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Anotace
Diplomová práce se zaměřuje na mikroorganismy vyskytující se ve spermatu 

chovných kanců a zamezení jejich růstu pomocí přírodních extraktů. Nejdříve se zabývám 

kontaminací a výskytem mikroorganismů ve spermatu. Dále je v práci popsáno, jak se 

sperma odebírá, skladuje a jakými plnidly se sperma ředí a uchovává. V další části jsou 

shrnuty přírodní extrakty, které byly využity k inhibici mikroorganismů a k testování jejich 

toxicity na spermie. Mimo to je dále v praktické části zhodnocena i citlivost vybraných 

bakterií izolovaných z kančího spermatu na antibiotika.

Klíčová slova
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Title
The occurrence of microorganisms in boar semen and the prevention of their 

growth by natural extracts

Annotation
This diploma thesis focuses on microorganisms living in sperm of breeding boars 

and hindering their growth by the use of natural extracts. In the first part I focus on 

contamination and presence of microorganisms in the sperm. The second part of the thesis 

describes the process of sperm extraction, storage and types of extenders used for dilution 

and storage. The next part summarises natural extracts which were used to inhibit the 

microorganisms and for testing of their toxicity to sperms. Furthermore, the practical part 

of the thesis evaluates the sensitivity of selected bacteria extracted from boar sperm to 

antibiotics.
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Úvod
Kontaminace ejakulátu bakteriemi představuje riziko pro chov prasat a to jak pro 

samce, tak i pro samice. Proto se prasnice inseminují uměle a díky tomu je možné 

kontrolovat přenos bakterií do spermatu. Jedním z možných způsobů jak zabránit 

kontaminaci, je přidání antibiotik do ejakulátu. Avšak vlivem rostoucí rezistence bakterií 

na antibiotika je snaha nahradit je jinými látkami, například přírodními extrakty.

Cílem této práce je vyhodnocení působení ředících látek a extraktů na bakterie 

vyskytující se v kančím spermatu. Nejdříve se zaměřím na ejakulát a jeho parametry, 

kterými se posuzuje kvalita. Následně se budu zabývat různými možnostmi kontaminace 

spermatu, analýzou mikrobů vyskytujících se v ejakulátu, jeho skladováním a plnidly. Dále 

budou popsány tři mikroorganismy, které se ve spermatu vyskytují, ovlivňují jeho 

parametry a tím pádem mají negativní vliv na chov prasat. V druhé části teorie uvedu deset 

vybraných přírodních extraktů z bylin. Popíši jejich výhody použití a možné inhibiční 

účinky na různé druhy bakterií.



1 Teoretická část

1.1 Ejakulát
Tato tekutina se tvoří ve varlatech, nadvarlatech a v příslušných pohlavních žlázách 

a dělí se na buněčnou část, tedy spermie a nebuněčnou část, tedy semennou tekutinu 

z přídatných žláz (Bonet et al., 2013; Hollandbeck a Foley, 1964). Kančí semenná tekutina 

slouží k pohybu spermií. Jedná se o transportní médium, které zabraňuje ztrátě spermií ze 

samičího rozmnožovacího traktu (Hollandbeck a Foley, 1964).

Průměrný objem kančího spermatu se udává obvykle mezi 125 - 500 ml tekutiny. 

Sperma je málo koncentrované, ale má velký objem (Hollandbeck a Foley, 1964), který se 

může měnit a to například v důsledku stáří kance (Bonet et al., 2013). Sperma může být 

vzhledem k objemu vyčerpáno, ale do dne či do dvou dní se obnovuje (Hollandbeck 

a Foley, 1964). Dělí se podle složení na prespermatickou, spermatickou

a postspermatickou část (Bonet et al., 2013).

Pro spermie je nutný zdroj cukrů a to v podobě monosacharidů, ale i složitějších 

cukrů, díky nimž se spermie mohou pohybovat. Hlavní cukry, které slouží jako zdroj 

energie, jsou glukóza a fruktóza. V ejakulátu jsou dva energetické zdroje pro spermie, 

jeden se nachází přímo v nich a druhý v semenné tekutině. Jak spermie, tak 

mikroorganismy, které se mohou ve spermatu vyskytovat, využívají glukózu jako zdroj 

energie. Avšak metabolismem cukrů vznikají kyseliny, které ovlivňují pH spermatu. 

Fyziologická hodnota pH kančího spermatu se pohybuje mezi 7,2 -  7,5. Změna pH je pro 

spermie fatální, jelikož vychýlení od fyziologické hodnoty způsobí ztrátu životaschopnosti 

spermií, jehož následkem je snížení kvality spermatu a tudíž i plodnosti (Ciornei et al., 

2008).

Obrázek 1: Vzorky kančího spermatu ředěné BTS bez ATB (foto autor)



1.2 Kvalita spermatu
Plodnost kanců je ovlivňována kvalitou spermatu (Ciornei et al., 2008), která se 

hodnotí na základě objemu ejakulátu, aglutinace spermií, jejich koncentrace, 

životaschopnosti, celkového počtu spermií, jejich pohyblivosti (Goldberg et al., 2013), 

morfologie spermií (Pinart a Puigmulé, 2013), dále také reakce a průniku akrozomu do 

oocytu a celistvosti plazmatické membrány. Buněčná homeostáza je zachována pomocí 

této plazmatické membrány. Integrita plazmatické membrány udržuje spermie uvnitř 

samčího rozmnožovacího traktu živé a zachovává tak fertilitu, je to jeden z hlavních 

faktorů v posuzování kvality ejakulátu. Ztráta buněčné homeostázy poškozením integrity 

membrány a ztráta motility odlišuje živé spermie od mrtvých (Sutkeviciene et al., 2009).

Kančí reprodukce může být ovlivněna různými faktory, jako je například jejich 

stáří, chov a velikost varlat, dále také teplota okolí, strava, sociální prostředí a pravidelnost 

odběru ejakulátu (Pinart a Puigmulé, 2013). Při makroskopickém hodnocení ejakulátu se 

hodnotí jeho pach a barva. Na barvě se posuzuje čirost, příměs sraženin, krve, u pachu se 

sleduje, zdali je pach typický anebo s cizím pachem (Úbeda et al., 2013). Fertilita kanců se 

hodnotí na základě počtu porodů a na počtu živě narozených selat (Pinart a Puigmulé, 

2013).

Kančí sperma by se mělo pravidelně testovat, aby se mohly sledovat případné 

změny a odhalit příčiny těchto změn. Tyto změny mohou být způsobeny manipulací 

ejakulátu zaměstnanci, kvalitou vody, dodržováním správného postupu při odběru 

ejakulátu a dalšími vlivy (Baracaldo a Ward, 2009). Během sezóny se reprodukce kanců 

mění, protože se mění kvalita ejakulátu, plodnost a sexuální chování. Vysoké teploty mají 

nepříznivý vliv na varlata, jelikož způsobují poruchy spermatogeneze a snižují tak hladinu 

testosteronu. Ideálně by se sperma mělo odebírat po 2 -  5 dnech, protože pokud by se 

sperma odebíralo častěji, snížil by se jeho objem, koncentrace a pohyblivost spermií. 

U kanců je nutno zjišťovat velikost varlat a vybírat je dle velikosti do umělého chovu. 

Velikost varlat odpovídá tvorbě spermií, délce reprodukčního období, testosteronu a libidu 

(Pinart a Puigmulé, 2013).

1.3 Kontaminace
Sperma se zpracovává podle hygienických postupů, které zahrnují i přidání 

antibiotik. Je potřeba udržovat laboratoř a pomůcky sterilní (Baracaldo a Ward, 2009) 

vzhledem k možné kontaminaci, na které záleží úroveň kvality ejakulátu. Odběr spermatu



je kvůli kontaminaci rizikový, proto by se mělo sperma průběžně hodnotit, aby se odhalila 

slabá místa v procesu umělého oplodňování (Goldberg et al., 2013). Kontaminované 

sperma má vliv na motilitu a vitalitu spermií, plodnost a mimo jiné vyvolává buněčnou 

smrt a poškozuje akrozom (Baracaldo a Ward, 2009).

Sperma je ohrožováno kromě bakterií v čerstvém spermatu také opožděným 

chlazením spermatu, zvýšenou teplotou při skladování a přepravě, při delším skladování 

a při špatně navolených plnidlech. Kombinace přídatných látek bohatých na živiny 

(Schulze et al., 2016) a příznivé teploty 16 -  17 ° C (Bresciani et al., 2014) může zvyšovat 

nárůst bakterií. Tyto přídatné látky udržují osmolaritu a pH v mezích 6,8 a 7,2, což 

bakteriím prospívá (Schulze et al., 2016).

Je důležité, aby se při odběru spermatu dodržovala očista předkožky (Goldberg et 

al., 2013). Kančí předkožka totiž obsahuje divertikl, ve kterém se může zadržovat moč, 

bakterie, staré buňky a ejakulát. Tento váček se tudíž může lehce stát zdrojem 

kontaminace. Objem divertiklu se pohybuje mezi 20 a 100 ml, ale průměrně to je 60 -  

70 ml (Althouse a Evans, 1994). Riziko kontaminace ejakulátu stoupá v případě, že se 

tekutina z předkožky dostane do odebraného ejakulátu. Studie Goldberga et al. (2013) 

zjistila, že sperma bylo méně kontaminované, když byl divertikl řádně ošetřen a že správné 

držení pyje zabrání stékání tekutiny z divertiklu do odebraného ejakulátu. Při správné 

očistě a držení pyje bylo 37,7 % ejakulátu bez bakterií oproti ostatním odběrům, kde to 

bylo pouhých 7,5 %, 3,6 % a necelé 2 %. Předpokládá se, že čím je kanec starší, tím má 

širší předkožku a tím je větší šance kontaminovat ejakulát. Ve výzkumu bylo prokázáno, 

že u starších kanců je větší míra kontaminace ejakulátu kvůli kapající tekutině do spermatu 

až o 30 % v porovnání s mladšími kanci (16 %).

Dále je zapotřebí kvůli možné kontaminaci zkrátit ochlupení na předkožce, 

zaměstnanci si musí brát čisté rukavice a odebrat správnou frakci ejakulátu. Riziko 

kontaminace ejakulátu stoupá v případě, když samotný odběr trvá déle jak 7 minut, 

zaměstnanci si nemění rukavice, ochlupení je delší jak 1 cm a když jsou kanci starší víc jak

18 měsíců. Vzorky, kde byl odběr proveden špinavými rukavicemi a s kapající tekutinou 

do ejakulátu byly vždy kontaminovány. Vzorky odebrané správným postupem byly 

kontaminovány jen z 39,6 %. Při odběru vzorků, který trval méně jak 7 minut, bylo pouze

19 % ejakulátu kontaminováno, oproti více jak 7 minutovém odběru, kde bylo 

kontaminováno 34 % vzorků. Také když se zaměstnanci nechovají asepticky, 70 % vzorků 

spermatu má více jak 220 CFU/ml. Sperma bylo méně kontaminované, když byli kanci 

čištěni 2 dny před odběrem, byly použity čisté rukavice a když byla správná frakce



odebrána přímo do nádoby. Nevýhodou odebírání frakce obsahující více spermií je ta, že je 

v této frakci obsaženo méně plazmy. Tato plazma je důležitá kvůli naředění spermatu 

v reprodukčním ústrojí samic. Riziko kontaminace se výrazně snižuje se zkušenostmi 

a poučením zaměstnanců.

Zhodnocení efektů rizik na stupeň znečištění spermatu se provádí po rozdělení 

spermatu na dvě části a to dle počtu jednotek tvořících kolonie pozorovaných při 

mikrobiologické analýze. Jedna skupina spermatu obsahuje méně jak 220 CFU/ml a druhá 

více jak 220 CFU/ml bakterií, v každé skupině by mělo být přibližně stejně vzorků 

(Goldberg et al., 2013).

Kontaminace se dělí na dva typy a to na zvířecího a nezvířecího původu. Do 

zvířecího původu se řadí divertikl, fekálie, ochlupení, výměšky dýchacího ústrojí 

a pokožka. Do druhé skupiny patří špinavé rukavice, kontaminovaná voda, nesterilní 

nástroje, nevyhovující hygienické podmínky a lidský faktor. Vzhledem k tomu, že močová 

trubice u samců slouží k rozmnožování i vyměšování zároveň, může být ejakulát 

kontaminován snadněji některými mikroorganismy vylučovací soustavy. Zároveň je blízko 

močové trubice také intestinální trakt a proto sperma může být kontaminováno i mikroby 

střeva (Martín et al., 2010). Vzhledem k těmto širokým možnostem kontaminace by mělo 

být dbáno na to, aby se respektovaly hygienické postupy při odběru a zpracování ejakulátu. 

Antimikrobiální látky nejsou na 100 % účinné (G^czarzewicz et al., 2016) a to i přes jejich 

velké využívání. Studie potvrdila výskyt bakterií (14,7 - 31, 2 %) v ejakulátu s plnidly 

(Schulze et al., 2015).

1.4 Výskyt mikrooganismů

1.4.1 Izolace a identifikace bakterií
Příklad postupu podle Schulze et al. (2015) je takový, že jak nativní sperma, tak 

sperma s plnidlem se očkuje na agar běžně používaný v mikrobiologické analýze. Navíc se 

ejakulát s plnidlem pipetuje do tekuté živné půdy. Ty se inkubují při 37 °C v aerobním 

prostředí. Po 24 hodinách se kontrolují, zdali na nich nenarostly kolonie bakterií a pokud 

ne, odpovídající živná tekutá půda se nanese na Columbia agar s ovčí krví. Pevná půda se 

dále inkubuje po dobu 5 dní za pokojové teploty a průběžně se kontroluje. Každý typ 

narostlé kolonie se přenese na nový agar a identifikuje buď biochemickými testy, nebo 

komerčními sety.



Identifikace bakterie spočívá v posouzení růstu kolonií, barvením dle Grama, 

zkoumá se morfologie buněk, produkce enzymů a v neposlední řadě také schopnost 

koagulace a produkce hemolyzinu (Bresciani et al., 2014).

1.4.2 Počet bakterií
K určení bakteriální kontaminace se provede série ředění vzorku (CFU/ml). Každé 

ředění se naočkuje v dubletu a nechá se inkubovat při 37 °C v aerobním prostředí. Po 24 

a 48 hodinách se kolonie bakterií spočítají (Schulze et al., 2015).

1.5 Skladování a plnidla spermatu

1.5.1 Skladování
Kvůli růstu bakterií a zhoršení kvality spermatu vlivem jeho znehodnocení se musí 

dbát na správný odběr, skladování a distribuování odebraného kančího spermatu před 

inseminací. Do spermatu se přidávají látky, které podporují růst mikrobů a které jsou 

rezistentní vůči antibiotikům (Kuster a Althouse, 2016). Sbírá se druhá a třetí část 

spermatu, protože tyto části obsahují nejvíce spermií. Takto naředěné sperma je 

v plastových zkumavkách převezeno do příslušné laboratoře při teplotě 17 °C 

v transportním boxu. Po filtraci spermatu přichází ředění a následné obohacení 

o antibiotika. Spermie se uchovávají při této teplotě v kapalném stavu, aby nedošlo k jejich 

poškození vlivem chladu (Schulze et al., 2016). Testování spermatu na mikroby se obvykle 

provádí 2 -  3 dny po odběru (Úbeda et al., 2013).

1.5.2 Přídatné látky
Přídatné látky se v živočišné výrobě prasat používají nejen pro zachování 

životaschopnosti spermií, ale také pro udržení jejich motility. Zároveň se od přídatných 

látek požaduje zamezení růstu bakterií v ejakulátu. Neméně důležitý je také požadavek na 

pufrování pH a tím pádem neutralizaci metabolických odpadů (Vyt et al., 2004).

Látky, které se přidávají ke spermatu můžeme rozdělit podle jejich konzervační 

kapacity a to na krátkodobé (1 - 2 dny), střednědobé (3 - 4 dny) a dlouhodobé (7 -  10 dní). 

Dlouhodobé přídatné látky jsou výhodnější pro hodnocení kvality ejakulátu po třech dnech 

uchovávání při 17 ° C. Ale pro inseminaci do dvou dnů se ejakulát ředí střednědobým 

plnivem, protože to vede k vyšší porodnosti a k většímu počtu živě narozených selat 

(Karageorgiou et al., 2016). Plnidla se používají i v případě zmrazení kančího ejakulátu 

(Wasilewska et al., 2016), protože mrazením a rozmrazováním spermatu může dojít k jeho



poškození. Nevýhodou tohoto postupu je tedy vysoká citlivost spermií na nízké teploty, 

avšak výhodou je zamezení přenosu bakterií. Kryokonzervace se kvůli nevýhodám běžně 

v praxi neprovádí, avšak při použití molekul, jako například cholesterolu, které by chránily 

plazmatickou membránu před chladem, by bylo možné kančí ejakulát takto uchovávat 

(Bailey et al., 2008).

Konkrétními příklady plnidel jsou BTS (Beltsville thawing solution, rozmrazovací 

roztok Beltsville) (Pinart et al., 2016); Androhep (Frydrychová et al., 2010); ME-S 

(modified extender short-term, modifikované krátkodobé plnidlo) (Bresciani et al., 2014).

Tabulka 1: Příklady složení přídatných látek komerčně používaných pro kapalné uchování kančího 
spermatu, všechna plnidla jsou doplněna o antibiotika (300 mg gentamycinu nebo 1 g neomycinsulfátu na 1 l 
_________________________________ plnidla) (Johnson et al., 2000)__________________________________

Schono w

Složka (g/l)
R o zm razovací 
roztok Beltsville

Kiev
Nlm oiské ředidlo  
v a ria b iln í teploty

I II Zorlesco A ndrohep

glukóza 37 60 3 40 3 11,5 26

EDTA 1,25 3,7 2 2,3 2,4

citronan sodný 6 3,7 24,3 3,7 18 11,7 8

hydrogenuhličitan
sodný

1,25 1,2 2,4 1,2 2,1 1,25 1,2

chlorid  drase lný 0,75 0 ,4 0 ,4

TRIS 6,5

HEPES 9

kyselina citronová 4 ,1

cystein 0,05 0,1

BSA 5 2,5

1.6 Mikroorganismy v kančím spermatu

1.6.1 Escherichia coli
E. coli patří do čeledi Enterobacteriaceae, v kančím spermatu se jedná o nejvíce se 

vyskytující bakterii. Objevuje se ve více jak polovině kontaminovaných vzorcích spermatu 

(Bresciani et al., 2014; Martín et al., 2010). Způsobuje průjem, mastitidu, infekce 

urogenitálního systému, meningitidu, artritidu. E. coli je důležitou bakterií, protože 

způsobuje ekonomické ztráty v chovech prasat (Schierack et al., 2007). E. coli produkuje 

cytokiny, které spouští tvorbu RFK (reaktivní formy kyslíku) tyto kyslíkové radikály 

způsobují lipidovou peroxidaci plazmatické membrány (Pinart et al., 2016; Murphy, 2009). 

E. coli také produkuje látky působící jako spermicid (Pinart et al., 2016). Tímto způsobem 

se snižuje pohyblivost a vitalita spermií. Tento patogen produkuje ve své stěně 

lipopolysacharidy (LPS), které působí jako endotoxiny a tlumí pohyblivost bičíku spermií



(Pinart et al., 2016). Další látky, které mají negativní vliv na spermie jsou hemolyziny, 

peptidoglykanové fragmenty, shiga-like toxiny (Bussalleu et al., 2011). Ekonomické ztráty 

způsobují enterotoxigenní a verotoxigenní kmeny, které vyvolávají průjmy a tím pádem 

úmrtí selat. Enterotoxinogenní kmen produkuje fimbriální adheziny a enterotoxiny, 

verotoxigenní kmen produkuje verotoxiny (Bussalleu et al., 2012).

