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Anotace

Diplomova prace se zamétuje na mikroorganismy vyskytujici se ve spermatu
chovnych kanct a zamezeni jejich ristu pomoci pfirodnich extrakti. Nejdiive se zabyvam
kontaminaci a vyskytem mikroorganismi ve spermatu. Dale je v praci popsano, jak se
sperma odebira, skladuje a jakymi plnidly se sperma fedi a uchovava. V dalsi ¢asti jsou
shrnuty pfirodni extrakty, které byly vyuzity k inhibici mikroorganismu a k testovani jejich
toxicity na spermie. Mimo to je dale v praktické ¢asti zhodnocena i citlivost vybranych

bakterii izolovanych z kan¢iho spermatu na antibiotika.
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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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Uvod

Kontaminace ejakulatu bakteriemi predstavuje riziko pro chov prasat a to jak pro
samce, tak 1 pro samice. Proto se prasnice inseminuji uméle a diky tomu je mozné
kontrolovat pfenos bakterii do spermatu. Jednim z moznych zplsobl jak zabranit
kontaminaci, je pfidani antibiotik do ejakulatu. Avsak vlivem rostouci rezistence bakterii
na antibiotika je snaha nahradit je jinymi latkami, napfiklad pfirodnimi extrakty.

Cilem této prace je vyhodnoceni pusobeni fedicich latek a extrakti na bakterie
vyskytujici se v kan¢im spermatu. Nejdiive se zaméfim na ejakulat a jeho parametry,
kterymi se posuzuje kvalita. Nasledn€ se budu zabyvat riznymi moznostmi kontaminace
spermatu, analyzou mikrobu vyskytujicich se v ejakulatu, jeho skladovanim a plnidly. Dale
budou popsany tifi mikroorganismy, které se ve spermatu vyskytuji, ovliviiuyji jeho
parametry a tim padem maji negativni vliv na chov prasat. V druhé ¢asti teorie uvedu deset
vybranych pfirodnich extraktti z bylin. Popisi jejich vyhody pouziti a mozné inhibi¢ni

ucinky na rizné druhy bakterii.
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1 Teoreticka cast

1.1 Ejakulat

Tato tekutina se tvoii ve varlatech, nadvarlatech a v piislusnych pohlavnich zldzach
a deli se na bunéCnou ¢ast, tedy spermie a nebunéCnou cast, tedy semennou tekutinu
z ptidatnych zlaz (Bonet ef al., 2013; Hollandbeck a Foley, 1964). Kan&i semennd tekutina
slouzi k pohybu spermii. Jedna se o transportni médium, které zabrafiuje ztrat€ spermii ze
sami¢tho rozmnozovaciho traktu (Hollandbeck a Foley, 1964).

Prumémy objem kanciho spermatu se udava obvykle mezi 125 - 500 ml tekutiny.
Sperma je malo koncentrované, ale ma velky objem (Hollandbeck a Foley, 1964), ktery se
muze ménit a to naptiklad v dasledku stafi kance (Bonet ef al., 2013). Sperma muze byt
vzhledem k objemu vycCerpéano, ale do dne ¢i do dvou dni se obnovuje (Hollandbeck
aFoley, 1964). De¢li se podle slozeni na prespermatickou, spermatickou
a postspermatickou ¢ast (Bonet e al., 2013).

Pro spermie je nutny zdroj cukrii a to v podob& monosacharidu, ale i slozit€jsich
cukrt, diky nimz se spermie mohou pohybovat. Hlavni cukry, které slouzi jako zdroj
energie, jsou glukdza a fruktéza. V ejakulatu jsou dva energetické zdroje pro spermie,
jeden se nachazi pfimo vnich a druhy vsemenné tekuting. Jak spermie, tak
mikroorganismy, které se mohou ve spermatu vyskytovat, vyuzivaji glukézu jako zdroj
energie. AvSak metabolismem cukri vznikaji kyseliny, které ovliviiuji pH spermatu.
Fyziologicka hodnota pH kanciho spermatu se pohybuje mezi 7,2 — 7,5. Zména pH je pro
spermie fatalni, jelikoz vychyleni od fyziologické hodnoty zpusobi ztratu zivotaschopnosti
spermii, jehoz nasledkem je sniZeni kvality spermatu a tudiz i plodnosti (Ciornei ef al.,

2008).

Obrazek 1: Vzorky kanciho spermatu redéné BTS bez ATB (foto autor)
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1.2 Kvalita spermatu

Plodnost kanct je ovliviiovana kvalitou spermatu (Ciornei ef al., 2008), ktera se
hodnoti na =zakladé objemu ejakulatu, aglutinace spermii, jejich koncentrace,
zivotaschopnosti, celkového poctu spermii, jejich pohyblivosti (Goldberg et al., 2013),
morfologie spermii (Pinart a Puigmulé, 2013), dale také reakce a pruniku akrozomu do
oocytu a celistvosti plazmatické membrany. Bunéna homeostaza je zachovana pomoci
této plazmatické membrany. Integrita plazmatické membrany udrzuje spermie uvnitt
sam¢iho rozmnozovaciho traktu zivé a zachovavé tak fertilitu, je to jeden z hlavnich
faktorti v posuzovani kvality ejakulatu. Ztrata bunécné homeostazy poskozenim integrity
membrany a ztrata motility odliSuje zivé spermie od mrtvych (Sutkeviciene ef al., 2009).

Kan¢i reprodukce muaze byt ovlivnéna ruznymi faktory, jako je napfiklad jejich
stafi, chov a velikost varlat, dale také teplota okoli, strava, socidlni prostiedi a pravidelnost
odbéru ejakulatu (Pinart a Puigmulé, 2013). Pii makroskopickém hodnoceni ejakulatu se
hodnoti jeho pach a barva. Na barve se posuzuje Cirost, pfimées srazenin, krve, u pachu se
sleduje, zdali je pach typicky anebo s cizim pachem (Ubeda et al., 2013). Fertilita kanct se
hodnoti na zakladé poctu porodd a na poctu zivé narozenych selat (Pinart a Puigmulé,
2013).

Kanci sperma by se mélo pravidelné testovat, aby se mohly sledovat piipadné
zmény a odhalit pfiCiny téchto zmén. Tyto zmény mohou byt zpisobeny manipulaci
ejakulatu zaméstnanci, kvalitou vody, dodrzovanim spravného postupu pii odbéru
ejakulatu a dal§imi vlivy (Baracaldo a Ward, 2009). Béhem sezony se reprodukce kanct
meéni, protoze se meéni kvalita ejakulatu, plodnost a sexudlni chovani. Vysoké teploty maji
nepfiznivy vliv na varlata, jelikoZ zptsobuji poruchy spermatogeneze a snizuji tak hladinu
testosteronu. Idedln¢ by se sperma mélo odebirat po 2 — 5 dnech, protoze pokud by se
sperma odebiralo Cast&ji, snizil by se jeho objem, koncentrace a pohyblivost spermii.
U kancu je nutno zjistovat velikost varlat a vybirat je dle velikosti do umélého chovu.
Velikost varlat odpovida tvorbé spermii, délce reprodukéniho obdobi, testosteronu a libidu

(Pinart a Puigmulé, 2013).

1.3 Kontaminace
Sperma se zpracovava podle hygienickych postupt, které zahrnuji i pfidani
antibiotik. Je potifeba udrzovat laborator a pomucky sterilni (Baracaldo a Ward, 2009)

vzhledem k mozné kontaminaci, na které zalezi uroven kvality ejakulatu. Odbér spermatu

17



je kvuli kontaminaci rizikovy, proto by se mélo sperma prubé&zné hodnotit, aby se odhalila
slaba mista v procesu umélého oplodiiovani (Goldberg ef al., 2013). Kontaminované
sperma ma vliv na motilitu a vitalitu spermii, plodnost a mimo jiné vyvolava bunécnou
smrt a poskozuje akrozom (Baracaldo a Ward, 2009).

Sperma je ohrozovano kromé bakterii v Cerstvém spermatu také opozdénym
chlazenim spermatu, zvysSenou teplotou pii skladovani a preprave, pii delsim skladovani
apfi Spatné navolenych plnidlech. Kombinace pridatnych latek bohatych na ziviny
(Schulze ef al., 2016) a priznivé teploty 16 — 17 © C (Bresciani et al., 2014) muze zvySovat
narast bakterii. Tyto pfidatné latky udrzuji osmolaritu a pH v mezich 6,8 a 7,2, coz
bakteriim prospiva (Schulze ef al., 2016).

Je dulezité, aby se pii odbéru spermatu dodrzovala oCista predkozky (Goldberg et
al., 2013). Kanci predkozka totiz obsahuje divertikl, ve kterém se miize zadrzovat moc,
bakterie, staré buiiky a ejakulat. Tento vacek se tudiz muze lehce stat zdrojem
kontaminace. Objem divertiklu se pohybuje mezi 20 a 100 ml, ale primérn€ to je 60 —
70 ml (Althouse a Evans, 1994). Riziko kontaminace ejakulatu stoupa v pfipad€, ze se
tekutina z predkozky dostane do odebraného ejakulatu. Studie Goldberga er al. (2013)
zjistila, ze sperma bylo mén¢ kontaminované, kdyz byl divertikl fadné oSetien a Ze spravné
drzeni pyje zabrani stékéani tekutiny z divertiklu do odebran¢ho ejakulatu. Pfi spravné
oCisté a drzeni pyje bylo 37,7 % ejakulatu bez bakterii oproti ostatnim odbéram, kde to
bylo pouhych 7,5 %, 3,6 % a necelé 2 %. Predpoklada se, ze ¢im je kanec starsi, tim ma
Sirsi predkozku a tim je vétsi Sance kontaminovat ejakulat. Ve vyzkumu bylo prokéazano,
Ze u starSich kancu je vétsi mira kontaminace ejakulatu kvili kapajici tekutin€ do spermatu
az 0 30 % v porovnani s mlad§imi kanci (16 %).

Dale je zapotfebi kvili mozné kontaminaci zkratit ochlupeni na predkozce,
zaméstnanci si musi brat Cisté rukavice a odebrat spravnou frakci ejakulatu. Riziko
kontaminace ejakulatu stoupa v pfipade, kdyz samotny odbér trva déle jak 7 minut,
zamestnanci si neméni rukavice, ochlupeni je delsi jak 1 cm a kdyz jsou kanci starsi vic jak
18 mésic. Vzorky, kde byl odbér proveden $pinavymi rukavicemi a s kapajici tekutinou
do ejakulatu byly vzdy kontaminovany. Vzorky odebrané spravnym postupem byly
kontaminovany jen z 39,6 %. Pii odbéru vzorku, ktery trval méné jak 7 minut, bylo pouze
19 % ejakulatu kontaminovano, oproti vice jak 7 minutovém odbéru, kde bylo
kontaminovano 34 % vzorkt. Také kdyz se zamé&stnanci nechovaji asepticky, 70 % vzorka
spermatu mé vice jak 220 CFU/ml. Sperma bylo méné kontaminované, kdyz byli kanci

CiSténi 2 dny pifed odbérem, byly pouzity Cisté rukavice a kdyz byla spravna frakce
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odebrana pifimo do nadoby. Nevyhodou odebirani frakce obsahujici vice spermii je ta, Ze je
v této frakci obsazeno mén€ plazmy. Tato plazma je dilezita kvuli nafedéni spermatu
v reprodukénim ustroji samic. Riziko kontaminace se vyrazn€ snizuje se zkuSenostmi
a pouCenim zaméstnancdy.

Zhodnoceni efektu rizik na stupen znecisténi spermatu se provadi po rozdéleni
spermatu na dveé Casti a to dle poctu jednotek tvoficich kolonie pozorovanych pfi
mikrobiologické analyze. Jedna skupina spermatu obsahuje mén¢ jak 220 CFU/ml a druha
vice jak 220 CFU/ml bakterii, v kazdé skupiné by mélo byt pfiblizné stejné vzorku
(Goldberg et al., 2013).

Kontaminace se déli na dva typy a to na zvifeciho a nezvifeciho pavodu. Do
zvifeciho puvodu se ftadi divertikl, fekalie, ochlupeni, vymeésky dychaciho ustroji
a pokozka. Do druhé skupiny patii Spinavé rukavice, kontaminovana voda, nesterilni
nastroje, nevyhovujici hygienické podminky a lidsky faktor. Vzhledem k tomu, ze mocova
trubice u samcu slouzi k rozmnozovani i vyméSovani zarovefi, muze byt ejakulat
kontaminovan snadnéji nékterymi mikroorganismy vylucovaci soustavy. Zarover je blizko
mocové trubice také intestinalni trakt a proto sperma muze byt kontaminovano i mikroby
stfeva (Martin ef al., 2010). Vzhledem k t€émto Sirokym moznostem kontaminace by mélo
byt dbano na to, aby se respektovaly hygienické postupy pii odbéru a zpracovani ejakulatu.
Antimikrobialni latky nejsou na 100 % ucinné (Gaczarzewicz ef al., 2016) a to 1 pies jejich
velké vyuzivani. Studie potvrdila vyskyt bakterii (14,7 - 31, 2 %) v ejakulatu s plnidly
(Schulze et al., 2015).

1.4 Vyskyt mikrooganismi

1.4.1 Izolace a identifikace bakterii

Priklad postupu podle Schulze ef al. (2015) je takovy, Ze jak nativni sperma, tak
sperma s plnidlem se ockuje na agar bézn¢€ pouzivany v mikrobiologické analyze. Navic se
ejakulat s plnidlem pipetuje do tekuté zivné pudy. Ty se inkubuji pfi 37 °C v aerobnim
prostiedi. Po 24 hodinach se kontroluji, zdali na nich nenarostly kolonie bakterii a pokud
ne, odpovidajici zivna tekuta ptida se nanese na Columbia agar s ov¢i krvi. Pevna puda se
dale inkubuje po dobu 5 dni za pokojové teploty a prubézné se kontroluje. Kazdy typ
narostlé kolonie se pfenese na novy agar a identifikuje bud biochemickymi testy, nebo

komer¢nimi sety.
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Identifikace bakterie spoCiva v posouzeni rastu kolonii, barvenim dle Grama,
zkouma se morfologie bun€k, produkce enzymi a v neposledni fadé také schopnost

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

1.4.2 Pocet bakterii
K ureni bakteridlni kontaminace se provede série fedéni vzorku (CFU/ml). Kazdé
fedéni se naockuje v dubletu a neché se inkubovat pii 37 °C v aerobnim prostredi. Po 24

a 48 hodinach se kolonie bakterii spocitaji (Schulze et al., 2015).

1.5 Skladovani a plnidla spermatu

1.5.1 Skladovani

Kvili rastu bakterii a zhorseni kvality spermatu vlivem jeho znehodnoceni se musi
dbat na spravny odbér, skladovéani a distribuovani odebraného kanciho spermatu pired
inseminaci. Do spermatu se pfidavaji latky, které podporuji rast mikrobu a které jsou
rezistentni vUuCi antibiotikim (Kuster a Althouse, 2016). Sbira se druhd a tfeti Cast
spermatu, protoze tyto Casti obsahuji nejvice spermii. Takto nafedéné sperma je
v plastovych zkumavkach prevezeno do prislusné laboratofe pii teplot¢ 17 °C
v transportnim boxu. Po filtraci spermatu pfichdzi fedéni a nasledné obohaceni
o antibiotika. Spermie se uchovavaji pii této teploté v kapalném stavu, aby nedoslo k jejich
poskozeni vlivem chladu (Schulze et al., 2016). Testovani spermatu na mikroby se obvykle

provadi 2 — 3 dny po odbéru (Ubeda et al., 2013).

1.5.2 Pridatné latky

Pridatné latky se v zivoCisné vyrobé prasat pouzivaji nejen pro zachovani
zivotaschopnosti spermii, ale také pro udrzeni jejich motility. Zaroven se od piidatnych
latek pozaduje zamezeni ristu bakterii v ejakulatu. Neméné dulezity je také pozadavek na
pufrovani pH a tim padem neutralizaci metabolickych odpadu (Vyt et al., 2004).

Latky, které se pridavaji ke spermatu muzeme rozdeélit podle jejich konzervacni
kapacity a to na kratkodobé (1 - 2 dny), stiednédobé (3 - 4 dny) a dlouhodobé (7 — 10 dni).
Dlouhodobé piidatné latky jsou vyhodnéjsi pro hodnoceni kvality ejakulatu po tfech dnech
uchovavani pii 17 © C. Ale pro inseminaci do dvou dna se ejakulat fedi stfednédobym
plnivem, protoze to vede k vy$si porodnosti a k vétSimu poctu zivé narozenych selat
(Karageorgiou et al., 2016). Plnidla se pouzivaji i v pfipad€¢ zmrazeni kanciho ejakulatu
(Wasilewska ef al., 2016), protoze mrazenim a rozmrazovanim spermatu muze dojit k jeho
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poskozeni. Nevyhodou tohoto postupu je tedy vysoka citlivost spermii na nizké teploty,
avSak vyhodou je zamezeni prenosu bakterii. Kryokonzervace se kvili nevyhodam bézné
v praxi neprovadi, avsak pfi pouziti molekul, jako napfiklad cholesterolu, které by chranily
plazmatickou membranu pted chladem, by bylo mozné kanc¢i ejakuléat takto uchovavat
(Bailey et al., 2008).

Konkrétnimi ptiklady plnidel jsou BTS (Beltsville thawing solution, rozmrazovaci
roztok Beltsville) (Pinart et al., 2016); Androhep (Frydrychova et al., 2010); ME-S
(modified extender short-term, modifikované kratkodobé plnidlo) (Bresciani ef al., 2014).

Tabulka 1: P¥iklady sloZeni piidatnych latek komeréné pouzivanych pro kapalné uchovani kanéiho

spermatu, vSechna plnidla jsou doplnéna o antibiotika (300 mg gentamycinu nebo 1 g¢ neomycinsulfatuna 11
plnidla) (Johnson et al., 2000)

Schonow
Slozka (g/1) :{:zztr:I:aBz:I‘tI:\fillle Kiev ::22::::;:;:::;:) It(:/ I Il |Zorlesco |Androhep
glukéza 37 60 3] 40 3 11,5 26
EDTA 1,25| 3,7 2 2,3 2,4
citronan sodny 6| 3,7 24,3| 3,7| 18 11,7 8
:Z:;;ge"“h"c'ta" 1,25| 1,2 24| 12| 21 1,25 1,2
chlorid draselny 0,75 0,4 0,4
TRIS 6,5
HEPES 9
kyselina citronova 41
cystein 0,05 0,1
BSA 5 2,5

1.6 Mikroorganismy v kan¢im spermatu

1.6.1 Escherichia coli

E. coli patii do Celedi Enterobacteriaceae, v kan¢im spermatu se jedna o nejvice se
vyskytujici bakterii. Objevuje se ve vice jak poloviné kontaminovanych vzorcich spermatu
(Bresciani et al, 2014; Martin et al, 2010). Zpusobuje prijem, mastitidu, infekce
urogenitalniho systému, meningitidu, artritidu. FE. coli je dilezitou bakterii, protoze
zpusobuje ekonomické ztraty v chovech prasat (Schierack et al., 2007). E. coli produkuje
cytokiny, které spousti tvorbu RFK (reaktivni formy kysliku) tyto kyslikové radikaly
zpusobuyji lipidovou peroxidaci plazmatické membrany (Pinart et al., 2016; Murphy, 2009).
E. coli také produkuje latky pusobici jako spermicid (Pinart ef al., 2016). Timto zpisobem
se snizuje pohyblivost a vitalita spermii. Tento patogen produkuje ve své sténé

lipopolysacharidy (LPS), které pusobi jako endotoxiny a tlumi pohyblivost bi¢iku spermii
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(Pinart ef al,, 2016). Dalsi latky, které maji negativni vliv na spermie jsou hemolyziny,
peptidoglykanové fragmenty, shiga-like toxiny (Bussalleu ef al., 2011). Ekonomické ztraty
zpusobuji enterotoxigenni a verotoxigenni kmeny, které vyvolavaji prijmy a tim padem
umrti selat. Enterotoxinogenni kmen produkuje fimbrialni adheziny a enterotoxiny,

verotoxigenni kmen produkuje verotoxiny (Bussalleu ef al., 2012).

Kolonie se testuji pomoci biochemickych testhi a Gramova barveni. Do
biochemickych testl patii oxidazovy test, test na tvorbu sulfanu, indolu, hydrolyza lyzinu
a mocoviny, utilizace citratu, methylova Cervenn a Voges — Proskauer test (Martin ef al.,

2010).

Obrazek 2: Bunky Escherichia coli rastrovaci elektronovy mikroskop (Ciociola ef al., 2018)

1.6.1.1 E. coli a spermie

E. coli ma vliv na rizné parametry spermii. Jednim z téch parametrt je aglutinace.
Interakce mezi bakterii a spermii probih4 ve dvou fazich a to pfilnutim F. coli na spermii
a poskozenim plazmatické membrany (Pinart ef al., 2016). Adheze muze byt zpusobena
manozou (Althouse ef al., 2000), nebo pfitomnosti fimbrii 1 a P — fimbrii na povrchu
bakterie (Pinart ef al., 2016). Touto aglutinaci dochazi k poskozeni plazmatické membrany
a k sam¢i neplodnosti (Althouse ez al., 2000).

