¢iho spermatu €. 1, 2 a 3 byly testovany na jafe (bfezen/duben)

avzorky €. 4, 5, 6, 7, 8 a9 byly testovany na podzim (fijen/listopad). Miize se zde projevovat
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sezOénni vliv a stim spojeny vliv teploty na rozdilné bakteridlni zastoupeni v kancim
spermatu. Dale miize byt mikrobidlni zastoupeni ovlivnéno odliSnym zdravotnim stavem
kanct poptipad¢ rozdilnymi podminkami chovu. Déale miize vznikat rozdilna bakterialni zatéz

kanc¢iho spermatu pii nedodrzeni hygienickych podminek pfi jeho odbéru ¢i zpracovani.

Zjisténi sezonniho vlivu na morfologii spermii kanc¢iho spermatu bylo pfedmétem studie
provedené Lipenskym a kol. v roce 2010. Bylo prokdzano negativni ptisobeni letnich mésict

(vyssi tepelny stres) na spermie, které vedlo ke vzniku protoplazmatickych kapek.

Pti vybéru fedidla rozhoduje predpokladana délka skladovani spermatu a to je tedy Cas, za
ktery chceme pouzit nafedéné sperma pro umelou inseminaci. Gadea (2003) uvadi, Ze pouziti
riznédobych fedidel nemé vliv na kvalitu ¢i uspéSnost zabteznuti v ptipad¢, Ze jsou vzorky
spermatu pouzity do tfi dnti. Jediny rozdil je v cené. Karageorgiou a kol. (2016) ve své studii
porovnavali ruznédoba fedidla kanciho spermatu. Jako kratkodobé pouzili BIO PIG,
sttednédobé OPTIM-I-A a jako dlouhodobé fedidlo DURAGEN. Dospéli k zavéru, ze
dlouhodobé fedidlo je G€inngjsi pro zachovani kvality kan¢iho spermatu uchovavaného po
dobu 3 dnii pii 17 °C ve srovnani se stiedné a kratkodobym fedidlem. Ale v ptipad¢ pouziti
kanc¢iho spermatu do dvou dnli od odbéru pro inseminaci je vhodnéjsi vyuzit fedidlo OPTIM,
protoze vede k vysSimu poctu narozenych selat. Vliv fedidla na inhibici mikroorganismi
nebyl v této studii sledovan. Kaeoket a kol. (2010) uvadi, ze kratkodobé tfedidlo Merc-III
(M III) udrzuje uspokojivou motilitu spermii po dobu 4 dnti a nasledn¢ dochazi k jejimu

poklesu. Vliv na inhibici mikroorganismii kan¢iho spermatu nebyl uveden.
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3.3 Testovani u¢innosti vybranych prirodnich a chemickych latek

Bylo testovano pisobeni téchto chemickych latek ptidavanych k fedidlu BTS bez
antibiotik: siran zinecnaty, thiosiran sodny a koloidni zinek ve smési s vitaminem C.
Z ptirodnich latek byla testovana Kyselina gallova. Inhibi¢ni ucinek téchto pfirodnich
a chemickych latek byl testovan na dvou sadach vzorkt kanc¢iho spermatu (vzorky ¢. 10 a 11).
Bylo testovano rtizné mnozstvi téchto latek v fedidle BTS bez antibiotik jak je uvedeno

v tabulce 6. Kanci sperma bylo fedéno v poméru 1:4.

Tabulka 6: SloZeni vzorku kanciho spermatu €. 10 a 11

Cislo Obsah vzorku MnoZstvi Pomér
vzorku (sperma:iedidlo)
1 nativni vzorek - -
2 BTS bez antibiotik - 1:4
3 BTS + siran zine¢naty a 0,025 g/ 30 ml BTS 1:4
4 BTS + siran zine¢naty b 0,03 g/30 ml BTS 1:4
5 BTS + siran zine¢naty ¢ 0,0375 g/ 30 ml BTS 1:4
6 BTS + thiosiran sodny a 0,105 g/ 70 ml BTS 1:4
7 BTS + thiosiran sodny b 0,14 g/ 70 ml BTS 1:4
8 BTS + thiosiran sodny ¢ 0,175 g/ 70 ml BTS 1:4
9 BTS + koloidni zinek + vitamin C 0,1 ml/ 10 ml BTS 1:4
10 BTS + koloidni zinek + vitamin C 0,2 ml/ 10 ml BTS 1:4
11 BTS + kys. gallova a 0,03 g/ 10 ml BTS 1:4
12 BTS + kys. gallova b 0,035 g/ 10 ml BTS 1:4
13 BTS + kys. gallova ¢ 0,04 g /10 ml BTS 1:4

Legenda: U vzorkid obsahujicich smés koloidniho zinku a vitaminu C testované mnozstvi 0,1 ml obsahovalo
0,1708 mg siranu zinec¢natého heptahydratu a 2,0138 mg vitaminu C. Testované mnozstvi 0,2 ml obsahovalo

0,3416 mg siranu zine¢natého heptahydratu a 4,0276 mg vitaminu C.
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3.3.1 Vzorky kanciho spermatu ¢. 10

Prvni den testovani (viz graf 20) bylo prokazano témét ve vSech vzorcich, véetné vzorku
nativniho, 10> CFU/ml bakterii. SniZeni po&tu bakterii o jeden fad v porovnani s nativnim
vzorkem bylo zaznamenano pouze u vzorku obsahujici kyselinu gallovou s navazkou 0,035g.
Prvni den testovani byly v nativnim vzorku (viz obr. 11) identifikovany druhy Aerococcus
viridans a Corynebacterium glucoronolyticus. Déle vzorky obsahovaly pievazné druhy E. coli

a Proteus sp.