Kolonie se testují pomocí biochemických testů a Gramova barvení. Do 

biochemických testů patří oxidázový test, test na tvorbu sulfanu, indolu, hydrolýza lyzinu 

a močoviny, utilizace citrátu, methylová červeň a Voges -  Proskauer test (Martín et al., 

2010).

Obrázek 2: Buňky Escherichia coli rastrovací elektronový mikroskop (Ciociola et al., 2018)

1.6.1.1 E. coli a spermie
E. coli má vliv na různé parametry spermií. Jedním z těch parametrů je aglutinace. 

Interakce mezi bakterií a spermií probíhá ve dvou fázích a to přilnutím E. coli na spermii 

a poškozením plazmatické membrány (Pinart et al., 2016). Adheze může být způsobena 

manózou (Althouse et al., 2000), nebo přítomností fimbrií 1 a P -  fimbrií na povrchu 

bakterie (Pinart et al., 2016). Touto aglutinací dochází k poškození plazmatické membrány 

a k samčí neplodnosti (Althouse et al., 2000).

Při skladování kontaminovaného spermatu s E. coli se od 4. dne značně snižuje 

životnost spermií (Pinart et al., 2016).

Vliv E. coli na pH je pozorováno především u velmi kontaminovaných vzorků 

(107 CFU/ml) (Pinart et al., 2016). Vlivem snížení pH dochází ke snížení metabolismu 

spermií a tudíž i ke snížení jejich motility (Sepúlveda et al., 2014).

Výzkum Martína et al. (2010) také dokázal souvislost mezi zvyšující se koncentrací 

E. coli v ejakulátu a snižujícímu se počtu živě narozených selat.



1.6.2 Pseudomonas
Pseudomonas patří do skupiny gramnegativních bakterií, čeleď 

Pseudomonadaceae. Vyskytuje se běžně v přírodě, konkrétně ve vodě a půdě a jedná se

0 podmíněně patogenní mikroorganismus (Sepúlveda et al, 2014). V přírodě může 

přežívat až měsíce (Smole et al., 2010). Tato bakterie využívá různorodé přírodní zdroje 

a dokáže kolonizovat různé environmentální prostředí, to jsou hlavní příčiny jejího 

značného výskytu v přírodě (Lyczak et al., 2000). Pseudomonády mají na svém povrchu 

fimbrie a bičík. Bičíkem dokážou uniknout imunitnímu systému a díky fimbriím adherují 

k okolním buňkám (Barbieri, 2000).

Virulenční faktory produkované Pseudomonas aeruginosa jsou sekretovány nebo 

jsou umístěny na povrchu bakterie. Faktory virulence disponují specifickými

1 nespecifickými účinky. Může se stát, že mají negativní dopad na místo vzdálené od místa 

infekce. Virulenční faktory vylučované bakterií ničí buňky hostitele a zajišťuje zdroje 

živin. Bakterie je díky těmto faktorům invazivnější. Pseudomonády se dokáží množit 

v hostiteli, negativně ovlivnit jeho imunitní systém a to díky látkám vyskytujícím se na 

povrchu bakterie. Pseudomonas aeruginosa způsobuje záněty pomocí endotoxinu 

umístěného na vnější membráně. Tato bakterie produkuje pyocyanin, exotoxin A, 

siderofory, proteázy, alginát (Lyczak et al., 2000), fosfolipázy C (Barker et al., 2004), 

elastázu a Quorum sensing (QS). QS poškozují spermie a vyvolávají exocytózu akrozomů 

(Sepúlveda et al., 2014).

Obrázek 3: Biofilm Pseudomonas aeruginosa rastrovací elektronový mikroskop (Deligianni et al., 2010)

1.6.2.1 Pseudomonas aeruginosa a spermie
Pseudomonas má účinky na spermie především ve vysokých koncentracích 

107 a 108 CFU/ml. Tyto koncentrace mají vliv na životaschopnost spermií, která se



projevuje již po 1 až 2 dnech skladování při teplotě 15 -  17 °C (Sepúlveda et al., 2014). 

Tyto koncentrace mají ještě významnější účinek na spermie po in vitro kapacitaci 

(Sepúlveda et al., 2016). Negativní vliv těchto koncentrací platí i v případě motility 

spermií (Sepúlveda et al., 2014).

Ve studii Sepúlvedy et al. (2014) se neprokázala změna pH v závislosti na 

přítomnosti bakterií, ale prokázal se negativní účinek vyšších koncentrací bakterií na 

integritu akrozomu spermií.

1.6.3 Enterobacter
Jedná se o bakterii vyskytující se ve střevě. Tato bakterie patří do čeledě 

Enterobacteriaceae. Enterobacter může být patogenní i nepatogenní. Enterobacter cloacae 

je tyčinkovitého tvaru, barví se podle Grama negativně a je to pohyblivá bakterie (Wang et 

al., 1989). Enterobacter má na svém povrchu fimbrie (Prieto-Martínez et al., 2014). 

Z biochemických testů prokazuje negativní oxidázu a je pozitivní na nitrát reduktázu 

(Wang et al., 1989). Tato bakterie kvasí některé sacharidy za produkce kyselin, plynu 

a aldehydu. Uhlík bakterie získává z kyseliny citrónové a jejích solí (Hormaeche 

a Edwards, 1960).

Obrázek 4: Enterobacter sp. rastrovací elektronový mikroskop (Feng et al., 2014)

1.6.3.1 Enterobacter a spermie
S rostoucí dobou skladování a s vyšší koncentrací bakterií se snižuje 

životaschopnost spermií. Dále vysokou koncentrací bakterií dochází k poškození 

akrozomu, zvýšení pH a snížení osmotické rezistence spermií. Bakterie mají vliv na 

aglutinaci spermií a tím pádem i snižují jejich motilitu (Prieto-Martínez et al., 2014).



Obecně platí, že čím déle je bakterie ve spermatu a čím více jich je, tím má 

znatelnější devastační účinky na spermie (Sepúlveda etal., 2016).

Tabulka 2: Čtyři příklady běžné bakteriální flory izolované z kančího spermatu (Althouse a Lu, 2005)
sp e rm a  1 sp e rm a  2 sp e rm a  3 sp e rm a  4

E. c o li S t a p h y lo c o c c u s  sp. C it ro b a c te r  sp. P s e u d o m o n a s  sp.

P s e u d o m o n a s  sp. P s e u d o m o n a s  sp. P s e u d o m o n a s  sp. M ic ro c o c c u s  sp.

B a c illu s  sp. E. c o li C o ry n e b a c te r iu m  sp. S t a p h y lo c o c c u s  sp.

S t a p h y lo c o c c u s  sp. C it ro b a c te r  sp. S t re p to c o c c u s  sp. K le b s ie lla  sp.

K le b s ie lla  sp. P ro v id e n c ia  sp. E. c o li E. c o li

P ro te u s  sp. N e is s e r ia  sp. A ctin o m y ce s-W k e  sp. C it ro b a c te r  sp.

E n te ro b a c te r  sp. P ro te u s  sp. B a c te ro id e s  sp. P ro te u s  sp.

P a s te u re lla  sp . L a c to b a c il lu s  sp. A c t in o m y c e s  sp.

C it r o b a c te r  sp. A c in e t o b a c t e r  sp. S e rr a t ia  sp.

B a c illu s  sp. E n te ro b a c te r  sp.

A c t in o b a c il lu s  sp. B a c illu s  sp.

S ta p h y lo c o c c u s  sp. 

F la v o b a c te r iu m  sp. 

K le b s ie lla  sp. 

M ic ro c o c c u s  sp. 

P ro te u s  sp.

S t re p to c o c c c u s  sp.

1.7 Přírodní extrakty
V oblasti chovu prasat je velmi rozšířené umělé oplodňování. Mezi nevýhody patří 

to, že je kančí sperma často různými způsoby kontaminováno mikroorganismy a to je jeden 

z nejdůležitějších faktorů, který negativně ovlivňuje biologickou kvalitu spermií 

(Lustyková et al., 2012). Většina bakterií vyskytující se ve spermatu kanců jsou oportunní, 

metabolicky aktivní patogeny (Mazurová et al., 2015), kteří svou silnou biologickou 

aktivitou způsobují snížení energetických zdrojů spermiím a také produkují toxické 

metabolity (Lustyková et al., 2012). Mikroorganismy se mohou podílet i na indukci 

zánětlivých procesů v děložní sliznici inseminovaných prasnic (Mazurová et al., 2015). 

Inseminace spermiemi s vysokým počtem bakterií může oplodnění negativně ovlivnit 

různými způsoby (Lustyková et al., 2012).

Aby se eliminovaly nepříznivé vlivy bakterií, přidávají se ke spermatu antibiotika. 

Používání antimikrobiálních látek do plniv je vyžadováno jak vnitrostátními tak 

mezinárodními předpisy pro kontrolu mikrobiálního obsahu (Morrell a Wallgren, 2014). 

Důvěra v antibiotika a jejich vysoká spotřeba vedly k postupné rezistenci mikroorganismů 

na tyto léky (Kukla, 2017). Výskyt multirezistentních kmenů Salmonella Typhimurium



izolovaných z prasat může sloužit jako dobrý příklad rezistentní bakterie v hospodářském 

zvířeti. Kvůli této zvýšené odolnosti bakterií na antibiotika je snahou spotřebu antibiotik 

snížit. Jednou z možných alternativ je využití přírodních látek s antimikrobiálními 

vlastnostmi (Mazurová et al., 2015). Dalšími možnostmi jsou fyzické odstranění bakterií 

a to pomocí koloidní centrifugace, zvláště jednovrstvé centrifugace (Morrell a Wallgren, 

2014), automatizovaný odběr spermatu, podchlazený ejakulát pod 15 °C a přidání 

kationtových antimikrobiálních peptidů (Schulze et al., 2016).

Rostliny a přírodní extrakty z nich jsou důležitým zdrojem přirozených aktivních 

produktů, které se liší svým mechanismem působení a přirozenými vlastnostmi (Kooti 

a Daraei, 2017). Rostliny jsou bohaté na širokou škálu sekundárních metabolitů (Samy 

a Gopalakrishnakone, 2010), kterými se rostlina chrání například i před UV zářením 

(Michel et al., 2012). Takové rostliny obsahují například alkaloidy, steroidy/triterpenoidy, 

saponiny. Tradiční léčivé rostliny jsou také schopné syntetizovat aromatické látky, z nichž 

většina jsou fenoly nebo jejich deriváty substituované kyslíkem. Mnohé z těchto látek 

slouží jako obrana rostlin proti mikroorganismům, hmyzu, býložravcům. Hlavní skupiny 

antimikrobiálních fytochemikálií lze rozdělit do několika kategorií, které zahrnují 

alkaloidy, flavonoidy (flavony, flavonoly), éterické oleje, lektiny, polypeptidy, fenoly, 

polyfenoly (taniny). Alkaloidy jsou heterocyklické dusíkaté sloučeniny, mezi které patří 

například diterpenoidní alkaloidy, lanuginosin, liriodenin, indolin, berberin a další. 

Všechny vykazují antimikrobiální aktivitu. Flavony jsou fenolové struktury obsahující 

jednu karbonylovou skupinu. Jedná se o hydroxylované fenolické látky, které se vyskytují 

jako C6 -  C3 jednotky spojené s aromatickým kruhem. Je známo, že flavonoidy jsou 

syntetizovány rostlinami v reakci na mikrobiální infekci a jsou účinnými antimikrobiálními 

látkami proti širokému spektru mikroorganismů. Aktivita je pravděpodobně způsobena 

jejich schopností tvořit komplex s extracelulárními a rozpustnými proteiny, které se pak 

váží na stěnu bakteriálních buněk. Více lipofilních flavonoidů může také narušit 

mikrobiální membrány. Flavonoidy postrádající hydroxylové skupiny na svých P-kruzích 

jsou aktivnější proti mikroorganismům a jejich mikrobiální cíl je membrána s -OH 

skupinami. Mezi takové látky patří například quercetin, bonducellin, dimethoxyflavon 

a další. Esenciální olej má široké spektrum antimikrobiálních aktivit, které jsou 

připisovány vysokému obsahu fenolových derivátů, jako je karvakrol a thymol. Téměř 

60 % všech derivátů esenciálních olejů má inhibiční účinky na houby, zatímco 39 % 

inhibuje bakterie. Do skupiny antimikrobiálních peptidů patří například protein WjAMP-1 

purifikovaný z listů Wasabia japonica, další antimikrobiální sloučenina je přítomná



v rozpustné frakci listů jahodníku (Fragaria ananassa). Mechanismem účinku těchto 

peptidů může být tvorba iontových kanálů v mikrobiální membráně nebo kompetitivní 

inhibice adheze mikrobiálních proteinů na hostitelské polysacharidové receptory. Fenoly 

jsou toxické pro mikoorganismy vzhledem k místům a počtu hydroxylových skupin na 

fenolových skupinách. Existují důkazy, že vysoce oxidované fenoly mají více inhibičního 

účinku. Mechanismus zodpovědný za fenolovou toxicitu vůči mikroorganismům zahrnuje 

inhibici enzymů oxidovanými sloučeninami, případně reakce se sulfyhydrylovými 

skupinami nebo více nespecifickými interakcemi s proteiny. Polyfenoly, které mohou 

tvořit těžké rozpustné komplexy s proteiny, se mohou vázat na adhezi bakterií, což 

narušuje dostupnost receptoru na buněčném povrchu. Pro extrakci alkaloidů se používá 

methanol nebo ethanol, aceton se používá pro flavonoidy a steroidy. Dále hexan, 

diethylether a chloroform se hodí pro rozpuštění olejů rozpustných v tucích, vosk, lipidy 

a estery, dichlormethan je vhodný pro terpenoidy, ethylacetát pro estery, ethanol pro 

steroly, polyfenoly, taniny a voda je vhodná pro složky rozpustné ve vodě, jako jsou 

glykosidy, polysacharidy, polypeptidy a lektiny, které jsou nejúčinnější proti patogenům. 

Vodné médium je však nejvhodnější pro léčbu lidí i zvířat (Samy a Gopalakrishnakone, 

2010).

Používá se široká škála léčivých rostlin nejen pro podporu samčí plodnosti (Tvrdá 

et al., 2017), ale i na snižování bolesti, léčení hormonálních, neurologických, duševních 

poruch, anémie a dalších onemocnění (Kooti a Daraei, 2017). Jejich biologická aktivita 

zahrnuje antimikrobiální, antimykotické, antivirové a antiparazitické účinky. Laboratoře 

neustále usilují o nalezení takového rostlinného přírodního extraktu, který by jednou mohl 

antibiotika nahradit (Lustyková et al., 2012). Jejich použití je totiž výhodné i z hlediska 

ceny. Léčivé byliny mají také méně vedlejších účinků, než chemické látky a jejich 

antioxidační vlastnosti snižují toxicitu těchto chemických léčiv (Kooti a Daraei, 2017).

Mechanismus většiny přírodních látek je založený hlavně na jejich schopnosti 

narušit integritu mikrobiální cytoplazmatické membrány a zasahovat tak do metabolismu 

bakterií. Rozrušením membrány dochází k úniku důležitých intracelulárních sloučenin 

a iontů, což vede ke smrti bakterie (Kukla, 2017). Extrakty působí rozdílně na 

grampozitivní a gramnegativní bakterie. Grampozitivní bývají na extrakty citlivější, 

protože gramnegativní bakterie jsou obklopeny buněčnou stěnou, která zabraňuje difuzi 

hydrofobních sloučenin skrz lipopolysacharidovou vrstvu. Absence této bariéry umožňuje 

přímý kontakt hydrofobních složek esenciálního oleje s fosfolipidovou dvojvrstvou



buněčné membrány, což způsobuje zvýšení iontové propustnosti, nebo poškození 

bakteriálních enzymových systémů (Bhat a Al-Daihan, 2014).

Využití přírodních látek pro dekontaminaci spermií kanců může být omezeno 

toxicitou přírodních látek na spermie. Přírodní látky i antibiotika mohou negativně ovlivnit 

motilitu a životaschopnost buněk spermií, proto se musí testovat nejen vliv přírodních látek 

na bakterie, ale také na spermie (Mazurová et al., 2015). Alternativní antimikrobiální látky 

by měly splňovat zachování plodnosti, neměly by být toxické vůči spermiím, měly by 

prokazovat značné antimikrobiální působení, vysokou stabilitu, snadné použití, finanční 

dostupnost a neměly by vyvolávat rezistenci (Schulze et al., 2015).

V tomto přehledu byly vypsány různé výsledky několika studií hodnotících 

antimikrobiální aktivitu, avšak existují určitá omezení, která by měla být brána v úvahu při 

porovnávání výsledků. Mezi studiemi existují nesrovnalosti v extrakčních procedurách (typ 

rozpouštědla, poměr rozpouštědla k pevné látce a doba extrakce), které by mohly ovlivnit 

složení specifických antioxidantů v extraktu a tím pádem mikrobiální aktivitu. 

Optimalizace a standardizace extrakčních parametrů by napomohla lepšímu porovnání 

studií a podrobná HPLC analýza extraktů ke stanovení rozdílů ve složení látek. Další 

faktor, který je potřeba vzít v úvahu je, že složení bioaktivních sloučenin se může lišit 

v závislosti na použité rostlině a že jí mohou ovlivnit zemědělské vlivy, jako jsou 

podmínky růstu a sklizně. Stejně tak by ke srovnání antimikrobiální aktivity pomohlo 

dodržovat standardizované protokoly pro posuzování mikrobiální aktivity, protože rozdíly 

v dávce extraktu, ve velikosti a koncentraci inokula, v teplotě a času inkubace (Kumar 

a Brooks, 2018), ve složení kultury, v objemu média, v extrakční metodě mohou mít vliv 

na výsledky (Samy a Gopalakrishnakone, 2010).

1.7.1 Celer
Celer (Apium graveolens Linn) je rostlina z rodu Apiaceae, je jednou z trvalých 

rostlin, které rostou po celé Evropě a také v tropických a subtropických oblastech Afriky 

a Asie (Kooti a Daraei, 2017). Části rostliny, které se používají, jsou semena a listy. 

Esenciální oleje získané z uvedených částí jsou nerozpustné ve vodném prostředí, jejich 

nerozpustnost tedy znesnadňuje jejich použití (Samy a Gopalakrishnakone, 2010). Do 

fytochemických složek celeru patří sacharidy, fenoly (jako jsou flavonoidy), alkaloidy 

a steroidy. Celer kvůli svým sloučeninám jako kyselina kávová, p-kumarová, ferulová, 

apigenin, luteolin, tanin, saponin, kaemferolu má silné antioxidační vlastnosti, které



odstraňují volné radikály. Přítomnost látek, jako jsou limonen, selinen, glykosidy, 

flavonoidy a vitamíny A a C, je důvodem, že celer je nejrozšířenější rostlinou v tradiční 

medicíně.