Pti skladovani kontaminovaného spermatu s £. coli se od 4. dne zna¢né€ snizuje
zivotnost spermii (Pinart et al., 2016).

Vliv E. coli na pH je pozorovano predev§im u velmi kontaminovanych vzorkt
(107 CFU/ml) (Pinart et al., 2016). Vlivem snizeni pH dochézi ke snizeni metabolismu
spermii a tudiz i ke snizeni jejich motility (Sepulveda et al., 2014).

Vyzkum Martina ef al. (2010) také dokazal souvislost mezi zvySujici se koncentraci

L. coli v ejakulatu a snizujicimu se poctu zive narozenych selat.
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1.6.2 Pseudomonas

Pseudomonas  patii ~ do  skupiny  gramnegativnich  bakterii,  Celed
Pseudomonadaceae. Vyskytuje se bézné v piirodé, konkrétné ve vodeé a pidé a jedna se
o podminéné patogenni mikroorganismus (Sepulveda er al., 2014). V pfirodé¢ muze
prezivat az mésice (Smole ef al., 2010). Tato bakterie vyuziva riznorodé¢ ptirodni zdroje
adokaze kolonizovat rizné environmentalni prostfedi, to jsou hlavni pfiCiny jejiho
znaéného vyskytu v pfirodé (Lyczak et al., 2000). Pseudomonady maji na svém povrchu
fimbrie a bicik. Bi¢ikem dokazou uniknout imunitnimu systému a diky fimbriim adheruji
k okolnim butikam (Barbieri, 2000).

Virulenéni faktory produkované Pseudomonas aeruginosa jsou sekretovany nebo
jsou umistény na povrchu bakterie. Faktory virulence disponuji specifickymi
i nespecifickymi a¢inky. Muze se stat, ze maji negativni dopad na misto vzdalené od mista
infekce. Virulencni faktory vyluCované bakterii ni¢i buriky hostitele a zajistuje zdroje
zivin. Bakterie je diky témto faktorim invazivnéjsi. Pseudomonady se dokazi mnozit
v hostiteli, negativné ovlivnit jeho imunitni systém a to diky latkam vyskytujicim se na
povrchu bakterie. Pseudomonas aeruginosa zpusobuje zanéty pomoci endotoxinu
umisténého na vn&j§i membran€. Tato bakterie produkuje pyocyanin, exotoxin A,
siderofory, proteazy, alginat (Lyczak ef al., 2000), fosfolipazy C (Barker et al., 2004),
elastazu a Quorum sensing (QS). QS poskozuji spermie a vyvolavaji exocytozu akrozomu

(Sepulveda et al., 2014).

Obrazek 3: Biofilm Pseudomonas aeruginosa rastrovaci elektronovy mikroskop (Deligianni ef al., 2010)

1.6.2.1 Pseudomonas aeruginosa a spermie
Pseudomonas mé uCinky na spermie pfedev§im ve vysokych koncentracich
107 a 10 CFU/ml. Tyto koncentrace maji vliv na Zzivotaschopnost spermii, kterd se
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projevuje jiz po 1 az 2 dnech skladovani pii teploté 15 — 17 °C (Sepulveda ef al., 2014).
Tyto koncentrace maji je§t€¢ vyznamné€jsi uinek na spermie po in vifro kapacitaci
(Sepulveda er al., 2016). Negativni vliv téchto koncentraci plati 1 v pripadé motility
spermii (Sepulveda et al., 2014).

Ve studii Sepulvedy ef al. (2014) se neprokazala zména pH v zavislosti na
ptitomnosti bakterii, ale prokazal se negativni uCinek vysSich koncentraci bakterii na

integritu akrozomu spermii.

1.6.3 Enterobacter

Jedna se o bakterii vyskytujici se ve stfeveé. Tato bakterie patii do cCeledé
Enterobacteriaceae. Enterobacter muze byt patogenni i nepatogenni. Fnterobacter cloacae
je ty¢inkovitého tvaru, barvi se podle Grama negativné a je to pohybliva bakterie (Wang et
al., 1989). Enterobacter méa na svém povrchu fimbrie (Prieto-Martinez et al., 2014).
Z biochemickych testl prokazuje negativni oxidazu a je pozitivni na nitrat reduktazu
(Wang et al., 1989). Tato bakterie kvasi né€které sacharidy za produkce kyselin, plynu
a aldehydu. Uhlik bakterie ziskava z kyseliny citronové a jejich soli (Hormaeche

a Edwards, 1960).

Obrazek 4: Enterobacter sp. rastrovaci elektronovy mikroskop (Feng ef al., 2014)
1.6.3.1 Enterobacter a spermie
S rostouci dobou skladovani a swvysSi koncentraci bakterii se sniZuje
zivotaschopnost spermii. Dale vysokou koncentraci bakterii dochazi k poskozeni
akrozomu, zvySeni pH a snizeni osmotické rezistence spermii. Bakterie maji vliv na

aglutinaci spermii a tim padem 1 snizyji jejich motilitu (Prieto-Martinez ef al., 2014).
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Obecné plati, ze ¢im déle je bakterie ve spermatu a ¢im vice jich je, tim ma

znateln€j$i devastacni u€inky na spermie (Sepulveda et al., 2016).

Tabulka 2: Ctyfi pfiklady bé&iné bakterialni flory izolované z kaniho spermatu (Althouse a Lu, 2005)

sperma 1l

sperma 2

sperma 3

sperma 4

E. coli
Pseudomonas sp.

Bacillus sp.

Klebsiella sp.
Proteus sp.
Enterobacter sp.
Pasteurella sp.

Citrobacter sp.

Staphylococcus sp.

Staphylococcus sp.
Pseudomonas sp.
E. coli

Citrobacter sp.
Providencia sp.
Neisseria sp.

Proteus sp.

Citrobacter sp.
Pseudomonas sp.

Corynebacterium sp.

Streptococcus sp.

E. coli

Actinomyces-like sp.

Bacteroides sp.
Lactobacillus sp.
Acinetobacter sp.
Bacillus sp.
Actinobacillus sp.
Staphylococcus sp.

Pseudomonas sp.
Micrococcus sp.
Staphylococcus sp.
Klebsiella sp.

E. coli

Citrobacter sp.
Proteus sp.
Actinomyces sp.
Serratia sp.
Enterobacter sp.
Bacillus sp.
Streptococccus sp.

Flavobacterium sp.
Klebsiella sp.
Micrococcus sp.

Proteus sp.

1.7 Prirodni extrakty

V oblasti chovu prasat je velmi roz§ifené umélé oplodiiovani. Mezi nevyhody patti
to, Ze je kanci sperma Casto riznymi zpusoby kontaminovano mikroorganismy a to je jeden
z nejdulezitjSich faktord, ktery negativné ovliviiuje biologickou kvalitu spermii
(Lustykova et al., 2012). Vétsina bakterii vyskytujici se ve spermatu kanct jsou oportunni,
metabolicky aktivni patogeny (Mazurova et al., 2015), ktefi svou silnou biologickou
aktivitou zpusobuji snizeni energetickych zdroji spermiim a také produkuji toxické
metabolity (Lustykova ef al., 2012). Mikroorganismy se mohou podilet i na indukci
zanétlivych procest v délozni sliznici inseminovanych prasnic (Mazurova et al., 2015).
Inseminace spermiemi s vysokym poctem bakterii muze oplodnéni negativné ovlivnit
riznymi zpusoby (Lustykova ef al., 2012).

Aby se eliminovaly nepfiznivé vlivy bakterii, pfidavaji se ke spermatu antibiotika.
Pouzivani antimikrobidlnich latek do plniv je vyzadovano jak wnitrostatnimi tak
mezinarodnimi ptfedpisy pro kontrolu mikrobialniho obsahu (Morrell a Wallgren, 2014).
Duvéra v antibiotika a jejich vysoka spotieba vedly k postupné rezistenci mikroorganismu

na tyto 1éky (Kukla, 2017). Vyskyt multirezistentnich kmenQ Salmonella Typhimurium
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izolovanych z prasat mize slouzit jako dobry piiklad rezistentni bakterie v hospodaiském
zviteti. Kvuli této zvySené odolnosti bakterii na antibiotika je snahou spotifebu antibiotik
snizit. Jednou z moznych alternativ je vyuziti pfirodnich latek s antimikrobidlnimi
vlastnostmi (Mazurova ef al., 2015). Dal§imi moznostmi jsou fyzické odstranéni bakterii
ato pomoci koloidni centrifugace, zvlast¢ jednovrstvé centrifugace (Morrell a Wallgren,
2014), automatizovany odbér spermatu, podchlazeny ejakulat pod 15°C a pridani
kationtovych antimikrobialnich peptidt (Schulze et al., 2016).

Rostliny a pfirodni extrakty z nich jsou dilezitym zdrojem pfirozenych aktivnich
produktl, které se lisi svym mechanismem pusobeni a pfirozenymi vlastnostmi (Kooti
a Daraei, 2017). Rostliny jsou bohaté na Sirokou skalu sekundarnich metabolitd (Samy
a Gopalakrishnakone, 2010), kterymi se rostlina chrani naptiklad i pfed UV zafenim
(Michel ef al., 2012). Takové rostliny obsahuji naptiklad alkaloidy, steroidy/triterpenoidy,
saponiny. Tradi¢ni 1€¢ivé rostliny jsou také schopné syntetizovat aromatické latky, z nichz
vetSina jsou fenoly nebo jejich derivaty substituované kyslikem. Mnohé z téchto latek
slouzi jako obrana rostlin proti mikroorganismim, hmyzu, bylozraveim. Hlavni skupiny
antimikrobialnich fytochemikalii lze rozdélit do né€kolika kategorii, které zahrnuji
alkaloidy, flavonoidy (flavony, flavonoly), éterické oleje, lektiny, polypeptidy, fenoly,
polyfenoly (taniny). Alkaloidy jsou heterocyklické dusikaté slouceniny, mezi které patii
napiiklad diterpenoidni alkaloidy, lanuginosin, liriodenin, indolin, berberin a dalsi.
Vsechny vykazuji antimikrobidlni aktivitu. Flavony jsou fenolové struktury obsahujici
jednu karbonylovou skupinu. Jedna se o hydroxylované fenolické latky, které se vyskytuji
jako C6 — C3 jednotky spojené s aromatickym kruhem. Je znamo, ze flavonoidy jsou
syntetizovany rostlinami v reakci na mikrobialni infekci a jsou u€innymi antimikrobialnimi
latkami proti Sirokému spektru mikroorganismt. Aktivita je pravdépodobné zpusobena
jejich schopnosti tvofit komplex s extracelularnimi a rozpustnymi proteiny, které se pak
vazi na sténu bakterialnich bunék. Vice lipofilnich flavonoidi muze také narusit
mikrobidlni membrany. Flavonoidy postradajici hydroxylové skupiny na svych B-kruzich
jsou aktivn&j§i proti mikroorganismim a jejich mikrobialni cil je membrana s -OH
skupinami. Mezi takové latky patii naptiklad quercetin, bonducellin, dimethoxyflavon
adalsi. Esencialni olej ma Siroké spektrum antimikrobidlnich aktivit, které jsou
piipisovany vysokému obsahu fenolovych derivatl, jako je karvakrol a thymol. Témér
60 % vsech derivatl esencialnich olejii ma inhibi¢ni G¢inky na houby, zatimco 39 %
inhibuje bakterie. Do skupiny antimikrobialnich peptidi patii napfiklad protein WjAMP-1

purifikovany z listd Wasabia japonica, dal§i antimikrobialni sloucenina je pfitomna
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v rozpustné frakci listd jahodniku (Fragaria ananassa). Mechanismem Ucinku téchto
peptidi muze byt tvorba iontovych kanald v mikrobialni membrané nebo kompetitivni
inhibice adheze mikrobialnich proteint na hostitelské polysacharidové receptory. Fenoly
jsou toxické pro mikoorganismy vzhledem k mistim a poctu hydroxylovych skupin na
fenolovych skupinach. Existuji dikazy, Ze vysoce oxidované fenoly maji vice inhibi¢niho
ucinku. Mechanismus zodpovédny za fenolovou toxicitu va¢i mikroorganismim zahrnuje
inhibici enzymi oxidovanymi slouceninami, pfipadn¢ reakce se sulfyhydrylovymi
skupinami nebo vice nespecifickymi interakcemi s proteiny. Polyfenoly, které mohou
tvorit tézké rozpustné komplexy s proteiny, se mohou vazat na adhezi bakterii, coz
narusuje dostupnost receptoru na bunécném povrchu. Pro extrakci alkaloidi se pouziva
methanol nebo ethanol, aceton se pouziva pro flavonoidy a steroidy. Dale hexan,
diethylether a chloroform se hodi pro rozpusténi oleji rozpustnych v tucich, vosk, lipidy
a estery, dichlormethan je vhodny pro terpenoidy, ethylacetat pro estery, ethanol pro
steroly, polyfenoly, taniny a voda je vhodna pro slozky rozpustné ve vod¢, jako jsou
glykosidy, polysacharidy, polypeptidy a lektiny, které jsou nejucinngjsi proti patogenim.
Vodné médium je vSak nejvhodnéjsi pro 1écbu lidi 1 zvitat (Samy a Gopalakrishnakone,
2010).

Pouziva se Siroka skala 1€Civych rostlin nejen pro podporu saméi plodnosti (Tvrda
et al., 2017), ale 1 na snizovani bolesti, 1é€eni hormonalnich, neurologickych, dusevnich
poruch, anémie a dalSich onemocnéni (Kooti a Daraei, 2017). Jejich biologicka aktivita
zahrnuje antimikrobialni, antimykotické, antivirové a antiparazitické ucinky. Laboratote
neustale usiluji o nalezeni takového rostlinného piirodniho extraktu, ktery by jednou mohl
antibiotika nahradit (Lustykova ef al., 2012). Jejich pouziti je totiz vyhodné 1 z hlediska
ceny. LéCivé byliny maji také méné vedlejSich ucinkt, nez chemické latky a jejich
antioxida¢ni vlastnosti snizuji toxicitu t€chto chemickych 1é¢iv (Kooti a Daraei, 2017).

Mechanismus vétSiny prirodnich latek je zalozeny hlavné na jejich schopnosti
naru$it integritu mikrobialni cytoplazmatické membrany a zasahovat tak do metabolismu
bakterii. RozruSenim membrany dochdzi k Gniku dulezitych intracelularnich sloucenin
aiontl, coz vede ke smrti bakterie (Kukla, 2017). Extrakty pusobi rozdilné na
grampozitivni a gramnegativni bakterie. Grampozitivni byvaji na extrakty citlivejsi,
protoze gramnegativni bakterie jsou obklopeny buné¢nou sténou, kterd zabratiuje difuzi
hydrofobnich sloucenin skrz lipopolysacharidovou vrstvu. Absence této bariéry umoziuje

pfimy kontakt hydrofobnich slozek esencialniho oleje s fosfolipidovou dvojvrstvou
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bunééné membrany, coz zpusobuje zvySeni iontové propustnosti, nebo poskozeni
bakterialnich enzymovych systémua (Bhat a Al-Daihan, 2014).

Vyuziti pfirodnich latek pro dekontaminaci spermii kanci muaze byt omezeno
toxicitou piirodnich latek na spermie. Piirodni latky 1 antibiotika mohou negativné ovlivnit
motilitu a zivotaschopnost bun¢k spermii, proto se musi testovat nejen vliv ptirodnich latek
na bakterie, ale také na spermie (Mazurova et al., 2015). Alternativni antimikrobidlni latky
by mély spliiovat zachovani plodnosti, nemély by byt toxické vic¢i spermiim, mély by
prokazovat zna¢né antimikrobialni ptsobeni, vysokou stabilitu, snadné pouziti, finan¢ni
dostupnost a nemély by vyvolavat rezistenci (Schulze ef al., 2015).

V tomto piehledu byly vypsany razné vysledky nékolika studii hodnoticich
antimikrobialni aktivitu, av§ak existuji urcita omezeni, kterd by méla byt brana v uvahu pfi
porovnavani vysledkii. Mezi studiemi existuji nesrovnalosti v extrak¢nich procedurach (typ
rozpoustédla, pomeér rozpoustédla k pevné latce a doba extrakce), které by mohly ovlivnit
slozeni specifickych antioxidanti v extraktu a tim padem mikrobialni aktivitu.
Optimalizace a standardizace extrakénich parametrii by napomohla lepSimu porovnani
studii a podrobna HPLC analyza extraktd ke stanoveni rozdili ve slozeni latek. Dalsi
faktor, ktery je potieba vzit v uvahu je, Ze sloZeni bioaktivnich slouCenin se muze liSit
v zéavislosti na pouzité rostlin€é a ze ji mohou ovlivnit zeméde€lské vlivy, jako jsou
podminky rastu a sklizné. Stejné tak by ke srovnani antimikrobialni aktivity pomohlo
dodrzovat standardizované protokoly pro posuzovani mikrobialni aktivity, protoze rozdily
v davce extraktu, ve velikosti a koncentraci inokula, v teplot€ a ¢asu inkubace (Kumar
a Brooks, 2018), ve slozeni kultury, v objemu média, v extrakéni metodé mohou mit vliv

na vysledky (Samy a Gopalakrishnakone, 2010).

1.7.1 Celer

Celer (Apium graveolens Linn) je rostlina z rodu Apiaceae, je jednou z trvalych
rostlin, které rostou po celé Evropé a také v tropickych a subtropickych oblastech Afriky
a Asie (Kooti a Daraei, 2017). Casti rostliny, které se pouZivaji, jsou semena a listy.
Esencialni oleje ziskané z uvedenych casti jsou nerozpustné ve vodném prostiedi, jejich
nerozpustnost tedy znesnadiiuje jejich pouziti (Samy a Gopalakrishnakone, 2010). Do
fytochemickych slozek celeru patii sacharidy, fenoly (jako jsou flavonoidy), alkaloidy
a steroidy. Celer kvuli svym slou¢eninam jako kyselina kavova, p-kumarova, ferulova,

apigenin, luteolin, tanin, saponin, kaemferolu ma silné antioxida¢ni vlastnosti, které
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odstraiiuji volné radikaly. Pfitomnost latek, jako jsou limonen, selinen, glykosidy,
flavonoidy a vitaminy A a C, je davodem, Ze celer je nejrozsifené]si rostlinou v tradi¢ni
medicing.

Vyzkum na potkanech dokazal, ze ethanolové extrakty zlistd celeru zvysily
spermatogenezi a tak zlepsily jejich plodnost. Jiné experimentalni studie také ukazuji, ze
celer ma antifungalni, protizanétlivé vlastnosti a jeho éterické oleje maji antibakterialni
ucinky (Kooti a Daraei, 2017). Na druhou stranu jiny vyzkum dokazal, ze napiiklad oproti
Cesneku nema inhibi¢ni UCinky vuc¢i Salmonella Potsdam, Shigella flexneri, E. coli
a Enterobacter cloacae, stejné tak jako petrzel a mata. Avsak tento jev mohl byt zplisobeny
nizkou koncentraci extraktu nebo pouzitim vysoce koncentrované suspenze bakterii (Al-
talib et al., 2016). Protoze jina studie dokézala, ze slou€enina izolovana ze semen celeru
méla silné antimikrobialni uCinky vaci Helicobacter pylori a to srovnatelné s tetracyklinem
(Zhou et al., 2009). Esencialni olej z celeru je také siln€ inhibujici a to predevSim pro
Yersinia enterocolitica, Geotrichum candidum, Rhodotorula (Elgayyar et al, 2001),
Campylobacter jejuni (Friedman et al., 2002). Castetné inhibuje bakterie Listeria
monocytogenes a Staphylococcus aureus a pouze slab¢€ inhibuje Escherichia coli O157:H7,
Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa a Aspergillus niger (Elgayyar et al.,

2001).

1.7.2 Mata

Mata roste v mirnych oblastech Eurasie, Australie a jizni Afriky (Elansary
a Ashmawy, 2013). Listy této rostliny se tradi¢n¢ pouzivaji v lidové medicin¢ (Hassanen et
al., 2015). Esencialni oleje izolované zmaty se pouzivaji nejCastéji, protoze maji
antifungalni, antimikrobialni, insekticidni a antioxida¢ni vlastnosti (Elansary a Ashmawy,
2013). Mentol je jedna z aktivnich slozek listt maty a o jeho dezinfekénich
a antimikrobiédlnich ulincich se nepochybuje. Vyzkum potvrzuje antimikrobialni uc¢inky
proti Staphylococcus aureus a FE. coli (Hassanen et al., 2015), Salmonella Enteritidis
a Bacillus subtilis (Elansary a Ashmawy, 2013), Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Salmonella Anatum (Shan et al., 2007). Napftiklad v jedné studii se osvédc¢ila Mata vonna,
méla vetsi inhibi¢ni G€inek na Staphylococcus aureus nez pozitivni kontrola, coz byl
Tetracyklin v koncentraci 20 pg/disc. Silny Gc¢inek méla také Mata peprna zejména vici
multizeristenstnimu kmeni Shigella sonei a Micrococcus flavus. Antimikrobialni ucinky se

pfipisyji linalonu a karvonu. Dalsi ddlezité slozky jsou menthofuran, menthon, piperiton
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a pulegon (Elansary a Ashmawy, 2013). V methanolovém extraktu maty byly dokazany
alkaloidy, glykosidy, steroidy, flavonoidy, fenolické slouCeniny. Mata v testu stanoveni
antioxidacni aktivity prokazala nejvetsi aktivitu v porovnani s kyselinou askorbovou a také
obsahovala nejvice fenolovych a flavonoidovych slouéenin z dalich 5 bylin (Raghavendra

etal.,2013).