Obrazek 11: Kultivace nativniho vzorku kanciho spermatu ¢. 10 (1. den, 100x Fedény; KA, 48 h, 37 °C)

Treti den testovani (viz graf 21) nativni vzorek kanciho spermatu ¢. 10 obsahoval
nepocitatelné mnozstvi bakterii (viz obr. 12). U vzorkli obsahujicich siran zinec¢naty
nedochazelo k téméf zadné inhibici bakterii kanc¢iho spermatu (viz obr. 12). Dalsi testované
latky, coz byly thiosiran sodny (viz obr. 12), koloidni zinek ve smési s vitaminem C
a kyselina gallova v porovnani s nativnim vzorkem nepatrné sniZily pocet bakterii na hodnotu
kolem 10° CFU/ml. Vysledny ucinek testovanych latek je srovnatelny s vysledkem podtu
bakterii zjiSténych u vzorku fedéného BTS bez antibiotik. Testované piirodni a chemické
latky nesnizily pocet bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu v porovnani se vzorky obsahujici

fedidla s antibiotiky.
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Obrazek 12: Porovnani kultivace nativniho vzorku kanciho spermatu €. 10 s kultivacemi vzorku
s obsahem siranu zine¢natého a thiosiranu sodného — 3. den (KA, 48 h, 37 °C)

Sedmy den (viz graf 22) bylo mozné pozorovat podobné inhibi¢ni piisobeni testovanych
latek jako tieti den. Ve vzorcich byly pfitomny pievazné druhy E. coli (viz obr. 13 vlevo),

Proteus vulgaris (viz obr. 13 vpravo) Ci Enterococcus faecalis.

Obrazek 13: Kultivace vzorki kanciho spermatu ¢. 10 s obsahem siranu zine¢natého a kys. gallové —
7. den (KA, 48 h, 37 °C)
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Graf 20:

Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu €. 10 - 1. den
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Graf 21:
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Graf 22:

Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanciho spermatu €. 10 - 7. den
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3.3.2  Vzorky kanciho spermatu ¢. 11

Nativni vzorek kan¢iho spermatu &. 11 obsahoval prvni den tém& 10° CFU/ml. Treti
a sedmy den obsahoval nativni vzorek jiz nepocitatelné mnozstvi bakterii. V nativnim vzorku
(viz obr. 14) byla zjisténa pfitomnost druhu E. coli. Druhy E. coli a Proteus sp postupem ¢asu

utlacily rtst ostatnich druht bakterii.

& .
1. deng 100x femﬁmgr;

7. den, nefedé n;,? 3

Obrazek 14: Kultivace nativniho vzorku kanciho spermatu ¢. 11 — 1. a 7. den (KA, 48 h, 37 °C)

Prvni den testovani (viz graf 23) nedoslo ke zietelné inhibici bakterii kan¢iho spermatu
zptsobené testovanymi latkami. Vechny vzorky obsahovaly kolem 10° CFU/ml bakterii.
Ve vzorcich byla prokazana ptitomnost druhtt E. coli, Proteus sp., Kocuria kristinae,

Aerococcus viridans a Corynebacterium glucoronolyticus

Nepatrnou inhibici bakterii vzorkd kanciho spermatu bylo mozné pozorovat treti den
(viz graf 24). Opét nedochdzelo k inhibici bakterii u vzorkli obsahujici siran zine¢naty, které
obsahovaly stejné¢ jako nativni vzorek kanciho spermatu nepocitatelné mnozstvi bakterii.
Ostatni testované latky zptsobovaly sniZeni po¢tu bakterii na hodnotu kolem 10* CFU/ml. Jak
je ziejmé z grafu 24, tak hodnoty poctu bakterii se rGzni dle mnozstvi testované latky
v fedidle BTS bez antibiotik. Ve vzorcich testovanych tieti den bylo prokazano velké
mnozstvi bakterie Klebsiella pneumoniae (viz obr. 15), ale také byla prokdzana ptitomnost

druhu Vibrio metschnikovii.
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Obrazek 15: Kultivace vzorku kanéiho spermatu €. 11 s obsahem Kkys. gallové - 3. den, 10x Fedény
(KA, 48 h, 37 °C)
Sedmy den (viz graf 25) u téchto vzorkli nedoslo k zadnému inhibi¢nimu ucinku
testovanych latek. VSechny vzorky obsahovaly nepocitatelné mnozstvi bakterii. Vzorky
obsahovaly souvisly bakteridlni nartist po celé ploSe krevniho agaru na Petriho misce

zpusobeny hlavné druhy E. coli a Proteus vulgaris.

Graf 23: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 11 - 1. den
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Graf 24: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu ¢. 11 - 3. den
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Graf 25: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu ¢. 11 - 7. den

1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

CFU/ml

Bayan a kol. (2013) uvadi, ze kyselina askorbova (vitamin C) vyrazné inhibuje rist druhu
Staphylococcus aureus a také E. coli. V této praci byla testovana ucinnost vitaminu C
ve smesi s koloidnim zinkem na bakterie kanciho spermatu au vétSiny vzorkd nedoSlo

k inhibici druhu E. coli ani jinych druht bakterii.

Faiz a kol. (2011) uvadi, ze zinek mé vynikajici baktericidni u¢inky na stfevni patogeny
zpusobujici prijmova onemocnéni (Shigella sp., enteropatogenni E. coli, Vibrio cholerae
a Salmonella sp.), kdy zptsobuje uplnou inhibici jejich rtstu (Faiz a kol., 2011). Bylo
zjisténo, ze k inhibici rlstu téchto bakterii je zapotfebi koncentrace siranu zine¢natého mezi

1,2 al1,8 mg/ml (Surjawidjaja a kol.,, 2004). Bylo potvrzeno, Ze pii plsobeni siranu

68



zine€natého je antibakterialnim Cinitelem pouze zinek, sulfatova ¢ast je neaktivni (Faiz a kol.,
2011). Uginnost siranu zine¢natého obsazeného v nadich testovanych vzorcich na inhibici
bakterii (v€etn¢ druhu E. coli) kanc¢iho spermatu nebyla prokédzand zadny den testovani.

Mohlo to byt zptisobeno niz§imi koncentracemi siranu zine¢natého (0,1718 mg a 0,3416 mg).

U kyseliny gallové byly prokdzany antioxidacni, antibakteridlni i antifungélni ucinky. Dle
studie Mazurové a kol. (2015) je kyselina gallova velmi dobfe uc¢innad na kmeny Pseudomonas
aeruginosa (MIC 300 az 1200 pg/ml). Déle byl prokazan jeji inhibi¢ni ucinek na druhy
E. coli, Staphylococcus sp. a Enterococcus sp. (MIC vrozmezi 2400 az 4800 ug/ml).
Kyselina gallova velice dobfe pisobi i na methicilin rezistentni Staphylococcus aureus,
pusobeni kyseliny gallové na Streptococcus mutans, Lactobacillus casei a Lactobacillus
acidophilus s hodnotami MIC kolem 8000 ug/ml (Mazurova a kol., 2015). V této praci byly
testované tii koncentrace kyseliny gallové obsazené v fedidle BTS bez antibiotik: 3000 pg/ml,
3500 pg/ml a 4500 pg/ml. Zadna z téchto koncentraci nezptsobila vyznamné sniZeni poétu

bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu.