Výzkum na potkanech dokázal, že ethanolové extrakty z listů celeru zvýšily 

spermatogenezi a tak zlepšily jejich plodnost. Jiné experimentální studie také ukazují, že 

celer má antifungální, protizánětlivé vlastnosti a jeho éterické oleje mají antibakteriální 

účinky (Kooti a Daraei, 2017). Na druhou stranu jiný výzkum dokázal, že například oproti 

česneku nemá inhibiční účinky vůči Salmonella Potsdam, Shigella flexneri, E. coli 

a Enterobacter cloacae, stejně tak jako petržel a máta. Avšak tento jev mohl být způsobený 

nízkou koncentrací extraktu nebo použitím vysoce koncentrované suspenze bakterií (Al- 

talib et al, 2016). Protože jiná studie dokázala, že sloučenina izolovaná ze semen celeru 

měla silné antimikrobiální účinky vůči Helicobacter pylori a to srovnatelné s tetracyklinem 

(Zhou et al., 2009). Esenciální olej z celeru je také silně inhibující a to především pro 

Yersinia enterocolitica, Geotrichum candidum, Rhodotorula (Elgayyar et al., 2001), 

Campylobacter jejuni (Friedman et al., 2002). Částečně inhibuje bakterie Listeria 

monocytogenes a Staphylococcus aureus a pouze slabě inhibuje Escherichia coli O157:H7, 

Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa a Aspergillus niger (Elgayyar et al., 

2001).

1.7.2 Máta
Máta roste v mírných oblastech Eurasie, Austrálie a jižní Afriky (Elansary 

a Ashmawy, 2013). Listy této rostliny se tradičně používají v lidové medicíně (Hassanen et 

al., 2015). Esenciální oleje izolované z máty se používají nejčastěji, protože mají 

antifungální, antimikrobiální, insekticidní a antioxidační vlastnosti (Elansary a Ashmawy, 

2013). Mentol je jedna z aktivních složek listů máty a o jeho dezinfekčních 

a antimikrobiálních účincích se nepochybuje. Výzkum potvrzuje antimikrobiální účinky 

proti Staphylococcus aureus a E. coli (Hassanen et al., 2015), Salmonella Enteritidis 

a Bacillus subtilis (Elansary a Ashmawy, 2013), Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, 

Salmonella Anatum (Shan et al., 2007). Například v jedné studii se osvědčila Máta vonná, 

měla větší inhibiční účinek na Staphylococcus aureus než pozitivní kontrola, což byl 

Tetracyklin v koncentraci 20 pg/disc. Silný účinek měla také Máta peprná zejména vůči 

multizeristenstnímu kmeni Shigella sonei a Micrococcus flavus. Antimikrobiální účinky se 

připisují linalonu a karvonu. Další důležité složky jsou menthofuran, menthon, piperiton



a pulegon (Elansary a Ashmawy, 2013). V methanolovém extraktu máty byly dokázány 

alkaloidy, glykosidy, steroidy, flavonoidy, fenolické sloučeniny. Máta v testu stanovení 

antioxidační aktivity prokázala největší aktivitu v porovnání s kyselinou askorbovou a také 

obsahovala nejvíce fenolových a flavonoidových sloučenin z dalších 5 bylin (Raghavendra 

et al., 2013).

1.7.3 Petržel
Petržel je bohatým zdrojem určitých vitamínů a minerálů. Vykazuje antimikrobiální 

účinky proti některým gramnegativním bakteriím a má také adhezivní účinky na 

Helicobacter pylori (Hassanen et al., 2015). Esenciální olej z petržele silně inhibuje 

Staphyloccocus aureus, Yersinia enterocolitica a houby, mírně inhibuje Salmonella 

Typhimurium a pouze slabě, nebo neinhibuje vůbec Lactobacillus plantarum, Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes a Rhodotorula (Elgayyar et al., 

2001). Petržel obsahuje fenolické sloučeniny a flavonoidy, zejména apigenin, apiin a 6 

acetylapiin, dále esenciální oleje, zejména myristin a apiol, které jsou odpovědné za jeho 

antioxidační aktivitu, dále obsahuje kumariny. Ethanolový extrakt prokázal inhibici 

Lactobacillus plantarum a Leuconostoc mesenteroides (Farzaei et al., 2013).

1.7.4 Zázvor
Zázvor má antifungální účinky a také dobře působí proti lidským patogenům (Samy 

a Gopalakrishnakone, 2010). Chloroformový extrakt ze zázvoru prokázal dobrý inhibiční 

účinek vůči Staphylococcus aureus a to i vůči rezistentním kmenům (Voravuthikunchai et 

al., 2006). Esenciální olej z kořene zázvoru je účinný proti Campylobacter jejuni 

(Friedman et al., 2002). Výsledky dalšího výzkumu prokázaly, že methanolové 

a ethanolové extrakty zázvoru jsou silnější, než extrakty vodné a to proti všem testovaným 

bakteriálním kmenům (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, 

Shigella, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonie, Staphylococcus epidermidis, 

Salmonella Typhi). Nejvíce citlivá k ethanolovému extraktu zázvoru byla Escherichia coli. 

Hlavní složky odpovědné za antimikrobiální aktivitu jsou flavonoidy a sequiterpenoidy. 

Obecně bylo také prokázáno, že grampozitivní bakterie byly citlivější, než gramnegativní 

(Gull et al., 2012).



1.7.5 Rozmarýn
Esenciální olej z rozmarýnu je důležitý pro jeho silný antibakteriální, cytotoxický, 

antimutagenní, antioxidační a další vlastnosti (Hussain et a l, 2010). Rozmarýn má velmi 

dobré výsledky na inhibici Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7 a Listeria 

monocytogenes (Kim et al., 2011). Esenciální olej rozmarýnu je slabě inhibiční vůči 

Pseudomonas auruginosa (Elgayyar et al., 2001). Jiná studie dokázala inhibici 

methanolovým extraktem Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 

Salmonella Anatum (Shan et al., 2007). Kombinací ethanolových extraktů z rozmarýnu 

a galgánu lze dosáhnout antimikrobiálního účinku vůči S. aureus a L. monocytogenes. 

Hlavní složky ethanolového extraktu jsou 1,8-cineol (26,3%), následovaný kafrem, p - 

menth-l-en-8-olem, borneolem a bicyklo [7.2.0] undec-4-en, 4,11,11-trimethyl-8-methylen, 

tyto látky byly zjištěny metodou GC-MS. Při analýze pomocí HPLC byla ještě zjištěna 

kyselina rozmarýnová, kyselina karnosová a karnosol. Tyto rozdíly mohou být způsobeny 

různými metodami analýzy (GC-MS vs HPLC). Dominantní složkou rozmarýnu je 1,8- 

cineol, který je schopen vázat a poškodit buněčnou membránu, což má za následek 

zvýšenou propustnost buňky (Weerakkody et al., 2011).

1.7.6 Galgán
Galgán pocházející z Indonésie (Ravindran et al., 2012), je víceletá rostlina, široce 

rozšířená v subtropických a tropických oblastech. Její listy, květy, oddenky a esenciální 

oleje z těchto částí obsahují značné množství monoterpenů, sesquiterpenů, které souvisejí 

s antimikrobiální aktivitou. (Victório et al., 2009). Dále obsahuje methylcinamát, 1' - 

aceto-xychavikol-acetát, 1-'aceto-xyeugenol-acetát a 1'-hydroxy-chavikol-acetát a právě 1'- 

aceto-xychavikol-acetát vykazoval antimikrobiální efekt vůči grampozitivním bakteriím, 

kvasinkám a některým dermatofytům (Ravindran et al., 2012). Galgán je bohatý na 

fenolické sloučeniny, především na flavonoidy a fenolové kyseliny (Mayachiew 

a Devahastin, 2008). Autoři tohoto výzkumu dokázali, že esenciální olej z listu inhiboval 

všechny jejich testované bakterie Escherichia coli, Staphylococcus aureus MRSA, 

Staphylococcus epidermidis (Victório et al., 2009). V jiné studii byl galgán dobrým 

inhibitorem též proti MRSA, avšak jednalo se o chloroformový extrakt (Voravuthikunchai 

et al., 2008). Ethanolový extrakt také potlačoval S. aureus, autoři se domnívají, že to je 

kvůli sloučenině 1,8 -  cineol, což je hlavní složka galgánu a již dříve byla popsána jako 

antimikrobiální (Mayachiew a Devahastin, 2008). Na tyto výsledky navazuje i další



výzkum, který potvrzuje silnou inhibici S. aureus, také S. epidermidis a Saccharomyces 

cerevisiae se ukázaly jako citlivé mikroorganismy vůči ethanolovému extraktu z galgánu. 

Extrakt měl méně antibakteriální účinek na B. cereus a B. megaterium a proti některým 

gramnegativním bakteriím jako Salmonella sp., Enterobacter aerogenes a u Pseudomonas 

aeruginosa a E. coli nedošlo k žádné antimikrobiální aktivitě. Autoři se domnívají, že 

klíčová složka pro inhibici je acetát acetoxychavikolu a mechanismus působení spočívá 

v tom, že extrakt způsobí změnu pH v buňce, tím pádem se zdenaturují bílkoviny uvnitř 

buňky a také se naruší cytoplazmatická membrána (Oonmetta-aree et al, 2006).

Obrázek 5: Chemická struktura 1,8 - cineolu (Mayachiew a Devahastin, 2008)



Obrázek 6: (A) Staphylococcus aureus ošetřený ethanolem, (B) destilovanou vodou, (C - F) ethanolovým 
extraktem z galgánu (Oonmetta-aree et al., 2006)

1.7.7 Majoránka
Majoránka patří do čeledi hluchavkovité, stejně jako rozmarýn, bazalka, šalvěj, 

oregano, levandule, tymián a máta. Tato čeleď ve farmakologických zkouškách prokázala 

antibakteriální, antifungální, antioxidační, antispasmodické, antimutagenní, protinádorové 

a další účinky. Vůči jak vodným, tak ethanolovým extraktům z majoránky byly v této 

studii citlivé kmeny grampozitivních bakterií (Bacillus subtilis a Listeria innocua). Na 

druhou stranu, Duletič-Lauševič et al. (2018) nedokázali vliv extraktů z majoránky na 

gramnegativní bakterie, kromě Shigella flexneri. Na tuto bakterii působil bakteriostaticky 

i baktericidně vodný extrakt z libyjské majoránky. V tomto výzkumu zmiňují lepší účinky



vodného extraktu, vůči ethanolovému. V jiné studii byl 65% ethanolový extrakt účinný 

proti Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Salmonella 

Typhimurium a Pseudomonas aeruginosa. V tomto extraktu byl pomocí HPLC nalezen 

myricetin, luteolin, naringenin, katechin, rutin a apigenin (§ener et al., 2017)

Esenciální olej z majoránky byl účinný vůči bakteriím Salmonella sp. (Friedman et 

al., 2002) S. aureus, E. coli fAhmed et al., 2018), Streptococcus pyogenes. Hlavními 

složkami esenciálního oleje jsou thymol a terpinen-4-ol (Guerra-Boone et al., 2015), y- 

terpineny, linalool a karvakrol, které jsou základem pro jejich antimikrobiální vlastnosti 

(Kozlowska et al., 2010). Majoránka má ale i antifungální vlastnosti a to proti Aspergillus 

flavus a Aspergillusparasiticus fAhmed et al., 2018). Další studie tvrdí, že nejúčinnější je 

n-hexanový extrakt a vodno/ethanolový extrakt proti různým kmenům Staphyloccoccus 

aureus a Acinetobacter baumannii, další bakterie nevykazovaly zvláštní citlivost 

(Kozlowska et al., 2010).

1.7.8 Astaxanthin
Astaxanthin (3,3'-dihydroxy-P, P-karoten-4,4'-dion, empirický vzorec C40H52O4) je 

běžný, organický, červený pigment (Weintraub et al., 2017), získaný například z vodní 

řasy Haematococcus pluvialis (Michalak et al., 2017), ale je produkován i dalšími 

mikroorganismy jako houby (Phaffia rhodozyma) (Weintraub et al., 2017) a jiné řasy 

(Chlorella zofingiensis, Chlorococcum) (Ambati et al., 2014). Tento karotenoid se 

vyskytuje také u mořských živočichů (např. lososi, korýši) a poskytuje jim zřetelně 

červenou barvu (Weintraub et al., 2017). Substance, které jsou obsaženy v řasách, jako 

polysacharidy, pigmenty, polyfenoly, lipidy, látky podporující růst rostlin, peptidy, 

bílkoviny, vitamíny a minerály, jsou považovány za antioxidační, protirakovinné, 

antivirové, antikoagulační, antidiabetické, antialergické, protizánětlivé, antihypertenzní 

a antibakteriální látky (Michalak et al., 2017). Za jeho vysokou antioxidační aktivitu je 

zodpovědná přítomnost hydroxylových a keto skupin na každém jononu (Suganya 

a Asheeba, 2015). Irna et al. (2017) dokázali inhibici Escherichia coli, Enterobacter 

aerogenes, Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis paskalizovaným astaxanthinem, 

v případě chemicky extrahovaného astaxanthinu, se jednalo o inhibici pouze Escherichia 

coli a Enterobacter aerogenes. Jiný výzkum dokázal inhibici Pseudomonas aeruginosa 

(Ushakumari a Ramanujan, 2013). Antimikrobiální aktivita astaxanthinu z paskalizace se 

přičítá obsahu fytochemikálií (Irna et al., 2017). Na druhou stranu některé bakterie žijící



v extrémních podmínkách si tuto látku dokáží vyprodukovat samy. Astaxanthin hraje 

klíčovou roli při ochraně těchto bakterií proti UV-fotooxidaci, při ochraně proteinů a DNA 

před oxidačním poškozením, také přispívá k rezistenci buněk (Sajjad et al., 2017).

Obrázek 7: Struktura astaxanthinu (Weintraub et a l 2017)

1.7.9 Červená řepa
Kořen červené řepy patří mezi jednu z nejsilnějších zelenin z pohledu antioxidační 

kapacity. V řepě byly nalezeny fenoly, flavonoidy (Čanadanovič-Brunet et al., 2011), 

vitamín C (Kumar a Brooks, 2018), betalainy. Fenolické sloučeniny prokazují vysokou 

míru antibakteriální aktivity, např. karvakrol. Betalainy jsou dusíkaté pigmenty, které se 

skládají ze dvou hlavních skupin betacyaniny a betaxanthiny, což jsou silné antioxidanty. 

Co se týče antibakteriální aktivity, vyšší citlivost vykazovali Staphylococcus aureus, 

Bacillus cereus (Čanadanovič-Brunet et al., 2011), Micrococcus a Streptococcus (Kumar 

a Brooks, 2018), oproti Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa, na které v jiné studii 

působil extrakt mírně (Čanadanovič-Brunet et al., 2011). Vysvětluje se to jednoduchou 

strukturou stěny grampozitivních bakterií a její náchylnosti na polyfenolické sloučeniny. 

Vyšší rezistence gramnegativních bakterií je připisována vnější membráně, sestávající 

z dvouvrstvého vysoce hydrofilního lipopolysacharidu a jedinečnému periplazmatickému 

prostoru (Kumar a Brooks, 2018). Opačného výsledku dosáhli Bucur et al. (2015) 

s použitím přírodních sloučenin z řepy. Escherichia coli byla citlivější, než Staphylococcus 

aureus. To si vědci vysvětlovali tím, že stěna gramnegativní E. coli obsahuje velké 

množství lipidů a ty mohou být přírodními látkami z řepy rozpuštěny. Tudíž tyto látky 

mohou lépe narušit strukturu bakteriální buňky, než tomu tak bylo u Staphylococcus 

aureus. Další studie neprokázala inhibiční aktivitu vůči houbám a kvasinkám. Tyto rozdíly 

mezi výzkumy jsou pravděpodobně způsobeny rozdílnými metodami k testování citlivosti 

a také v celkové dávce řepného extraktu (Kumar a Brooks, 2018).



1.7.10 Rakytník
Rakytník (Hippophae rhamnoides L.) z rodiny Elaeagnaceae je znám hlavně kvůli 

pozitivním účinkům na zdraví lidí a zvířat. Celá rostlina a zejména plody jsou zdrojem 

velkého množství bioaktivních látek, například vitamínů (C, B, E, A, K), minerálů (Ca, P, 

Fe, K), přírodních antioxidantů, n-3 a n-6 mastných kyselin, proteinů (albuminy, 

globuliny). Dále rakytník obsahuje karotenoidy (P-karoten, lykopen, lutein, zeaxanthin, 

sacharidy (glukóza, fruktóza, xylóza), organické kyseliny (kyselina jablečná, chinová, 

šťavelová, citronová, vinná), flavonoidy (kvercetin, kaempferol, myricetin, isorhamnetin) 

a tokoferoly. Rakytník je ceněn pro své antioxidační, antivirové, antibakteriální, 

protizánětlivé, imunomodulační, antikancerogenní a další účinky. Chemické složení plodů 

je závislé na odrůdě, klimatických podmínkách, velikosti rostliny, zralosti a způsobu 

zpracování plodů. Fenolické sloučeniny rakytníku představují hlavní skupinu 

fotochemikálií, které vykazují antibakteriální a antivirové účinky. Tyto sloučeniny 

potlačují jak gramnegativní, tak grampozitivní bakterie. Tato studie tvrdí, že látky 

obsažené v rakytníku, především v listech, inhibují Bacillus cereus, Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica a Enterococus faecalis. 

Esenciální olej byl účinný proti Escherichia coli (Krejcarová et al., 2015). Michel et al. 

2012 dosáhli maximální inhibice S. aureus pomocí extraktu z listů, Bacillus cereus 

s extraktem ze semen a extrakt z kořenů inhiboval Enterococcus durans. Minimální 

inhibici měli u Pseudomonas aeruginosa, což bylo vysvětleno tak, že je to kmen, který 

snadno získává rezistenci. V další studii připravovali methanolový extrakt ze semen 

rostliny, který byl nejvíce účinný vůči Bacillus cereus a nejméně odolný byl 

chloroformový extrakt vůči Yersinia enterocolitica. Obecně gramnegativní bakterie byly 

odolnější (Negi et al., 2005). Jiný výzkum také dokázal, že n-hexanový a chloroformový 

extrakt z plodů rakytníku má antibakteriální účinky proti Staphylococcus rezistentnímu na 

methicilin (Qadir et al., 2016). Ethanolový extrakt z rakytníku prokazuje inhibici E. coli, 

B. subtilis, S. aureus a P. aerusinosa (Yoon et al., 2012).



2 Experimentální část
Vyšetřovaným materiálem bylo kančí sperma získané z chovu prasat Výzkumného 

ústavu živočišné výroby, v.v.i. v Kostelci nad Orlicí. Sperma bylo ředěné krátkodobými 

i dlouhodobými plnidly a testovanými látkami v různém poměru. Testované látky měly 

chemický, či přírodní původ a testovala se jejich inhibice mikroorganismů a jejich účinek 

na samotné spermie.

2.1 Chemikálie, testované látky, přístroje a další pomůcky

2.1.1 Chemikálie, testované látky
Destilovaná voda, fyziologický roztok, 96% ethanol (Lach-Ner s.r.o., ČR), peroxid 

vodíku 3%, oxidázový test, krystalová violeť, Lugolův roztok, karbolfuchsin, imerzní olej, 

parafinový olej, biochemické testy Mikrolatest (Erba Lachema, s.r.o.), činidla pro 

biochemické testy, disky pro testování antimikrobiální účinnosti (č. šarže 1944641, 

OXOID), BTS bez antibiotik (Minitube, Německo, č. šarže 13525/0100), kyselina 

salicylová (Lachema Brno, č. šarže 479831075, kyselina sorbová (VIA-REK a.s., č. šarže 

110-44-1), kyselina benzoová (Lachema Brno, č. šarže 216550870), propolis (18-21%, 

Jankar Profi s.r.o), BIO PIG (Magapor, Španělsko), VIP 3 (Hema Malšice ČR), DICOL 

(Magapor, Španělsko), celer, petržel, řepa, zázvor, máta (vlastní zdroj), rakytník (FRUWE 

s.r.o.), rozmarýn (Bylinky s.r.o.), majoránka, galgán (F-DENTAL Hodonín s.r.o.), 

astaxanthin (Algamo s.r.o.)