1.7.3 Petrzel

Petrzel je bohatym zdrojem ur€itych vitamina a mineralti. Vykazuje antimikrobialni
uCinky proti nékterym gramnegativnim bakteriim a ma také adhezivni ulinky na
Helicobacter pylori (Hassanen et al., 2015). Esencialni olej z petrzele siln€ inhibuje
Staphyloccocus aureus, Yersinia enterocolitica a houby, mirn€ inhibuje Salmonella
Typhimurium a pouze slab€, nebo neinhibuje vibec Lactobacillus plantarum, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes a Rhodotorula (Elgayyar et al.,
2001). Petrzel obsahuje fenolické slou€eniny a flavonoidy, zejména apigenin, apiin a 6 "-
acetylapiin, dale esencialni oleje, zejména myristin a apiol, které jsou odpovédné za jeho
antioxida¢ni aktivitu, dale obsahuje kumariny. Ethanolovy extrakt prokazal inhibici

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

1.7.4 Zazvor

Zazvor ma antifungalni G€inky a také dobfe pusobi proti lidskym patogentim (Samy
a Gopalakrishnakone, 2010). Chloroformovy extrakt ze zazvoru prokéazal dobry inhibicni
ucinek vuci Staphylococcus aureus a to 1 vaci rezistentnim kmenim (Voravuthikunchai et
al., 2006). Esencialni olej z kofene zazvoru je ucinny proti Campylobacter jejuni
(Friedman ef al, 2002). Vysledky dal§iho vyzkumu prokazaly, ze methanolové
a ethanolové extrakty zazvoru jsou silnéjsi, nez extrakty vodné a to proti vSem testovanym
bakterialnim kmentum (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Shigella, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonie, Staphylococcus epidermidis,
Salmonella Typhi). Nejvice citliva k ethanolovému extraktu zdzvoru byla Escherichia coli.
Hlavni slozky odpovédné za antimikrobidlni aktivitu jsou flavonoidy a sequiterpenoidy.
Obecné bylo také prokazano, ze grampozitivni bakterie byly citlivéj$i, nez gramnegativni

(Gull et al ., 2012).
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1.7.5 Rozmaryn

Esencialni olej z rozmarynu je dulezity pro jeho silny antibakterialni, cytotoxicky,
antimutagenni, antioxida¢ni a dalsi vlastnosti (Hussain ef a/., 2010). Rozmaryn ma velmi
dobré vysledky na inhibici Sa/monella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7 a Listeria
monocytogenes (Kim et al., 2011). Esencialni olej rozmarynu je slabé inhibi¢ni vici
Pseudomonas auruginosa (Elgayyar et al., 2001). Jind studie dokézala inhibici
methanolovym extraktem Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Salmonella Anatum (Shan er al., 2007). Kombinaci ethanolovych extraktll z rozmarynu
a galganu lze dosahnout antimikrobialniho ucinku vuci S. aureus a L. monocytogenes.
Hlavni slozky ethanolového extraktu jsou 1,8-cineol (26,3%), nasledovany kafrem, p -
menth-l-en-8-olem, borneolem a bicyklo [7.2.0] undec-4-en, 4,11,11-trimethyl-8-methylen,
tyto latky byly zjistény metodou GC-MS. Pii analyze pomoci HPLC byla jesté zjisténa
kyselina rozmarynova, kyselina karnosova a karnosol. Tyto rozdily mohou byt zptsobeny
riznymi metodami analyzy (GC-MS vs HPLC). Dominantni slozkou rozmarynu je 1,8-
cineol, ktery je schopen véazat a poskodit bunénou membranu, coz ma za nasledek

zvySenou propustnost bunky (Weerakkody ef al., 2011).

1.7.6 Galgan

Galgan pochazejici z Indonésie (Ravindran ef al., 2012), je viceleta rostlina, Siroce
roz§ifena v subtropickych a tropickych oblastech. Jeji listy, kvéty, oddenky a esencialni
oleje z téchto Casti obsahuji zna¢né mnozstvi monoterpend, sesquiterpent, které souviseji
s antimikrobialni aktivitou. (Victorio ef al., 2009). Déle obsahuje methylcinamat, 1'-
aceto-xychavikol-acetat, 1-'aceto-xyeugenol-acetat a 1'-hydroxy-chavikol-acetat a prave 1'-
aceto-xychavikol-acetat vykazoval antimikrobialni efekt vi¢i grampozitivnim bakteriim,
kvasinkam a nékterym dermatofytim (Ravindran et al., 2012). Galgan je bohaty na
fenolické slouCeniny, pfedeviim na flavonoidy a fenolové kyseliny (Mayachiew
a Devahastin, 2008). Autofi tohoto vyzkumu dokazali, ze esencialni olej z listu inhiboval
vSechny jejich testované bakterie Escherichia coli, Staphylococcus aureus MRSA,
Staphylococcus epidermidis (Victorio et al., 2009). V jiné studii byl galgan dobrym
inhibitorem téz prott MRSA, avSak jednalo se o chloroformovy extrakt (Voravuthikunchai
et al., 2008). Ethanolovy extrakt také potlacoval S. aureus, autoii se domnivaji, ze to je
kvuli slou¢enin€ 1,8 — cineol, coz je hlavni slozka galganu a jiz diive byla popsana jako

antimikrobialni (Mayachiew a Devahastin, 2008). Na tyto vysledky navazuje i1 dalsi
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vyzkum, ktery potvrzuje silnou inhibici S. aureus, také S. epidermidis a Saccharomyces
cerevisiae se ukazaly jako citlivé mikroorganismy vici ethanolovému extraktu z galganu.
Extrakt mé€l mén¢ antibakterialni G€inek na B. cereus a B. megaterium a proti né€kterym
gramnegativnim bakteriim jako Salmonella sp., Enterobacter aerogenes a u Pseudomonas
aeruginosa a F. coli nedoslo k zadné antimikrobidlni aktivit€. Autofi se domnivaji, Ze
klicova slozka pro inhibici je acetat acetoxychavikolu a mechanismus pasobeni spociva
v tom, ze extrakt zpasobi zménu pH v burice, tim padem se zdenaturuji bilkoviny uvnitf

bunky a také se narusi cytoplazmaticka membrana (Oonmetta-aree ef al., 2006).

O

e

Obrazek 5: Chemicka struktura 1,8 - cineolu (Mayachiew a Devahastin, 2008)
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Obrazek 6: (A) Staphylococcus aureus osetieny ethanolem, (B) destilovanou vodou, (C - F) ethanolovym
extraktem z galganu (Oonmetta-aree ef al., 2006)

1.7.7 Majoranka

Majoranka patii do Celedi hluchavkovité, stejn¢ jako rozmaryn, bazalka, Salvéj,
oregano, levandule, tymian a mata. Tato Celed” ve farmakologickych zkouskach prokéazala
antibakterialni, antifungalni, antioxidacni, antispasmodické, antimutagenni, protinadorové
a dal$i ucinky. Vadéi jak vodnym, tak ethanolovym extraktim z majoranky byly v této
studii citlivé kmeny grampozitivnich bakterii (Bacillus subtilis a Listeria innocua). Na
druhou stranu, Duleti¢-Lausevic¢ ef al. (2018) nedokazali vliv extrakti z majoranky na
gramnegativni bakterie, kromé& Shigella flexneri. Na tuto bakterii pusobil bakteriostaticky

e

1 baktericidn€ vodny extrakt z libyjské majoranky. V tomto vyzkumu zminuji lepsi u€inky
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vodného extraktu, vici ethanolovému. V jiné studii byl 65% ethanolovy extrakt GCinny
proti Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Salmonella
Typhimurium a Pseudomonas aeruginosa. V tomto extraktu byl pomoci HPLC nalezen
myricetin, luteolin, naringenin, katechin, rutin a apigenin (Sener ef al., 2017)

Esencialni olej z majoranky byl u€inny vici bakteriim Salmonella sp. (Friedman et
al., 2002) S. aureus, L. coli (Ahmed et al., 2018), Streptococcus pyogenes. Hlavnimi
slozkami esencialniho oleje jsou thymol a terpinen-4-ol (Guerra-Boone ef al., 2015), y-
terpineny, linalool a karvakrol, které jsou zékladem pro jejich antimikrobialni vlastnosti
(Koztowska et al., 2010). Majoranka ma ale 1 antifungélni vlastnosti a to proti Aspergillus
flavus a Aspergillus parasiticus (Ahmed et al., 2018). Dalsi studie tvrdi, ze nejucinngjsi je
n-hexanovy extrakt a vodno/ethanolovy extrakt proti riznym kmenim Staphyloccoccus
aureus a  Acinetobacter baumannii, dal§i bakterie nevykazovaly zvlastni citlivost

(Koztowska er al., 2010).

1.7.8 Astaxanthin

Astaxanthin (3,3'-dihydroxy-f, B-karoten-4,4'-dion, empiricky vzorec C40Hs5204) je
b&zny, organicky, Cerveny pigment (Weintraub ef al., 2017), ziskany naptiklad z vodni
tasy Haematococcus pluvialis (Michalak et al., 2017), ale je produkovan i dal§imi
mikroorganismy jako houby (Phaffia rhodozyma) (Weintraub et al., 2017) a jiné fasy
(Chlorella zofingiensis, Chlorococcum) (Ambati et al., 2014). Tento karotenoid se
vyskytuje také u motskych ZzivoCichti (napt. lososi, korysi) a poskytuje jim zietelné
cervenou barvu (Weintraub ef al., 2017). Substance, které jsou obsazeny v fasach, jako
polysacharidy, pigmenty, polyfenoly, lipidy, latky podporujici rast rostlin, peptidy,
bilkoviny, vitaminy a mineraly, jsou povazovany za antioxidacni, protirakovinné,
antivirove, antikoagulacni, antidiabetické, antialergické, protizanétlivé, antihypertenzni
a antibakterialni latky (Michalak ef al., 2017). Za jeho vysokou antioxidacni aktivitu je
zodpovédna piitomnost hydroxylovych a keto skupin na kazdém jononu (Suganya
a Asheeba, 2015). Irna ef al. (2017) dokézali inhibici Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis paskalizovanym astaxanthinem,
v piipadé chemicky extrahovaného astaxanthinu, se jednalo o inhibici pouze Escherichia
coli a Enterobacter aerogenes. Jiny vyzkum dokazal inhibici Pseudomonas aeruginosa

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

weer
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v extrémnich podminkach si tuto latku dokazi vyprodukovat samy. Astaxanthin hraje
klicovou roli pti ochran€ té€chto bakterii proti UV-fotooxidaci, pii ochrané proteini a DNA

pred oxida¢nim poSkozenim, také pfispiva k rezistenci bunek (Sajjad et al., 2017).

Obrazek 7: Struktura astaxanthinu (Weintraub ef al., 2017)

1.7.9 Cervena fepa

Kofen Cervené fepy patii mezi jednu z nejsilnéjSich zelenin z pohledu antioxidacni
kapacity. V fep& byly nalezeny fenoly, flavonoidy (Canadanovié-Brunet ef al., 2011),
vitamin C (Kumar a Brooks, 2018), betalainy. Fenolické slouCeniny prokazuji vysokou
miru antibakterialni aktivity, napt. karvakrol. Betalainy jsou dusikaté pigmenty, které se
skladaji ze dvou hlavnich skupin betacyaniny a betaxanthiny, coz jsou silné antioxidanty.
Co se tyce antibakterialni aktivity, vyssi citlivost vykazovali Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus (Canadanovi¢-Brunet ef al., 2011), Micrococcus a Streptococcus (Kumar
a Brooks, 2018), oproti Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa, na které v jiné studii
ptsobil extrakt mim& (Canadanovié-Brunet ef al., 2011). Vysvétluje se to jednoduchou
strukturou stény grampozitivnich bakterii a jeji nachylnosti na polyfenolické slouceniny.
Vyssi rezistence gramnegativnich bakterii je pfipisovana vnéjsi membrang, sestavajici
z dvouvrstvého vysoce hydrofilniho lipopolysacharidu a jedine¢nému periplazmatickému
prostoru (Kumar a Brooks, 2018). Opacného vysledku dosahli Bucur er al. (2015)
s pouzitim piirodnich sloucenin z fepy. Lscherichia coli byla citlivéjsi, nez Staphylococcus
aureus. To si védci vysvéetlovali tim, Ze sténa gramnegativni F£. coli obsahuje velké
mnozstvi lipidi a ty mohou byt pfirodnimi latkami z fepy rozpustény. Tudiz tyto latky
mohou 1épe narusit strukturu bakterialni butiky, nez tomu tak bylo u Staphylococcus
aureus. Dalsi studie neprokazala inhibi¢ni aktivitu vi¢i houbam a kvasinkam. Tyto rozdily
mezi vyzkumy jsou pravdépodobné zpusobeny rozdilnymi metodami k testovani citlivosti

a také v celkové davce fepného extraktu (Kumar a Brooks, 2018).
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1.7.10 Rakytnik

Rakytnik (Hippophae rhamnoides L.) z rodiny Elaeagnaceae je znam hlavng kvili
pozitivnim u¢inkim na zdravi lidi a zvifat. Cela rostlina a zejména plody jsou zdrojem
velkého mnozstvi bioaktivnich latek, napfiklad vitamina (C, B, E, A, K), mineralta (Ca, P,
Fe, K), pfirodnich antioxidanti, n-3 a n-6 mastnych kyselin, proteini (albuminy,
globuliny). Dale rakytnik obsahuje karotenoidy (B-karoten, lykopen, lutein, zeaxanthin,
sacharidy (glukéza, fruktoza, xyloza), organické kyseliny (kyselina jable¢na, chinova,
Stfavelova, citronovd, vinnd), flavonoidy (kvercetin, kaempferol, myricetin, isorhamnetin)
atokoferoly. Rakytnik je cenén pro své antioxidaCni, antivirové, antibakterialni,
protizanétlivé, imunomodulacni, antikancerogenni a dalsi u¢inky. Chemické slozeni ploda
je zavislé na odradé, klimatickych podminkach, velikosti rostliny, zralosti a zpusobu
zpracovani plodd. Fenolické slouCeniny rakytniku pfedstavuji  hlavni  skupinu
fotochemikalii, které vykazuji antibakteridlni a antivirové ucinky. Tyto slouceniny
potlacuji jak gramnegativni, tak grampozitivni bakterie. Tato studie tvrdi, ze latky
obsazené v rakytniku, predevsim v listech, inhibuji Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica a Enterococus faecalis.
Esencialni olej byl uinny proti FEscherichia coli (Krejcarova ef al., 2015). Michel et al.
2012 dosahli maximalni inhibice S. aureus pomoci extraktu zlistd, Bacillus cereus
s extraktem ze semen a extrakt z kofenli inhiboval Enferococcus durans. Minimalni
inhibici mé&li u Pseudomonas aeruginosa, coz bylo vysvétleno tak, ze je to kmen, ktery
snadno ziskava rezistenci. V dalsi studii pfipravovali methanolovy extrakt ze semen
rostliny, ktery byl nejvice ucinny vici Bacillus cereus a nejméné odolny byl
chloroformovy extrakt vici Yersinia enterocolitica. Obecné gramnegativni bakterie byly
odolng&jsi (Negi ef al., 2005). Jiny vyzkum také dokazal, ze n-hexanovy a chloroformovy
extrakt z plodi rakytniku ma antibakterialni uCinky proti Staphylococcus rezistentnimu na
methicilin (Qadir ef al., 2016). Ethanolovy extrakt z rakytniku prokazuje inhibici £. coli,

B. subtilis, S. aureus a P. aerusinosa (Yoon et al., 2012).
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2 Experimentalni ¢ast

Vysetfovanym materidlem bylo kanci sperma ziskané z chovu prasat Vyzkumného
ustavu zivoci§né vyroby, v.v.i. v Kostelci nad Orlici. Sperma bylo fedéné kratkodobymi
i dlouhodobymi plnidly a testovanymi latkami v rizném poméru. Testované latky mély
chemicky, ¢i pfirodni pavod a testovala se jejich inhibice mikroorganisma a jejich Gcinek

na samotn¢ spermie.

2.1 Chemikalie, testované latky, pristroje a dalsi pomticky

2.1.1 Chemikalie, testované latky

Destilovan4 voda, fyziologicky roztok, 96% ethanol (Lach-Ner s.r.0., CR), peroxid
vodiku 3%, oxidazovy test, krystalova violet, Lugoltv roztok, karbolfuchsin, imerzni olej,
parafinovy olej, biochemické testy Mikrolatest (Erba Lachema, s.r.0.), Cinidla pro
biochemické testy, disky pro testovani antimikrobidlni ucinnosti (€. Sarze 1944641,
OXOID), BTS bez antibiotik (Minitube, Némecko, ¢. Sarze 13525/0100), kyselina
salicylova (Lachema Brno, €. Sarze 479831075, kyselina sorbovéd (VIA-REK as., €. Sarze
110-44-1), kyselina benzoova (Lachema Brno, ¢. Sarze 216550870), propolis (18-21%,
Jankar Profi s.r.0), BIO PIG (Magapor, Spanélsko), VIP 3 (Hema Malsice CR), DICOL
(Magapor, Spanélsko), celer, petrzel, fepa, zazvor, mata (vlastni zdroj), rakytnik (FRUWE
s.r.0.), rozmaryn (Bylinky s.r.0.), majordnka, galgan (F-DENTAL Hodonin s.r.0.),

astaxanthin (Algamo s.r.o.)

2.1.2 Pristroje

Sterilizator skla (Sterimat HS202A, BMT Medical Technology s.r.o, CR (173 °C,
30 min)), parni sterilizator (PS20A, Chirana, CR (110 °C, 15 min)) aparni sterilizator
(Sterilab, BMT Medical Technology s.r.o., CR (121 °C, 20 min)), digitalni vahy (440-43,
KERN; Némecko), plynovy kahan (Bunsen Z1), tfepacka Vortex (V1-plus bioSan, No.
010203-1204-0766, EU), zakalomé&r (McFarland densitometer MG-Units bioSan,
Lotyssko), svetelny mikroskop (Nikon Eclipse H600L 80i; Japonsko), pocitadlo kolonii
(Start Count STC-1000; VWR International BVBA Svycarsko), chladnika, mraznigka
(4 °C a -20 °C; AEG Santo 70402 KG8, Spanélsko), termostat skiitiovy (17 °C; Lovibond
TC135S), biologicky termostat (37 °C, O2; inkubator Memmert INE 500), termostat na
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CO2 (SalvisLAB Biocenter), reader a analyzator inhibi¢nich zon BACMED (Aspiag s.r.0.,

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

2.1.3 Dalsi pomiicky

Sterilni plastové Petriho misky (@ 9 cm), sklenéné Petriho misky (@ 10 cm),
sklenéné zkumavky, kovové zatky, stojany na zkumavky, bakteriologické klicky, sklenéné
L-hokejky, plastové L-hokejky (€. Sarze E4V200), jednokanalové pipety (0,5-10 ul, 20-200
ul, 100-1000 ul a 500-5000 pl; Santorius family Biohit, Némecko), $picky (10 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl a 5000 pl) a filtry (Santorius family Biohit, Némecko), sklenéné lahve se
Sroubovacim zavitem 500 a 100 ml (Fisher Scientific, spol. s.r.o., CR), Erflenmayerovy
baiiky 500 ml (Scientific, spol. s.r.o., CR), sklenéna podlozni sklitka, raznice (OXOID),

exsikator

2.2 Priprava médii a kultiva¢nich roztoku

2.2.1 Fyziologicky roztok
Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 4, 25 g NaCl (Lach-ner s.r.o., CR) do
500 ml destilované vody, sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut.

Fyziologicky roztok se po sterilizaci skladoval v chladni¢ce (4 °C).

2.2.2 Krevniagar

Krevni agar byl pfipraven navazenim 17 g agaru (HiMedia, Indie) do 400 ml
destilované vody, sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 min. Po vychladnuti
agaru na 40 — 60 °C bylo pftilito 5 % (25 ml) defibrilované berani krve pokojové teploty.
Po vychladnuti agaru byly misky skladovéany v chladniéce (4 °C).