Nebyly nalezeny zadné védecké studie, které by se zabyvaly inhibi¢nim ptisobenim thiosiranu
sodného na bakterie. Zjisténé vysledky tedy nebylo mozné porovnat s zadnou dostupnou

literaturou.
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3.4 Testovani u¢innosti vybranych redidel pro kratkodobé uchovavani

a ucinnosti karvakrolu a thymolu

Vzorky kanc¢iho spermatu ¢. 12 a 13 byly nafedény fedidlem VIP 3, BTS bez antibiotik
a BTS bez antibiotik doplnénym o karvakrol a thymol (viz tabulka 7). Vzorky byly fedény
vpoméru 1:4. Vzorek obsahujici karvakrol/thymol byl pfipraven rozpusténim navazky
0,006 g karvakrolu/thymolu v 200 pl 24% etanolu a néaslednym ptevedenim do 40 ml fedidla
BTS bez antibiotik.

Tabulka 7: Redéni vzorkii kanéiho spermatu &. 12 a 13

Cislo vzorku Obsah vzorku Pomér
(sperma:iedidlo)
1 nativni vzorek -
2 VIP 3 1:4
3 BTS bez antibiotik 1:4
4 BTS bez antibiotik + karvakrol 1:4
5 BTS bez antibiotik + thymol 1:4

3.4.1 Vzorky kanciho spermatu ¢. 12

Nativni vzorek kan&iho spermatu & 12 obsahoval prvni den vice nez 10 CFU/ml

(viz obr. 16). Tteti a sedmy den obsahoval jiz nepocitatelné mnozstvi kolonii.

Obrazek 16: Kultivace nativniho vzorku kanciho spermatu ¢. 12 - 1. den, 100x Fedény (KA, 48 h,
37°C)
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Prvni den (viz graf 26) bylo zjisténo podobné pusobeni fedidla VIP 3 a fedidla BTS bez
antibiotik obsahujici karvakrol a thymol. Tyto vzorky obsahovaly fadové 10° CFU/ml a doslo
unich k mirnému sniZzeni poctu bakterii oproti nativnimu vzorku. Vzorek fedény fedidlem
BTS bez antibiotik obsahoval vice nez 10* CFU/ml. Ve vzorku kan¢iho spermatu s fedidlem
VIP 3 byla prokazéna bakterie E. coli. Ve vzorku kanciho spermatu fedéném BTS bez
antibiotik byla vedle druhli E. coli, Aerococcus viridans a Corynebacterium sp. zjisténa

pritomnost 1 druhu Globicatella sanguinis.

Tteti den testovani (viz graf 27) doslo ke snizeni poctu bakterii kan¢iho spermatu u vzorku
obsahujici fedidlo VIP 3 na mén& nez 10° CFU/ml. Mimy pokles po&tu bakterii byl
zaznamenan u vzorku obsahujici BTS bez antibiotik, kdy tento vzorek obsahoval méné nez
10* CFU/ml. Inhibi¢ni ptisobeni BTS bez antibiotik obsahujici thymol a karvakrol se zlepsilo
nepatrné. Ve vzorku kanciho spermatu obsahujici fedidlo VIP 3 byla prokazana bakterie

Klebsiella oxytoca.

Nejlepsi inhibi¢ni Uc¢inek karvakrolu a thymolu obsazenych v fedidle BTS bez antibiotik
bylo zjevné az sedmy den (viz graf 28), kdy byly hodnoty poétu bakterii okolo 10> CFU/ml.
Naopak inhibi¢ni pisobeni fedidla VIP 3 se tento den zhorSilo o jeden tad na témeét
10° CFU/ml. Podet bakterii ve vzorku obsahujici BTS bez antibiotik byl od tietiho dne

neménny.

Graf 26: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 12 - 1. den
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Graf 27: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 12 - 3. den
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Graf 28: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 12 - 7. den
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3.4.2 Vzorky kan¢iho spermatu ¢. 13

Nativni vzorek kan¢iho spermatu &. 13 obsahoval prvni den testovani vice jak 10* CFU/ml

bakterii. Dalsi dva dny testovani byl jiz obsah bakterii v nativnim vzorku nepocitatelny.

Bylo zjisténo velmi dobré plsobeni fedidla BTS bez antibiotik obsahujici thymol
a karvakrol a to hlavné tieti a sedmy den (viz graf 30 a 31). V téchto vzorcich byly bakterie
zcela inhibovany piisobenim piirodnich latek nebo byl jejich pocet nizsi nez 10 CFU/ml.

Naopak snizené inhibi¢ni ucinky byly prokazany u tedidla VIP 3, u kterého dochazelo ke

zvySovani poctu bakterii v ¢asovém intervalu (viz grafy 29, 30 a 31). Prvni den byl zjistén

72



u vzorku s VIP 3 celkovy po&et bakterii 3-10° CFU/ml, tieti den 10° CFU/ml a sedmy den byl
jiz pocet bakterii ve vzorku nepocitatelny. Ve vzorcich fedénych fedidlem VIP 3 (viz obr. 17

vpravo) byly prokazany druhy Klebsiella oxytoca, Proteus vulgaris a Bacillus sp.

Ve vzorcich fedénych BTS bez antibiotik byl celkovy pocet bakterii prvni den
10° CFU/ml, tieti den 10 CFU/ml a sedmy den bylo jiz mnoZstvi bakterii v tomto vzorku
nepocitatelné. Ve vzorcich fedénych fedidlem BTS bez antibiotik (viz obr. 17 vlevo) byly
prokdzany druhy Proteus vulgaris, Aerococcus viridans, Klebsiella  oxytoca

a Corynebacterium sp.