2.1.2 Přístroje
Sterilizátor skla (Sterimat HS202A, BMT Medical Technology s.r.o, ČR (173 °C, 

30 min)), parní sterilizátor (PS20A, Chirana, ČR (110 °C, 15 min)) a parní sterilizátor 

(Sterilab, BMT Medical Technology s.r.o., ČR (121 °C, 20 min)), digitální váhy (440-43, 

KERN; Německo), plynový kahan (Bunsen Z1), třepačka Vortex (V1-plus bioSan, No. 

010203-1204-0766, EU), zákaloměr (McFarland densitometer MG-Units bioSan, 

Lotyšsko), světelný mikroskop (Nikon Eclipse H600L 80i; Japonsko), počítadlo kolonií 

(Start Count STC-1000; VWR International BVBA Švýcarsko), chladnička, mraznička 

(4 °C a -20 °C; AEG Santo 70402 KG8, Španělsko), termostat skříňový (17 °C; Lovibond 

TC135S), biologický termostat (37 °C, O2; inkubátor Memmert INE 500), termostat na



CO2 (SalvisLAB Biocenter), reader a analyzátor inhibičních zón BACMED (Aspiag s.r.o., 

ČR), termostat (Lovibond), ultrazvuk (Bandelin Sonorex)

2.1.3 Další pomůcky
Sterilní plastové Petriho misky (0 9 cm), skleněné Petriho misky (0 10 cm), 

skleněné zkumavky, kovové zátky, stojany na zkumavky, bakteriologické kličky, skleněné 

L-hokejky, plastové L-hokejky (č. šarže E4V200), jednokanálové pipety (0,5-10 pl, 20-200 

pl, 100-1000 pl a 500-5000 pl; Santorius family Biohit, Německo), špičky (10 pl, 100 pl, 

200 pl, 1000 pl a 5000 pl) a filtry (Santorius family Biohit, Německo), skleněné lahve se 

šroubovacím závitem 500 a 100 ml (Fisher Scientific, spol. s.r.o., ČR), Erlenmayerovy 

baňky 500 ml (Scientific, spol. s.r.o., ČR), skleněná podložní sklíčka, raznice (OXOID), 

exsikátor

2.2 Příprava médií a kultivačních roztoků

2.2.1 Fyziologický roztok
Fyziologický roztok byl připraven navážením 4, 25 g NaCl (Lach-ner s.r.o., ČR) do 

500 ml destilované vody, sterilizován v autoklávu při 121 °C po dobu 20 minut. 

Fyziologický roztok se po sterilizaci skladoval v chladničce (4 °C).

2.2.2 Krevní agar
Krevní agar byl připraven navážením 17 g agaru (HiMedia, Indie) do 400 ml 

destilované vody, sterilizován v autoklávu při 121 °C po dobu 20 min. Po vychladnutí 

agaru na 40 -  60 °C bylo přilito 5 % (25 ml) defibrilované beraní krve pokojové teploty. 

Po vychladnutí agaru byly misky skladovány v chladničce (4 °C).

2.2.3 Mueller Hintonův agar s krví
Mueller Hintonův agar s krví byl připraven navážením 19 g agaru (HiMedia, Indie) 

do 400 ml destilované vody, sterilizován při 121 °C po dobu 20 min. Po vychladnutí agaru 

na 40 -  60 °C bylo přilito 5 % (25 ml) defibrilované beraní krve (LabMedia, ČR) pokojové 

teploty. Po vychladnutí agaru byly misky skladovány v chladničce (4 °C).



2.3 Stanovení citlivosti bakterií na testované látky
V polystyrénovém boxu byl přivezen vyšetřovaný materiál o teplotě cca 17 °C. 

Většina vzorků kančího spermatu byla ředěna plnidly. V případě užití krátkodobého 

ředidla byly vzorky vyočkovány na krevní agary v den dodání a dále po 24 a 48 hodinách. 

Nejdříve byla připravena ředící řada spermatu (10krát a 100krát naředěné sperma). 

Z jednoho vzorku spermatu byl odebrán 1 ml a naředěn 9 ml fyziologického roztoku. 

Z tohoto ředění byl odebrán 1 ml a znovu naředěn 9 ml fyziologického roztoku.

Z každého ředění bylo pipetováno 100 pl na krevní agar. Vzorky byly testovány 

v dubletu. Pipetovaný objem byl rozetřen L-hokejkou.

Petriho misky byly vloženy do termostatu na 24 hodin při 37 °C. Po 24 hodinách 

inkubace byly počítány kolonie bakterií na počítačce. Podle vzorce byl stanoven celkový 

počet mikroorganismů (CFU/ml).

Počet kolonie tvořících jednotek na 1 ml vzorku

• N - počet kolonie tvořících jednotek (CFU) na 1 ml vzorku
• EC - součet všech kolonií spočítaných na vybraných miskách
• V - objem inokula v ml
• n1 - počet misek použitých pro výpočet z prvního použitého ředění
• n2 - počet misek použitých pro výpočet z druhého použitého ředění
• d - faktor prvního pro výpočet použitého ředění

Ve vzorcích byla testována jako první kyselina benzoová o různých navážkách 

(kyselina benzoová A 0,34 g/l; kyselina benzoová B 0,5 g/l; kyselina benzoová C 0,66 g/l) 

a krátkodobé ředidlo BTS bez antibiotik v ředícím poměru 1 díl spermatu na 2, 4 nebo 

8 dílů ředidla.

Další testovanou látkou byla kyselina salicylová (kyselina salicylová A 0,015 g/l; 

kyselina salicylová B 0,03 g/l; kyselina salicylová C 0,15 g/l) a plnidlo BTS bez antibiotik 

v ředícím poměru 1 díl spermatu a 2, 4 nebo 8 dílů ředidla.



Kyselina sorbová byla testována v těchto koncentracích kyselina sorbová A 0,015 g/l; 

kyselina sorbová B 0,03 g/l; kyselina sorbová C 0,15 g/l. Dále byl testován propolis 

a plnidlo BTS bez antibiotik v ředícím poměru 1 díl spermatu a 2, 4 nebo 8 dílů ředidla.

Dále byly testovány látky jako například BIO PIG, VIP 3, DICOL a přírodní extrakty 

z celeru, petržele, řepy, zázvoru, máty, rakytníku, rozmarýnu, majoránky, galgánu 

a astaxanthinu.

2.4 Identifikace bakterií
Z Petriho misky byla vyizolována jedna kolonie určená k identifikaci. Byla 

přenesena na krevní agar a inkubovaná 24 h při 37 °C. V případě špatného růstu byla 

přenesena na krevní agar a inkubovaná v termostatu s příměsí CO2 , 24 hodin při 37 °C. 

Takto byla připravena 24 hodinová kultura, která se použila na biochemické testy. Tyto 

testy byly vybrány na základě určení Gramova barvení, katalázy a oxidázy a vzhledu 

kolonií na agaru. Kmeny, které se nepodařilo identifikovat klasickými biochemickými 

testy, byly analyzovány metodou MALDI-TOF MS v Nemocnici Pardubického kraje, 

v Pardubické nemocnici, na oddělení mikrobiologie.

2.5 Příprava přírodních extraktů
Extrakce z rostlinného materiálu byla provedena 60% ethanolem. Do dvou 100ml 

skleněných lahví se závitem bylo naváženo po 10 g přírodní látky. K navážce bylo 

napipetováno 20 ml roztoku 60% ethanolu. Tyto dvě stejné lahve se vložily na 10 minut do 

ultrazvuku. Po uběhnutí času byl z každé lahve odpipetován roztok do dvou plastových 

50ml zkumavek a k navážkám se napipetovalo 15 ml 60% ethanolu a opět se vložily na 

10 minut do ultrazvuku. Po uplynutí doby v ultrazvuku se odpipetoval roztok do 50 ml 

zkumavky a proces se opakoval s posledním přidáním 15 ml do lahve s navážkou. Byly 

nasbírány 3 frakce z každé navážky do 50 ml zkumavky. Tyto zkumavky se poté nechaly 

centrifugovat 5 minut při otáčkách 5000/min, aby usedly menší nečistoty a do čisté 

zkumavky se napipetoval supernatant.

Obsah každé zkumavky extraktu byl pipetován na skleněnou Petriho misku, která 

byla zvážena a poté vložena na 24 hodin do termostatu, dokud se nevypařil ethanol. Po 

vysušení byla Petriho miska opět zvážena a z rozdílu navážek a objemu použitého 60%



ethanolu na rozpuštění vysušeného extraktu byla vypočítána koncentrace extraktu. Pro 

zjištění antimikrobiální účinnosti byl ještě extrakt filtrován přes bakteriologický filtr 

o velikosti porů 0,22 gm.

Astaxanthin ve směsi byl získán jako oleoresin superkritickou CO2 extrakcí 

z červené řasy Haematococcus Pluvialis ve Výzkumném ústavu organických syntéz a.s., 

Pardubice. Volný astaxanthin byl v první směsi zastoupen 5 % a ve druhé 11 %. Další 

látky obsažené ve směsi jsou například monoester astaxanthinu, diester astaxanthinu, P- 

karoteny, kantaxantin, lutein. Vzorek byl zpracováván tak, že se vytvořila koncentrační 

řada 10x, 100x, 1000x a 10 000x naředěného astaxanthinu v 60% ethanolu. Jelikož se směs 

špatně rozpouští v polárních sloučeninách, koncentrační řada byla na 10 minut umístěna do 

ultrazvuku.

2.6 Stanovení citlivosti mikroorganismů na přírodní látky
Z vybraných mikroorganismů byla ve fyziologickém roztoku vytvořena suspenze 

buněk o zákalu 0,5 McFarlanda. Vatovým tampónem byla suspenze rovnoměrně nanesena 

na Petriho misku s Mueller Hintonovým agarem s krví. Následně byly na Petriho misku 

raznicí dosazeny blankové disky a na disky napipetováno 16gl příslušného extraktu 

z přírodních látek. Na každé misce bylo 5 přírodních extraktů a 6. disk byl 60% ethanol 

sloužící pro porovnání. Podle testované bakterie byl agar inkubován 24 hodin při 37 °C 

mikroaerofilně nebo aerobně. Po uplynutí této doby byly změřeny inhibiční zóny 

a vyhodnocena citlivost dané bakterie.

2.7 Stanovení citlivosti mikroorganismů na antibiotika
Z vybraných mikroorganismů byla ve fyziologickém roztoku vytvořena suspenze 

buněk o zákalu 0,5 McFarlanda. Vatovým tampónem byla suspenze rovnoměrně nanesena 

na Petriho misku s Mueller Hintonovým agarem s krví. Následně byly na Petriho misku 

naneseny disky obsahující vybraná antibiotika. Podle testované bakterie byl agar 

inkubován 24 hodin při 37 °C mikroaerofilně nebo aerobně. Po uplynutí této doby byly 

změřeny inhibiční zóny a vyhodnocena citlivost dané bakterie dle limitů stanovených 

EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Breakpoint 

tables for interpretation of MICs and zone diameters, version 9.0, 2019,

http://www.eucast.org).

http://www.eucast.org


3 Výsledky

Tabulka 3: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 1.
C F U /m l

V zo re k slo že n í ředění 1. den 2. den 3. den
vz. 1 n a tiv n í se m e n o 1,55E+03 >3,00E+04 >3,00E+04
vz. 2 B TS b ez A T B 1 + 2 1,91E+03 >3,00E+04 >3,00E+04
vz. 3 B TS b ez A T B 1 + 4 1 ,8 6 E+ 0 3 1 ,3 8 E+ 0 3 > 3 ,0 0 E + 0 4

vz. 4 B TS b ez A T B 1 + 8 1 ,3 7 E+ 0 3 5 ,1 5 E + 0 2 > 3 ,0 0 E + 0 3

vz. 5 B TS b ez A T B  2 1 + 2 6 ,8 2 E + 0 2 4 ,1 0 E + 0 2 7 ,4 0 E + 0 2

vz. 6 B TS b ez A T B  2 1 + 4 8 ,6 8 E + 0 2 1 ,2 5 E + 0 2 7 ,5 0 E + 0 2

vz. 7 B TS b ez A T B  2 1 + 8 4 ,2 5 E + 0 2 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 8 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o vá  A 1 + 2 8 ,9 5 E + 0 2 3 ,7 0 E + 0 2 9 ,6 5 E + 0 2

vz. 9 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o vá  A 1 + 4 3 ,7 7 E + 0 2 1 ,3 5 E + 0 2 1 ,0 1 E+ 0 3

vz. 10 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o vá  A 1 + 8 2 ,5 5 E + 0 2 < 1 ,5 0 E + 0 1 3 ,9 0 E + 0 2

vz. 11 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o vá  B 1 + 2 1 ,5 0 E+ 0 3 1 ,6 4 E+ 0 3 > 3 ,0 0 E + 0 4

vz. 12 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o vá  B 1 + 4 7,91E+02 2,45E+02 3,10E+02

vz. 13 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o vá  B 1 + 8 2 ,5 5 E + 0 2 < 1 ,5 0 E + 0 1 2 ,3 0 E + 0 2

vz. 14 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o vá  C 1 + 2 7 ,0 0 E + 0 2 3 ,2 7 E + 0 2 5 ,5 5 E + 0 2

vz. 15 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o vá  C 1 + 4 4,68E+02 1,80E+02 2,25E+02

vz. 16 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o vá  C 1 + 8 3,36E+02 <1,50E+01 <1,50E+01

Vzhledem k použití krátkodobého ředidla BTS se vzorky testovaly v den dodání 

a dále po 24 a 48 hodinách. Včetně započítání ředění jednotlivých vzorků byly nejúčinnější 

vzorky číslo 12, 15 a 16. Tedy BTS bez antibiotik s kyselinou benzoovou (1 + 4) o navážce 

0,5 g/l a dále ředění (1 + 4, 1 + 8) spermatu pomocí BTS bez antibiotik s kyselinou 

benzoovou o navážce 0,66 g/l.

V grafu č. 1 a tabulce č. 3 jsou porovnány počty bakterií ve vzorcích sjistým 

účinkem a pro srovnání také s nativním spermatem a se spermatem ředěným BTS (1 + 2). 

Je znatelný rychlý nárůst bakterií v nativním spermatu. Obecně ředění 1 + 4 má lepší 

inhibiční výsledky než 1 + 2. Nejnižší koncentrace kyseliny benzoové (vzorek A) neměla 

inhibiční účinky v žádném ředění. Tento druh konzervace spermatu nebyl účinný. 

Koncentrace kyseliny benzoové A byla příliš nízká na to, aby byla schopná inhibovat 

přítomné mikroorganismy.



=  vz. 12 - BTS bez ATB + k. benzoová B 1 + 4 lili vz. 15 - BTS bez ATB + k. benzoová C 1 + 4

í í  vz. 16 - BTS bez ATB + k. benzoová C 1 + 8

Graf 1: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 1.

V těchto vzorcích se vyskytovaly kolonie jak s úplnou hemolýzou, bez hemolýzy, 

tak viridující bakterie, které převažovaly. Ze souboru vzorků jsem izolovala a pomocí 

biochemických testů určila nejvíce se vyskytující bakterie, jak grampozitivní, tak 

gramnegativní. Z grampozitivních to byl Staphylococcus simulans, Staphylococcus cohnii 

subsp. urealyticum, Enterococcus malodoratus, Enterococcus raffinosus, Aerococcus 

viridans, Streptococcusporcinus, Bacillus sp. Mezi gramnegativní bakterie z těchto vzorků 

patří Eikenella corrodens, Klebsiella pneumoniae.



Tabulka 4: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 2.
C F U /m l

V zo re k slo že n í ředění 1. den 2. den 3. den
vz. 1 n a tiv n í se m e n o 1,37E+03 >3,00E+03 >3,00E+04
vz. 2 B TS b ez A T B 1 + 2 2,68E+02 2,30E+02 5,40E+02
vz. 3 B TS b ez A T B 1 + 4 2,55E+02 1,95E+02 1,70E+02
vz. 4 B TS b ez A T B 1 + 8 9 ,0 0 E + 0 1 1 ,2 5 E + 0 2 1 ,3 0 E + 0 2

vz. 5 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o v á  A 1 + 2 4,68E+02 2,68E+02 4,45E+02
vz. 6 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o v á  A 1 + 4 4,45E+02 2,70E+02 2,00E+02
vz. 7 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o v á  A 1 + 8 2,05E+02 <1,5E+01 >3,0E+04
vz. 8 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o v á  B 1 + 2 6 ,6 5 E + 0 2 2 ,5 0 E + 0 2 3 ,6 8 E + 0 2

vz. 9 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o v á  B 1 + 4 2 ,7 0 E + 0 2 9 ,5 0 E + 0 1 1 ,3 0 E + 0 2

vz. 10 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o v á  B 1 + 8 1 ,1 0 E + 0 2 < 1 ,5 E + 0 1 7 ,5 0 E + 0 1

vz. 11 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o v á  C 1 + 2 2 ,7 7 E + 0 2 1 ,0 5 E + 0 2 4 ,9 5 E + 0 2

vz. 12 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o vá  C 1 + 4 4 ,4 0 E + 0 2 < 1 ,5 E + 0 1 1 ,9 5 E + 0 2

vz. 13 B TS b ez A T B  + k. b e n zo o v á  C 1 + 8 2 ,3 6 E + 0 2 < 1 ,5 E + 0 1 1 ,2 5 E + 0 2

Vzhledem k použití krátkodobého ředidla BTS se vzorky testovaly v den dodání 

a dále po 24 a 48 hodinách. Se započítáním ředění jednotlivých vzorků byly nejúčinnější 

vzorky číslo 3 a 6. Došlo k inhibici bakterií pomocí BTS (1 + 4) a kyseliny benzoové A

(1 + 4).

Na rozdíl od předchozího testování, byla kyselina benzoová A nejúčinnější. V grafu 

č. 2 a tabulce č. 4 je opět viditelný rostoucí počet bakterií v nativním spermatu a ve 

spermatu naředěném BTS (1 + 2). Nejvýznamnější inhibice bakterií byla zaznamenána 

u plnidla BTS bez antibiotik s kyselinou benzoovou A (1 + 4). U ostatních vzorků, včetně 

vzorku č. 7, se opakuje inhibice bakterií do 2. dne a následný vyšší nárůst u 3. dne. To 

může být způsobeno delší generační dobou některých bakterií.



í í  vz. 1 - nativní sperma

=  vz. 3 - BTS bez ATB 1 + 4

M v z . 6 - BTS bez ATB + k. benzoová A 1 + 4

Den

III vz. 2 - BTS bez ATB 1 + 2

lil vz. 5 - BTS bez ATB + k. benzoová A 1 + 2

% vz. 7 - BTS bez ATB + k. benzoová A 1 + 8

Graf 2: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 2.

V těchto vzorcích převažoval viridující typ bakterie a bakterie bez hemolýzy, 

hemolyzující bakterie se vyskytly ojediněle. Nejčastější kolonie patřily Bacillus sp. 

a Streptococcus sp.