2.2.3 Mueller Hintontiv agar s krvi

Mueller HintonGv agar s krvi byl pfipraven navazenim 19 g agaru (HiMedia, Indie)
do 400 ml destilované vody, sterilizovan pii 121 °C po dobu 20 min. Po vychladnuti agaru
na 40 — 60 °C bylo pfilito 5 % (25 ml) defibrilované berani krve (LabMedia, CR) pokojové
teploty. Po vychladnuti agaru byly misky skladovany v chladnicce (4 °C).
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2.3 Stanoveni citlivosti bakterii na testované latky

V polystyrenovém boxu byl pfivezen vySetfovany material o teploté¢ cca 17 °C.
Vétsina vzorkl kancCiho spermatu byla fedéna plnidly. V pripadé uvziti kratkodobého
fedidla byly vzorky vyockovany na krevni agary v den dodani a dale po 24 a 48 hodinach.
Nejdiive byla pripravena fedici fada spermatu (10krat a 100krat nafedéné sperma).
Z jednoho vzorku spermatu byl odebran 1 ml a nafedén 9 ml fyziologického roztoku.

Z tohoto fedéni byl odebran 1 ml a znovu natfedén 9 ml fyziologického roztoku.

Z kazdého tedéni bylo pipetovano 100 pl na krevni agar. Vzorky byly testovany
v dubletu. Pipetovany objem byl rozetfen L-hokejkou.

Petriho misky byly vlozeny do termostatu na 24 hodin pti 37 °C. Po 24 hodinach
inkubace byly pocitany kolonie bakterii na pocitacce. Podle vzorce byl stanoven celkovy

pocet mikroorganismt (CFU/ml).

Pocet kolonie tvoficich jednotek na 1 ml vzorku

_ xc
V- (ny +0,1ny)-d

N - pocet kolonie tvoticich jednotek (CFU) na 1 ml vzorku

XC - soucet viech kolonii spocitanych na vybranych miskéach

V - objem inokula v ml

np - pocet misek pouzitych pro vypocet z prvniho pouzitého rfedéni
n2 - pocet misek pouzitych pro vypocet z druhého pouzitého fedéni
d - faktor prvniho pro vypocet pouzitého fedéni

Ve vzorcich byla testovana jako prvni kyselina benzoova o ruznych navazkach
(kyselina benzoova A 0,34 g/l; kyselina benzoova B 0,5 g/I; kyselina benzoova C 0,66 g/l)
a kratkodobé fedidlo BTS bez antibiotik v fedicim poméru 1 dil spermatu na 2, 4 nebo

8 dilu fedidla.

Dalsi testovanou latkou byla kyselina salicylova (kyselina salicylova A 0,015 g/l;
kyselina salicylova B 0,03 g/l; kyselina salicylova C 0,15 g/l) a plnidlo BTS bez antibiotik

v fedicim pomeéru 1 dil spermatu a 2, 4 nebo 8 dilt fedidla.
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Kyselina sorbové byla testovana v t€chto koncentracich kyselina sorbova A 0,015 g/l;
kyselina sorbova B 0,03 g/l; kyselina sorbova C 0,15 g/l. Dale byl testovan propolis

a plnidlo BTS bez antibiotik v fedicim poméru 1 dil spermatu a 2, 4 nebo 8 dilt fedidla.

Dale byly testovany latky jako naptiklad BIO PIG, VIP 3, DICOL a pfirodni extrakty
z celeru, petrzele, fepy, zdzvoru, maty, rakytniku, rozmarynu, majoranky, galganu

a astaxanthinu.

2.4 Identifikace bakterii

Z Petriho misky byla vyizolovana jedna kolonie urcend kidentifikaci. Byla
prenesena na krevni agar a inkubovana 24 h pii 37 °C. V pfipad€ Spatného rastu byla
pfenesena na krevni agar a inkubovana v termostatu s pfimési CO2, 24 hodin pii 37 °C.
Takto byla piipravena 24 hodinova kultura, ktera se pouzila na biochemické testy. Tyto
testy byly vybrany na zaklad¢€ urCeni Gramova barveni, katalazy a oxidazy a vzhledu
kolonii na agaru. Kmeny, které se nepodarilo identifikovat klasickymi biochemickymi
testy, byly analyzovany metodou MALDI-TOF MS v Nemocnici Pardubického kraje,

v Pardubické nemocnici, na oddéleni mikrobiologie.

2.5 Priprava prirodnich extraktia

Extrakce z rostlinného materialu byla provedena 60% ethanolem. Do dvou 100ml
sklenénych lahvi se zéavitem bylo navazeno po 10 g pfirodni latky. K navazce bylo
napipetovano 20 ml roztoku 60% ethanolu. Tyto dvé stejné lahve se vlozily na 10 minut do
ultrazvuku. Po ub&hnuti ¢asu byl z kazdé lahve odpipetovan roztok do dvou plastovych
50ml zkumavek a k navazkam se napipetovalo 15 ml 60% ethanolu a opét se vlozily na
10 minut do ultrazvuku. Po uplynuti doby v ultrazvuku se odpipetoval roztok do 50 ml
zkumavky a proces se opakoval s poslednim ptidanim 15 ml do lahve s navazkou. Byly
nasbirany 3 frakce z kazdé navazky do 50 ml zkumavky. Tyto zkumavky se poté nechaly
centrifugovat 5 minut pii otdCkach 5000/min, aby usedly mensi nelistoty a do Cisté

zkumavky se napipetoval supernatant.

Obsah kazdé zkumavky extraktu byl pipetovan na sklenénou Petriho misku, ktera
byla zvézena a poté vlozena na 24 hodin do termostatu, dokud se nevypafil ethanol. Po

vysuseni byla Petriho miska opét zvazena a z rozdilu navazek a objemu pouzitého 60%
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ethanolu na rozpusténi vysuSeného extraktu byla vypocitana koncentrace extraktu. Pro
zjisténi antimikrobialni Uc¢innosti byl jest€ extrakt filtrovan pifes bakteriologicky filtr

o velikosti porti 0,22 pm.

Astaxanthin ve smési byl ziskan jako oleoresin superkritickou COz extrakci
z Cervené tasy Haematococcus Pluvialis ve Vyzkumném ustavu organickych syntéz a.s.,
Pardubice. Volny astaxanthin byl v prvni smési zastoupen 5 % a ve druhé 11 %. Dalsi
latky obsazené ve smesi jsou napiiklad monoester astaxanthinu, diester astaxanthinu, -
karoteny, kantaxantin, lutein. Vzorek byl zpracovavan tak, ze se vytvofila koncentracni
fada 10x, 100x, 1000x a 10 000x nafedéného astaxanthinu v 60% ethanolu. Jelikoz se smés
Spatné rozpousti v polarnich slouceninach, koncentracni fada byla na 10 minut umisténa do

ultrazvuku.

2.6 Stanoveni citlivosti mikroorganismii na prirodni latky

Z vybranych mikroorganismil byla ve fyziologickém roztoku vytvofena suspenze
bunék o zakalu 0,5 McFarlanda. Vatovym tampoénem byla suspenze rovnomérné nanesena
na Petriho misku s Mueller Hintonovym agarem s krvi. Nasledn€ byly na Petriho misku
raznici dosazeny blankové disky a na disky napipetovano 16ul pfislusného extraktu
z prirodnich latek. Na kazdé misce bylo 5 pfirodnich extrakti a 6. disk byl 60% ethanol
slouzici pro porovnani. Podle testované bakterie byl agar inkubovan 24 hodin pii 37 °C
mikroaerofilné nebo aerobn¢€. Po uplynuti této doby byly zméfeny inhibi¢ni zony

a vyhodnocena citlivost dané bakterie.

2.7 Stanoveni citlivosti mikroorganismi na antibiotika

Z vybranych mikroorganismil byla ve fyziologickém roztoku vytvofena suspenze
bunék o zakalu 0,5 McFarlanda. Vatovym tampoénem byla suspenze rovnomérné nanesena
na Petriho misku s Mueller Hintonovym agarem s krvi. Nasledn€ byly na Petriho misku
naneseny disky obsahujici vybrand antibiotika. Podle testované bakterie byl agar
inkubovan 24 hodin ptfi 37 °C mikroaerofilné nebo aerobné. Po uplynuti této doby byly
zmé&feny inhibi¢ni zony a vyhodnocena citlivost dané bakterie dle limiti stanovenych
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).
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3 Vysledky

3.1 Pocty mikroorganismii ve spermatu za pouZziti kratkodobych plnidel

soubor 1.

Tabulka 3: Poéty mikroorganismii ve spermatu za pouziti kratkodobych plnidel soubor 1.

CFU/ml

Vzorek sloZeni fedéni| 1. den 2. den 3. den

vz. 1 nativni semeno 1,55E+03 | >3,00E+04 | >3,00E+04
vz.2 |BTS bez ATB 1+2 1,91E+03 | >3,00E+04 | >3,00E+04
vz. 3 BTS bez ATB 1+4 1,86E+03| 1,38E+03| >3,00E+04
vz.4 |BTS bez ATB 1+8 1,37E+03| 5,15E+02| >3,00E+03
vz. 5 BTS bez ATB 2 1+2 6,82E+02| 4,10E+02| 7,40E+02
vz.6 |BTSbezATB?2 1+4 8,68E+02| 1,25E+02| 7,50E+02
vz.7 |BTSbezATB?2 1+8 4,25E+02 | <1,50E+01| <1,50E+01
vz.8 |BTSbez ATB +k. benzoovd A |1+2 8,95E+02| 3,70E+02| 9,65E+02
vz. 9 BTS bez ATB + k. benzoova A |1+4 3,77E+02 | 1,35E+02( 1,01E+03
vz. 10 |BTS bez ATB + k. benzoova A |1+ 8 2,55E+02 | <1,50E+01| 3,90E+02
vz. 11 |BTS bez ATB + k. benzoovaB |[1+2 1,50E+03| 1,64E+03| >3,00E+04
vz. 12 |BTS bez ATB + k. benzoova B 1+4 7,91E+02 | 2,45E+02| 3,10E+02
vz. 13 |BTS bez ATB + k. benzoovdB |[1+8 2,55E+02 | <1,50E+01| 2,30E+02
vz. 14 |BTS bez ATB + k. benzoovaC |[1+2 7,00E+02 | 3,27E+02| 5,55E+02
vz. 15 |BTS bez ATB + k. benzoova C [1+4 4,68E+02| 1,80E+02| 2,25E+02
vz. 16 |BTS bez ATB + k. benzoovaC [1+8 3,36E+02 | <1,50E+01 | <1,50E+01

Vzhledem k pouziti kratkodobého tfedidla BTS se vzorky testovaly v den dodani
a dale po 24 a 48 hodinach. Vcetné zapocitani fedéni jednotlivych vzorkl byly nejucinnéjsi
vzorky Cislo 12, 15 a 16. Tedy BTS bez antibiotik s kyselinou benzoovou (1 +4) o navazce
0,5 g/l adale fedéni (1 + 4, 1 + 8) spermatu pomoci BTS bez antibiotik s kyselinou

benzoovou o navazce 0,66 g/l.

V grafu ¢. 1 a tabulce €. 3 jsou porovnany pocty bakterii ve vzorcich s jistym
ucinkem a pro srovnani také s nativnim spermatem a se spermatem fedénym BTS (1 + 2).
Je znatelny rychly narGst bakterii v nativnim spermatu. Obecné fedéni 1 + 4 ma lepsi
inhibicni vysledky nez 1 + 2. Nejniz§i koncentrace kyseliny benzoové (vzorek A) neméla
inhibi¢ni G¢inky v zddném fedéni. Tento druh konzervace spermatu nebyl ucinny.
Koncentrace kyseliny benzoové A byla pfili§ nizka na to, aby byla schopnéa inhibovat

ptitomné mikroorganismy.
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Pocty mikroorganismu ve spermatu za poutziti kratkodobych plnidel
soubor 1.
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Graf 1: Pocty mikroorganismu ve spermatu za pouZiti kratkodobych plnidel soubor 1.

V téchto vzorcich se vyskytovaly kolonie jak s uplnou hemolyzou, bez hemolyzy,
tak viridujici bakterie, které prevazovaly. Ze souboru vzorkl jsem izolovala a pomoci
biochemickych testd urcila nejvice se vyskytujici bakterie, jak grampozitivni, tak
gramnegativni. Z grampozitivnich to byl Staphylococcus simulans, Staphylococcus cohnii
subsp. urealyticum, Enterococcus malodoratus, Enterococcus raffinosus, Aerococcus
viridans, Streptococcus porcinus, Bacillus sp. Mezi gramnegativni bakterie z téchto vzorka

patii Likenella corrodens, Klebsiella pneumoniae.
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3.2 Pocty mikroorganismii ve spermatu za pouZziti kratkodobych plnidel

soubor 2.

Tabulka 4: Polty mikroorganismii ve spermatu za pouziti kratkodobych plnidel soubor 2.

CFU/ml

Vzorek sloZeni fedéni | 1. den 2. den 3. den

vz. 1 nativni semeno 1,37E+03 | >3,00E+03 | >3,00E+04
vz. 2 BTS bez ATB 1+2 2,68E+02 | 2,30E+02| 5,40E+02
vz. 3 BTS bez ATB 1+4 2,55E+02 | 1,95E+02| 1,70E+02
vz. 4 BTS bez ATB 1+8 9,00E+01| 1,25E+02| 1,30E+02
vz.5 BTS bez ATB + k. benzoova A 1+2 4,68E+02| 2,68E+02| 4,45E+02
vz. 6 BTS bez ATB + k. benzoova A 1+4 4,45E+02| 2,70E+02| 2,00E+02
vz.7 BTS bez ATB + k. benzoova A 1+8 2,05E+02 | <1,5E+01| >3,0E+04
vz. 8 BTS bez ATB + k. benzoova B 1+2 6,65E+02 2,50E+02| 3,68E+02
vz. 9 BTS bez ATB + k. benzoova B 1+4 2,70E+02| 9,50E+01| 1,30E+02
vz. 10 BTS bez ATB + k. benzoova B 1+8 1,10E+02| <1,5E+01| 7,50E+01
vz. 11 BTS bez ATB + k. benzoova C 1+2 2,77E+02| 1,05E+02| 4,95E+02
vz. 12 BTS bez ATB + k. benzoova C 1+4 4,40E+02| <1,5E+01| 1,95E+02
vz. 13 BTS bez ATB + k. benzoova C 1+8 2,36E+02| <1,5E+01| 1,25E+02

Vzhledem k pouziti kratkodobého tfedidla BTS se vzorky testovaly v den dodani
a dale po 24 a 48 hodinach. Se zapocitanim fedéni jednotlivych vzorkl byly nejucinngjsi
vzorky €islo 3 a 6. Doslo k inhibici bakterii pomoci BTS (1 + 4) a kyseliny benzoové A
(1+4).

Na rozdil od ptedchoziho testovani, byla kyselina benzoova A nejucinngjsi. V grafu
¢. 2 a tabulce ¢ 4 je opét viditelny rostouci pocet bakterii v nativnim spermatu a ve
spermatu nafedéném BTS (1 + 2). Nejvyznamnéjsi inhibice bakterii byla zaznamenana
u plnidla BTS bez antibiotik s kyselinou benzoovou A (1 + 4). U ostatnich vzorkl, vCetné
vzorku €. 7, se opakuje inhibice bakterii do 2. dne a nasledny vys$i narGst u 3. dne. To

muze byt zpusobeno delsi generac¢ni dobou nékterych bakterii.
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Pocty mikroorganismu ve spermatu za poutziti kratkodobych plnidel
soubor 2.
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Graf 2: Poéty mikroorganismu ve spermatu za pouZiti kratkodobych plnidel soubor 2.

V téchto vzorcich prevazoval viridujici typ bakterie a bakterie bez hemolyzy,
hemolyzujici bakterie se vyskytly ojedinéle. NejcCastéjsi kolonie pattily Bacillus sp.

a Streptococcus sp.
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3.3 Pocty mikroorganismii ve spermatu za pouZziti kratkodobych plnidel

soubor 3.

Tabulka 5: Polty mikroorganismii ve spermatu za pouziti kratkodobych plnidel soubor 3.

CFU/ml

Vzorek sloZeni fedéni | 1. den 2. den 3. den

vz. 1 BTS bez ATB 1+2 7,27E+02 1,24E+03| 4,09E+02
vz. 2 BTS bez ATB 1+4 4,82E+02| 1,05E+03| 7,35E+02
vz. 3 BTS bez ATB 1+8 3,90E+02| 7,20E+02| 4,75E+02
vz. 4 BTS bez ATB + k. salicylova A 1+2 1,23E+03| 1,72E+03| 7,20E+02
vz. 5 BTS bez ATB + k. salicylova A 1+4 4,82E+02| 7,55E+02| 6,36E+02
vz. 6 BTS bez ATB + k. salicylova A 1+8 3,90E+02 | 8,95E+02| 3,95E+02
vz.7 BTS bez ATB + k. salicylova B 1+2 9,68E+02( 1,35E+03| 1,25E+03
vz. 8 BTS bez ATB + k. salicylova B 1+4 3,23E+02| 7,50E+02| 3,45E+02
vz. 9 BTS bez ATB + k. salicylova B 1+8 4,05E+02| 9,36E+02| 4,45E+02
vz. 10 BTS bez ATB + k. salicylova C 1+2 2,25E+03| 1,50E+03| 5,70E+02
vz. 11 BTS bez ATB + k. salicylova C 1+4 6,50E+02 | 1,30E+03| 5,09E+02
vz. 12 BTS bez ATB + k. salicylova C 1+8 2,50E+02| 3,05E+02| 2,95E+02
vz. 13 nativni semeno >3,00E+03 | >3,00E+04 | >3,00E+04

Vzhledem k pouziti kratkodobého tfedidla BTS se vzorky testovaly v den dodani
a dale po 24 a 48 hodinach. Jednozna¢né nejucinngjsi byl pomér 1 dil spermatu ku 2 dilim

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

V grafu ¢. 3 a tabulce €. 5 jsou porovnany pocty bakterii ve vzorcich s jistym
ucinkem a pro srovnani také s nativnim spermatem a se spermatem fedénym BTS (1 + 2).
Je znatelny rychly rust bakterii v nativnim spermatu. Vzorek ¢. 10 snizil pocet bakterii ve

vzorku spermatu téméf o jeden fad.
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Pocty mikroorganismu ve spermatu za poutziti kratkodobych
plnidel soubor 3.
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=vz. 10- BTS bez ATB + k. salicylova C 1 + 2

Graf 3: Pocty mikroorganismu ve spermatu za pouZiti kratkodobych plnidel soubor 3.

V prvnim testovacim dnu pfevazovaly mikroorganismy bez hemolyzy, ale ve
vzorcich se v mensim poctu vyskytly 1 bakterie s uplnou hemolyzou a viridujici bakterie.
V dalSich dnech se vSak pocty viridujicich a bakterii bez hemolyzy vyrovnaly, oproti
bakteriim s Uplnou hemolyzou, které se témeér vytratily. Z t€chto kolonii byl pomoci
biochemickych testd identifikovan Staphylococcus simulans, Proteus vulgaris

a Streptococcus mitis/oralis, Bacillus sp.
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3.4 Pocty mikroorganismii ve spermatu za pouziti kratkodobych plnidel

soubor 4.

Tabulka 6: Poéty mikroorganismii ve spermatu za pouziti kratkodebych plnidel soubor 4.

CFU/ml

Vzorek sloZeni fedéni | 1. den 2. den 3. den

vz. 1 BTS bez ATB 1+2 6,09E+02 2,32E+02 |P| 2,60E+02
vz. 2 BTS bez ATB 1+4 3,25E+02 1,65E+02|P| 1,35E+02
vz. 3 BTS bez ATB 1+8 5,50E+02 2,00E+02 |P| 3,20E+02
vz. 4 BTS bez ATB + k. sorbova A 1+2 4,15E+02 3,25E+02 (P | 1,65E+02
vz.5 BTS bez ATB + k. sorbova A 1+4 4,65E+02 2,90E+02 1,65E+02
vz. 6 BTS bez ATB + k. sorbova A 1+8 3,45E+02 1,20E+02 <1,50E+01
vz.7 BTS bez ATB + k. sorbova B 1+2 5,36E+02 1,90E+02|P| 2,75E+02|P
vz. 8 BTS bez ATB + k. sorbova B 1+4 5,10E+02 2,60E+02 8,50E+01 (P
vz.9 BTS bez ATB + k. sorbova B 1+8 2,65E+02 <1,50E+01 <1,50E+01
vz. 10 BTS bez ATB + propolis 1+2 8,14E+02 1,05E+02|P| 1,75E+02|P
vz. 11 BTS bez ATB + propolis 1+4 4,90E+02 1,75E+02|P| 1,70E+02|P
vz. 12 BTS bez ATB + propolis 1+8 1,90E+02 1,05E+02 <1,50E+01
vz. 13 nativni semeno 1,86E+03 >3,00E+03 | P| >3,0E+04

V tomto souboru plnidel (tabulka €. 6 a graf ¢. 4) se vyskytl Proteus sp. (P), ktery
prerostl krevni agary a proto misky musely byt vyfazeny z testovani. Hodnoceny byly tedy

pouze takové vzorky, které neobsahovaly bakterii Proteus sp.