BTS bez antibiotik’

VIP 3 (3. den)
_®(1.den) v

Obrazek 17: Kultivace vzorki kanciho spermatu ¢. 13 fedénych BTS bez antibiotik a VIP 3 (KA, 48 h,
37°0)

Graf 29: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu ¢. 13 - 1. den
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Graf 30: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 13 - 3. den
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Graf 31: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 13 - 7. den
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Mazurovda a kol. (2015) uvadi, Ze karvakrol a thymol maji Siroké spektrum
antimikrobialnich ucinki piisobici proti bateriim, kvasinkam a houbam. Velice dobie plisobi
tyto dvé latky v kombinaci a to jak na grampozitivni tak i na gramnegativni bakterie. Dobfie
pusobi na E. coli, Staphylococcus sp. a Enterococcus sp (MIC 150 az 1200 pg/ml).
Na Pseudomonas aeruginosa pusobi samostatné thymol 1 karvakrol s MIC v rozmezi od 300
do 2400 pg/ml. V kombinaci thymol s karvakrolem piisobi na Pseudomonas aeruginosa
mnohem Iépe s MIC od 75 do 300 pg/ml. Tato kombinace je vhodna i pro enterokoky s MIC
37,5 — 300 pg/ml. Dulezité¢ je zminit, ze vyuziti karvakrolu a thymolu pro dekontaminaci
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kanciho spermatu muze byt omezeno jejich moznymi toxickymi ucinky na bunky spermii.

Mohou negativné ovlivnit jejich motilitu a zivotaschopnost.

Dle studie Xu a kol. (2008) karvakrol a thymol jakozto hlavni slozky esencidlniho oleje
z oregana dobie pusobi na inhibici E. coli. Pfi koncentraci karvakrolu a thymolu 200 mg/I
nedochézelo k Gplné inhibici E. coli. Ve studii Olasupo a kol. (2003) byla stanovena MIC
karvakrolu a thymolu na E. coli. Karvakrol plsobi na E. coli v MIC 1,5 mmol/l a thymol
v MIC 1,2 mmol/l.

V této praci byla pouzita koncentrace 150 pg/ml (1 mmol/l) karvakrolu/thymolu. Vyuziti
karvakrolu a thymolu v fedidlech kanciho spermatu k inhibici bakterii mé¢lo dobré vysledky
oproti vyuziti napf. thiosiranu sodného, siranu zinec¢natého, koloidniho zinku ve smési
s vitaminem C & kyseliny gallové, kde hodnoty po¢tu bakterii neklesly pod 10° CFU/ml.
Dle dostupné literatury by bylo vhodné zjistit inhibi¢ni ucinek karvakrolu a thymolu na
bakterie pfitomné v kan¢im spermatu ve vysSSich koncentracich popfipadé ve smési.
Nevyhodou téchto latek je vSak negativni GCinek na motilitu spermii, ale to jiz nebylo

predmétem této diplomové prace.
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3.5 Testovani uc¢innosti thiosiranu sodného

Bylo provedeno testovani ptusobeni fedidla BTS bez antibiotik v rizném poméru fedéni
v porovnani s pusobenim BTS bez antibiotik s obsahem thiosiranu sodného s riznymi
navazkami a v riizném poméru fedéni (viz tabulka 8). Redéni kan&iho spermatu piislusnym
fedidlem bylo v pomérech 1:2 (1 dil spermatu + 2 dily fedidla), 1:4 (1 dil spermatu + 4 dily
fedidla) nebo 1:8 (1 dil spermatu + 8 dilti fedidla). Testovani bylo provedeno na vzorcich
kanciho spermatu €. 14, kdy byly vzorky inokulovany v den odbéru (prvni den) a nasledujici

dva dny (druhy a tteti den).

Tabulka 8: SloZeni vzorki kanciho spermatu ¢. 14

Cislo Obsah vzorku MnoZstvi Pomér
vzorku (sperma:iedidlo)
1 nativni vzorek --- ---
2 BTS bez antibiotik 1:2
3 BTS bez antibiotik - 1:4
4 BTS bez antibiotik 1:8
5 BTS bez antibiotik + thiosiran sodny a 1:2
6 BTS bez antibiotik + thiosiran sodny a | 0-105 g/70 mI BTS 1:4
7 BTS bez antibiotik + thiosiran sodny a 1:8
8 BTS bez antibiotik + thiosiran sodny b 1:2
9 BTS bez antibiotik + thiosiran sodny b | 014 g/70 ml BTS 1:4
10 BTS bez antibiotik + thiosiran sodny b 1:8
11 BTS bez antibiotik + thiosiran sodny c 1:2
12 | BTS bez antibiotik + thiosiran sodny ¢ | 0,175 &/70 ml BTS 1:4
13 BTS bez antibiotik + thiosiran sodny c 1:8

3.5.1 Vzorky kanc¢iho spermatu ¢. 14

Prvni den testovani (viz graf 32) obsahovaly vSechny vzorky, vcetné vzorku nativniho,
celkovy podet bakterii 10 CFU/ml. Pisobeni thiosiranu sodného bylo ve viech vzorcich
o riznych navazkach a rizném poméru fedéni témet shodné.

Druhy den testovani (viz graf 33) opét vSechny vzorky, vcetné vzorku nativniho,
obsahovaly celkovy podet bakterii kolem 10* CFU/ml. V nativnim vzorku byl prokazan druh
Klebsiella oxytoca, ktery byl v ostatnich vzorcich inhibovan. Ve vzorcich fedénych
nedochazelo k inhibici pfevdzné grampozitivnich bakterii (napt. Staphylococcus cohnii subsp.

cohnii, Aerococcus viridans, Corynebacterium sp. a dalSich), a proto by bylo vhodné thiosiran
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sodny pouzivat v kombinaci s jinymi latkami, které piisobi inhibi¢né¢ pravé na grampozitivni

bakterie.

Tteti den testovani (viz graf 34) doslo k nariistu poc¢tu bakterii v nativnim vzorku kanciho
spermatu na 1,1-10° CFU/ml. Ve vzorcich fedénych BTS bez antibiotik s obsahem thiosiranu
sodného byl pozorovan mirny inhibi¢ni efekt. Plisobeni thiosiranu sodného udrzelo celkovy
pocet bakterii na pivodni hodnotg, tedy 10° CFU/ml a oproti nativnimu vzorku doslo ke
snizeni o jeden fad. K nejvétSimu snizeni poctu bakterii doSlo u vzorku kanc¢iho spermatu
fedéného BTS bez antibiotik s thiosiranem sodnym o navazce 0,175 g (¢) a poméru fedéni
1:4. Tento vzorek obsahoval celkovy podet bakterii 6:10° CFU/ml. Vzorky obsahovaly stejné

druhy bakterii, ale v men§im poctu.