Tabulka 5: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 3.
C FU /m l

V zo rek slo že n í ředění 1. den 2. den 3. den
vz. 1 B TS b ez A T B 1 + 2 7,27E+02 1,24E+03 4,09E+02
vz. 2 B TS b ez A T B 1 + 4 4 ,8 2 E + 0 2 1 ,0 5 E+ 0 3 7 ,3 5 E + 0 2

vz. 3 B TS b ez A T B 1 + 8 3 ,9 0 E + 0 2 7 ,2 0 E + 0 2 4 ,7 5 E + 0 2

vz. 4 B TS b ez A T B  + k. sa licy lo v á  A 1 + 2 1 ,2 3 E+ 0 3 1 ,7 2 E+ 0 3 7 ,2 0 E + 0 2

vz. 5 B TS b ez A T B  + k. sa licy lo v á  A 1 + 4 4 ,8 2 E + 0 2 7 ,5 5 E + 0 2 6 ,3 6 E + 0 2

vz. 6 B TS b ez A T B  + k. sa licy lo v á  A 1 + 8 3 ,9 0 E + 0 2 8 ,9 5 E + 0 2 3 ,9 5 E + 0 2

vz. 7 B TS b ez A T B  + k. sa licy lo v á  B 1 + 2 9 ,6 8 E + 0 2 1 ,3 5 E+ 0 3 1 ,2 5 E+ 0 3

vz. 8 B TS b ez A T B  + k. sa licy lo v á  B 1 + 4 3 ,2 3 E + 0 2 7 ,5 0 E + 0 2 3 ,4 5 E + 0 2

vz. 9 B TS b ez A T B  + k. sa licy lo v á  B 1 + 8 4 ,0 5 E + 0 2 9 ,3 6 E + 0 2 4 ,4 5 E + 0 2

vz. 10 B TS b ez A T B  + k. sa licy lo v á  C 1 + 2 2,25E+03 1,50E+03 5,70E+02

vz. 11 B TS b ez A T B  + k. sa licy lo v á  C 1 + 4 6 ,5 0 E + 0 2 1 ,3 0 E+ 0 3 5 ,0 9 E + 0 2

vz. 12 B TS b ez A T B  + k. sa licy lo v á  C 1 + 8 2 ,5 0 E + 0 2 3 ,0 5 E + 0 2 2 ,9 5 E + 0 2

vz. 13 n a tiv n í se m e n o >3,00E+03 >3,00E+04 >3,00E+04

Vzhledem k použití krátkodobého ředidla BTS se vzorky testovaly v den dodání 

a dále po 24 a 48 hodinách. Jednoznačně nejúčinnější byl poměr 1 díl spermatu ku 2 dílům 

BTS bez antibiotik s kyselinou salicylovou C (0,15 g/l).

V grafu č. 3 a tabulce č. 5 jsou porovnány počty bakterií ve vzorcích sjistým 

účinkem a pro srovnání také s nativním spermatem a se spermatem ředěným BTS (1 + 2). 

Je znatelný rychlý růst bakterií v nativním spermatu. Vzorek č. 10 snížil počet bakterií ve 

vzorku spermatu téměř o jeden řád.



V prvním testovacím dnu převažovaly mikroorganismy bez hemolýzy, ale ve 

vzorcích se v menším počtu vyskytly i bakterie s úplnou hemolýzou a viridující bakterie. 

V dalších dnech se však počty viridujících a bakterií bez hemolýzy vyrovnaly, oproti 

bakteriím s úplnou hemolýzou, které se téměř vytratily. Z těchto kolonií byl pomocí 

biochemických testů identifikován Staphylococcus simulans, Próteus vulgaris 

a Streptococcus mitis/oralis, Bacillus sp.



Tabulka 6: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 4.
C F U /m l

V zo rek slo že n í ředění 1. den 2. den 3. den
vz. 1 B TS b ez A T B 1 + 2 6 ,0 9 E + 0 2 P 2 ,3 2 E + 0 2 P 2 ,6 0 E + 0 2 P

vz. 2 B TS b ez A T B 1 + 4 3 ,2 5 E + 0 2 P 1 ,6 5 E + 0 2 P 1 ,3 5 E + 0 2

vz. 3 B TS b ez A T B 1 + 8 5 ,5 0 E + 0 2 2 ,0 0 E + 0 2 P 3 ,2 0 E + 0 2

vz. 4 B TS b ez A T B  + k. so rb o vá  A 1 + 2 4 ,1 5 E + 0 2 P 3 ,2 5 E + 0 2 P 1 ,6 5 E + 0 2 P

vz. 5 B TS b ez A T B  + k. so rb o vá  A 1 + 4 4,65E+02 2,90E+02 1,65E+02
vz. 6 B TS b ez A T B  + k. so rb o vá  A 1 + 8 3,45E+02 1,20E+02 <1,50E+01
vz. 7 B TS b ez A T B  + k. so rb o vá  B 1 + 2 5 ,3 6 E + 0 2 P 1 ,9 0 E + 0 2 P 2 ,7 5 E + 0 2 P

vz. 8 B TS b ez A T B  + k. so rb o vá  B 1 + 4 5 ,1 0 E + 0 2 2 ,6 0 E + 0 2 8 ,5 0 E + 0 1 P

vz. 9 B TS b ez A T B  + k. so rb o vá  B 1 + 8 2,65E+02 <1,50E+01 <1,50E+01
vz. 10 B TS b ez A T B  + p ro p o lis 1 + 2 8 ,1 4 E + 0 2 P 1 ,0 5 E + 0 2 P 1 ,7 5 E + 0 2 P

vz. 11 B TS b ez A T B  + p ro p o lis 1 + 4 4 ,9 0 E + 0 2 1 ,7 5 E + 0 2 P 1 ,7 0 E + 0 2 P

vz. 12 B TS b ez A T B  + p ro p o lis 1 + 8 1,90E+02 1,05E+02 <1,50E+01

vz. 13 n a tiv n í se m e n o 1 ,8 6 E+ 0 3 P > 3 ,0 0 E + 0 3 P > 3 ,0 E + 0 4 P

V tomto souboru plnidel (tabulka č. 6 a graf č. 4) se vyskytl Próteus sp. (P), který 

přerostl krevní agary a proto misky musely být vyřazeny z testování. Hodnoceny byly tedy 

pouze takové vzorky, které neobsahovaly bakterii Próteus sp.

Vzhledem k použití krátkodobého ředidla BTS se vzorky testovaly v den dodání 

a dále po 24 a 48 hodinách. Ze vzorků, které se daly hodnotit, všechny vykazovaly 

inhibiční aktivitu. Nejvíce inhibovaly vzorky č. 6, 9 a 12, tedy kyselina sorbová A (0,015 

g/l) s BTS bez antibiotik (1 + 8), kyselina sorbová B (0,03 g/l) s BTS bez antibiotik (1 + 8) 

a propolis s BTS bez ATB (1 + 8). Z důvodu nárůstu rodu Próteus sp. byly půdy 

zpracované pouze orientačně, proto bych doporučila toto testování opakovat.



Graf 4: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 4.

Ve vzorcích převažovaly viridující bakterie a bakterie bez hemolýzy, bakterie 

s úplnou hemolýzou se vyskytovaly ojediněle.



3.5 Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel

soubor 5.
Tabulka 7: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 5.

C F U /m l

V zo re k slo že n í ředění 1. den 2. den 3. den
vz. 1 BIO  PIG 1 + 2 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 2 BIO  PIG 1 + 4 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 3 BIO  PIG 1 + 8 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 4 BIO  PIG  + D IC O L 1 + 2 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 5 BIO  PIG  + D IC O L 1 + 4 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 6 BIO  PIG  + D IC O L 1 + 8 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 7 V IP  3 1 + 2 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 8 V IP  3 1 + 4 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 9 V IP  3 1 + 8 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 10 V IP  3 + D IC O L 1 + 2 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 11 V IP  3 + D IC O L 1 + 4 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 12 V IP  3 + D IC O L 1 + 8 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 13 n a tiv n í se m e n o > 3 ,0 0 E + 0 3 > 3 ,0 0 E + 0 3 > 3 ,0 0 E + 0 4

V tabulce č. 7 jsou uvedeny výsledky pro testování komerčně dodávaných ředidel 

BIO PIG, BIO PIG + DICOL, VIP 3 a VIP 3 + DICOL. Vzhledem k použití krátkodobých 

ředidel se vzorky testovaly v den dodání a dále po 24 a 48 hodinách. Jelikož jak BIO PIG, 

tak VIP 3 obsahuje antibiotika, nebylo možné porovnat rozdíl antibakteriální účinnosti 

mezi BIO PIG a BIO PIG + DICOL, stejně tak mezi VIP 3 a VIP 3 + DICOL. Doporučila 

bych DICOL otestovat s takovým ředidlem, který neobsahuje antibiotikum.

V tabulce č. 7 jsou vyobrazeny zvyšující se počty kolonií bakterií v nativním 

neředěném spermatu. V nativním spermatu byla směs bakterií s úplnou hemolýzou, bez 

hemolýzy a s neúplnou hemolýzou.



Tabulka 8: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 6.
C FU /m l

V zo rek Kanec slo že n í ředění m nožstv í 1. den 2. den 3. den
1 1 B TS s A T B 1 + 8 10 ml < 1 ,5 E + 0 1 < 1 ,5 E + 0 1 < 1 ,5 E + 0 1

2 1 B TS b ez A T B 1 + 8 10 ml < 1 ,5 E + 0 1 1 ,6 5 E + 0 2 < 1 ,5 E + 0 1

3 1 B TS b ez A T B  + k. so rb o vá  A 1 + 8 10 ml 2 ,2 0 E + 0 2 1 ,4 5 E + 0 2 < 1 ,5 E + 0 1

4 1 B TS b ez A T B  + k. so rb o vá  B 1 + 8 10 ml 3 ,4 5 E + 0 2 1 ,9 0 E + 0 2 < 1 ,5 E + 0 1

5 1 n a tiv n í se m e n o 8 ml 2 ,0 7 E + 0 3 > 3 ,0 E + 0 3 > 3 ,0 E + 0 4

V zo re k Kanec slo že n í ředění m nožstv í 1. den 2. den 3. den
6 2 B TS s A T B 1 + 8 10 ml < 1 ,5 E + 0 1 < 1 ,5 E + 0 1 < 1 ,5 E + 0 1

7 2 B TS b ez A T B 1 + 8 10 ml 5 ,0 9 E + 0 2 5 ,5 0 E + 0 2 < 1 ,5 E + 0 1

8 2 B TS b ez A T B  + k. so rb o vá  A 1 + 8 10 ml 1 ,6 8 E+ 0 3 < 1 ,5 E + 0 1 7 ,6 5 E + 0 2

9 2 B TS b ez A T B  + k. so rb o vá  B 1 + 8 10 ml 6 ,1 5 E + 0 2 < 1 ,5 E + 0 1 3 ,6 0 E + 0 2

10 2 n a tiv n í se m e n o 8 ml > 3 ,0 E + 0 4 > 3 ,0 E + 0 4 > 3 ,0 E + 0 4

V tomto souboru vzorků (tabulka č. 8) se testovaly dva druhy kančího spermatu. 

Byly na nich testovány látky, které se v předešlém testování projevily jako účinné. U obou 

vzorků se testovala kyselina sorbová A (0,015 g/l) a B (0,03 g/l) s BTS bez antibiotik, 

i s antibiotiky jako pozitivní kontrolou. Ředění bylo v poměru 1 díl spermatu ku 8 dílům 

testované látky. Vzhledem k použití krátkodobého ředidla BTS se vzorky testovaly v den 

dodání a dále po 24 a 48 hodinách. Pro vzorek spermatu kance č. 1 (graf č. 5) se obě 

navážky kyselin sorbových projevily jako účinné. Jak je z grafu patrné, kyselina sorbová B 

inhibovala bakteriální mikroflóru výrazněji. Vzorek s antibiotiky sloužil jako pozitivní 

kontrola, bakterie nebyly ve vzorku přítomny v koncentraci menší než 101/ml spermatu. 

Toto ověření kyseliny sorbové A i B s BTS bez antibiotik (1 + 8) potvrdil výsledky ze 

souboru vzorků č. 4.



Graf 5: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 6., kančí sperma č. 1

U vzorků kančího spermatu č. 2 (graf č. 6) kyselina sorbová A i B fungovala také, 

ale ne tak výrazně, jako v předešlém testování. U obou kanců je znatelný nárůst bakterií 

v nativním spermatu.



Graf 6: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití krátkodobých plnidel soubor 6., kančí sperma č. 2

U obou kanců se vyskytovaly kolonie jak s úplnou tak neúplnou hemolýzou, i bez ní. 

Podle morfologie kolonií se nevyskytly žádné nové kolonie, proto již nedošlo k jejich 

izolaci.

3.7 Výsledky identifikace bakterií pomocí MALDI-TOF
Bakterie izolované ze vzorku spermatu, které se nepodařilo identifikovat pomocí 

biochemických testů, se odeslaly na vyšetření pomocí MALDI-TOF do Nemocnice 

Pardubického kraje, Pardubické nemocnice, Oddělení klinické mikrobiologie. 

Identifikovány byly Corynebacterium glucuronolyticum, Corynebacterium confusum, 

Corynebacterium sp., Rothia nasimurium, Klebsiella pneumoniae, Bacillus sp., E. coli, 

Aerococcus viridans a Bacillus infantis.

Počty kolonií tvořících jednotky se ve vzorcích pohybovaly v řádech od 102 do 

104 CFU/ml. Objevily se i vzorky s větším nebo menším počtem kolonií tvořících 

jednotky, ty byly ale nepočitatelné. Nejčastěji vyskytující se bakterie ve vzorcích kančího 

spermatu byly viridující bakterie, nebo bakterie bez hemolýzy. Bakterie s úplnou 

hemolýzou se vyskytovaly nejméně. Mezi často vyskytující se bakterie patřil



Streptococcus sp., Escherichia coli, Bacillus sp., Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 

sp., Corynebacterium sp.

3.8 Přírodní extrakty
Přírodní látky byly získány extrakcí o těchto koncentracích galgánu (0,096 g/ml), 

celeru (0,055 g/ml), petržele (0,069 g/ml), řepy (0,082 g/ml), zázvoru (0,025 g/ml), 

rakytníku (0,067 g/ml), rozmarýnu (0,046 g/ml), majoránky (0,068 g/ml), máty (0,057 

g/ml).

Aplikováním přírodního extraktu na disk a následné změření jeho inhibiční zóny 

vůči bakterii byla zjištěna její citlivost na dané přírodní látky. Pomocí biochemických testů 

a MALDI-TOF byly identifikovány následující bakterie Corynebacterium 

glucuronolyticum, Corynebacterium confusum, Corynebacterium sp., Rothia nasimurium, 

Klebsiella pneumoniae, Bacillus sp., E. coli, Proteus sp. Pro tyto bakterie byla sledována 

jejich citlivost vůči testovaným přírodním extraktům. Kromě přírodních extraktů se na 

disky aplikoval také 60% ethanol, ve kterém byl extrakt rozpuštěn a sloužil tak pro 

srovnání účinnosti.

K bakteriím izolovaným ze vzorků ejakulátu byla navíc použita sbírková E. coli CCM 

3954, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Staphylococcus aureus CCM 3953.

Tabulka 9: Vyhodnocení difúzní diskové metody u vybraných rostlinných extraktů
In h ib ičn í zó n a m m )

T e s to v a n ý  km en 6 0 %  e th a n o l g a lg á n p e trže l ce le r zá zv o r řepa

C o r y n e b a c t e r iu m  g lu c u r o n o ly t ic u m 12 13,5 9 9,25 12 9

C o r y n e b a c t e r iu m  c o n f u s u m 10,5 12,25 9 ,25 9 11 9,75

C o r y n e b a c t e r iu m  sp. 12 12 9,25 9,5 10,5 9,75

R o t h ia  n a s im u r iu m 12,2 5 12,5 9 9,75 10,5 9,5

K le b s ie l la  p n e u m o n ia e 11,5 10 9,25 8,75 10 9,25

E . c o l i 11 11 8,5 7,5 9 ,75 9,25

B a c i l lu s  sp. 14 17,5 11,5 11,25 11,25 9,75

P r o t e u s  sp. 6 9 8 ,25 6 6 6

P s e u d o m o n a s  a e r u g in o s a  C C M  3 95 5 11 11 10,25 9,75 9 ,75 9

S t a p h y lo c o c c u s  a u r e u s  C C M  3 95 3 9,75 16,5 15,25 7,25 11,5 7,25

E . c o l i  C C M  3 9 5 4 11 11 7,25 7,25 9 7

Poznámka: velikost disku se rovná 6 mm.

Z této sady extraktů (tabulka č. 9) měl nejlepší účinky galgán, který byl téměř 

u všech bakterií účinnější než 60% ethanol. Pouze u Klebsiella pneumoniae měl menší 

inhibiční účinnost.



Většina bakterií byla vůči extraktu z petržele málo citlivá, kromě Staphylococcus 

aureus CCM 3953 a Próteus sp., tyto bakterie byly vůči extraktu z petržele citlivé. 

Obzvlášť důležité je to u Próteus sp., protože ten byl z této sady extraktů citlivý pouze na 

petrželový a galgánový extrakt. Pseudomonas aeruginosa je slabě inhibována.

Zázvor měl inhibiční účinek na grampozitivní bakterii Staphyloccocus aureus CCM 

3953. Zázvorový extrakt byl celkově vůči bakteriím méně nebo srovnatelně účinný jak 

60% ethanol.

Extrakty z celeru a řepy byly méně citlivé, než ethanol 60 %.

Tabulka 10: Vyhodnocení difúzní diskové metody u vybraných rostlinných extraktů
In h ib ičn í zó n a m m )

T e s to v a n ý  km en 6 0 %  e th a n o l m áta ra k y tn ík ro zm a rýn m a jo rá n ka

C o r y n e b a c t e r iu m  g lu c u r o n o ly t ic u m 11 12,5 10,75 18 11,5

C o r y n e b a c t e r iu m  c o n f u s u m 11,2 5 11,5 9 ,75 14,5 10

C o r y n e b a c t e r iu m  sp. 10,2 5 11 9,25 13,5 9,5

R o t h ia  n a s im u r iu m 12 13 10 16,7 5 10,25

K le b s ie l la  p n e u m o n ia e 11,5 10,25 9 13,5 9,5

E . c o l i 10,5 9,25 8 ,25 11,2 5 9,25

B a c i l lu s  sp. 11,5 14,5 13,25 16,7 5 12

P r o t e u s  sp. 6 6 6 7,75 6

P s e u d o m o n a s  a e r u g in o s a  C C M  3 95 5 10,7 5 10,25 11,25 12 10,25

S t a p h y lo c o c c u s  a u r e u s  C C M  3 95 3 10 8 8,5 15,7 5 10,25

E . c o l i  C C M  3 9 5 4 10 9,5 11 13,2 5 7,75

Poznámka: velikost disku se rovná 6 mm.

Extrakt z rozmarýnu (tabulka č. 10) je nejúčinnější nejen z extraktů uvedených 

v tabulce č. 9, ale i celkově ze všech testovaných. V různém rozmezí inhibuje všechny 

bakterie, včetně Proteus sp.

Extrakt z máty některé bakterie inhibuje silněji než 60% ethanol, některé slaběji, 

celkově jsou účinky ethanolu a extraktu z máty vyrovnané. Silněji inhibuje například 

Bacillus sp. a slaběji S. aureus CCM 3953 a E. coli.

Extrakt z rakytníku inhiboval 3 bakterie silněji než 60% ethanol, jsou jimi Bacillus 

sp., Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 a E. coli CCM 3954.

Majoránka obecně inhibovala bakterie slaběji, nebo srovnatelně s 60% ethanolem.