Vzhledem k pouziti kratkodobého tfedidla BTS se vzorky testovaly v den dodani
adale po 24 a 48 hodinach. Ze vzorkd, které se daly hodnotit, vSechny vykazovaly
inhibi¢ni aktivitu. Nejvice inhibovaly vzorky €. 6, 9 a 12, tedy kyselina sorbova A (0,015
g/l) s BTS bez antibiotik (1 + 8), kyselina sorbova B (0,03 g/l) s BTS bez antibiotik (1 + 8)
a propolis s BTS bez ATB (1 + 8). Z duvodu naristu rodu Proteus sp. byly pady

zpracované pouze orienta¢ng, proto bych doporucila toto testovani opakovat.
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Pocty mikroorganismu ve spermatu za poutziti kratkodobych plnidel
soubor 4.
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Graf 4: Pocty mikroorganismu ve spermatu za pouZiti kratkodobych plnidel soubor 4.

Ve vzorcich prevazovaly viridujici bakterie a bakterie bez hemolyzy, bakterie

s uplnou hemolyzou se vyskytovaly ojedinéle.
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3.5 Pocty mikroorganismii ve spermatu za pouZziti kratkodobych plnidel

soubor 5.
Tabulka 7: Poéty mikroorganismu ve spermatu za pouziti kratkodobych plnidel soubor 5.
CFU/ml

Vzorek sloZeni fedéni | 1. den 2. den 3. den
vz. 1 BIO PIG 1+2 <1,50E+01 | <1,50E+01 | <1,50E+01
vz. 2 BIO PIG 1+4 |<1,50E+01|<1,50E+01 |<1,50E+01
vz. 3 BIO PIG 1+8 |[<1,50E+01|<1,50E+01 |<1,50E+01
vz.4 BIO PIG + DICOL 1+2 |<1,50E+01 |<1,50E+01|<1,50E+01
vz.5 BIO PIG + DICOL 1+4 |<1,50E+01 |<1,50E+01|<1,50E+01
vz. 6 BIO PIG + DICOL 1+8 |[<1,50E+01|<1,50E+01 |<1,50E+01
vz.7 VIP 3 1+2 <1,50E+01 | <1,50E+01 | <1,50E+01
vz. 8 VIP 3 1+4 |<1,50E+01|<1,50E+01 |<1,50E+01
vz.9 VIP 3 1+8 |[<1,50E+01|<1,50E+01 |<1,50E+01
vz. 10 VIP 3 + DICOL 1+2 <1,50E+01 | <1,50E+01 | <1,50E+01
vz. 11 VIP 3 + DICOL 1+4 |[<1,50E+01|<1,50E+01 |<1,50E+01
vz. 12 VIP 3 + DICOL 1+8 |[<1,50E+01|<1,50E+01 |<1,50E+01
vz. 13 nativni semeno >3,00E+03 | >3,00E+03 [ >3,00E+04

V tabulce €. 7 jsou uvedeny vysledky pro testovani komeréné dodavanych tedidel
BIO PIG, BIO PIG + DICOL, VIP 3 a VIP 3 + DICOL. Vzhledem k pouziti kratkodobych
fedidel se vzorky testovaly v den dodéani a dale po 24 a 48 hodinach. Jelikoz jak BIO PIG,
tak VIP 3 obsahuje antibiotika, nebylo mozné porovnat rozdil antibakterialni UcCinnosti
mezi BIO PIG a BIO PIG + DICOL, stejné tak mezi VIP 3 a VIP 3 + DICOL. Doporucila
bych DICOL otestovat s takovym fedidlem, ktery neobsahuje antibiotikum.

V tabulce ¢. 7 jsou vyobrazeny zvysujici se pocty kolonii bakterii v nativnim
nefedéném spermatu. V nativnim spermatu byla smes bakterii s iplnou hemolyzou, bez

hemolyzy a s neuplnou hemolyzou.
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3.6 Pocty mikroorganismii ve spermatu za pouZziti kratkodobych plnidel

soubor 6.

Tabulka 8: Polty mikroorganismii ve spermatu za pouziti kratkodobych plnidel soubor 6.

CFU/ml

Vzorek | Kanec sloZeni fedéni [ mnoistvi | 1. den 2. den 3. den
1 1|BTSsATB 1+8 |10ml <1,5E+01 | <1,5E+01 | <1,5E+01
2 1| BTS bez ATB 1+8 |10ml <1,5E+01 | 1,65E+02 | <1,5E+01
3 1|BTS bez ATB + k. sorbova A |(1+8 |10 ml 2,20E+02 | 1,45E+02 | <1,5E+01
4 1| BTS bez ATB + k. sorbova B 1+8 |10ml 3,45E+02|1,90E+02 | <1,5E+01
5 1| nativni semeno 8ml 2,07E+03 | >3,0E+03 | >3,0E+04
Vzorek | Kanec sloZeni fedéni | mnoistvi 1. den 2. den 3. den
6 2 |BTS s ATB 1+8 |10ml <1,5E+01 | <1,5E+01 | <1,5E+01
7 2 | BTS bez ATB 1+8 |10ml 5,09E+02 | 5,50E+02 | <1,5E+01
8 2| BTS bez ATB + k. sorbova A |(1+8 |10 ml 1,68E+03 | <1,5E+01|7,65E+02
9 2| BTS bez ATB + k. sorbova B 1+8 |10ml 6,15E+02 | <1,5E+01 | 3,60E+02
10 2 | nativni semeno 8ml >3,0E+04 | >3,0E+04 | >3,0E+04

V tomto souboru vzorkd (tabulka ¢. 8) se testovaly dva druhy kanciho spermatu.

Byly na nich testovany latky, které se v predeslém testovani projevily jako ucinné. U obou

vzorkd se testovala kyselina sorbova A (0,015 g/l) a B (0,03 g/1) s BTS bez antibiotik,

i s antibiotiky jako pozitivni kontrolou. Redéni bylo v poméru 1 dil spermatu ku 8 dilam

testované latky. Vzhledem k pouziti kratkodobého tedidla BTS se vzorky testovaly v den

dodani a dale po 24 a 48 hodinach. Pro vzorek spermatu kance ¢. 1 (graf ¢. 5) se obé

navazky kyselin sorbovych projevily jako u€inné. Jak je z grafu patrné, kyselina sorbova B

inhibovala bakterialni mikrofloru vyrazné€ji. Vzorek s antibiotiky slouzil jako pozitivni

kontrola, bakterie nebyly ve vzorku ptitomny v koncentraci mensi nez 10'/ml spermatu.

Toto ovéteni kyseliny sorbové A 1 B s BTS bez antibiotik (1 + 8) potvrdil vysledky ze

souboru vzorku €. 4.
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Pocty mikroorganismu ve spermatu za poutziti kratkodobych plnidel
soubor 6., kan¢i sperma €. 1
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Graf 5: Pocty mikroorganismu ve spermatu za pouZiti kratkodobych plnidel soubor 6., kan¢i sperma ¢. 1

U vzorkt kanc¢iho spermatu ¢. 2 (graf ¢. 6) kyselina sorbova A i B fungovala také,
ale ne tak vyrazné, jako v predeslém testovani. U obou kancu je znatelny narust bakterii

v nativnim spermatu.
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Pocéty mikroorganismu ve spermatu za poutziti kratkodobych plnidel
soubor 6., kanci sperma ¢. 2
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Graf 6: Pocty mikroorganismu ve spermatu za pouZiti kratkodobych plnidel soubor 6., kanci sperma ¢. 2

U obou kanct se vyskytovaly kolonie jak s uplnou tak netplnou hemolyzou, i bez ni.
Podle morfologie kolonii se nevyskytly zadné nové kolonie, proto jiz nedoslo k jejich

izolaci.

3.7 Vysledky identifikace bakterii pomoci MALDI-TOF

Bakterie izolované ze vzorku spermatu, které se nepodafilo identifikovat pomoci
biochemickych testl, se odeslaly na vysetfeni pomoci MALDI-TOF do Nemocnice
Pardubického kraje, Pardubické nemocnice, Oddéleni klinické mikrobiologie.
Identifikovany byly Corynebacterium glucuronolyticum, Corynebacterium confusum,
Corynebacterium sp., Rothia nasimurium, Klebsiella pneumoniae, Bacillus sp., E. coli,

Aerococcus viridans a Bacillus infantis.

Podty kolonii tvoficich jednotky se ve vzorcich pohybovaly v fadech od 10? do
10*CFU/ml. Objevily se i vzorky svétsim nebo mensim poétem kolonii tvoficich
jednotky, ty byly ale nepocitatelné. NejCasteji vyskytujici se bakterie ve vzorcich kanciho
spermatu byly viridujici bakterie, nebo bakterie bez hemolyzy. Bakterie s uplnou

hemolyzou se vyskytovaly nejméné. Mezi casto vyskytujici se bakterie patfil
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Streptococcus sp., Escherichia coli, Bacillus sp., Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus

sp., Corynebacterium sp.

3.8 Prirodni extrakty

Pfirodni latky byly ziskény extrakci o téchto koncentracich galganu (0,096 g/ml),
celeru (0,055 g/ml), petrzele (0,069 g/ml), tepy (0,082 g/ml), zazvoru (0,025 g/ml),
rakytniku (0,067 g/ml), rozmarynu (0,046 g/ml), majoranky (0,068 g/ml), maty (0,057
g/ml).

Aplikovanim pfirodniho extraktu na disk a nasledné zméfeni jeho inhibi¢ni zony
vuci bakterii byla zjiSté€na jeji citlivost na dané pfirodni latky. Pomoci biochemickych testu
aMALDI-TOF  byly identifikovany  nasledujici  bakterie = Corynebacterium
glucuronolyticum, Corynebacterium confusum, Corynebacterium sp., Rothia nasimurium,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus sp., E. coli, Proteus sp. Pro tyto bakterie byla sledovana
jejich citlivost vaci testovanym pfirodnim extraktim. Kromé pfirodnich extraktd se na
disky aplikoval také 60% ethanol, ve kterém byl extrakt rozpustén a slouzil tak pro
srovnani a€innosti.

K bakteriim izolovanym ze vzorki ejakulatu byla navic pouzita sbirkova E. coli CCM

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

Tabulka 9: Vyvhodnoceni difiizni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta

Inhibi¢ni zéna (mm)

Testovany kmen 60% ethanol | galgdn |petriel | celer |zazvor| fepa

Corynebacterium glucuronolyticum 12 13,5 9| 9,25 12 9
Corynebacterium confusum 10,5 12,25 9,25 9 11| 9,75
Corynebacterium sp. 12 12 9,25 9,5 10,5| 9,75
Rothia nasimurium 12,25 12,5 9| 9,75 10,5 9,5
Klebsiella pneumoniae 11,5 10 9,25 8,75 10| 9,25
E. coli 11 11 8,5 75| 9,75| 9,25
Bacillus sp. 14 17,5 11,5| 11,25| 11,25| 9,75
Proteus sp. 6 9 8,25 6 6 6
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 11 11 10,25 9,75| 9,75 9
Staphylococcus aureus CCM 3953 9,75 16,5 15,25( 7,25 11,5| 7,25
E. coli CCM 3954 11 11 7,25 7,25 9 7

Poznamka: velikost disku se rovna 6 mm.

Z této sady extraktd (tabulka €. 9) meél nejlepsi GCinky galgan, ktery byl témeér
u vSech bakterii u€inngjsi nez 60% ethanol. Pouze u Klebsiella pneumoniae mel mensi

inhibi¢ni 0¢innost.
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Vétsina bakterii byla vici extraktu z petrzele malo citliva, kromé Staphylococcus
aureus CCM 3953 a Proteus sp., tyto bakterie byly vuci extraktu z petrzele citlivé.
Obzvlast dulezité je to u Proteus sp., protoze ten byl z této sady extrakti citlivy pouze na

petrzelovy a galganovy extrakt. Pseudomonas aeruginosa je slab€ inhibovana.

Zazvor mél inhibi¢ni Ginek na grampozitivni bakterii Staphyloccocus aureus CCM
3953. Zazvorovy extrakt byl celkové vici bakteriim méné nebo srovnatelné GCinny jak

60% ethanol.

Extrakty z celeru a fepy byly méné citlivé, nez ethanol 60 %.

Tabulka 10: Vyhodnoceni difazni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakti

Inhibi¢ni zéna (mm)
Testovany kmen 60% ethanol [ mata |rakytnik |rozmaryn|majoranka
Corynebacterium glucuronolyticum 11| 12,5 10,75 18 11,5
Corynebacterium confusum 11,25 11,5 9,75 14,5 10
Corynebacterium sp. 10,25 11 9,25 13,5 9,5
Rothia nasimurium 12 13 10 16,75 10,25
Klebsiella pneumoniae 11,5| 10,25 9 13,5 9,5
E. coli 10,5| 9,25 8,25 11,25 9,25
Bacillus sp. 11,5| 14,5 13,25 16,75 12
Proteus sp. 6 6 6 7,75 6
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 10,75| 10,25 11,25 12 10,25
Staphylococcus aureus CCM 3953 10 8 8,5 15,75 10,25
E. coli CCM 3954 10 9,5 11 13,25 7,75

Poznamka: velikost disku se rovna 6 mm.

Extrakt z rozmarynu (tabulka ¢. 10) je nejucinnéj$i nejen z extrakti uvedenych
v tabulce €. 9, ale i celkové ze vSech testovanych. V riizném rozmezi inhibuje vSechny

bakterie, vCetné Profeus sp.

Extrakt z maty nekteré bakterie inhibuje siln€ji nez 60% ethanol, né€které slabgji,
celkové jsou ulinky ethanolu a extraktu z méaty vyrovnané. Siln&i inhibuje napiiklad

Bacillus sp. a slab&ji S. aureus CCM 3953 a E. coli.

Extrakt z rakytniku inhiboval 3 bakterie silngji nez 60% ethanol, jsou jimi Bacillus

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

Majoranka obecn¢ inhibovala bakterie slab¢ji, nebo srovnateln€ s 60% ethanolem.
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Tabulka 11: Vyhodnoceni difazni diskové metody u smési s 5 % astaxanthinu

Inhibi¢ni zéna (mm)

Testovany kmen 60% ethanol [ 10x | 100x | 1000x [ 10000x | Cista smés

Corynebacterium glucuronolyticum 10,5 10| 11,5 9,5 9,5 9
Corynebacterium confusum 11,5| 11,5] 11,5 10 9,5 8,5
Corynebacterium sp. 10 9,5 10 10 10 6
Rothia nasimurium 12 10 9 10 11 11
Klebsiella pneumoniae 12,5 9| 10,5 10 11 7
E. coli 11,5 9 9 9,5 10,5 6
Bacillus sp. 12125 11| 115 11 13,5
Proteus sp. 6 8 6 6 6 6
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 12 9 10| 10,5 11,5 10,5
Staphylococcus aureus CCM 3953 11| 11 9 6 6 12,5
E. coli CCM 3954 10,5 9| 10 10 11 9,5

Poznamka: velikost disku se rovna 6 mm.

Smés obsahujici 5 % astaxanthinu (tabulka €. 11 a obrézek ¢. 8) méla nejlepsi

inhibi¢ni ucinky, kdyz byla zfedéna 10x, i tak méla ale obecné slabsi ucinek, nez 60%

ethanol. Nejvice citlivy byl na smés s 5 % astaxanthinu Bacillus sp., nejmén¢ citlivy byl

Proteus sp.

tisty A
(5 %)

10 000x

60% ethanol

Obrazek 8: 60% ethanol, 10x, 100x, 1000x a 10 000x Fedény astaxanthin, nefedéna smés s 5%
astaxanthinu, M-H agar, Bacillus sp., kultivace pri 37 °C, 24 h (foto autor)
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Tabulka 12: Vyhodnoceni difazni diskové metody u smési s 11 % astaxanthinu

Inhibi¢ni zéna (mm)

Testovany kmen 60% ethanol [ 10x | 100x | 1000x [ 10000x | Cista smés

Corynebacterium glucuronolyticum 10,5( 10| 10| 115 10,5 9
Corynebacterium confusum 10| 12,5| 10,5 9 14 6,5
Corynebacterium sp. 10,5| 10,5 10| 10,5 9,5 6
Rothia nasimurium 12 12 12| 10,5 11 10
Klebsiella pneumoniae 11| 9,5| 8,5 8,5 11 7
E. coli 11| 85| 9,5 10 11,5 6
Bacillus sp. 12,5| 12| 125 13 12 11,5
Proteus sp. 6 7] 8,5 6 6 10,5
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 121 9,5 10| 10,5 11,5 10,5
Staphylococcus aureus CCM 3953 7,51 9,5 9 9,5 7 17
E. coli CCM 3954 10,5| 9,5 10,5 10 11 10

Poznamka: velikost disku se rovna 6 mm.

U smési obsahujici 11 % astaxanthinu (tabulka ¢. 12 a obrazek ¢. 9) bylo nejvice
ucinné fedéni 10x a 100x. Tato fedéni méla obecné lepsi inhibicni vlastnosti, nez 60 %
ethanol, ale ne vyrazn€. Nejvice citlivy byl Bacillus sp. a Rothia nasimurium a nejméng
citlivy byl opét Proteus sp. VSechny bakterie byly citlivéj$i na smés obsahujici 11 %

astaxanthinu, ma tedy lepsi inhibi¢ni Gcinky.

60% ethanol

Obrazek 9: 60% ethanol, 10x, 100x, 1000x a 10 000x Fedény astaxanthin, nefedéna smés s 11 %
astaxanthinu, M-H agar, Bacillus sp., kultivace pti 37 °C, 24 h (foto autor)

3.8.1 Corynebacterium glucuronolyticum

Tuto bakterii nejvice inhiboval rozmaryn, galgan a zazvor (viz piiloha

tabulka ¢. 16).
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3.8.2 Corynebacterium confusum
Corynebacterium confusum byla nejvice inhibovana rozmarynem, galganem

a zazvorem (viz ptiloha tabulka ¢. 17 a obrazek ¢. 10).

rakytnik

majoranka

rozmaryn

Obrazek 10: 60% ethanol, extrakt z maty, rozmarynu, majoranky, rakytniku, M-H agar,
Corynebacterium confusum, kultivace pri 37 °C, 24 h (foto autor)

3.8.3 Corynebacterium sp.
Rozmaryn byl pro tuto bakterii nejsiln€jSim inhibi¢nim pfirodnim extraktem (viz

ptiloha tabulka €. 18 a obrazek ¢. 11).

60% _ethanol

rakytnik

rozmaryn

majoranka

Obrazek 11: 60% ethanol, extrakt z maty, rozmarynu, majoranky, rakytniku, M-H agar,
Corynebacterium sp., kultivace pii 37 °C, 24 h (foto autor)
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3.8.4 Rothia nasimurium
Pro tuto bakterii mél nejsiln€j$i inhibi¢ni G€inek rozmaryn, galgdn a mata (viz

ptiloha tabulka €. 19).

3.8.5 Klebsiella pneumoniae
Bakterie Klebsiella pneumoniae je citliva pouze vici rozmarynovému extraktu (viz

ptiloha tabulka €. 20).

3.8.6 Bacillus sp.
Bacillus sp. je citlivy na extrakt z galganu, rozmarynu a rakytniku (viz pfiloha

tabulka ¢. 21).

3.8.7 E. coli
U této bakterie se zadny pfirodni extrakt neprojevil jako u€inn€jsi nez 60% ethanol

(viz ptiloha tabulka ¢. 22).

3.8.8 Proteus sp.
Na proteus sp. méla nejvetsi vliv nefedénd smes s astaxanthinem. Celkové byl
Proteus sp. malo citlivy vic¢i extraktim. Nizsi citlivost projevil jesté vuci galganu,

rozmarynu, petrzeli a 100x nafedéné smési s astaxanthinem (viz pfiloha tabulka ¢. 23).

3.8.9 E. coli CCM 3954

Pro tuto £. coli byl nejicinng)si extrakt z rozmarynu (viz ptiloha tabulka ¢. 24).

3.8.10 Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Tato bakterie nebyla vyrazné citliva na zadny extrakt (viz ptiloha tabulka ¢. 25

a obrazek ¢. 12).
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60% ethanol

rakytnik .

rozmaryn

majoranka

Obrazek 12: 60% ethanol, extrakt z maty, rozmarynu, majoranky, rakytniku, M-H agar, Psendomonas
aeruginosa CCM 3955, kultivace pri 37 °C, 24 h (foto autor)

3.8.11 Staphylococcus aureus CCM 3953
Staphylococcus je citlivy na galgan, petrzel a rozmaryn. Projevil také citlivost na

smeés s 11 % astaxanthinu (viz pfiloha tabulka ¢. 26 a obrazek ¢. 13 a 14).

60% ethanol

Obrazek 13: 60% ethanol, extrakt z fepy, zazvoru, galganu, petrzele, celeru, M-H agar, Staphylococcus
aureus CCM 3953, kultivace pri 37 °C, 24 h (foto autor)
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60% ethanol

Cisty A

(11 %

11 )

Obrazek 14: 60% ethanol, 10x, 100x, 1000x a 10 000x redény astaxanthin, neredéna smeés s 11 %
astaxanthinu, M-H agar, Staphylococcus aurens CCM3953 kultivace pii 37 °C, 24 h (foto autor)

Co se tyCe porovnani citlivosti mezi jednotlivymi bakteriemi, citlivost stoupa 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. Necitlivé bakterie jsou vétSinou gramnegativni a citlive)si

bakterie jsou grampozitivni.
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3.9 Pocty mikroorganismii ve spermatu za pouZiti prirodnich extrakta

soubor 7.