Graf 32: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu ¢. 14 - 1. den
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Graf 33: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu ¢. 14 - 2. den
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Graf 34: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu ¢. 14 - 3. den
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Nebyly nalezeny zadné védecké studie, které by se zabyvaly inhibi¢nim ptisobenim thiosiranu
sodného na bakterie. Zjisténé vysledky tedy nebylo mozné porovnat s zadnou dostupnou

literaturou.
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3.6 Testovani ucinnosti vybranych chemickych latek

U vzorkl €. 15 a 16 bylo testovano pisobeni fedidla BTS bez antibiotik a G¢innost

chemickych latek v tomto fedidle (viz tabulka 9 a 10) na inhibici bakterii kanc¢iho spermatu.

Jako chemické latky byly testovany siran méd’naty, kyselina borita a tetraborat sodny

(borax). Kanci sperma bylo fedéno v poméru 1:2, 1:4 a 1:8. Testovani vzorkti bylo provedeno

v den odbéru a nasledujici dva dny (prvni, druhy a tfeti den).

Tabulka 9: SloZeni vzorku kanciho spermatu ¢&. 15

Cislo Obsah vzorku MnoZstvi Pomér
vzorku (sperma:redidlo)

1 Nativni vzorek - -
2 BTS bez antibiotik 1:2
3 BTS bez antibiotik L 1:4
4 BTS bez antibiotik 1:8
5 BTS bez antibiotik + siran méd’naty 1:2
6 BTS bez antibiotik + siran méd'naty | 0,002 g/130 ml BTS 1:4
7 BTS bez antibiotik + siran méd’naty bez antibiotik 1:8
8 BTS bez antibiotik + kys. borita 1:2
9 BTS bez antibiotik + kys. borita 0,13 g/130 ml BTS 1:4
10 BTS bez antibiotik + kys. borit bez antibiotik 18
11 BTS bez antibiotik + borax 1:2
12 BTS bez antibiotik + borax 0,097 g/130 ml BTS 1:4
13 BTS bez antibiotik + borax bez antibiotik 1:8

i} Tabulka 10: SloZeni vzorku kan¢iho spermatu ¢. 16

Cislo Obsah vzorku MnoZstvi Pomér

vzorku (sperma:redidlo)

1 nativni semeno - -
2 BTS bez antibiotik 1:2
3 BTS bez antibiotik . 1:4
4 BTS bez antibiotik 1:8
5 BTS bez antibiotik + siran méd’naty 1:2
6 BTS bez antibiotik + siran médnaty | 0,004 /130 ml BTS 1:4
7 BTS bez antibiotik + siran méd’naty bez antibiotik 1:8
8 BTS bez antibiotik + kys. borita 1:2
9 BTS bez antibiotik + kys. borita | 0,097 g/130 ml BTS 1:4
10 BTS bez antibiotik + kys. borita bez antibiotik 18
11 BTS bez antibiotik + borax 1:2
12 BTS bez antibiotik + borax 0,065 g/130 ml BTS 1:4
3 BTS bez antibiotik + borax bez antibiotik I8
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3.6.1 Vzorky kanciho spermatu ¢. 15

Prvni den testovani (viz graf 35) vzorky obsahovaly celkovy pocet bakterii v rozmezi 2,7-
4,4-10° CFU/ml. Nativni vzorek kan¢iho spermatu &. 15 obsahoval celkovy podet bakterii
3-10° CFU/ml bakterii. PH pouziti viech testovanych latek nedoslo prvni den testovani
k téméf zadné inhibici bakterii kanc¢iho spermatu.

Druhy den (viz graf 36) nativni vzorek obsahoval 3,2:10° CFU/ml bakterii. U viech
testovanych vzorka doslo ke sniZeni poétu bakterii pod 3-10° CFU/ml, ale u Zadného nedoglo
k vyraznéjSimu snizeni poctu bakterii.

Treti den testovani (viz graf 37) bylo mozné pozorovat nejvyrazngj$i inhibici bakterii
kanc¢iho spermatu v testovanych vzorcich oproti nativnimu vzorku kanciho spermatu.
U nativniho vzorku doSlo ke zvySeni poctu bakterii o jeden tad, tedy na hodnotu
3,4-10* CFU/ml bakterii. U vsech fed&nych vzorki byl pozorovan celkovy pocet bakterii
10° CFU/ml. Pisobenim t&chto chemicky latek tedy nedochéazi ke sniZovéni po&tu bakterii,
ale kudrzeni plvodnich koncentraci. To je zifejmé ztoho, ze celkovy pocet bakterii

v nativnim vzorku stoupa, ale u vzorku fedénych je tato hodnota neménna.

Bakterialni zastoupeni v prtibéhu celého testovani bylo obdobné. Ve vzorcich byly
prokazany razné druhy stafylokokl (Staphylococcus cohnii  subsp. urealyticum,
Staphylococcus  simulans, Staphylococcus capitis subsp. capitis a Staphylococcus
haemolyticus). Déle byla zjiSténa piitomnost naptiklad Streptococcus porcinus a E. coli.

Vyskyt E. coli byl pozorovan hlavné ve vzorcich nativniho kanc¢iho spermatu.

Graf 35: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu ¢. 15 - 1. den
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Graf 36: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 15 - 2. den
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Graf 37: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu ¢. 15 - 3. den
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3.6.2 Vzorky kanciho spermatu ¢. 16

Bakteridlni slozeni téchto testovanych vzorkd bylo obdobné jako u vzorkd kanciho
spermatu ¢. 15. Byl zde prokdzan vyskyt stafylokokt (Staphylococcus cohnii subsp.
urealyticum, Staphylococcus simulans), streptokoka (Streptococcus porcinus) a Aerococcus
viridans (viz. obr. 18). V nativnim vzorku byla prvni den pievaha téchto druhti, ale druhy
a tfeti den byly tyto druhy potlaceny druhy E. coli a Proteus mirabilis (viz obr. 19). Na pocty
kolonii ve vsech vzorcich méla velky vliv hlavné ptitomnost druhu Proteus mirabilis, ktery

potlacoval rtist ostatnich druht bakterii (viz obr. 20).
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Prvni den (viz graf 38) byl v nativnhim vzorku kanciho spermatu €. 16 celkovy pocet
bakterii 2,7-10* CFU/ml. Viechny testované vzorky obsahovaly celkovy podet bakterii kolem
10* CFU/ml.