In h ib ičn í zó n a m m )

T e s to v a n ý  km en 6 0 %  e th a n o l 10x 1 00 x 1 0 0 0 x 1 0 0 0 0 x čistá  sm ě s

C o r y n e b a c t e r iu m  g lu c u r o n o ly t ic u m 10,5 10 11,5 9,5 9,5 9

C o r y n e b a c t e r iu m  c o n f u s u m 11,5 11,5 11,5 10 9,5 8,5

C o r y n e b a c t e r iu m  sp. 10 9,5 10 10 10 6

R o t h ia  n a s im u r iu m 12 10 9 10 11 11

K le b s ie l la  p n e u m o n ia e 12,5 9 10,5 10 11 7

E . c o l i 11,5 9 9 9,5 10,5 6

B a c i l lu s  sp. 12 12,5 11 11,5 11 13,5

P r o t e u s  sp. 6 8 6 6 6 6

P s e u d o m o n a s  a e r u g in o s a  C C M  3 95 5 12 9 10 10,5 11,5 10,5

S t a p h y lo c o c c u s  a u r e u s  C C M  3 95 3 11 11 9 6 6 12,5

E . c o l i  C C M  3 9 5 4 10,5 9 10 10 11 9,5

Poznámka: velikost disku se rovná 6 mm.

Směs obsahující 5 % astaxanthinu (tabulka č. 11 a obrázek č. 8) měla nejlepší 

inhibiční účinky, když byla zředěna 10x, i tak měla ale obecně slabší účinek, než 60% 

ethanol. Nejvíce citlivý byl na směs s 5 % astaxanthinu Bacillus sp., nejméně citlivý byl 

Próteus sp.

60%  ethanol
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Obrázek 8: 60% ethanol, 10x, 100x, 1000x a 10 000x ředěný astaxanthin, neředěná směs s 5% 
astaxanthinu, M-H agar, Bacillus sp., kultivace při 37 °C, 24 h (foto autor)



In h ib ičn í zó n a m m )

T e s to v a n ý  km en 6 0 %  e th a n o l 10x 1 00 x 1 0 0 0 x 1 0 0 0 0 x čistá  sm ě s

C o r y n e b a c t e r iu m  g lu c u r o n o ly t ic u m 10,5 10 10 11,5 10,5 9

C o r y n e b a c t e r iu m  c o n f u s u m 10 12,5 10,5 9 14 6,5

C o r y n e b a c t e r iu m  sp. 10,5 10,5 10 10,5 9,5 6

R o t h ia  n a s im u r iu m 12 12 12 10,5 11 10

K le b s ie l la  p n e u m o n ia e 11 9,5 8,5 8,5 11 7

E . c o l i 11 8,5 9,5 10 11,5 6

B a c i l lu s  sp. 12,5 12 12,5 13 12 11,5

P r o t e u s  sp. 6 7 8,5 6 6 10,5

P s e u d o m o n a s  a e r u g in o s a  C C M  3 95 5 12 9,5 10 10,5 11,5 10,5

S t a p h y lo c o c c u s  a u r e u s  C C M  3 95 3 7,5 9,5 9 9,5 7 17

E . c o l i  C C M  3 9 5 4 10,5 9,5 10,5 10 11 10

Poznámka: velikost disku se rovná 6 mm.

U směsi obsahující 11 % astaxanthinu (tabulka č. 12 a obrázek č. 9) bylo nejvíce 

účinné ředění 10x a 100x. Tato ředění měla obecně lepší inhibiční vlastnosti, než 60 % 

ethanol, ale ne výrazně. Nejvíce citlivý byl Bacillus sp. a Rothia nasimurium a nejméně 

citlivý byl opět Próteus sp. Všechny bakterie byly citlivější na směs obsahující 11 % 

astaxanthinu, má tedy lepší inhibiční účinky.

60%  ethanol
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Obrázek 9: 60% ethanol, 10x, 100x, 1000x a 10 000x ředěný astaxanthin, neředěná směs s 11 % 
astaxanthinu, M-H agar, Bacillus sp., kultivace při 37 °C, 24 h (foto autor)

3.8.1 Corynebacterium glucuronolyticum
Tuto bakterii nejvíce inhiboval rozmarýn, galgán a zázvor (viz příloha 

tabulka č. 16).



3.8.2 Corynebacterium confusum
Corynebacterium confusum byla nejvíce inhibována rozmarýnem, galgánem 

a zázvorem (viz příloha tabulka č. 17 a obrázek č. 10).

Obrázek 10: 60% ethanol, extrakt z maty, rozmarýnu, majoranky, rakytniku, M-H agar, 
Corynebacterium confusum, kultivace při 37 °C, 24 h (foto autor)

3.8.3 Corynebacterium sp.
Rozmarýn byl pro tuto bakterii nejsilnějším inhibičním přírodním extraktem (viz 

příloha tabulka č. 18 a obrázek č. 11).

Obrázek 11: 60% ethanol, extrakt z máty, rozmarýnu, majoránky, rakytníku, M-H agar, 
Corynebacterium sp., kultivace při 37 °C, 24 h (foto autor)



3.8.4 Rothia nasimurium
Pro tuto bakterii měl nejsilnější inhibiční účinek rozmarýn, galgán a máta (viz 

příloha tabulka č. 19).

3.8.5 Klebsiella pneumoniae
Bakterie Klebsiella pneumoniae je citlivá pouze vůči rozmarýnovému extraktu (viz 

příloha tabulka č. 20).

3.8.6 Bacillus sp.
Bacillus sp. je citlivý na extrakt z galgánu, rozmarýnu a rakytníku (viz příloha 

tabulka č. 21).

3.8.7 E. coli
U této bakterie se žádný přírodní extrakt neprojevil jako účinnější než 60% ethanol 

(viz příloha tabulka č. 22).

3.8.8 Próteus sp.
Na proteus sp. měla největší vliv neředěná směs s astaxanthinem. Celkově byl 

Próteus sp. málo citlivý vůči extraktům. Nižší citlivost projevil ještě vůči galgánu, 

rozmarýnu, petrželi a 100x naředěné směsi s astaxanthinem (viz příloha tabulka č. 23).

3.8.9 E. coli CCM 3954
Pro tuto E. coli byl nejúčinnější extrakt z rozmarýnu (viz příloha tabulka č. 24).

3.8.10 Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Tato bakterie nebyla výrazně citlivá na žádný extrakt (viz příloha tabulka č. 25 

a obrázek č. 12).



Obrázek 12: 60% ethanol, extrakt z máty, rozmarýnu, majoránky, rakytníku, M-H agar, Pseudomonas 
aeruginosa CCM 3955, kultivace při 37 °C, 24 h (foto autor)

3.8.11 Staphylococcus aureus CCM 3953
Staphylococcus je citlivý na galgán, petržel a rozmarýn. Projevil také citlivost na 

směs s 11 % astaxanthinu (viz příloha tabulka č. 26 a obrázek č. 13 a 14).
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Obrázek 13: 60% ethanol, extrakt z řepy, zázvoru, galgánu, petržele, celeru, M-H agar, Staphylococcus 
aureus CCM 3953, kultivace při 37 °C, 24 h (foto autor)
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Obrázek 14: 60% ethanol, 10x, 100x, 1000x a 10 000x ředěný astaxanthin, neředěná směs s 11 % 
astaxanthinu, M-H agar, Staphylococcus aureus CCM3953 kultivace při 37 °C, 24 h (foto autor)

Co se týče porovnání citlivosti mezi jednotlivými bakteriemi, citlivost stoupá z leva 

doprava Próteus sp. < E. coli < E. coli CCM 3954 < Klebsiella pneumoniae < 

Corynebacterium sp. < Staphylococcus aureus CCM 3953 < Pseudomonas aeruginosa 

CCM 3955 < Corynebacterium confusum < Corynebacterium glucuronolyticum < Rothia 

nasimurium < Bacillus sp. Necitlivé bakterie jsou většinou gramnegativní a citlivější 

bakterie jsou grampozitivní.



Tabulka 13: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití přírodních extraktů soubor 7.
C F U /m l

vzo rek slo že n í ředění 1. den 2. den 3. den
vz. 1 n a tiv n í se m e n o > 3 ,0 E + 0 3 > 3 ,0 E + 0 3 > 3 ,0 E + 0 4

vz. 2 B TS b ez a n tib io tik 1 + 3 7 ,6 4 E + 0 2 5 ,3 5 E + 0 2 2 ,3 0 E + 0 2

vz. 3 B TS b ez a n tib io tik  + 6 0 %  e th a n o l 1 + 3 1 ,1 6 E+ 0 3 2 ,8 5 E + 0 2 2 ,7 0 E + 0 2

vz. 4 B TS b ez a n tib io tik  + zá zv o r 1 + 3 5 ,7 0 E + 0 2 2 ,9 5 E + 0 2 1 ,2 0 E + 0 2

vz. 5 B TS b ez a n tib io tik  + m áta 1 + 3 6 ,1 5 E + 0 2 2 ,6 5 E + 0 2 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 6 B TS b ez a n tib io tik  + 1/2 m áta 1 + 3 8 ,0 9 E + 0 2 5 ,5 5 E + 0 2 5 ,1 5 E + 0 2

vz. 7 B TS b ez a n tib io tik  + ro zm a rýn 1 + 3 6 ,0 9 E + 0 2 2 ,4 5 E + 0 2 < 1 ,5 0 E + 0 1

vz. 8 B TS b ez a n tib io tik  + 1/2 ro zm a rýn 1 + 3 6 ,8 0 E + 0 2 4 ,7 5 E + 0 2 1 ,6 5 E + 0 2

vz. 9 B TS b ez a n tib io tik  + g a lg á n 1 + 3 4 ,1 0 E + 0 2 2 ,0 0 E + 0 2 < 1 ,5 0 E + 0 1

Nativní semeno se naředilo BTS bez antibiotik s přírodními extrakty v poměru 1:3. 

Testovaly se takové extrakty (tabulka č. 13), které měly nejvyšší inhibiční účinnost vůči 

jednotlivým bakteriím. Pro porovnání sloužily vzorky č. 2 a 3, které jsou zobrazeny v obou 

grafech. Vzhledem k použití krátkodobého ředidla BTS se vzorky testovaly v den dodání 

a dále po 24 a 48 hodinách. V grafu č. 7 je znatelná klesající tendence všech testovaných 

extraktů, včetně kontrolních vzorků. V nativním spermatu se podle očekávání zvyšují 

počty mikroorganismů. Z grafu č. 7 je patrné, že přírodní extrakty rozpuštěné v ethanolu 

mají lepší inhibiční účinky, než ethanol samotný. Toto tvrzení neplatí pro vzorek 6, protože 

máta byla 2x zředěná, tudíž její účinek je menší, než vzorek 5, tedy extrakt z máty 

nezředěný.



iň vz. 1 - nativní sperma š  vz. 2 - BTS bez ATB 1 + 3

lili vz. 3 - BTS bez ATB + 60% ethanol 1 + 3 % vz. 4 - BTS bez ATB + zázvor 1 + 3

m vz. 5 - BTS bez ATB + máta 1 + 3 :: vz. 6 - BTS bez ATB + 1/2 máta

Graf 7: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití přírodních extraktů soubor 7., extrakt zázvoru
a máty

V grafu č. 8 je opět znatelný inhibiční vliv všech extraktů na bakterie a také to, že 

naředěný rozmarýn má menší inhibiční účinek, než nenaředěný. Dvakrát naředěný 

rozmarýn má kromě prvního dne menší inhibiční vliv na bakterie, než kontrolní vzorek 

s nativním spermatem naředěným BTS a ethanolem.



ss vz. 1 - nativní sperma =  vz. 2 - BTS bez ATB 1 + 3

lili vz. 3 - BTS bez ATB + 60% ethanol 1 + 3 :: vz. 7 - BTS bez ATB + rozmarýn 1 + 3

í í  vz. 8 - BTS bez ATB + 1/2 rozmarýn 1 + 3 M vz. 9 - BTS bez ATB + galgán 1 + 3

Graf 8: Počty mikroorganismů ve spermatu za použití přírodních extraktů soubor 7., extrakt rozmarýnu
a galgánu

Všechny neředěné přírodní extrakty prokázaly dobré inhibiční účinky proti bakteriím 

kančího spermatu a potvrdily se tedy inhibiční účinky, které byly testovány diskovým 

difúzním testem.



3.10 Test toxicity přírodních extraktů na motilitu spermií
Byla testována toxicita přírodních extraktů na spermie smícháním nativního 

spermatu s BTS bez antibiotik a s příslušným extraktem. Hodnotila se procentuální motilita 

spermií v časech 0 h, 1, 4, 24, 48 a 72 h po smísení těchto 3 složek. Pro kontrolu sloužil 

vzorek 1, nativní sperma s BTS bez antibiotik.

Tabulka 14: Toxicita přírodních extraktů v čase na kančí spermie 

______________________________________[%]_______________
č.

vz. 0h 1 h 4h 24h 48h 72h
1 BTS bez ATB 90 90 90 80 75 65
2 BTS + ethanol 80 80 80 75 60 30
3 BTS + zázvor 1 70 75 75 75 5 0
4 BTS + zázvor 2 60 75 75 55 5 < 5
5 BTS + galgán 1 0 0 0 0 0 0
6 BTS + galgán 2 0 0 0 0 0 0
7 BTS + rozm arýn 1 5 10 < 5 < 5 0 0
8 BTS + rozm arýn 2 5 10 0 < 5 0 0
9 BTS + máta 1 5 5 0 0 0 0

10 BTS + máta 2 15 5 0 0 0 0
11 BTS + 1/2 rozm arýn 1 35 30 30 15 10 10
12 BTS + 1/2 rozm arýn 2 25 30 30 10 5 5
13 BTS + 1/2 máta 2 50 60 55 < 5 0 0

14 BTSA + 1/2 m áta 1 40 25 5 0 0 0

V tabulce 14. měly všechny přírodní extrakty negativní vliv na spermie a to i přes to, 

že některé byly 2krát naředěné. Nejlepší výsledky měl v prvních hodinách zázvor, nejhorší 

měl galgán, který usmrtil všechny spermie ihned po jeho přidání do směsi nativního 

spermatu s BTS bez antibiotik.



3.11 Antimikrobiální citlivost vybraných bakterií na antibiotika
V tabulce č. 15 jsou uvedeny průměrné inhibiční zóny (v mm) jednotlivých 

antibiotik na vybrané bakterie. Citlivost byla určena dle tabulky breakpointů EUCAST 

(The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Breakpoint tables for 

interpretation of MICs and zone diameters, version 9.0, 2019, http://www.eucast.org).

Tabulka 15: Antimikrobiální citlivost vybraných bakterií na antibiotika
P CIP TE CN V A SXT

C o ry n e b a cte r iu m  g lu c u ro n o ly t ic u m 40  + 34,5 24 35,5 23,5 22

C o ry n e b a cte r iu m  c o n fu su m 40  + 38,5 30 36 19 16

C o ry n e b a cte r iu m  sp. 33 34,5 32,5 30,5 17,5 19

AK CIP C FEP CN W
R o th ia  n a s im u riu m 21 20,5 30 24,5 22 24,5

TZP IM P ATM AK CN LEV

P s e u d o m o n a s  a e ru g in o sa  CCM  3 9 5 5 23,5 25,5 24,5 23 23,5 26

FOX DA E SXT TE CIP
S ta p h y lo c o c c u s  a u re u s  CCM  3 9 5 3 29 27,5 28 25 27 27

A M P A M C CXM SXT CFR TG C
E. c o li C C M  3 9 5 4 20,5 22 24 24 19 24,5

Poznámka: inhibiční zóny v mm.

Kmeny bakterie rodu Corynebacterium jsou citlivé na použitá antibiotika.

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 je citlivá ke všem vybraným antibiotikům.

Staphylococcus aureus CCM 3953 je citlivý vůči všem antibiotikům (obrázek č. 19).

Z čeledi Enterobacteriaceae je na Ampicilin rezistentní E. coli a Klebsiella 

pneumoniae. Na antibiotikum Sulphamethoxazole/trimethoprim je rezistentní E. coli 

a Klebsiella pneumoniae, obě bakterie jsou izolované z kančího spermatu.

Nejcitlivější bakterie jsou Corynebacterium sp. a nejméně citlivá je E. coli izolovaná 

z kančího spermatu.

http://www.eucast.org


Obrázek 15: Testování antimikrobiální citlivosti u bakterie Staphylococcus aureus CCM 3953, FOX, 
CLI, ERY, SXT, TE, CIP, M-H agar, 37 °C, 24 h (foto autor)



4 Diskuze
Celkové počty kolonií tvořících jednotky se ve vzorcích pohybovaly v řádech 102 -  104 

CFU/ml. Objevily se i vzorky s větším (1,50E+01 CFU/ml) nebo menším počtem kolonií 

tvořících jednotky (3,0E+04 CFU/ml). Tyto hodnoty odpovídají výsledkům výzkumu 

Sepúlvedy et al. (2014) kde uvádí, že průměrné hodnoty v nativním spermatu se pohybují 

řádově mezi 103 -  105 CFU/ml, ale můžou dosáhnout hodnoty až 109 CFU/ml. Vzorky 

studie Pinarta et al. (2016) dosáhly hodnot 107 CFU/ml.

Nejčastěji se vyskytující bakterie ve vzorcích kančího spermatu byly viridující 

bakterie, nebo bakterie bez hemolýzy. Bakterie s úplnou hemolýzou se vyskytovaly 

nejméně. Mezi často se vyskytující bakterie patřil Streptococcus sp., Escherichia coli, 

Bacillus sp., Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus sp., Corynebacterium sp. Studie 

Brescianiho et al. (2014) prokázala nejčastější výskyt bakterií Escherichia coli, 

Staphylococcus epidermidis, Serratia marcescens, Proteus sp., Streptococcus sp., 

Pseudomonas sp., Spahylococcus aureus. Přižemž E. coli byla nejhojněji se vyskytující 

bakterie a Pseudomonas aeruginosa byla nalezena pouze v jednom vzorku. Na rozdíl od 

této studie se v mých vzorcích velmi často vyskytovala Klebsiella pneumoniae 

a Bacillus sp.

V následujících odstavcích se budu zabývat přírodními látkami s antimikrobiálními 

účinky. Kyselina benzoová byla jako inhibiční látka testována dvakrát v několika 

navážkách a v různých poměrech ředění. Jde o organickou kyselinu, jejíž funkční vzorec 

je C6H5COOH (Shaffique a Ahmad, 2017). Její použití je možné právě v procesu 

rozmnožování kanců (Alborzi et al., 2018). Kyselina benzoová má antifungální 

a antibakteriální vlastnosti (Shaffique a Ahmad, 2017). Její antimikrobiální aktivita je 

nepřímo úměrná s pH média. Nedisociovaná forma kyseliny benzoové při nízkém pH 

může procházet buněčnou membránou účinněji, než její disociovaná forma při vyšším pH. 

Autoři této studie dokázali inhibiční účinek kyseliny benzoové vůči E. coli (Alborzi et al., 

2018). V jiném výzkumu byla kyselina benzoová vyhodnocena jako nejúčinnější 

monokarboxylová kyselina z dalších kyselin jako například mravenčí, propionová, 

máselná, mléčná a dikarboxylová fumarová kyselina. Byla testována vůči koliformním 

bakteriím a bakteriím mléčného kvašení (Knarreborg et al., 2002). S těmito výsledky 

koresponduje také studie Papatsiros et al. (2011) a tvrdí, že kyselina benzoová má 

antibakteriální účinky především vůči koliformním bakteriím. Tato skutečnost byla



ověřena přídavkem kyseliny benzoové do krmiva selat a následně se sledoval úbytek 

E. coli. Kyselina benzoová způsobuje výrazné snížení denzity a aktivity 

gastrointestinálních bakterií, které mohou snadno kontaminovat také kančí sperma. Ve 

studii Friedmana et al. (2003) naopak k žádné inhibici bakterií pomocí kyseliny benzoové 

nedošlo. V mých výsledcích se v prvním testování (tabulka č. 3) potvrdily inhibiční účinky 

kyseliny benzoové B a C a to především s ředěním 1 + 4. Z druhého testování (tabulka 

č. 4) to naopak byla kyselina benzoová A s ředěním také 1 + 4. Tato testovaná látka je 

nejlépe funkční do 2. dne konzervace.