Tabulka 13: Polty mikroorganismu ve spermatu za pouZiti pfirodnich extraktu soubor 7.

CFU/ml

vzorek sloZeni fedéni |1.den 2. den 3. den

vz. 1 nativni semeno >3,0E+03 | >3,0E+03 | >3,0E+04
vz. 2 BTS bez antibiotik 1+3 7,64E+02 [ 5,35E+02| 2,30E+02
vz. 3 BTS bez antibiotik + 60% ethanol |1 +3 1,16E+03 | 2,85E+02 | 2,70E+02
vz. 4 BTS bez antibiotik + zazvor 1+3 5,70E+02 | 2,95E+02 | 1,20E+02
vz. 5 BTS bez antibiotik + mata 1+3 6,15E+02 | 2,65E+02 | <1,50E+01
vz. 6 BTS bez antibiotik + 1/2 mata 1+3 8,09E+02 [ 5,55E+02| 5,15E+02
vz.7 BTS bez antibiotik + rozmaryn 1+3 6,09E+02 | 2,45E+02 | <1,50E+01
vz. 8 BTS bez antibiotik + 1/2 rozmaryn |1+ 3 6,80E+02 | 4,75E+02 | 1,65E+02
vz.9 BTS bez antibiotik + galgan 1+3 4,10E+02 | 2,00E+02 | <1,50E+01

Nativni semeno se natedilo BTS bez antibiotik s pfirodnimi extrakty v poméru 1:3.
Testovaly se takové extrakty (tabulka ¢. 13), které mély nejvyssi inhibi¢ni ucinnost vuci
jednotlivym bakteriim. Pro porovnani slouzily vzorky €. 2 a 3, které jsou zobrazeny v obou
grafech. Vzhledem k pouziti kratkodobého tfedidla BTS se vzorky testovaly v den dodani
a dale po 24 a 48 hodinach. V grafu €. 7 je znatelna klesajici tendence vSech testovanych
extrakti, vCetné kontrolnich vzorkdl. V nativnim spermatu se podle oCekavani zvysuji
pocty mikroorganisma. Z grafu ¢. 7 je patrné, ze piirodni extrakty rozpusténé v ethanolu
maji lepsi inhibi¢ni G€inky, nez ethanol samotny. Toto tvrzeni neplati pro vzorek 6, protoze
mata byla 2x zfedéna, tudiz jeji ucinek je mensi, nez vzorek 5, tedy extrakt z maty

neziedeény.
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Pocty mikroorganismu ve spermatu za poutiti pfirodnich extraktt
soubor 7., extrakt zazvoru a maty
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#vz. 1 - nativni sperma Svz.2-BTSbezATB1+3
i vz. 3 - BTS bez ATB + 60% ethanol 1+ 3 #:vz. 4 - BTS bez ATB + zazvor 1 + 3
#vz,5-BTSbez ATB+matal+3 ::vz. 6 - BTS bez ATB + 1/2 mata

Graf 7: Pocty mikroorganismu ve spermatu za pouZiti pfirodnich extraktu soubor 7., extrakt zazvoru
a maty

V grafu ¢. 8 je opét znatelny inhibi¢ni vliv vSech extraktil na bakterie a také to, ze
nafedény rozmaryn mé& men$i inhibi€ni GCinek, nez nenafedény. Dvakrat nafedény
rozmaryn méa kromé prvniho dne mensi inhibi¢ni vliv na bakterie, nez kontrolni vzorek

s nativnim spermatem nafedénym BTS a ethanolem.
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Pocty mikroorganismu ve spermatu za pouziti pfirodnich extrakt
soubor 7., extrakt rozmarynu a galganu
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Graf 8: Pocty mikroorganismu ve spermatu za pouZiti prirodnich extraktu soubor 7., extrakt rozmarynu
a galganu

Vsechny nefedéné ptirodni extrakty prokézaly dobré inhibicni u€inky proti bakteriim
kan¢iho spermatu a potvrdily se tedy inhibi¢ni GCinky, které byly testovany diskovym

difiznim testem.
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3.10 Test toxicity prirodnich extrakti na motilitu spermii

Byla testovana toxicita piirodnich extrakti na spermie smichanim nativniho
spermatu s BTS bez antibiotik a s pfislusnym extraktem. Hodnotila se procentudlni motilita
spermii v ¢asech O h, 1, 4, 24, 48 a 72 h po smiseni téchto 3 slozek. Pro kontrolu slouzil

vzorek 1, nativni sperma s BTS bez antibiotik.

Tabulka 14: Toxicita pFirodnich extraktu v ¢ase na kandi spermie

[%]

<.

vz, Oh 1h 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 +zazvor1 70 75 75 75 5 0
4 | BTS + zazvor 2 60 75 75 55 5 <5
5 |[BTS+galgan1 0 0 0 0
6 |BTS +galgan 2 0 0 0 0 0 0
7 |BTS +rozmaryn 1 5 10 <5 <5 0 0
8 | BTS + rozmaryn 2 5 10 0 <5 0 0
9 |[BTS+matal 5 0 0
10 |BTS +mata?2 15 5 0 0 0 0
11 |BTS+1/2rozmarynl | 35 30 30 15 10 10
12 |BTS +1/2 rozmaryn 2 25 30 30 10 5 5
13 |BTS+1/2 mata 2 50 60 55 <5

14 [BTSA+1/2matal 40 25 5 0

V tabulce 14. mély vSechny pfirodni extrakty negativni vliv na spermie a to i pres to,
ze nekteré byly 2krat narfedéné. Nejlepsi vysledky mél v prvnich hodindch zazvor, nejhorsi
mél galgan, ktery usmrtil vSechny spermie ihned po jeho pfidani do smési nativniho

spermatu s BTS bez antibiotik.
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3.11 Antimikrobialni citlivost vybranych bakterii na antibiotika

Vtabulce ¢. 15 jsou uvedeny primeérné inhibi¢ni zony (v mm) jednotlivych
antibiotik na vybrané bakterie. Citlivost byla urCena dle tabulky breakpointi 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: Antimikrobialni citlivost vybranych bakterii na antibiotika

P cip TE CN VA SXT
Corynebacterium glucuronolyticum 40 + 34,5 24 35,5 23,5 22
Corynebacterium confusum 40 + 38,5 30 36 19 16
Corynebacterium sp. 33 34,5 32,5 30,5 17,5 19
AK cip C FEP CN W
Rothia nasimurium 21 20,5 30 24,5 22 24,5
TZP IMP ATM AK CN LEV
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 23,5 25,5 24,5 23 23,5 26
FOX DA E SXT TE cip
Staphylococcus aureus CCM 3953 29 27,5 28 25 27 27
AMP AMC CXM SXT CFR TGC
E. coli CCM 3954 20,5 22 24 24 19 24,5

Poznamka: inhibi¢ni zény v mm.
Kmeny bakterie rodu Corynebacterium jsou citlivé na pouzita antibiotika.
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 je citliva ke v§em vybranym antibiotikiim.
Staphylococcus aureus CCM 3953 je citlivy vii¢i vSem antibiotikiim (obrazek ¢. 19).

Z cCeledi Enterobacteriaceae je na Ampicilin rezistentni £. coli a Klebsiella
pneumoniae. Na antibiotikum Sulphamethoxazole/trimethoprim je rezistentni F. coli

a Klebsiella pneumoniae, ob& bakterie jsou izolované z kanciho spermatu.

Nejcitlivejsi bakterie jsou Corynebacterium sp. a nejméné citliva je E. coli izolovana

z kanc¢iho spermatu.
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Obrazek 15: Testovani antimikrobialni citlivosti u bakterie Staphylococcus aurens CCM 3953, FOX,
CLIL ERY, SXT, TE, CIP, M-H agar, 37 °C, 24 h (foto autor)
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4 Diskuze

Celkov¢ poéty kolonii tvoficich jednotky se ve vzorcich pohybovaly v fadech 10? — 10*
CFU/ml. Objevily se 1 vzorky s vétsim (1,50E+01 CFU/ml) nebo mensim poctem kolonii
tvoricich jednotky (3,0E+04 CFU/ml). Tyto hodnoty odpovidaji vysledkim vyzkumu
Sepulvedy ef al. (2014) kde uvadi, ze primérné hodnoty v nativnim spermatu se pohybuji
tadové mezi 10° — 10° CFU/ml, ale mizou dosahnout hodnoty az 10° CFU/ml. Vzorky
studie Pinarta e al. (2016) dosahly hodnot 10’ CFU/ml.

NejcCasteji se vyskytujici bakterie ve vzorcich kanc¢tho spermatu byly viridujici
bakterie, nebo bakterie bez hemolyzy. Bakterie s uplnou hemolyzou se vyskytovaly
nejméne. Mezi Casto se vyskytujici bakterie pattil Streptococcus sp., Escherichia coli,
Bacillus sp., Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus sp., Corynebacterium sp. Studie
Bresciantho ef al. (2014) prokazala nejCastéjsi vyskyt bakterii Fscherichia coli,
Staphylococcus  epidermidis, Serratia marcescens, Proteus sp., Streptococcus sp.,
Pseudomonas sp., Spahylococcus aureus. Ptizemz FE. coli byla nejhojnéji se vyskytujici
bakterie a Pseudomonas aeruginosa byla nalezena pouze v jednom vzorku. Na rozdil od
této studie se v mych vzorcich velmi Casto vyskytovala Klebsiella pneumoniae
a Bacillus sp.

V nasledujicich odstavcich se budu zabyvat ptirodnimi latkami s antimikrobialnimi
uCinky. Kyselina benzoova byla jako inhibi¢ni latka testovana dvakrat v nékolika
navazkach a v riznych pomérech fedéni. Jde o organickou kyselinu, jejiz funkéni vzorec
je CsHsCOOH (Shaffique a Ahmad, 2017). Jeji pouziti je mozZné prave v procesu
rozmnozovani kanci (Alborzi er al, 2018). Kyselina benzoova ma antifungalni
a antibakterialni vlastnosti (Shaffique a Ahmad, 2017). Jeji antimikrobialni aktivita je
nepiimo umeérnd s pH média. Nedisociovanad forma kyseliny benzoové pfi nizkém pH
muze prochazet bunéénou membranou U¢innéji, nez jeji disociovana forma pii vyssim pH.
Autofi této studie dokazali inhibi¢ni G¢inek kyseliny benzoové vuci E. coli (Alborzi et al.,
2018). Vjiném vyzkumu byla kyselina benzoova vyhodnocena jako nejucinngjsi
monokarboxylova kyselina z dalSich kyselin jako napfiklad mravenéi, propionova,
maselna, mlééna a dikarboxylova fumarova kyselina. Byla testovana vuci koliformnim
bakteriim a bakteriim mlé¢ného kvaseni (Knarreborg er al, 2002). S témito vysledky
koresponduje také studie Papatsiros ef al. (2011) a tvrdi, ze kyselina benzoovd ma

antibakterialni ucinky predev§sim vuc¢i koliformnim bakteriim. Tato skuteCnost byla
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oveéfena pridavkem kyseliny benzoové do krmiva selat a nasledné se sledoval ubytek
E. coli. Kyselina benzoova zpusobuje vyrazné snizeni denzity a  aktivity
gastrointestinalnich bakterii, které mohou snadno kontaminovat také kanci sperma. Ve
studii Friedmana ef a/. (2003) naopak k z&dné inhibici bakterii pomoci kyseliny benzoové
nedos$lo. V mych vysledcich se v prvnim testovani (tabulka €. 3) potvrdily inhibi¢ni t€inky
kyseliny benzoové B a C a to pfedevSim s fedénim 1 + 4. Z druhého testovani (tabulka
¢. 4) to naopak byla kyselina benzoova A s fedénim také 1 + 4. Tato testovana latka je
nejlépe funkeni do 2. dne konzervace.

Kyselina salicylova je fenolicka slou¢enina a jedna se o derivat kyseliny benzoové.
Takové slouCeniny vykazuji antibakterialni aktivitu vici bakteridlnim patogenim. Ve
studii Joshi ef al. (2015) kyselina salicylova prokéazala vyssi antibakterialni Gc¢inek, nez
ostatni vybrané fenolické slouCeniny. Tato kyselina se prokazala jako inhibi¢ni vici
Escherichia coli a Pectobacterium sp. Zaroveti bylo zji§téno, ze 1 kdyz kyselina salicylova
znatelné€ snizuje rust bakterii, tak také trvale zvySuje motilitu vétSiny kmend. Autofi diky
kyselin¢ prokazali snizeni tvorby biofilmu a také redukci bakterialnich exoenzymi, které
ptispivaji k virulenci mikroorganismu, tudiz se zmenSuje pravdépodobnost propuknuti
infekce. V ¢lanku autord Li er al. (2015) kyselina salicylova inhibuje pouze nékteré
gramnegativni bakterie a na grampozitivni nema vliv. V mé praci jsem dosahla obdobnych
vysledkt, zvySovaly se poCty kolonii viridujicich bakterii (Streptococcus mitis/oralis)
a poCty vétdiny ostatnich gramnegativnich kolonii se zmenSovaly. Nejucinnéjsi inhibice
bakterii byla zaznamenand ve vzorku 10, kde byla kyselina salicylova C fedéna 1 + 2.
Z vysledka dalsi studie vyplyva, ze kyselina salicylova inhibuje dal§i bakterie jako
napiiklad Campylobacter pylori, Helicobacter pylori a Klebsiella pneumoniae
(Zimmermann a Curtis, 2017).

Kyselina sorbova a jeji draselna sil (sorban draselny) jsou S$iroce pouzivané
antimikrobialni latky (Sofos a Busta, 1981). Tyto latky inhibuji rast bakterii riznymi
mechanismy, jako napfiklad zménou bunécnych membran, inhibici transportnich systému
a klicovych enzymu, vytvofenim protonového toku do buiky nebo kombinaci nékolika
téchto Gcinkd najednou. Bylo také dokazano, Ze je schopna niit i spory. V této studii
potvrdili inhibici bakterii jako napfiklad riznych kment Bacillus, E. coli, Staphylococcus
aureus, Proteus vulgaris a kmena Pseudomonas, véetné Pseudomonas aeruginosa (Sofos
et al., 1986). Vysledek tykajici se Proteus vulgaris se neshoduje s mym, jelikoz mé vzorky
byly Casto kontaminované Proteus sp., tudiz nedoslo k jeho inhibici kyselinou sorbovou.

Z krevnich agart, které nebyly porostlé Profeus sp., nejlépe vysSlo fedéni kyseliny
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sorbové B 1 + 8, kde klesly pocty kolonii o 2 fady. Dle studie Zare ef al. (2014) inhibovala
kyselina sorbové a sorbat draselny S. aureus a nebyl pozorovan zadny inhibi¢ni u€inek na
E. coli. Dale bylo zjisténo, ze pouzitim NaCl a snizenim hodnoty pH mohou byt posileny
jejich bakteriostatické ucinky, coz by ale mohlo byt kontraproduktivni viéi spermiim.
Kvli narustu Proteus sp. na krevnich agarech (tabulka ¢. 6) se testovani kyseliny sorbové
opakovalo a tentokrat vzorky tuto bakterii neobsahovaly. U obou kanci se pii tomto
testovani (tabulka ¢. 8) projevila jako uc¢inna kyselina sorbova A 1 B fedéni 1 + 8. Ve
spermatu kance €. 1 byla vé&tsi inhibice bakterialni mikroflory potvrzena, stejné jako
v ptedchozim testovani (tabulka €. 6), u kyseliny sorbové B. U vzorku spermatu kance €. 2
byla nepatrné U€inng&jsi kyselina sorbova A, avSak celkové ve spermatu kance ¢. 2 byla
kyselina sorbova méné uCinna. Z vysledki je patrno, Zze kyselina sorbova ma
antimikrobialni GCinky a ve vyzkumu Weia ef al. (2018) tuto ucinnost dokazali znésobit.
Kyselinu sorbovou syntetizovali s estery aminokyselin a dosahli tak inhibice Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae a Aspergillus
niger. Tato studie by mohla slouzit jako podklad k dal§imu testovani.

Propolis je véelami produkovana pryskyfi¢na latka (Campos et al., 2015), ktera se
testovala ve tfech fedénich. Dvé fedéni byly kontaminovany Proteus sp., proto se
hodnotilo pouze jedno fedéni (1 + 8) a to bylo proti bakteriim u¢inné. Za 3 dny klesl pocet
kolonii tvoticich jednotky téméf o dva fady. Na zacatku testovani se ve vzorcich
vyskytovaly nejvice viridujici bakterie. Autoti Campos ef al. (2015) zjistili, ze ethanolovy
extrakt z propolisu prokazuje antimikrobialni u€innost proti vSem hodnocenym bakteriim,
mezi kterymi byl naptiklad S. aureus, Proteus mirabilis, K. pneumonia, P. aeruginosa.
Jinad studie tvrdi, Ze citlivejsi jsou grampozitivni bakterie jako naptiklad FEnferococcus
Jaecalis a odolngj$i jsou gramnegativni bakterie, jako napiiklad Salmonella sp. (Stepanovié
et al, 2003). V dalsi studii dosahli obdobnych vysledkd, kdy propolis zcela inhiboval
S. aureus, vCetné kmeni MRSA. Dale zcela inhiboval S. epidermis, Corynebacterium sp.,
Bacillus cereus a dalsi. Casteng inhiboval P. aeruginosa, E. coli, nicméné nemé&l zadny
vliv na Klebsiella pneumoniae (Grange a Davey, 1990).

Dalsi z testovanych latek byl BIO PIG, BIO PIG + DICOL, VIP 3 a VIP 3 + DICOL.
Jelikoz jak BIO PIG, tak VIP 3 obsahuje antibiotika, nebylo mozné porovnat rozdil
antibakterialni u€innosti mezi BIO PIG a BIO PIG + DICOL, stejn¢ tak mezi VIP 3 a VIP
3 + DICOL. Doporucila bych DICOL otestovat s takovym fedidlem, ktery neobsahuje
antibiotikum. Karageorgiou ef al, (2016) porovnavali kratkodobé tedidlo BIO PIG,
sttednédobé OPTIM-I-A a dlouhodobé fedidlo DURAGEN. Autofi vyhodnotili, ze pro
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uchovani kvality kanc¢iho spermatu po dobu 3 dni pii 17 °C je nevhodnéj§i pouzit
dlouhodobé tedidlo oproti ostatnim.

Dale byla testovana antibakterialni aktivita pfirodnich extrakti diskovou difuzni
metodou. Vysledky jsem porovnavala ve dvou sadach extraktt, v prvni sadé byl galgan,
petrzel, celer, zazvor, fepa a ve druhé sad¢€ byla mata, rakytnik, rozmaryn, majoranka. Poté
jsem zvlas$t porovnavala vysledky mezi smési obsahujici 5 a 11 % astaxanthinu. Z prvni
sady (tabulka ¢. 9) extrakti mél nejlepsi uCinky galgan, ktery byl témér u vSech bakterii
ucinngj$§i nez 60% ethanol. Pouze u Klebsiella pneumoniae mél mensi inhibi¢ni G€innost.
Dle autori Mayachiew a Devahastin (2008) je ethanolovy extrakt galganu ucinny proti
Staphylococcus aureus hlavné€ diky 1,8 — cineolu. Na tento vysledek navazuje i Oonmetta-
aree ef al. (20006), ktery potvrzuje silnou inhibici ethanolového extraktu galganu proti
S. aureus a navic 1 proti S. epidermidis a Sacharomyces cerevisiae. Tyto vysledky
koresponduji s mymi vysledky, kdy extrakt galganu byl vuci S. aureus druhy nejucinnéjsi.
Vysledky Oonmetta-aree ef al. (2006) také udavaji mensi antibakterialni u¢inek na Bacillus
cereus a B. megaterium a zadny antibakterialni GCinek vUCi Pseudomonas aeruginosa
a E. coli. Tyto vysledky témér odpovidaji i mym vysledkam, jelikoz mél extrakt z galganu
stejnou inhibi¢ni uCinnost jako samotny ethanol. AvSak na Bacillus sp. mél extrakt
inhibi¢ni ucinek nejsilngjsi. Dle Voravuthikunchai er al. (2008) je ucinny také
chloroformovy extrakt a to prott MRSA. Studie Victério er al. (2009) dokazala, ze
esencialni olej zlistu galganu inhiboval vSechny testované bakterie, mezi které patfila
Escherichia coli, Staphylococcus aureus MRSA, Staphylococcus epidermidis.