BTS bez antibiotil
+Cus0,4(1:8)

BTS bez antibiotik %2}
o ‘. « i "

- L]

Obriazek 18: Kultivace vzorku kanciho spermatu ¢. 16 Fedénych BTS bez antibiotik (1:2) a BTS bez
antibiotik s obsahem siranu méd’natého (1:8) — 1. den (KA, 48 h, 37 °C)

Druhy den (viz graf 39) nativni vzorek kan¢iho spermatu obsahoval 1,3-10* CFU/ml.
U vSech testovanych tfedénych vzorkii doslo ke snizeni poctu bakterii pod tuto hodnotu.
Vzorky obsahovaly vice nez 3-10° CFU/ml. K nejvétsimu snizeni poétu bakterii doslo
u vzorkl fedénych samotnym BTS bez antibiotik, kdy vzorky ve vSech fedéni obsahovaly pod
5-10° CFU/ml. Na uréeni celkového poétu bakterii mél velky vliv druh Proteus sp., ktery

potlacoval rtst ostatnich druhti bakterii.

Obrazek 19: Kultivace vzorku kanciho spermatu ¢. 16 Fedéného BTS bez antibiotik s obsahem siranu
méd’natého (1:2) - 2. den (KA, 48 h, 37 °C)
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Tteti den (viz graf 40) bylo pozorovéano v nativnim vzorku kanc¢iho spermatu nepocitatelné
mnozstvi kolonii. Ve vsech testovanych vzorcich bylo zji§téno mén& nez 10° CFU/ml.
K nejvétSimu snizeni poctu bakterii doslo u vzorku fedéného BTS bez antibiotik v poméru 1:4
(1,3-10° CFU/ml). U fedénych vzorkd tedy dochazi k udrzeni po&atecni koncentrace bakterii

oproti nativnimu vzorku, kde dochazi k nartstani této koncentrace.

Obrazek 20: Kultivace vzorku kanciho spermatu ¢. 16 Fedéného BTS bez antibiotik s boraxem (1:4) -
3. den (KA, 48 h, 37 °C)

Graf 38: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kan¢iho spermatu ¢. 16 - 1. den
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Graf 39: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu ¢. 16 - 2. den
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Graf 40: Stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich kanc¢iho spermatu ¢. 16 - 3. den
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Aerestrup a kol. (2004) uvadi, Ze siran médnaty je piidavan do krmiv potravinaiskych

zvitat, protoze jeho ucinek pravdépodobné inhibuje nékteré bakterie stievniho traktu. U druhu

Enterococcus je prokazana ziskand rezistence na slouceniny obsahujici méd’. Naopak na siran

médnaty jsou citlivé stafylokoky a méné citlivy druh Salmonella.

Existuje né€kolik studii o antivirotickych, antimykotickych, antituberkul6znich

a antibakteridlnich ucincich boru. V roce 2012 provedl Yilmaz studii, pti které zjistil MIC

a MBC kyseliny borit¢ a boraxu (tetraborat sodny) ptsobici na nékteré mikroorganismy

(Staphylococcus aureus, Acinetobacter septicus, E. coli a Pseudomonas aeruginosa) a jejich

hodnoty si byly vzajemné podobné. Pti plisobeni kyseliny borité na Staphylococcus aureus
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1 Acinetobacter septicus byly zjistény hodnoty MIC i MBC 3,8 mg/ml a pro E. coli
a Pseudomonas aeruginosa byly zjistény hodnoty MIC a MBC 7,6 mg/ml. Pfi pilisobeni
boraxu na Staphylococcus aureus a Acinetobacter septicus byly zjistény hodnoty MIC 1 MBC
23,8 mg/ml a pro E. coli a Pseudomonas aeruginosa byly zjistény hodnoty MIC a MBC
47,6 mg/ml.

V této praci byly u siranu méd’natého pouzity koncentrace 15,4 pg/ml (vzorky ¢. 15)
a 31 pg/ml (vzorky €. 16). U kyseliny borité byly pouzity koncentrace 1 mg/ml (vzorky €. 15)
a 0,75 mg/ml (vzorky €. 16) a u tetraboritanu sodného byly pouzity koncentrace 0,75 mg/ml
(vzorky €. 15) a 0,5 mg/ml (vzorky €. 16). U nami testovanych vzorkd na ucinnost siranu
médnatého, kyseliny borité a tetraboratu sodného nedoslo k vyznamné inhibici bakterii
kanciho spermatu. Ve vzorcich se nejhojnéji vyskytovali stafylokoky, streptokoky a druhy

E. coli a Proteus mirabilis.
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3.7 Testovani citlivosti vybranych mikroorganismi na antibiotika

Testovani citlivosti mikroorganismti kan¢iho spermatu na antibiotika bylo provadéno
u mikroorganismii odolnych na plsobeni antibiotik, pfirodnich ¢i chemickych latek
obsazenych v fedidlech kanc¢iho spermatu. Mikroorganismy, které po piisobeni téchto latek
nejcastéji prezivaly, byly hlavné z ¢eledi Enterobakteriaceae a to konkrétné druhy E. coli,
Proteus vulgaris, Proteus mirabilis a Klebsiella oxytoca. Testovani citlivosti vybranych

mikroorganismil na antibiotika bylo provadéno diskovou difizni metodou.

Vsechny vysledky byly hodnoceny dle hodnot breakpointl, které jsou uvedeny v tabulce
breakpointii pro interpretaci MIC a pramért inhibi¢nich zon verze 8.0 zroku 2018 dle

Evropského vyboru pro testovani citlivosti na antimikrobialni latky (EUCAST).