Kyselina salicylová je fenolická sloučenina a jedná se o derivát kyseliny benzoové. 

Takové sloučeniny vykazují antibakteriální aktivitu vůči bakteriálním patogenům. Ve 

studii Joshi et al. (2015) kyselina salicylová prokázala vyšší antibakteriální účinek, než 

ostatní vybrané fenolické sloučeniny. Tato kyselina se prokázala jako inhibiční vůči 

Escherichia coli a Pectobacterium sp. Zároveň bylo zjištěno, že i když kyselina salicylová 

znatelně snižuje růst bakterií, tak také trvale zvyšuje motilitu většiny kmenů. Autoři díky 

kyselině prokázali snížení tvorby biofilmu a také redukci bakteriálních exoenzymů, které 

přispívají k virulenci mikroorganismu, tudíž se zmenšuje pravděpodobnost propuknutí 

infekce. V článku autorů Li et al. (2015) kyselina salicylová inhibuje pouze některé 

gramnegativní bakterie a na grampozitivní nemá vliv. V mé práci jsem dosáhla obdobných 

výsledků, zvyšovaly se počty kolonií viridujících bakterií (Streptococcus mitis/oralis) 

a počty většiny ostatních gramnegativních kolonií se zmenšovaly. Nejúčinnější inhibice 

bakterií byla zaznamenaná ve vzorku 10, kde byla kyselina salicylová C ředěná 1 + 2. 

Z výsledků další studie vyplývá, že kyselina salicylová inhibuje další bakterie jako 

například Campylobacter pylori, Helicobacter pylori a Klebsiella pneumoniae 

(Zimmermann a Curtis, 2017).

Kyselina sorbová a její draselná sůl (sorban draselný) jsou široce používané 

antimikrobiální látky (Sofos a Busta, 1981). Tyto látky inhibují růst bakterií různými 

mechanismy, jako například změnou buněčných membrán, inhibicí transportních systémů 

a klíčových enzymů, vytvořením protonového toku do buňky nebo kombinací několika 

těchto účinků najednou. Bylo také dokázáno, že je schopná ničit i spory. V této studii 

potvrdili inhibici bakterií jako například různých kmenů Bacillus, E. coli, Staphylococcus 

aureus, Proteus vulgaris a kmenů Pseudomonas, včetně Pseudomonas aeruginosa (Sofos 

et al., 1986). Výsledek týkající se Proteus vulgaris se neshoduje s mým, jelikož mé vzorky 

byly často kontaminované Proteus sp., tudíž nedošlo k jeho inhibici kyselinou sorbovou. 

Z krevních agarů, které nebyly porostlé Proteus sp., nejlépe vyšlo ředění kyseliny



sorbové B 1 + 8, kde klesly počty kolonií o 2 řády. Dle studie Zare et al. (2014) inhibovala 

kyselina sorbová a sorbát draselný S. aureus a nebyl pozorován žádný inhibiční účinek na 

E. coli. Dále bylo zjištěno, že použitím NaCl a snížením hodnoty pH mohou být posíleny 

jejich bakteriostatické účinky, což by ale mohlo být kontraproduktivní vůči spermiím. 

Kvůli nárůstu Próteus sp. na krevních agarech (tabulka č. 6) se testování kyseliny sorbové 

opakovalo a tentokrát vzorky tuto bakterii neobsahovaly. U obou kanců se při tomto 

testování (tabulka č. 8) projevila jako účinná kyselina sorbová A i B ředění 1 + 8. Ve 

spermatu kance č. 1 byla větší inhibice bakteriální mikroflóry potvrzena, stejně jako 

v předchozím testování (tabulka č. 6), u kyseliny sorbové B. U vzorku spermatu kance č. 2 

byla nepatrně účinnější kyselina sorbová A, avšak celkově ve spermatu kance č. 2 byla 

kyselina sorbová méně účinná. Z výsledků je patrno, že kyselina sorbová má 

antimikrobiální účinky a ve výzkumu Weia et al. (2018) tuto účinnost dokázali znásobit. 

Kyselinu sorbovou syntetizovali s estery aminokyselin a dosáhli tak inhibice Escherichia 

coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae a Aspergillus 

niger. Tato studie by mohla sloužit jako podklad k dalšímu testování.

Propolis je včelami produkovaná pryskyřičná látka (Campos et al., 2015), která se 

testovala ve třech ředěních. Dvě ředění byly kontaminovány Proteus sp., proto se 

hodnotilo pouze jedno ředění (1 + 8) a to bylo proti bakteriím účinné. Za 3 dny klesl počet 

kolonií tvořících jednotky téměř o dva řády. Na začátku testování se ve vzorcích 

vyskytovaly nejvíce viridující bakterie. Autoři Campos et al. (2015) zjistili, že ethanolový 

extrakt z propolisu prokazuje antimikrobiální účinnost proti všem hodnoceným bakteriím, 

mezi kterými byl například S. aureus, Proteus mirabilis, K. pneumonia, P. aeruginosa. 

Jiná studie tvrdí, že citlivější jsou grampozitivní bakterie jako například Enterococcus 

faecalis a odolnější jsou gramnegativní bakterie, jako například Salmonella sp. (Stepanovič 

et al., 2003). V další studii dosáhli obdobných výsledků, kdy propolis zcela inhiboval 

S. aureus, včetně kmenů MRSA. Dále zcela inhiboval S. epidermis, Corynebacterium sp., 

Bacillus cereus a další. Částečně inhiboval P. aeruginosa, E. coli, nicméně neměl žádný 

vliv na Klebsiellapneumoniae (Grange a Davey, 1990).

Další z testovaných látek byl BIO PIG, BIO PIG + DICOL, VIP 3 a VIP 3 + DICOL. 

Jelikož jak BIO PIG, tak VIP 3 obsahuje antibiotika, nebylo možné porovnat rozdíl 

antibakteriální účinnosti mezi BIO PIG a BIO PIG + DICOL, stejně tak mezi VIP 3 a VIP 

3 + DICOL. Doporučila bych DICOL otestovat s takovým ředidlem, který neobsahuje 

antibiotikum. Karageorgiou et al., (2016) porovnávali krátkodobé ředidlo BIO PIG, 

střednědobé OPTIM-I-A a dlouhodobé ředidlo DURAGEN. Autoři vyhodnotili, že pro



uchování kvality kančího spermatu po dobu 3 dní při 17 °C je nevhodnější použít 

dlouhodobé ředidlo oproti ostatním.

Dále byla testována antibakteriální aktivita přírodních extraktů diskovou difuzní 

metodou. Výsledky jsem porovnávala ve dvou sadách extraktů, v první sadě byl galgán, 

petržel, celer, zázvor, řepa a ve druhé sadě byla máta, rakytník, rozmarýn, majoránka. Poté 

jsem zvlášť porovnávala výsledky mezi směsí obsahující 5 a 11 % astaxanthinu. Z první 

sady (tabulka č. 9) extraktů měl nejlepší účinky galgán, který byl téměř u všech bakterií 

účinnější než 60% ethanol. Pouze u Klebsiellapneumoniae měl menší inhibiční účinnost. 

Dle autorů Mayachiew a Devahastin (2008) je ethanolový extrakt galgánu účinný proti 

Staphylococcus aureus hlavně díky 1,8 -  cineolu. Na tento výsledek navazuje i Oonmetta- 

aree et al. (2006), který potvrzuje silnou inhibici ethanolového extraktu galgánu proti 

S. aureus a navíc i proti S. epidermidis a Sacharomyces cerevisiae. Tyto výsledky 

korespondují s mými výsledky, kdy extrakt galgánu byl vůči S. aureus druhý nejúčinnější. 

Výsledky Oonmetta-aree et al. (2006) také udávají menší antibakteriální účinek na Bacillus 

cereus a B. megaterium a žádný antibakteriální účinek vůči Pseudomonas aeruginosa 

a E. coli. Tyto výsledky téměř odpovídají i mým výsledkům, jelikož měl extrakt z galgánu 

stejnou inhibiční účinnost jako samotný ethanol. Avšak na Bacillus sp. měl extrakt 

inhibiční účinek nejsilnější. Dle Voravuthikunchai et al. (2008) je účinný také 

chloroformový extrakt a to proti MRSA. Studie Victório et al. (2009) dokázala, že 

esenciální olej z listu galgánu inhiboval všechny testované bakterie, mezi které patřila 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus MRSA, Staphylococcus epidermidis.

Většina bakterií byla vůči extraktu z petržele málo citlivá, kromě Staphylococcus 

aureus CCM 3953 a Proteus sp. Obzvlášť důležité je to u Proteus sp., protože ten byl 

z první sady extraktů citlivý pouze na petrželový a galgánový extrakt (tabulka č. 9). 

Značná citlivost Staphylococcus aureus na petrželový extrakt je doložená výsledky studie 

Elgayyar et al. (2001), kromě Staphylococcus aureus extrakt silně inhibuje ještě Yersinia 

enterocolitica. Mezi dalšími autorovými výsledky a mými výsledky existuje i shoda 

u Pseudomonas aeruginosa. Na rozdíl od mé bakterie, která patří do sbírky na testování 

citlivosti, autorova Pseudomonas aeruginosa byla izolována z vnějšího ucha. I tak byly 

tyto bakterie obě slabě inhibovány extraktem z petržele.

Zázvor měl inhibiční účinek na grampozitivní bakterii Staphyloccocus aureus CCM 

3953. Inhibiční účinek zázvorového extraktu byl srovnatelný nebo nižší než 60% ethanol. 

Inhibici bakterie Staphylococcus aureus potvrzuje výzkum autora Gull et al. (2012). Ten 

mimo jiné tvrdí, že ethanolový extrakt zázvoru dále také působí na Escherichia coli,



Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Shigella, Klebsiella pneumonie, 

Staphylococcus epidermidis a Salmonella Typhi. Konkrétně E. coli v jeho studii 

vykazovala maximální citlivost na ethanolový extrakt zázvoru. S tímto výsledkem se 

neshoduje výsledek z mého testování, což může být způsobeno jinou odrůdou zázvoru, 

jiným typem extrakce atd. Autor Voravuthikunchai et al. (2006) doporučuje používat 

chloroformový extrakt zázvoru, který v jeho výzkumu prokázal dobré inhibiční účinky 

vůči Staphylococcus aureus a i vůči jeho rezistentním kmenům.

Extrakty z celeru a řepy byly méně citlivé, než 60% ethanol. Podle autora Al-talib et 

al., (2016) má celer slabé inhibiční účinky na enterické bakterie, mezi ně patří Salmonella 

Potsdam, Shigella flexneri, E. coli a Enterobacter cloacae. Z mých výsledků také vyplývá 

slabá inhibice jak E. coli CCM 3954, tak izolované E. coli ze spermatu. Mimo E. coli měl 

oproti ostatním bakteriím nejmenší průměry inhibičních zón ještě Proteus sp. a Klebsiella 

pneumoniae. Slabý účinek na E. coli odpovídá i výsledkům studie Elgayyar et al., (2001). 

Vědci tvrdí, že Escherichia coli O157:H7 a Pseudomonas aeruginosa je citlivá na extrakt 

z celeru pouze slabě. Také tvrdí, že extrakt inhibuje Staphylococcus aureus částečně. 

Z mých výsledků vyplývá, že Staphylococcus aureus je také inhibován slabě. Ve výzkumu 

Čanadanovič-Brunet et al. (2011) dokázali, že bakterie S. aureus a B. cereus vykazují větší 

citlivost a bakterie E. coli a P. aeruginosa menší citlivost vůči přírodnímu extraktu 

z červené řepy. Z tohoto výsledku vyplývá, že citlivější jsou grampozitivní bakterie na 

rozdíl od gramnegativních. Ovšem dle výsledků Bucura et al. (2015) byla E. coli citlivější, 

než S. aureus. To si vědci vysvětlovali tím, že stěna gramnegativní E. coli obsahuje velké 

množství lipidů a ty mohou být přírodními látkami z řepy rozpuštěny. Tudíž tento extrakt 

může lépe narušit strukturu bakteriální buňky, než tomu tak bylo u Staphylococcus aureus. 

V mé práci měl extrakt z řepy menší účinek, než ethanol, ale E. coli byla v mém případě 

také citlivější, než S. aureus CCM 3953.

Extrakt z rozmarýnu je neúčinnější nejen z extraktů druhé sady, ale i celkově ze všech 

testovaných extraktů. V různém rozmezí inhibuje všechny bakterie, včetně Proteus sp. Jiné 

studie také potvrzují silný účinek extraktu z rozmarýnu a to například vůči E. coli 

O157:H7 (Kim et al., 2010). Esenciální olej z rozmarýnu je schopný inhibovat 

P. aeruginosa (Elgayyar et al., 2001). Další výzkum dokázal inhibici methanolovým 

extraktem z rozmarýnu Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus 

a Salmonella Anatum (Shan et al., 2007).

Extrakt z máty některé bakterie inhibuje silněji než 60% ethanol, některé slaběji, ale 

celkově jsou účinky 60% ethanolu a extraktu z máty podobné. Silnější inhibiční účinky má



vůči Bacillus sp. Další výzkumy potvrzují antimikrobiální účinky proti Staphylococcus 

aureus, E. coli (Hassanen et al, 2015), Salmonella Enteritidis, Bacillus subtilis (Elansary 

a Ashmawy, 2013), Bacillus cereus, Listeria monocytogenes a Salmonella Anatum (Shan 

et al., 2007). Extrakt z máty nebyl tak účinný proti S. aureus a E. coli, jak uvádějí jiné 

studie.

Extrakt z rakytníku inhiboval tři bakterie silněji než 60% ethanol, jsou jimi Bacillus 

sp., Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 a E. coli CCM 3954. Podobných výsledků 

dosáhly i další studie. Například Krejcarová et al. (2015) potvrdili, že látky obsažené 

v rakytníku, především v listech, inhibují Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica a Enterococus faecalis. Esenciální olej byl 

účinný proti Escherichia coli. Autoři Michel et al. (2012) dosáhli maximální inhibice 

S. aureus pomocí extraktu z listů, extrakt ze semen inhiboval Bacillus cereus a extrakt 

z kořenů vykazoval maximální inhibici vůči Enterococcus durans. Minimální inhibici 

vědci zaznamenali u Pseudomonas aeruginosa, což bylo vysvětleno tak, že je to kmen, 

který snadno získává rezistenci. Ovšem v mém případě byla Pseudomonas aeruginosa 

CCM 3955 sbírkový kmen, tedy výrazně citlivější. Yoon et al. (2012) zkoumali ethanolový 

extrakt rakytníku a prokázal tak inhibici E. coli, B. subtilis, S. aureus a P. aeruginosa. 

Další studie ověřily účinnost methanolového, chloroformového a n-hexanového extraktu 

rakytníku. Takové extrakty byly účinné vůči Bacillus cereus a Staphylococcus 

rezistentnímu na methicilin (Negi et al., 2005; Qadir et al., 2016).

Majoránka obecně inhibovala bakterie slaběji, nebo srovnatelně s 60% ethanolem. 

Tento výsledek nekoresponduje s výsledky z jiných studií. Autoři Duletič-Lauševič et al. 

(2018) potvrzují inhibiční účinek majoránky působící proti B. subtilis a Listeria innocua, 

na druhou stranu ale nedokázali vliv extraktů z majoránky na gramnegativní bakterie, 

kromě Shigella flexneri. V jiné studii byl 65% ethanolový extrakt účinný proti 

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella Typhimurium a Pseudomonas 

aeruginosa (§ener et al., 2017). Další výzkum tvrdí, že nejúčinnější je n-hexanový extrakt 

a vodno/ethanolový extrakt proti různým kmenům Staphyloccoccus aureus a Acinetobacter 

baumannii, další bakterie nevykazovaly zvláštní citlivost (Kozlowska et al., 2010).

Směs obsahující 5 % astaxanthinu měla nejlepší inhibiční účinky, když byla zředěna 

10krát, i tak měla ale obecně slabší účinek, než 60% ethanol. Nejvíce citlivý byl na směs 

s 5 % astaxanthinu Bacillus sp., na druhou stranu Proteus sp. byl vůči této směsi nejméně 

citlivý. Směsi obsahující 11 % astaxanthinu měla nejlepší inhibiční účinky, když se 

naředila 10krát a 100krát. Tato ředění měla obecně lepší inhibiční vlastnosti, než 60 %



ethanol, ale ne výrazně. Nejvíce citlivý byl Bacillus sp. společně s Rothia nasimurium 

a nejméně citlivý byl opět Próteus sp. Celkově všechny bakterie byly citlivější na směs 

obsahující 11 % astaxanthinu. Z toho vyplývá, že má lepší inhibiční účinky. Irna et al. 

(2017) dokázali inhibici Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus 

a Bacillus subtilis paskalizovaným astaxanthinem. V případě chemicky extrahovaného 

astaxanthinu se jednalo o inhibici pouze Escherichia coli a Enterobacter aerogenes. Na 

rozdíl od jiných studií je z tabulky zřejmá nízká účinnost astaxanthinu, to bylo způsobeno 

jeho neúplným rozpuštěním v ethanolu a doporučuji toto testování zopakovat v jiném 

rozpouštědle.

Co se týče porovnání citlivosti mezi jednotlivými bakteriemi, citlivost stoupá z leva 

doprava Proteus sp. < E. coli < E. coli CCM 3954 < Klebsiella pneumoniae < 

Corynebacterium sp. < Staphylococcus aureus CCM 3953 < Pseudomonas aeruginosa 

CCM 3955 < Corynebacterium confusum < Corynebacterium glucuronolyticum < Rothia 

nasimurium < Bacillus sp.

Většina gramnegativních bakterií se projevila jako rezistentní vůči inhibičním 

látkám a naopak citlivé bakterie jsou grampozitivní. Toto tvrzení se shoduje i s jinými 

výzkumy, například s Čanadanovič-Brunet et al. (2011). Gramnegativní Pseudomonas 

aeruginosa CCM 3955 je citlivější z důvodu toho, že je to sbírkový kmen na testování 

citlivosti. Pseudomonas aeruginosa izolovaná ze vzorku by mohla být rezistentnější.

Klebsiella pneumoniae projevila rezistentci na Ampicilin 

a Sulphamethoxazole/trimethoprim a totéž se potvrdilo ve studii Stepanovič et al. (2003) 

kde byla také rezistentní. Stejně tak E. coli byla rezistentní vůči těmto dvou antibiotikům 

jak v mých výsledcích, tak také ve výsledcích studie Vranic a Uzunovic (2016).



5 Závěr
Vzhledem k rostoucí rezistenci bakterií na antibiotika a velké celosvětové spotřebě, 

bylo mým cílem otestovat citlivost bakterií kančího spermatu na přírodní látky. Testování 

probíhalo dvojím způsobem. Přírodní látky jako kyselina benzoová, sorbová, salicylová 

a propolis byly přidány do spermatu a sledoval se nárůst nebo pokles počtu bakterií 

(CFU/ml). Každá z těchto látek v některém ze svého ředění projevila vůči bakteriím 

kančího spermatu inhibiční účinky. Vzhledem k těmto účinkům a ke skutečnosti, že tyto 

látky nejsou pro spermie toxické, je vhodné jejich použití pro konzervaci spermatu. 