Vétsina bakterii byla vici extraktu z petrzele malo citliva, krome& Staphylococcus
aureus CCM 3953 a Proteus sp. Obzvlast dulezité je to u Proteus sp., protoze ten byl
zprvni sady extraktd citlivy pouze na petrzelovy a galganovy extrakt (tabulka ¢. 9).
Znacna citlivost Staphylococcus aureus na petrzelovy extrakt je dolozené vysledky studie
Elgayyar et al. (2001), kromé& Staphylococcus aureus extrakt siln€ inhibuje jest€ Yersinia
enterocolitica. Mezi dal§simi autorovymi vysledky a mymi vysledky existuje i shoda
u Pseudomonas aeruginosa. Na rozdil od mé bakterie, kterd patii do sbirky na testovani
citlivosti, autorova Pseudomonas aeruginosa byla izolovana z vngjsiho ucha. I tak byly
tyto bakterie ob¢ slab¢ inhibovany extraktem z petrzele.

Zazvor me¢l inhibi¢ni Ginek na grampozitivni bakterii Staphyloccocus aureus CCM
3953. Inhibi¢ni G¢inek zazvorového extraktu byl srovnatelny nebo nizsi nez 60% ethanol.
Inhibici bakterie Staphylococcus aureus potvrzuje vyzkum autora Gull ef al. (2012). Ten

mimo jiné tvrdi, Ze ethanolovy extrakt zazvoru dale také pusobi na Escherichia coli,
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Pseudomonas  aeruginosa,  Bacillus  subtilis,  Shigella, Klebsiella  pneumonie,
Staphylococcus  epidermidis a Salmonella Typhi. Konkrétn€ FE. coli vjeho studii
vykazovala maximalni citlivost na ethanolovy extrakt zdzvoru. S timto vysledkem se
neshoduje vysledek z mého testovani, coz muze byt zpisobeno jinou odridou zazvoru,
jinym typem extrakce atd. Autor Voravuthikunchai ef al. (2006) doporucuje pouzivat
chloroformovy extrakt zazvoru, ktery v jeho vyzkumu prokéazal dobré inhibi¢ni ucinky
vaci Staphylococcus aureus a i vuci jeho rezistentnim kmeniim.

Extrakty z celeru a fepy byly ménég citlivé, nez 60% ethanol. Podle autora Al-talib et
al., (2016) ma celer slabé inhibi¢ni u€inky na enterické bakterie, mezi né€ patii Salmonella
Potsdam, Shigella flexneri, E. coli a Enterobacter cloacae. Z mych vysledkt také vyplyva
slaba inhibice jak £. coli CCM 3954, tak izolované F. coli ze spermatu. Mimo F. coli mél
oproti ostatnim bakteriim nejmensi prumery inhibi¢nich zon jesté Proteus sp. a Klebsiella
pneumoniae. Slaby GCinek na F. coli odpovida i vysledkiim studie Elgayyar et al., (2001).
Veédci tvrdi, ze Escherichia coli O157:H7 a Pseudomonas aeruginosa je citliva na extrakt
z celeru pouze slabe. Také tvrdi, ze extrakt inhibuje Staphylococcus aureus Castecné.
Z mych vysledkl vyplyva, ze Staphylococcus aureus je také inhibovan slabé. Ve vyzkumu
Canadanovié-Brunet ef al. (2011) dokazali, ze bakterie S. aureus a B. cereus vykazuji v&tsi
citlivost a bakterie £. coli a P. aeruginosa mensi citlivost vici pfirodnimu extraktu
z Cervené tepy. Z tohoto vysledku vyplyva, ze citlivéjsi jsou grampozitivni bakterie na
rozdil od gramnegativnich. OvSem dle vysledkd Bucura ef al. (2015) byla E. coli citlivejsi,
nez S. aureus. To si védci vysvetlovali tim, ze sténa gramnegativni £. coli obsahuje velké
mnozstvi lipidd a ty mohou byt pfirodnimi latkami z fepy rozpustény. Tudiz tento extrakt
muze 1épe narusit strukturu bakterialni buriky, nez tomu tak bylo u Staphylococcus aureus.
V mé praci mél extrakt z fepy mensi ucinek, nez ethanol, ale F. coli byla v mém ptipadé
také citlivéj$i, nez S. aureus CCM 3953.

Extrakt z rozmarynu je neiCinngjsi nejen z extrakti druhé sady, ale i celkové ze vSech
testovanych extraktd. V rizném rozmezi inhibuje vSechny bakterie, vCetné Profeus sp. Jiné
studie také potvrzuji silny ucCinek extraktu zrozmarynu a to napfiklad vuci E. coli
O157H7 (Kim et al, 2010). Esencialni olej zrozmarynu je schopny inhibovat
P. aeruginosa (Elgayyar et al., 2001). Dalsi vyzkum dokéazal inhibici methanolovym
extraktem z rozmarynu Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
a Salmonella Anatum (Shan ef al., 2007).

Extrakt z maty nekteré bakterie inhibuje silnéji nez 60% ethanol, nékteré slabé&ji, ale

celkove jsou ucinky 60% ethanolu a extraktu z maty podobné. Siln€j$i inhibi¢ni u€inky ma
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vuci Bacillus sp. Dalsi vyzkumy potvrzuji antimikrobialni GCinky proti Staphylococcus
aureus, F. coli (Hassanen et al., 2015), Salmonella Enteritidis, Bacillus subftilis (Elansary
a Ashmawy, 2013), Bacillus cereus, Listeria monocytogenes a Salmonella Anatum (Shan
et al., 2007). Extrakt z maty nebyl tak u€inny proti S. aureus a E. coli, jak uvadé&ji jiné
studie.

Extrakt z rakytniku inhiboval tfi bakterie siln€ji nez 60% ethanol, jsou jimi Bacillus
sp., Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 a FE. coli CCM 3954. Podobnych vysledku
dosahly 1 dalsi studie. Naptiklad Krejcarova et al. (2015) potvrdili, ze latky obsazené
v rakytniku, pfedev§im v listech, inhibuji Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica a Enterococus faecalis. Esenciélni olej byl
ucinny proti Escherichia coli. Autoti Michel ef al. (2012) dosahli maximalni inhibice
S. aureus pomoci extraktu z listd, extrakt ze semen inhiboval Bacillus cereus a extrakt
z kotfenti vykazoval maximalni inhibici vaci FEnterococcus durans. Minimalni inhibici
veédci zaznamenali u Pseudomonas aeruginosa, coz bylo vysvétleno tak, ze je to kmen,
ktery snadno zisk&va rezistenci. Oviem v mém piipad€¢ byla Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955 sbirkovy kmen, tedy vyrazné citliv§jsi. Yoon et al. (2012) zkoumali ethanolovy
extrakt rakytniku a prokazal tak inhibici E. coli, B. subtilis, S. aureus a P. aeruginosa.
Dalsi studie ovéfily ucinnost methanolového, chloroformového a n-hexanového extraktu
rakytniku. Takové extrakty byly acinné vuci Bacillus cereus a Staphylococcus
rezistentnimu na methicilin (Negi et al., 2005; Qadir ez al., 2016).

Majoranka obecn¢ inhibovala bakterie slabé&ji, nebo srovnatelné s 60% ethanolem.
Tento vysledek nekoresponduje s vysledky z jinych studii. Autofi Duleti¢-Lausevi¢ ef al.
(2018) potvrzuji inhibi¢ni GCinek majoranky pusobici proti B. subtilis a Listeria innocua,
na druhou stranu ale nedokazali vliv extraktl z majoranky na gramnegativni bakterie,
krome& Shigella flexneri. V jiné studii byl 65% ethanolovy extrakt u€inny proti
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella Typhimurium a Pseudomonas
aeruginosa (Sener et al., 2017). Dal$i vyzkum tvrdi, Ze nejucinnéjsi je n-hexanovy extrakt
a vodno/ethanolovy extrakt proti rtiznym kmenUm Staphyloccoccus aureus a Acinetobacter
baumannii, dalsi bakterie nevykazovaly zvlastni citlivost (Kozlowska ef al., 2010).

Smes obsahujici 5 % astaxanthinu méla nejlepsi inhibi¢ni Gcinky, kdyz byla zfedéna
10krat, i tak méla ale obecné slabsi ucinek, nez 60% ethanol. Nejvice citlivy byl na smés
s 5 % astaxanthinu Bacillus sp., na druhou stranu Profeus sp. byl vuci této smési nejméné
citlivy. Smesi obsahujici 11 % astaxanthinu méla nejlep§i inhibi¢ni ucinky, kdyz se

naredila 10krat a 100krat. Tato fedéni méla obecné lepsi inhibicni vlastnosti, nez 60 %
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ethanol, ale ne vyrazné. Nejvice citlivy byl Bacillus sp. spole¢n€¢ s Rothia nasimurium
anejméné citlivy byl opét Proteus sp. Celkoveé vSechny bakterie byly citlivéjsi na smés
obsahujici 11 % astaxanthinu. Z toho vyplyva, ze mé lepsi inhibi¢ni uCinky. Irna et al.
(2017) dokazali inhibici Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus
a Bacillus subtilis paskalizovanym astaxanthinem. V pfipad¢ chemicky extrahovaného
astaxanthinu se jednalo o inhibici pouze Lscherichia coli a Enterobacter aerogenes. Na
rozdil od jinych studii je z tabulky zfejma nizka ucinnost astaxanthinu, to bylo zptisobeno
jeho neuplnym rozpusténim v ethanolu a doporucuji toto testovani zopakovat v jiném
rozpoustédle.

Co se tyCe porovnani citlivosti mezi jednotlivymi bakteriemi, citlivost stoupa 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.

Vétsina gramnegativnich bakterii se projevila jako rezistentni vaci inhibi¢nim
latkam a naopak citlivé bakterie jsou grampozitivni. Toto tvrzeni se shoduje i1 s jinymi
vyzkumy, napiiklad s Canadanovié-Brunet et al. (2011). Gramnegativni Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955 je citlivéjsi z davodu toho, Ze je to sbirkovy kmen na testovani
citlivosti. Pseudomonas aeruginosa izolovana ze vzorku by mohla byt rezistentnéjsi.

Klebsiella pneumoniae projevila rezistentci na Ampicilin
a Sulphamethoxazole/trimethoprim a totéz se potvrdilo ve studii Stepanovi¢ ef al. (2003)
kde byla také rezistentni. Stejné tak E. coli byla rezistentni vici t€émto dvou antibiotikim

jak v mych vysledcich, tak také ve vysledcich studie Vranic a Uzunovic (2016).
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5 Zavér

Vzhledem k rostouci rezistenci bakterii na antibiotika a velké celosvétové spotiebé,
bylo mym cilem otestovat citlivost bakterii kan¢iho spermatu na pfirodni latky. Testovani
probihalo dvojim zpusobem. Pfirodni latky jako kyselina benzoova, sorbova, salicylova
a propolis byly pfidany do spermatu a sledoval se narist nebo pokles poctu bakterii
(CFU/ml). Kazda z téchto latek v nékterém ze svého fedéni projevila vié¢i bakteriim
kanc¢iho spermatu inhibi¢ni G€inky. Vzhledem k témto uCinkiim a ke skuteCnosti, ze tyto
latky nejsou pro spermie toxické, je vhodné jejich pouziti pro konzervaci spermatu.
Nejucinn€jsimi antimikrobialnimi plnidly jsou ale stale BIO PIG a VIP 3 obsahujici
antibiotika.

Nejcasteji vyskytujici se bakterie ve vzorcich kan¢iho spermatu byly viridujici
bakterie, nebo bakterie bez hemolyzy. Bakterie s uplnou hemolyzou se vyskytovaly
nejméne. Mezi Casto vyskytujici se bakterie pattil Streptococcus sp., Escherichia coli,
Bacillus sp., Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus sp., Corynebacterium sp.

Dale jsem testovala pfirodni extrakty, mezi nimi byla mata, rakytnik, rozmaryn,
majoranka, galgan, petrzel, celer, zazvor, fepa a astaxanthin. Testovani bylo provedeno
diskovou difuzni metodou a pfidanim extraktu do spermatu. Citliv§jsi byly grampozitivni
bakterie na rozdil od gramnegativnich a to kvuli jednoduché struktufe jejich bakterialni
stény. Nejméné citlivé byly bakterie Fscherichia coli a Klebsiella pneumoniae. Tyto
bakterie byly rezistentni i vici antibiotikim Ampicilin a Sulphamethoxazole/trimethoprim.
Naopak Bacillus sp. se projevil jako nejcitlivejsi.

V diskové difuzni metodé mél nejlepsi inhibi¢ni G¢inky rozmaryn. Ve spermatu
testované prirodni extrakty z galganu, rozmarynu, zazvoru a maty projevily antimikrobialni
vlastnosti a poCty bakterii se snizovaly na rozdil od nativniho spermatu. Tyto latky maji
antimikrobialni potencidl a bylo by mozné je v nékterych ptipadech pouzit jako
konzervaéni latky. Bohuzel by nebylo mozné tyto extrakty pouzit jako plnidla kanciho
spermatu, jelikoz z vysledku testd jejich toxicity na spermie vyplyva, ze kromé zazvoru
byly vSechny pouzité extrakty vaci spermiim toxické jiz po prvnich hodinach, nebo témeér
okamzité€. V navazujicich studiich by bylo vhodné otestovat toxicitu i dalSich extrakti na
spermie a najit tak pfirodni extrakt, ktery by mél dostateCné antimikrobidlni ucinky

a zaroven by nebyl toxicky vaci spermiim.

75



6 Zdroje
AHMED F., N. OUDA a A. ADEL. Antibacterial activity and composition of

essential oils extracted from some plants belonging to family Lamiaceae against some
multidrug resistant gram negative bacteria. Indo American Journal of Pharmaceutical
Sciences. 2018, 5(1), 463-475.

ALBORZI S., L. BASTARRACHEA, Q. DING a R. TIKEKAR. Inactivation of
Escherichia  coli  O157. H7 and Listeria innocua by benzoic acid,
ethylenediaminetetraacetic acid and their combination in model wash water and simulated
spinach washing. Journal of Food Science. 2018, 83(4), 1032-1040. DOI: 10.1111/1750-
3841.14077. ISSN 00221147. Dostupné také z: http://doi.wiley.com/10.1111/1750-
3841.14077

AL-TALIB H., ALI N., SUHAIMI M., ef al. Antimicrobial effect of Malaysian
vegetables against enteric bacteria. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine[online].
2016, 6(3), 211-215 [cit. 2019-01-16]. DOL: 10.1016/j.apjtb.2015.12.009. ISSN 22211691.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2221169115309254

ALTHOUSE G. C, C. E. KUSTER, S. G. CLARK a R. M. WEISIGER. Field
investigations of bacterial contaminants and their effects on extended porcine
semen. Theriogenology. 2000, 53(5), 1167 - 1176.

ALTHOUSE G. C. a K. LU. Bacteriospermia in extended porcine
semen. Theriogenology. 2005, 63, 573 - 584.

ALTHOUSE G. C. aL. E. EVANS. Closed resection of the preputial diverticulum
in the boar. Agri-Practise. 1994, 15(9), 18-21. Dostupné z dot:
10.13140/RG.2.1.3163.1526

AMBATI R, S. PHANG, S. RAVI a R. ASWATHANARAYANA. Astaxanthin:
Sources, Extraction, Stability, Biological Activities and Its Commercial Applications—A
Review. Marine Drugs. 2014, 12(1), 128-152. DOI: 10.3390/md12010128. ISSN 1660-
3397. Dostupné také z: http://www.mdpi.com/1660-3397/12/1/128

BAILEY J. L., Ch. LESSARD, J. JACQUES, Ch. BREQUE, 1. DOBRINSKI, W.
ZENG a H. L. GALANTINO-HOMER. Cryopreservation of boar semen and its future
importance to the industry. Theriogenology. 2008, 70(8), 1251-1259. Dostupné z doi:
10.1016/} .theriogenology.2008.06.014

76


http://doi.wiley.com/10.1111/1750-3841.14077
http://doi.wiley.com/10.1111/1750-3841.14077
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2221169115309254
http://www.mdpi.com/1660-3397/12/1/128

BARACALDO M. a J. WARD. Quality control of extended boar semen. 7he Pig
Site [online]. 2009 [cit. 2017-06-06]. Dostupné Z:
http://www.thepigsite.com/articles/2596/quality-control-of-extended-boar-semen/

BARBIERI J. T. Pseudomonas aeruginosa exoenzyme S, a bifunctional type-III
secreted cytotoxin. International Journal of Medical Microbiology. 2000, 290, 381 - 387.

BARKER A. P, A. 1. VASIL, A. FILLOUX, G. BALL, P. J. WILDERMAN a M.
L. VASIL. A novel extracellular phospholipase C of Pseudomonas aeruginosa is required
for phospholipid chemotaxis. Molecular Microbiology. 2004, 53(4), 1089 - 1098.
Dostupné z doi: 10.1111/j.1365-2958.2004.04189 x

BHAT R. a AL-DAIHAN S. Phytochemical constituents and antibacterial activity
of some green leafy vegetables. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine [online].
2014, 4(3), 189-193 [cit. 2019-01-17]. DOI: 10.1016/S2221-1691(14)60230-6. ISSN
22211691. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S222116911530191X

BONET S., E. GARCIA a L. SEPULVEDA. The boar reproductive system.
BONET, S., I. CASAS, W. V. HOLT a M. YESTE. Boar Reproduction. Berlin: Springer,
2013, s. 65-107. ISBN 978-3-642-35049-8.

BRESCIANI C., C. S. CABASSI, G. MORINI, er al. Boar semen bacterial
contamination in Italy and antibiotic efficacy in a modified extender. ltalian Journal of
Animal Science. 2014, 13, 83 - 87.

BUCUR L., V. BADEA, V. SCHRODER, M. ARCUS a G LILIOS. Antibacterial
activity of red beet - Beta vulgaris L. var. canditiva Alef.- root. /5th International
Multidisciplinary Scientific GeoConference SGEM 2015. 2015, 6(1), 253-258.

BUSSALLEU E., M. YESTE, L. SEPULVEDA, E. TORNER, E. PINART a §S.
BONET. Effects of different concentrations of enterotoxigenic and verotoxigenic £. coli
on boar sperm quality. Animal Reproduction Science. 2011, 127(3-4), 176-182. Dostupné
z doi: 10.1016/j.anireprosci.2011.07.018

BUSSALLEU E., M. YESTE, E. TORNER, S. BONET, M. BRIZ a S. SANCHO.
A PCR technique to detect enterotoxigenic and verotoxigenic FEscherichia coli in boar
semen samples. Research in Veterinary Science. 2012, 93(1), 31-33. Dostupné z doi:
10.1016/j.rvsc.2011.07.012

CAMPOS J., U. SANTOS, P. ROCHA, et al. Antimicrobial, antioxidant, anti-
inflammatory, and cytotoxic activities of propolis from the stingless bee Tetragonisca

tiebrigi (Jatai). Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine. 2015, 2015, 1-

77


http://www.thepigsite.com/articles/2596/quality-control-of-extended-boar-semen/
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S222116911530191X

11. DOI: 10.1155/2015/296186.  ISSN 1741-427X.  Dostupné  také  z:
https://www.hindawi.com/journals/ecam/2015/296186/

CIOCIOLA T, L. GIOVATI A. GIOVANNELLI S. CONTI, M. CASTAGNOLA
a A. VITALIL The activity of a mammalian proline-rich peptide against Gram-negative
bacteria, including drug-resistant strains, relies on a nonmembranolytic mode of action.
Infection and Drug Resistance. 2018, 11, 969-979. DOIL: 10.2147/IDR.S165179. ISSN
1178-6973. Dostupné také z: https://www.dovepress.com/the-activity-of-a-mammalian-
proline-rich-peptide-against-gram-negative-peer-reviewed-article-IDR

CIORNEI S. G., L. RUNCEANU, D. DRUGOCIU a P. ROSCA. Research and
corelation between microbiologival spermogram and bilogical parametres value extended
of boar semen. Veterinary Medicine. 2008, 65(2), 114 - 118. ISSN 1843-5270.

CANADANOVIC-BRUNET J., S. SAVATOVIC, G. CETKOVIC, J. VULIC, S.
DJILAS, S. MARKOV a D. CVETKOVIC. Antioxidant and antimicrobial activities of
beet root pomace extracts. Czech Journal of Food Sciences [online]. 2011, 29(No. 6), 575-
585 [cit. 2019-01-31]. DOIL: 10.17221/210/2010-CJFS. ISSN 12121800. Dostupné z:
http://www.agriculturejournals.cz/web/cjfs. htm?volume=29&firstPage=575&type=publish
edArticle

DELIGIANNI E,, S. PATTISON, D. BERRAR, N. TERNAR, R. HAYLOCK, J.
MOORE, S. ELBORN a J. DOOLEY. Pseudomonas aeruginosa Cystic Fibrosis isolates of
similar RAPD genotype exhibit diversity in biofilm forming ability in vitro. Biomed
Central Microbiology. 2010, 10(38). DOI: 10.1186/1471-2180-10-38 .

DULETIC-LAUSEVIC S, A. ARADSKI, M. OALBE, J. ZIVKOVIC, K.
SAVIKIN a P. MARIN. Antineurodegenerative, antioxidant and antibacterial activities and
phenolic components of Origanum majorana L. (Lamiaceae) extracts. Journal of Applied
Botany and Food Quality. 2018, 126-134.