Citlivost Escherichia coli na antibiotika

Byl testovan jeden kmen E. coli. Po 24 hodinové inkubaci (37 °C) kmene E. coli na
Mueller Hintonové agaru s antibiotickymi disky (viz obr. 21) byly zméfeny inhibi¢ni zony
analyzatorem BACMED a vysledky vyhodnoceny dle normy EUCAST. Bylo zjisténo
(viz tabulka 11), Ze E. coli je rezistentni na ampicilin a intermedidlné¢ citliva na amoxicillin-

klavulanovou kyselinu, cefuroxim, sulfomethoxazol, doxycyklin a cefadroxil.

Tabulka 11: Vysledky testovani citlivosti Escherichia coli na antibiotika

disk | inhibi¢ni z6na (mm) | break point | vysledek
AMP 12,16 15-22 R
AMC 21,28 18 —24 I
CXM 24,89 20— 26 I
SXT 28,88 23 -29 I
DOX 18,62 18 —24 I
CFR 17,86 14 -20 I

Legenda: AMP — ampicilin, AMC - amoxicillin-klavulanova kyselina, CXM - cefuroxim, SXT -

sulfomethoxazol, DOX — doxycyklin, CFR — cefadroxil, R — rezistence, I — intermedialni citlivost

86



Obrazek 21: Testovani citlivosti Escherichia coli na antibiotika (MH agar, 24h, 37 °C)

Ve studii Habruna a kol. (2010) byla zjisténa citlivost 256 kment E. coli izolovanych ze selat.
V této studii byl druh E. coli vyhodnocen jako rezistentni na ampicilin, coZ se shoduje s nami
ziskanym vysledkem. Dale byla u kment E. coli prokdzana Habrunem a kol. (2010)
rezistence na streptomycin, tetracykliny a sulfamethoxazol/trimethoprim a ¢asto byly také
rezistentni na vice antibiotik najednou. Nami testovany kmen byl na doxycyklin

a sulfomethoxazol intermedidlné citlivy.

Citlivost Proteus vulgaris na antibiotika

Dva kmeny Proteus vulgaris byly testovany diskovou difizni metodou na MH agaru (viz
obr. 24). Dle vyslednych velikosti inhibi¢nich zon (viz tabulky 12 a 13) byla vyhodnocena

citlivost kmenti Proteus vulgaris na ptisluSna antibiotika.

Prvni kmen Proteus vulgaris (viz obr. 22 vlevo a tabulka 12) byl vyhodnocen jako
intermedialné citlivy na sulfamethoxazol a doxycyklin a citlivy na ampicilin, amoxicillin-

kavulanovou kyselinu, cefuroxim a cefadroxil.

Tabulka 12: Vysledky testovani citlivosti Proteus vulgaris na antibiotika 1

disk | inhibi¢ni z6na (mm) | break point | vysledek
AMP 7,98 14 S
AMC 2491 19 S
CXM 21,27 19 S
SXT 15,2 13-16 |
DOX 12,18 12-16 I
CFR 14 12 S
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Legenda: AMP — ampicilin, AMC - amoxicillin-klavulanova kyselina, CXM - cefuroxim, SXT -

sulfomethoxazol, DOX — doxycyklin, CFR — cefadroxil, I — intermedialni citlivost, S — citlivost

Druhy testovany kmen Proteus vulgaris (viz obr. 22 vpravo a tabulka 13) byl vyhodnocen
jako citlivy na amoxicillin-klavulanovou kyselinu, cefuroxim, sulfamethoxazol a cefadroxil.

Rezistentni byl pii tomto testovani na ampicilin a doxycyklin.

Tabulka 13: VysledKky testovani citlivosti Proteus vulgaris na antibiotika 2

disk | inhibi¢ni z6na (mm) | break point | vysledek
AMP 11,97 14 R
AMC 22,42 19 S
CXM 22,42 19 S
SXT 17,01 13-16 S
DOX 8,34 12-16 R
CFR 18,05 12 S

Legenda: AMP — ampicilin, AMC - amoxicillin-klavulanova kyselina, CXM - cefuroxim, SXT -
sulfomethoxazol, DOX — doxycyklin, CFR — cefadroxil, R — rezistence, S — citlivost

Obrazek 22: Testovani citlivosti Proteus vulgaris na antibiotika (MH agar, 24h, 37 °C)

Dle studie provedené Yaniz a kol. (2010), ve které byly testovany kmeny izolované
z beraniho spermatu, byl Proteus vulgaris citlivy na ampicilin, gentamycin, streptomycin,
ceftiofur a trimethoprim/sulfonamid. Proteus vulgaris byl rezistentni na penicilin,

polymixin B, spectinomycin, erytromycin a oxytetracyklin.
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Citlivost Proteus mirabilis na antibiotika

Jeden kmen Proteus mirabilis (viz obr. 23) byl testovan stejnym postupem a metodou. Dle
vzniklych inhibi¢nich zon byla vyhodnocena citlivost toho kmene na antibiotika (viz tabulka
14). Proteus mirabilis byl citlivy na cefuroxim a cefadroxil, ale rezistentni na ampicilin,

amoxicillin-klavulanovou kyselinu, sulfamethoxazol a doxycyklin.

Tabulka 14: Vysledky testovani citlivosti Proteus mirabilis na antibiotika

disk | inhibi¢ni z6na (mm) | break point | vysledek
AMP 8,27 13-14 R
AMC 15,87 18—-19 R
CXM 25,08 17-18 S
SXT 9,03 13-16 R
DOX 6,27 12-16 R
CFR 18,81 11-12 S

Legenda: AMP — ampicilin, AMC - amoxicillin-klavulanova kyselina, CXM - cefuroxim, SXT -
sulfomethoxazol, DOX — doxycyklin, CFR — cefadroxil, R — rezistence, S — citlivost

Obrazek 23: Testovani citlivosti Proteus mirabilis na antibiotika (MH agar, 24h, 37 °C)

Dle studie Schulze a kol. (2015) testujici kmeny z kanc¢iho spermatu byl Proteus mirabilis
rezistentni na ampicilin, coz se shoduje snasi studii. Déle byl rezistentni na penicilin,
gentamicin, neomycin, spektinomycin, tetracyklin, klindamycin, tylosin, sulfonamidy,
polymixin a trimethoprim/sulfonamid. Proteus mirabilis byl dle této studie citlivy na

cefotaxim, amikacin a enrofloxacin.
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Citlivost Klebsiella oxytoca na antibiotika

Byly zméfeny inhibi¢ni zony (viz obr. 24) antibiotik u kmene Klebsiella oxytoca a citlivost
tohoto kmene na antibiotika byla vyhodnocena (viz tabulka 15). Klebsiella oxytoca byla
citlivda na amoxycillin-klavulanovou kyselinu, cefuroxim, sulfamethoxazol a cefadroxil,

intermedialné citliva na doxycyklin a rezistentni na ampicilin.