Nejúčinnějšími antimikrobiálními plnidly jsou ale stále BIO PIG a VIP 3 obsahující 

antibiotika.

Nejčastěji vyskytující se bakterie ve vzorcích kančího spermatu byly viridující 

bakterie, nebo bakterie bez hemolýzy. Bakterie s úplnou hemolýzou se vyskytovaly 

nejméně. Mezi často vyskytující se bakterie patřil Streptococcus sp., Escherichia coli, 

Bacillus sp., Klebsiellapneumoniae, Staphylococcus sp., Corynebacterium sp.

Dále jsem testovala přírodní extrakty, mezi nimi byla máta, rakytník, rozmarýn, 

majoránka, galgán, petržel, celer, zázvor, řepa a astaxanthin. Testování bylo provedeno 

diskovou difuzní metodou a přidáním extraktu do spermatu. Citlivější byly grampozitivní 

bakterie na rozdíl od gramnegativních a to kvůli jednoduché struktuře jejich bakteriální 

stěny. Nejméně citlivé byly bakterie Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae. Tyto 

bakterie byly rezistentní i vůči antibiotikům Ampicilin a Sulphamethoxazole/trimethoprim. 

Naopak Bacillus sp. se projevil jako nejcitlivější.

V diskové difuzní metodě měl nejlepší inhibiční účinky rozmarýn. Ve spermatu 

testované přírodní extrakty z galgánu, rozmarýnu, zázvoru a máty projevily antimikrobiální 

vlastnosti a počty bakterií se snižovaly na rozdíl od nativního spermatu. Tyto látky mají 

antimikrobiální potenciál a bylo by možné je v některých případech použít jako 

konzervační látky. Bohužel by nebylo možné tyto extrakty použít jako plnidla kančího 

spermatu, jelikož z výsledků testů jejich toxicity na spermie vyplývá, že kromě zázvoru 

byly všechny použité extrakty vůči spermiím toxické již po prvních hodinách, nebo téměř 

okamžitě. V navazujících studiích by bylo vhodné otestovat toxicitu i dalších extraktů na 

spermie a najít tak přírodní extrakt, který by měl dostatečné antimikrobiální účinky 

a zároveň by nebyl toxický vůči spermiím.
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7 Příloha

Tabulka 16: Vyhodnocení difúzní diskové metody u vybraných rostlinných extraktů pro bakterii 
______________________ Corynebacterium glucuronolyticum_____________________________

e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 12 12 60 % e th a n o l 12 12

galgán 1,1 14 14 galgán 0,8 2 12 14
p etrže l 0 ,75 10 10 p etrže l 0 ,6 2 8 8

ce le r 0 ,5 8 9 9 ce le r 0 ,5 2 9 10

zázvor 0 ,2 7 15 13 zá zv o r 0 ,2 2 10 10

řepa 0 ,9 6 10 8 řepa 0,6 7 9 9

m áta 0 ,5 4 15 11 m áta 0,6 12 12

ra k y tn ík 0 ,6 6 11 12 ra k y tn ík 0 ,6 8 12 8

rozm arýn 0 ,4 4 19 18 rozm arýn 0 ,4 8 18 17
m a jo rá n ka 0,65 10 11 m a jo rá n ka 0,7 13 12

60 % e th a n o l 10 10 60 % e th a n o l 12 12

10x 5 %  A 10 10 10x 11 %  A 11 9

1 00 x 5 %  A 11 12 1 00 x 11 %  A 10 10

1 0 0 0 x 5 %  A 9 10 1 0 0 0 x 11 %  A 11 12

1 0 0 0 0 x 5 %  A 9 10 1 0 0 0 0 x 11 %  A 10 11

č istý 5 %  A 9 9 č istý 11 %  A 9 9

6 0 %  e th a n o l 11 10 6 0 %  e th a n o l 11 10

P o zn á m ka : v e lik o s t  d isku  se  ro vn á  6 m m .



e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 10 10 60 % e th a n o l 11 11

galgán 1,1 13 10 galgán 0,8 2 12 14
p etrže l 0 ,75 10 9 p etrže l 0 ,6 2 9 9

ce le r 0 ,5 8 11 8 ce le r 0 ,5 2 8 9

zá zv o r 0 ,2 7 13 13 zá zv o r 0 ,2 2 8 10

řepa 0 ,9 6 9 9 řepa 0,6 7 11 10

m áta 0 ,5 4 10 11 m áta 0,6 12 13

ra k y tn ík 0 ,6 6 9 10 ra k y tn ík 0 ,6 8 10 10

rozm arýn 0 ,4 4 14 15 rozm arýn 0 ,4 8 16 13
m a jo rá n ka 0,65 10 10 m a jo rá n ka 0,7 11 9

60 % e th a n o l 9 10 60 % e th a n o l 11 15

10x 5 %  A 12 11 10x 11 %  A 12 13

1 00 x 5 %  A 13 10 1 00 x 11 %  A 10 11

1 0 0 0 x 5 %  A 9 11 1 0 0 0 x 11 %  A 9 9

1 0 0 0 0 x 5 %  A 10 9 1 0 0 0 0 x 11 %  A 18 10

č istý 5 %  A 7 10 č istý 11 %  A 6 7

6 0 %  e th a n o l 9 14 6 0 %  e th a n o l 10 10

P o zn á m ka : v e lik o s t  d isku  se  ro vn á  6 m m .



e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 12 12 60 % e th a n o l 12 12

g a lg á n 1,1 15 10 g a lg á n 0,8 2 12 11

p etrže l 0 ,75 10 10 p etrže l 0 ,6 2 9 8

ce le r 0 ,5 8 9 9 ce le r 0 ,5 2 10 10

zá zv o r 0 ,2 7 12 10 zá zv o r 0 ,2 2 10 10

řepa 0 ,9 6 10 10 řepa 0,6 7 8 11

m áta 0 ,5 4 12 11 m áta 0,6 11 10

ra k y tn ík 0 ,6 6 9 9 ra k y tn ík 0 ,6 8 9 10

rozm arýn 0 ,4 4 14 13 rozm arýn 0 ,4 8 13 14
m a jo rá n ka 0,65 9 9 m a jo rá n ka 0,7 11 9

60 % e th a n o l 10 10 60 % e th a n o l 10 11

10x 5 %  A 9 10 10x 11 %  A 10 11

1 00 x 5 %  A 8 12 1 00 x 11 %  A 9 11

1 0 0 0 x 5 %  A 9 11 1 0 0 0 x 11 %  A 11 10

1 0 0 0 0 x 5 %  A 10 10 1 0 0 0 0 x 11 %  A 10 9

č istý 5 %  A 6 6 č istý 11 %  A 6 6

6 0 %  e th a n o l 10 10 6 0 %  e th a n o l 10 11

P o zn á m ka : v e lik o s t  d isku  se  ro vn á  6 m m .



e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 13 12 60 % e th a n o l 12 12

galgán 1,1 14 10 galgán 0,8 2 13 13
p etrže l 0 ,75 10 8 p etrže l 0 ,6 2 9 9

ce le r 0 ,5 8 10 8 ce le r 0 ,5 2 11 10

zá zv o r 0 ,2 7 10 10 zá zv o r 0 ,2 2 11 11

řepa 0 ,9 6 9 10 řepa 0,6 7 9 10

m áta 0 ,5 4 16 14 m áta 0,6 11 11

ra k y tn ík 0 ,6 6 10 10 ra k y tn ík 0 ,6 8 10 10

rozm arýn 0 ,4 4 21 16 rozm arýn 0 ,4 8 16 14
m a jo rá n ka 0,65 10 10 m a jo rá n ka 0,7 10 11

60 % e th a n o l 12 11 60 % e th a n o l 12 13

10x 5 %  A 10 10 10x 11 %  A 12 12

1 00 x 5 %  A 9 9 1 00 x 11 %  A 12 12

1 0 0 0 x 5 %  A 10 10 1 0 0 0 x 11 %  A 11 10

1 0 0 0 0 x 5 %  A 11 11 1 0 0 0 0 x 11 %  A 11 11

č istý 5 %  A 11 11 č istý 11 %  A 10 10

6 0 %  e th a n o l 12 12 6 0 %  e th a n o l 12 12

P o zn á m ka : v e lik o s t  d isku  se  ro vn á  6 m m .



Klebsiella pneumoniae
Tabulka 20: Vyhodnocení difúzní diskové metody u vybraných rostlinných extraktů pro bakterii

Klebsiella pneumoniae

e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 12 12 60 % e th a n o l 12 10

g a lg á n 1,1 10 11 g a lg á n 0,8 2 10 9

p etrže l 0 ,75 9 10 p etrže l 0 ,6 2 9 9

ce le r 0 ,5 8 7 9 ce le r 0 ,5 2 10 9

zá zv o r 0 ,2 7 10 11 zá zv o r 0 ,2 2 10 9

řepa 0 ,9 6 9 9 řepa 0,6 7 10 9

m áta 0 ,5 4 10 10 m áta 0,6 11 10

ra k y tn ík 0 ,6 6 9 9 ra k y tn ík 0 ,6 8 9 9

rozm arýn 0 ,4 4 14 12 rozm arýn 0 ,4 8 14 14
m a jo rá n ka 0,65 9 10 m a jo rá n ka 0,7 10 9

60 % e th a n o l 11 13 60 % e th a n o l 10 12

10x 5 %  A 10 8 10x 11 %  A 9 10

1 00 x 5 %  A 10 11 1 00 x 11 %  A 8 9

1 0 0 0 x 5 %  A 10 10 1 0 0 0 x 11 %  A 10 7

1 0 0 0 0 x 5 %  A 12 10 1 0 0 0 0 x 11 %  A 11 11

č istý 5 %  A 7 7 č istý 11 %  A 7 7

6 0 %  e th a n o l 13 12 6 0 %  e th a n o l 10 12

P o zn á m ka : v e lik o s t  d isku  se  ro vn á  6 m m .



Tabulka 21: Vyhodnocení difúzní diskové metody u vybraných rostlinných extraktů pro bakterii Bacillus 
_________________________________________ ______________ ______________________________

e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 15 14 60 % e th a n o l 13 14

galgán 1,1 15 16 galgán 0,8 2 17 22
p etrže l 0 ,75 12 13 p etrže l 0 ,6 2 10 11

ce le r 0 ,5 8 12 11 ce le r 0 ,5 2 10 12

zá zv o r 0 ,2 7 11 12 zá zv o r 0 ,2 2 11 11

řepa 0 ,9 6 10 9 řepa 0,6 7 10 10

m áta 0 ,5 4 20 13 m áta 0,6 12 13

ra k y tn ík 0 ,6 6 13 16 ra k y tn ík 0 ,6 8 13 11

rozm arýn 0 ,4 4 18 15 rozm arýn 0 ,4 8 18 16
m a jo rá n ka 0,65 11 13 m a jo rá n ka 0,7 12 12

60 % e th a n o l 11 12 60 % e th a n o l 12 11

10x 5 %  A 12 13 10x 11 %  A 12 12

1 00 x 5 %  A 11 11 1 00 x 11 %  A 13 12

1 0 0 0 x 5 %  A 11 12 1 0 0 0 x 11 %  A 13 13

1 0 0 0 0 x 5 %  A 11 11 1 0 0 0 0 x 11 %  A 12 12

č istý 5 %  A 14 13 č istý 11 %  A 12 11

6 0 %  e th a n o l 12 12 6 0 %  e th a n o l 13 12

P o zn á m ka : v e lik o s t  d isku  se  ro vn á  6 m m .



Tabulka 22: Vyhodnocení difúzní diskové metody u vybraných rostlinných extraktů pro bakterii
Escherichia coli

e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 11 11 60 % e th a n o l 12 10

g a lg á n 1,1 10 11 g a lg á n 0,8 2 11 12

p etrže l 0 ,75 9 8 p etrže l 0 ,6 2 8 8

ce le r 0 ,5 8 8 7 ce le r 0 ,5 2 7 8

zá zv o r 0 ,2 7 10 8 zá zv o r 0 ,2 2 10 11

řepa 0 ,9 6 7 6 řepa 0,6 7 11 13

m áta 0 ,5 4 9 10 m áta 0,6 9 9

ra k y tn ík 0 ,6 6 7 9 ra k y tn ík 0 ,6 8 8 9

ro zm a rýn 0 ,4 4 11 11 ro zm a rýn 0 ,4 8 12 11

m a jo rá n ka 0,65 10 8 m a jo rá n ka 0,7 9 10

60 % e th a n o l 10 11 60 % e th a n o l 10 11

10x 5 %  A 10 8 10x 11 %  A 7 10

1 00 x 5 %  A 9 9 1 00 x 11 %  A 9 10

1 0 0 0 x 5 %  A 9 10 1 0 0 0 x 11 %  A 9 11

1 0 0 0 0 x 5 %  A 11 10 1 0 0 0 0 x 11 %  A 11 12

č istý 5 %  A 6 6 č istý 11 %  A 6 6

6 0 %  e th a n o l 11 12 6 0 %  e th a n o l 11 11

P o zn á m ka : v e lik o s t  d isku  se  ro vn á  6 m m .



Tabulka 23: Vyhodnocení difúzní diskové metody u vybraných rostlinných extraktů pro bakterii Próteus 
_________________________________________ ______________ ______________________________

e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 6 6 60 % e th a n o l 6 6

g a lg á n 1,1 7 9 galgán 0,8 2 9 9
p etrže l 0 ,75 6 6 petržel 0,6 2 8 7

ce le r 0 ,5 8 6 6 ce le r 0 ,5 2 6 6

zá zv o r 0 ,2 7 6 6 zá zv o r 0 ,2 2 6 6

řepa 0 ,9 6 6 6 řepa 0,6 7 6 6

m áta 0 ,5 4 6 6 m áta 0,6 6 6

ra k y tn ík 0 ,6 6 6 6 ra k y tn ík 0 ,6 8 6 6

ro zm a rýn 0 ,4 4 7 7 rozm arýn 0 ,4 8 8 9
m a jo rá n ka 0,65 6 6 m a jo rá n ka 0,7 6 6

60 % e th a n o l 6 6 60 % e th a n o l 6 6

10x 5 %  A 7 9 10x 11 %  A 7 7

1 00 x 5 %  A 6 6 100x 11 %  A 9 8
1 0 0 0 x 5 %  A 6 6 1 0 0 0 x 11 %  A 6 6

1 0 0 0 0 x 5 %  A 6 6 1 0 0 0 0 x 11 %  A 6 6

čistý 5 %  A 10 10 čistý 11 %  A 10 11

6 0 %  e th a n o l 6 6 6 0 %  e th a n o l 6 6

P o zn á m ka : v e lik o s t  d isku  se  ro vn á  6 m m .



Tabulka 24: Vyhodnocení difúzní diskové metody u vybraných rostlinných extraktů pro bakterii
Escherichia coli CCM 3954

e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 11 11 60 % e th a n o l 11 11

g a lg á n 1,1 11 10 g a lg á n 0,8 2 11 12

p etrže l 0 ,75 7 7 p etrže l 0 ,6 2 7 8

ce le r 0 ,5 8 7 7 ce le r 0 ,5 2 8 7

zá zv o r 0 ,2 7 9 7 zá zv o r 0 ,2 2 11 9

řepa 0 ,9 6 6 7 řepa 0,6 7 7 8

m áta 0 ,5 4 10 10 m áta 0,6 10 8

ra k y tn ík 0 ,6 6 10 11 ra k y tn ík 0 ,6 8 12 11

rozm arýn 0 ,4 4 12 13 rozm arýn 0 ,4 8 14 14
m a jo rá n ka 0,65 11 6 m a jo rá n ka 0,7 7 7

60 % e th a n o l 10 10 60 % e th a n o l 10 10

10x 5 %  A 9 9 10x 11 %  A 10 9

1 00 x 5 %  A 10 10 1 00 x 11 %  A 11 10

1 0 0 0 x 5 %  A 10 10 1 0 0 0 x 11 %  A 10 10

1 0 0 0 0 x 5 %  A 11 11 1 0 0 0 0 x 11 %  A 11 11

č istý 5 %  A 11 8 č istý 11 %  A 11 9

6 0 %  e th a n o l 6 6 6 0 %  e th a n o l 6 6

P o zn á m ka : v e lik o s t  d isku  se  ro vn á  6 m m .



Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Tabulka 25: Vyhodnocení difúzní diskové metody u vybraných rostlinných extraktů pro bakterii 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 10 12 60 % e th a n o l 11 11

g a lg á n 1,1 10 11 g a lg á n 0,8 2 12 11

p etrže l 0 ,75 9 9 p etrže l 0 ,6 2 12 11

ce le r 0 ,5 8 9 8 ce le r 0 ,5 2 12 10

zá zv o r 0 ,2 7 9 10 zá zv o r 0 ,2 2 10 10

řepa 0 ,9 6 8 8 řepa 0,6 7 10 10

m áta 0 ,5 4 12 10 m áta 0,6 9 10

ra k y tn ík 0 ,6 6 9 13 ra k y tn ík 0 ,6 8 12 11

ro zm a rýn 0 ,4 4 12 11 ro zm a rýn 0 ,4 8 14 11

m a jo rá n ka 0,65 10 9 m a jo rá n ka 0,7 11 11

60 % e th a n o l 12 10 60 % e th a n o l 10 11

10x 5 %  A 9 9 10x 11 %  A 10 9

1 00 x 5 %  A 10 10 1 00 x 11 %  A 10 10

1 0 0 0 x 5 %  A 10 11 1 0 0 0 x 11 %  A 10 11

1 0 0 0 0 x 5 %  A 11 12 1 0 0 0 0 x 11 %  A 12 11

č istý 5 %  A 10 11 č istý 11 %  A 11 10

6 0 %  e th a n o l 12 12 6 0 %  e th a n o l 12 12

P o zn á m ka : v e lik o s t  d isku  se  ro vn á  6 m m .



Staphylococcus aureus CCM 3953
Tabulka 26: Vyhodnocení difúzní diskové metody u vybraných rostlinných extraktů pro bakterii 

Staphylococcus aureus CCM 3953

e x tra k t

K o n c e n tra c e
e xtra ktu
(g/m l)

In h ib ičn í 
zó n a  (m m )

e x tra k t
K o n c e n tra c e
e xtra k tu
(g/m l)

In h ib ičn í
zó n a
(m m )

60 % e th a n o l 11 11 60 % e th a n o l 8 9

galgán 1,1 16 18 galgán 0,8 2 16 16
petržel 0,75 15 16 petržel 0,6 2 14 16
ce le r 0 ,5 8 7 7 ce le r 0 ,5 2 7 8

zá zv o r 0 ,2 7 10 11 zá zv o r 0 ,2 2 15 10

řepa 0 ,9 6 7 7 řepa 0,6 7 8 7

m áta 0 ,5 4 9 6 m áta 0,6 7 10

ra k y tn ík 0 ,6 6 8 10 ra k y tn ík 0 ,6 8 7 9

rozm arýn 0 ,4 4 15 15 rozm arýn 0 ,4 8 20 13
m a jo rá n ka 0,65 11 10 m a jo rá n ka 0,7 10 10

60 % e th a n o l 10 10 60 % e th a n o l 10 10

10x 5 %  A 10 12 10x 11 %  A 10 9

1 00 x 5 %  A 9 9 1 00 x 11 %  A 9 9

1 0 0 0 x 5 %  A 6 6 1 0 0 0 x 11 %  A 12 7

1 0 0 0 0 x 5 %  A 6 6 1 0 0 0 0 x 11 %  A 8 6

č istý 5 %  A 12 13 čistý 11 %  A 12 22

6 0 %  e th a n o l 12 12 6 0 %  e th a n o l 12 12