Tabulka 15: Vysledky testovani citlivosti Klebsiella oxytoca na antibiotika

disk | inhibi¢ni z6na (mm) | break point | vysledek
AMP 9,71 14 R
AMC 24,04 18-19 S
CXM 25,84 17-18 S
SXT 25,08 13-16 S
DOX 10,17 10— 14 I
CFR 25,08 11-12 S

Legenda: AMP — ampicilin, AMC - amoxicillin-klavulanova kyselina, CXM - cefuroxim, SXT -

sulfomethoxazol, DOX — doxycyklin, CFR — cefadroxil, R — rezistence, I — intermedialni citlivost, S — citlivost

Obrazek 24: Testovani citlivosti Klebsiella oxytoca na antibiotika (MH agar, 24h, 37 °C)

Dle studie Schulze a kol. (2015) byly kmeny Klebsiella oxytoca rezistentni na ampicilin,
coz se shoduje s nami ziskanym vysledkem. Déle studie uvadi rezistenci kmenl na penicilin,
gentamycin, neomycin, amikacin, spektinomycin, klindamycin, tylosin, sulfonamid
a trimethoprim/sulfonamid. Kmeny Klebsiella oxytoca byly dle této studie citlivé na

cefotaxim, tetracyklin, enrofloxacin a polymixin B.
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ZAVER

Testovano bylo celkem 16 vzorkid kan¢iho spermatu od bfezna roku 2017 do bfezna roku
2018. Testovana byla uc¢innost riznych inhibi¢nich latek na mikroorganismy vyskytujici se
ve spermatu chovnych kanct. Vzorky byly odebirany a zpracovany na oddé€leni chovu prasat

ve Vyzkumném ustavu zivocisné vyroby, v.v.i. v Kostelci nad Orlici.

Vzorky kanc¢iho spermatu byly testovany vzdy v den odbéru vzorkl a nasledné 2., 3. nebo
7. den uchovavani v zavislosti na druhu inhibi¢ni latky. Vzorky kanciho spermatu byly
ockovany na krevni agar metodou roztéru L-hokejkou. Bylo ockovano vzdy 100 ul vzorku.

Kultivacni média byly inkubovany 48 hodin pfti 37 °C.

Bylo zjiSténo, Ze nativni vzorky kanciho spermatu obsahovaly celkovy pocet bakterii
tadové 10° az 10° CFU/ml. Tento podet se zvySoval v zavislosti na dob& uchovavani. Sedmy
den uchovavani byl pocet bakterii vétSinou jiz nepocitatelny. Na dobé uchovavani zaviselo
1 slozeni mikroflory. Ve vétsing€ ptipada byla sedmy den uchovavani vétSina mikroorganismt

kanciho spermatu potlacena druhy E. coli a Proteus sp..

Z vysledkil experimentalni Casti je ziejmé, ze ucinek fedidel pro kratkodobé uchovavani
BTS, VIP 3, BIO PIG, M III a OPTIM na bakteridlni kontaminaci kan¢iho spermatu je vyssi
v porovnani s ucinkem jediného testovan¢ho ftedidla pro dlouhodobé uchovavani SCP.

Nejlepsi inhibi¢ni plisobeni bylo pozorovéano u fedidel BIO PIG, OPTIM a M 111

I ptes snahu ziskani alternativ antibiotik v fedidlech kanc¢iho spermatu bylo zjisténo, Ze na
inhibici bakterii kanc¢iho spermatu jsou nejvice ucinna komeréné dodavana fedidla s obsahem
antibiotik (BIO PIG, OPTIM, M III, VIP 3 a BTS). Testovani ti€innosti vybranych piirodnich
(kyselina gallovd) a chemickych (siran zinecnaty, thiosiran sodny, koloidni zinek ve smési
s vitaminem C, siran méd’naty, kyselina boritd, borax) latek neprokazalo vyznamnou inhibici
bakterii kan¢iho spermatu. Pouze v pfipad€ testovani karvakrolu a thymolu doslo

k vyraznému snizeni poctu bakterii kanc¢iho spermatu €. 13.

Po pilisobeni inhibi¢nich latek v testovanych vzorcich nejcastéji prezivali bakterie z celedi
Enterobacteriaceae a to hlavé druhy E. coli, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis a Klebsiella
oxytoca. U vybranych kmenil bylo provedeno testovani citlivosti na antibiotika. Kmen E. coli
byl vyhodnocen jako rezistentni na ampicilin a intermedialné citlivy na amoxicillin-
klavulanovou kyselinu, cefuroxim, sulfomethoxazol, doxycyklin a cefadroxil. Oba testované

kmeny Proteus vulgaris byly citlivé na amoxicillin-kavulanovou kyselinu, cefuroxim
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a cefadroxil. Druh Proteus mirabilis byl citlivy na cefuroxim a cefadroxil, ale rezistentni na
ampicilin, amoxicillin-klavulanovou kyselinu, sulfamethoxazol a doxycyklin. Kmen
Klebsiella oxytoca byl vyhodnocen jako citlivy na amoxycillin-klavulanovou kyselinu,
cefuroxim, sulfamethoxazol a cefadroxil, intermedialné citlivy na doxycyklin a rezistentni na
ampicilin.

V navazujicich studiich by bylo vhodné pokradovat ve zjiStovani citlivosti
mikroorganismil kan¢iho spermatu na antibiotika piedev§im u téch kment, které nejcastéji
odoléavaji ptisobeni inhibi¢nich latek. Experimentalni ¢ast této prace se nezabyvala G¢inkem
testovanych latek na spermie. Bylo by vhodné v nasledujicich studiich spojeni poznatkt

o pusobeni inhibi¢nich latek na mikroorganismy kanc¢iho spermatu a jejich vlivu na spermie.
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