ELANSARY H. a ASHMAWY N. Essential oils of mint between benefits and
hazards. Journal of Essential Oil Bearing Plants[online]. 2013, 16(4), 429-438 [cit. 2019-
01-17]. DOIL 10.1080/0972060X.2013.813279. ISSN 0972-060X. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/0972060X.2013.813279

ELGAYYAR M, F. A. DRAUGHON, D. A. GOLDEN a J. R. MOUNT.
Antimicrobial activity of essential oils from plants against selected pathogenic and
saprophytic microorganisms. Journal of Food Protection. 2001, 64(7), 1019-1024. DOLI:
10.4315/0362-028X-64.7.1019. ISSN 0362-028X. Dostupné také z
http://jfoodprotection.org/doi/abs/10.4315/0362-028X-64.7.1019

78


https://www.hindawi.com/journals/ecam/2015/296186/
https://www.dovepress.com/the-activity-of-a-mammalian-proline-rich-peptide-against-gram-negative-peer-reviewed-article-IDR
https://www.dovepress.com/the-activity-of-a-mammalian-proline-rich-peptide-against-gram-negative-peer-reviewed-article-IDR
http://www.agriculturejournals.cz/web/cjfs.htm?volume=29&firstPage=575&type=publishedArticle
http://www.agriculturejournals.cz/web/cjfs.htm?volume=29&firstPage=575&type=publishedArticle
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/0972060X.2013.813279
http://jfoodprotection.org/doi/abs/10.4315/0362-028X-64.7.1019

FARZAEI M., Z. ABBASABADI, M. ARDEKANI, R. RAHIMI a F. FARZAEI
Parsley: a review of ethnopharmacology, phytochemistry and biological activities. Journal
of Traditional Chinese Medicine. 2013,33(6), 815-826. DOIL 10.1016/S0254-
6272(14)60018-2. ISSN 02546272. Dostupné také z
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0254627214600182

FENGC,, J. LI, D. QIN, L. CHEN, F. ZHAO, S. CHEN, H. HU, C. YU, A. HAN.
Characterization of exoelectrogenic bacteria Enterobacter strains isolated from a microbial
fuel cell exposed to copper shock load. PLoS ONE. 2014, 9(11). DOIL
10.1371/journal.pone.0113379. ISSN 1932-6203. Dostupné také z
https://dx.plos.org/10.1371/journal . pone.0113379

FRIEDMAN M., P. HENIKA a R. MANDRELL. Antibacterial activities of
phenolic benzaldehydes and benzoic acids against Campylobacter jejuni, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, and Salmonella enterica. Journal of Food Protection. 2003,
66(10), 1811-1821.

FRIEDMAN M., P. HENIKA a R. MANDRELL. Bactericidal Activities of Plant
Essential Oils and Some of Their Isolated Constituents against Campylobacter jejuni,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, and Salmonella enterica. Journal of Food
Protection. 2002, 65(10), 1545-1560. DOI: 10.4315/0362-028X-65.10.1545. ISSN 0362-
028X. Dostupné také z: http://jfoodprotection.org/doi/abs/10.4315/0362-028X-65.10.1545

FRYDRYCHOVA S, J. CEROVSKY, A. LUSTYKOVA a M. ROZKOT. Effects
of long-term liquid commercial semen extender and storage time on the membrane quality
of boar semen. Czech Journal of Animal Science. 2010, 55(4), 160-166.

GACZARZEWICZ D., J. UDALA, M. PIASECKA, B. BLASZCZYK a T.
STANKIEWICZ. Bacterial contamination of boar semen and its relationship to sperm
quality preserved in commercial extender containing gentamicin sulfate. Polish Journal of
Veterinary Sciences. 2016, 19(3), 451-459. Dostupné z doi: 10.1515/pjvs-2016-0057

GOLDBERG A. M. G, L. E. ARGENTIL, J. E. FACCIN, M. SANTI, M.
L. BERNARDI L. LINCK a M. R. I. CARDOSO. Risk factors for bacterial contamination
during boar semen collection. Research in Veterinary Science. 2013, 95(2) 362-367.
Dostupné z doi: 10.1016/j.rvsc.2013.06.022

GRANGE, J. aR, DAVEY. Antibacterial properties of propolis (bee glue). Journal
of the Royal Society of Medicine. 1990, 83(3), 159-160.

GUERRA-BOONE L., R. ALVAREZ-ROMAN, R. SALAZAR-ARANDA, A,
TORRES-CIRIO, M. RIVAS-GALINDO, N. WAKSMAN DE TORRES, G. GONZALEZ

79


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0254627214600182
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0113379
http://jfoodprotection.org/doi/abs/10.4315/0362-028X-65.10.1545

a A. PEREZ-LOPEZ. Antimicrobial and antioxidant activities and chemical
characterization of essential oils of Thymus wvulgaris, Rosmarinus officinalis, and
Origanum majorana from northeastern México. Pakistan journal of pharmaceutical
sciences. 2015, 28(1), 363-369.

GULL I, M. SAEED, H. SHAUKAT, S. ASLAM, Z. SAMRA a A. ATHAR.
Inhibitory eftect of Allium sativum and Zingiber officinale extracts on clinically important
drug resistant pathogenic bacteria. Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials.
2012, 11(1). DOI: 10.1186/1476-0711-11-8. ISSN 1476-0711. Dostupné také z: http://ann-
clinmicrob.biomedcentral.com/articles/10.1186/1476-0711-11-8

HASSANEN N, A. EISSA a A. HAFEZ. Antioxidant and antimicrobial activity of
celery (Apium graveolens) and coriander (Coriandrum sativum) herb and seed essential
oils. International Journal of Current Microbiology and Applied Sciences. 2015, 4(3), 284-
296.

HOLLANDBECK R. a C. FOLEY. Reproductive organs of boar and sow. Animal
Sciences Department: Cooperative Fxtension Service Purdue University Lafayette,
Indiana. 1964.

HORMAECHE E. a P. EDWARDS. A proposed genus Lnferobacter. International
Bulletin of Bacteriological Nomenclature and Taxonomy. 1960, 10(2), 71-74.

HUSSAIN A., F. ANWAR, S. CHATHA, A. JABBAR, S. MAHBOOB a P.
NIGAM. Rosmarinus officinalis essential oil: antiproliferative, antioxidant and
antibacterial activities. Brazilian Journal of Microbiology. 2010, 41, 1070-1078.

IRNA C., I. JASWIR, R. OTHMAN a D. JIMAT. Antioxidant and antimicrobial
activities of astaxanthin from Penaeus monodon in comparison between chemical
extraction and High Pressure Processing (HPP). Infernational Food Research Journal.
2017, 24, 508-513.

JOHNSON L., K. WEITZE, P. FISER a W. MAXWELL. Storage of boar
semen. Animal Reproduction Science. 2000, 62, 143 - 172.

JOSHI J., S. BURDMAN, A. LIPSKY a I YEDIDIA. Effects of plant
antimicrobial phenolic compounds on virulence of the genus Pectobacterium. Research in
Microbiology. 2015, 166(6), 535-545. DOIL: 10.1016/j.resmic.2015.04.004. ISSN
09232508. Dostupné také zZ:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0923250815000753

KARAGEORGIOU M. A., G. TSOUSIS, C. M. BOSCOS, P. D. TASSIS, 1. A.
TSAKMAKIDIS a E. D. TZIKA. A comparative study of boar semen extenders with

80


http://ann-clinmicrob.biomedcentral.com/articles/10.1186/1476-0711-11-8
http://ann-clinmicrob.biomedcentral.com/articles/10.1186/1476-0711-11-8
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0923250815000753

different proposed preservation times and their effect on semen quality and fertility. Acta
Veterinaria Brno. 2016, 85, 23-31. Dostupné z doi: 10.2754/avb201685010023

KIM S., KANG D., KIM J, HA Y., HWANG J, KIM T. a LEE S.. Antimicrobial
activity of plant extracts against Salmonella Typhimurium, FEscherichia coli O157: H7, and
Listeria monocytogenes on fresh lettuce. Journal of Food Science [online]. 2011, 76(1),
M41-M46 [cit. 2019-01-17]. DOL 10.1111/;.1750-3841.2010.01926.x. ISSN 00221147.
Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/1.1750-3841.2010.01926 x

KNARREBORG A., N. MIQUEL, T. GRANLI a B. JENSEN. Establishment and
application of an in vitro methodology to study the effects of organic acids on coliform and
lactic acid bacteria in the proximal part of the gastrointestinal tract of piglets. Animal Feed
Science and Technology. 2002, 99(1-4), 131-140. DOI: 10.1016/S0377-8401(02)00069-X.
ISSN 03778401. Dostupné také z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S037784010200069X

KOOTI W. a N. DARAEL A review of the antioxidant activity of celery (Apium
graveolens L). Journal of FEvidence-Based Complementary & Alternative Medicine.
2017,22(4), 1029-1034. DOI: 10.1177/2156587217717415. ISSN 2156-5872. Dostupné
také z: http://journals.sagepub.com/doi/ 10.1177/2156587217717415

KOZLOWSKA M., A. LAUDY, B. STAROSCIAK, A. NAPIORKOWSKI, L.
CHOMICZ a Z. KAZIMIERCZUK. Antimicrobial and antiprotozoal effect of sweet
marjoram (Origanum majorana L.). ACTA Scientiarum Polonorum, Hortorum Cultus.
2010, 9(4), 133-141.

KREJCAROVA J., E. STRAKOVA, P. SUCHY, I. HERZIG a K. KARASKOVA.
Sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L.) as a potential source of nutraceutics and its
therapeutic possibilities - a review. Acta Veterinaria Brno. 2015, 84(3), 257-268. DOI:
10.2754/avb201584030257. ISSN 0001-7213. Dostupné také z
https://actavet.vfu.cz/84/3/0257/

KUKLA R.Methods for monitoring of antimicrobial activities of natural
compounds. Pardubice, 2017. Dissertation. Department of Biological and Biochemical
Sciences, Faculty of Chemical Technology, University of Pardubice.

KUMAR S. a M. BROOKS. Use of Red Beet (Beta vulgaris L.) for antimicrobial
applications—a critical review. F'ood and Bioprocess Technology. 2018, 11(1), 17-42.
DOL: 10.1007/s11947-017-1942-z. ISSN 1935-5130. Dostupné  také  z:
http://link springer.com/10.1007/s11947-017-1942-z

81


http://doi.wiley.com/10.1111/j.1750-3841.2010.01926.x
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S037784010200069X
http://journals.sagepub.com/doi/
https://actavet.vfu.cz/84/3/0257/
http://link.springer.com/10.1007/s11947-017-1942-z

KUSTER C. E. a G. C. ALTHOUSE. The impact of bacteriospermia on boar sperm
storage and reproductive performance. 7Theriogenology. 2016, 85(1), 21-26. Dostupné
z doi: 10.1016/j.theriogenology.2015.09.049

L1J.,J. CHAYTOR, B. FINDLAY, L. MCMULLEN, D. SMITH a J. VEDERAS.
Identification of Didecyldimethylammonium Salts and Salicylic Acid as Antimicrobial
Compounds in Commercial Fermented Radish Kimchi. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2015, 63(11), 3053-3058. DOI. 10.1021/f5063588. ISSN 0021-8561.
Dostupné také z: http://pubs.acs.org/doi/10.1021/j£5063588

LUSTYKOVA A, S. FRYDRYCHOVA a E. VACLAVKOVA. Effect of natural
substances added to semen extender on the boar semen survival time. Research in Pig
Breeding. 2012, 6, 3.

LYCZAK J. B, C. L. CANNON a G. B. PIER. Establishment of Pseudomonas
aeruginosa infection: lessons from a versatile opportunist. Microbes and Infection. 2000,
2(9), 1051-1060.

MARTIN L. O. M., E. C. MUNOZ, F. DE CUPERE, E. VAN DRIESSCHE, D.
ECHEMENDIA-BLANCO, J. M. M. RODRIGUEZ a S. BEECKMANS. Bacterial
contamination of boar semen affects the litter size. Animal Reproduction Science. 2010,
120(1-4), 95-104. Dostupné z doi: 10.1016/j.anireprosci.2010.03.008

MAYACHIEW P. a S. DEVAHASTIN. Antimicrobial and antioxidant activities of
Indian gooseberry and galangal extracts. LWT - Food Science and Technology. 2008,
41(7), 1153-1159. DOIL: 10.1016/1.1wt.2007.07.019. ISSN 00236438. Dostupné také z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0023643807002745

MAZUROVA J., R. KUKLA, M. ROZKOT a A. LUSTYKOVA. Use of natural
substances for boar semen decontamination. Veterindrni Medicina. 2015, 60(No. 5), 235-
247. DOI: 10.17221/8175-VETMED. ISSN 03758427.

MICHALAK I, K. CHOJNACKA a A. SAEID. plant growth biostimulants, dietary
feed supplements and cosmetics formulated with supercritical CO2 algal
extracts. Molecules. 2017,22(1). DOIL: 10.3390/molecules22010066. ISSN 1420-3049.
Dostupné také z: http://www.mdpi.com/1420-3049/22/1/66

MICHEL T., E. DESTANDAU, G. LE FLOCH, M. LUCCHESI a C. ELFAKIR.
Antimicrobial, antioxidant and phytochemical investigations of sea buckthorn (Hippophaé
rhamnoides L.) leaf, stem, root and seed. Food Chemistry. 2012, 131(3), 754-760. DOI:
10.1016/j.foodchem.2011.09.029. ISSN 03088146. Dostupné také z
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814611012866

82


http://pubs.acs.org/doi/10.1021/jf5063588
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0023643807002745
http://www.mdpi.com/1420-3049/22/1/66
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814611012866

MORRELL J. a M. WALLGREN. Alternatives to antibiotics in semen extenders: A
Review. Pathogens. 2014, 3(4), 934-946. DOI: 10.3390/pathogens3040934. ISSN 2076-
0817. Dostupné také z: http://www.mdpi.com/2076-0817/3/4/934

MURPHY M. P. How mitochondria produce reactive oxygen species. Biochemical
Journal. 2009, 417. Dostupné z doi: 10.1042/BJ2008138

NEGI P, A. CHAUHAN, G. SADIA, Y. ROHINISHREE a R. RAMTEKE.
Antioxidant and antibacterial activities of various seabuckthorn (L.) seed extracts. Food
Chemistry. 2005, 92(1), 119-124. DOI: 10.1016/j.foodchem.2004.07.009. ISSN 03088146.
Dostupné také z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S03088 14604005643

OONMETTA-AREE J., T. SUZUKI, P. GASALUCK a G. EUMKEB.
Antimicrobial properties and action of galangal (Alpinia galanga Linn.) on Staphylococcus
aureus. LWT - Food Science and Technology. 2006, 39(10), 1214-1220. DOI:
10.1016/j.1wt.2005.06.015. ISSN 00236438. Dostupné také z
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0023643805001490

PAPATSIROS V., P. TASSIS, E. TZIKA, D. PAPAIOANNOU, E. PETRIDOU, C.
ALEXOPOULOS a S. KYRIAKIS. Effect of benzoic acid and combination of benzoic
acid with a probiotic containing Bacillus Cereus var. toyoi in weaned pig nutrition. Polish
Journal of Veterinary Sciences. 2011, 14(1). DOIL: 10.2478/v10181-011-0017-8. ISSN
1505-1773. Dostupné také z: http://content.sciendo.com/view/journals/pjvs/14/1/article-
pl17.xml

PINART E., M. PUIGMULE. Factors affecting boar reproduction, testis function,
and sperm quality. BONET, S., I. CASAS, W. V. HOLT a M. YESTE. Boar Reproduction.
Berlin: Springer, 2013, s. 109-202. ISBN 978-3-642-35049-8.

PINART E., M. YESTE a S. BONET. A comparative study of the effects of
Escherichia coli and Clostridium perfringens upon boar semen preserved in liquid
storage. Animal  Reproduction  Science. 2016, 177, 65-78. Dostupné z doi:
10.1016/}.anireprosci.2016.12.007

PRIETO-MARTINEZ N., E. BUSSALLEU, E. GARCIA-BONAVILA a M.
YESTE. Effects of Enterobacter cloacae on boar sperm quality during liquid storage at
17°C. Animal  Reproduction Science. 2014, 148(1-8), 72-82. Dostupné zdoi:
10.1016/}.anireprosci.2014.05.008

QADIR M., K. ABBAS a R. SHAIKH. Antibacterial activity of sea buckthorn
(Hippophae rhamnoides L.) against methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences. 2016, 29(5), 1705-1707.

83


http://www.mdpi.com/2076-0817/3/4/934
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814604005643
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0023643805001490
http://content.sciendo.com/view/journals/pjvs/14/1/article-p117.xml
http://content.sciendo.com/view/journals/pjvs/14/1/article-p117.xml

RAGHAVENDRA M., A. REDDY, P. YADAV, A- RAJU a L. KUMAR
Comparative studies on the in vitro antioxidant properties of methanolic leafy extracts
from six edible leafy vegetables of India. Asian Journal of Pharmaceutical and Clinical
Research. 2013, 6(3), 96-99.

RAVINDRAN P., G. PILLAI, . BALACHANDRAN a M. DIVAKARAN.
Galangal. Handbook of herbs and spices. 2nd ed. Philadelphia: Woodhead Pub., 2012, s.
304-318. Woodhead Publishing in food science, technology, and nutrition, no. 227. ISBN
978-0-85709-568-8.

SAJJAD W., M. AHMAD, S. KHAN, S. ILYAS, F. HASAN, C. CELIK, K.
MCPHAIL a A. SHAH. Radio-protective and antioxidative activities of astaxanthin from
newly isolated radio-resistant bacterium Deinococcus sp. strain WMA-LMO. Annals of
Microbiology. 2017, 67(7), 443-455. DOI: 10.1007/s13213-017-1269-z. ISSN 1590-4261.
Dostupné také z: http://link springer.com/10.1007/s13213-017-1269-z

SAMY R., GOPALAKRISHNAKONE P. Therapeutic potential of plants as anti-
microbials for drug discovery. Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine [online]. 2010, 7(3), 283-294 [cit. 2019-01-17]. DOIL 10.1093/ecam/nen036.
ISSN 1741-427X. Dostupné z: http://www.hindawi.com/journals/ecam/2010/260483/

SENER I, M. GUR, D. VEREP, K. GUNEY a E. ALTUNER. Antimicrobial
activities and some flavonoids in extracts of some medicinal plants. Indian Journal of
Pharmaceutical ~ Education — and  Research.  2017,51(3s),  234-238.  DOL:
10.5530/1jper.51.35.20. ISSN 00195464. Dostupné také z: http://www.ijper.org/article/655

SEPULVEDA L., E. BUSSALLEU, M. YESTE a S. BONET. Effects of different
concentrations of Pseudomonas aeruginosa on boar sperm quality. Animal Reproduction
Science. 2014, 150(3-4), 96-106. Dostupné z doi: 10.1016/j.anireprosci.2014.09.001

SEPULVEDA L., E. BUSSALLEU, M. YESTE a S. BONET. Effect of
Pseudomonas aeruginosa on sperm capacitation and protein phosphorylation of boar
spermatozoa. Theriogenology. 2016, 85(8), 1421-1431. Dostupné z dot:
10.1016/}.theriogenology.2015.12.025

SHAFFIQUE S. a S. AHMAD. Comprehensive review on homeopathic uses of
acid benzoicum. International Journal of Complementary & Alternative Medicine. 2017,
9(6), 1-3.

SHAN B., Y. CAIL J. BROOKS a H. CORKE. The in vitro antibacterial activity of

dietary spice and medicinal herb extracts. International Journal of Food Microbiology.

84


http://link.springer.com/10.1007/s13213-017-1269-z
http://www.hindawi.com/journals/ecam/2010/260483/
http://www.ijper.org/article/655

2007,117(1), 112-119. DOI: 10.1016/j.ijfoodmicro.2007.03.003. ISSN 01681605.
Dostupné také z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168160507001778
SCHIERACK P., N. WALK, K. REITER, K. D. WEYRAUCH a L. H. WIELER.
Composition of intestinal FEnterobacteriaceae populations of healthy domestic
pigs. Microbiology. 2007, 153(Pt 11) 3830-3837. Dostupné z dot:
10.1099/mic.0.2007/010173-0
SCHULZE M., C. AMMON, K. RUDIGER a M. JUNG. Analysis of hygienic

2

critical control points in boar semen production. Theriogenology. 2015, 83(3), 430-437.
Dostupné z doi: /10.1016/].theriogenology.2014.10.004

SCHULZE M., M. DATHE, D. WABERSKI a K. MULLER. Liquid storage of
boar semen: Current and future perspectives on the use of cationic antimicrobial peptides
to replace antibiotics in semen extenders. Theriogenology. 2016, 85(1), 39-46. Dostupné
z doi: 10.1016/j.theriogenology.2015.07.016

SMOLE I, A. THOMANN, J. FREY a V. PERRETEN. Repression of common
bull sperm flora and in vitro impairment of sperm motility with Pseudomonas aeruginosa
introduced by contaminated lubricant. Reproduction in Domestic Animals. 2010, 45(4),
737-742. Dostupné z doi: 10.1111/.1439-0531.2008.01319.x

SOFOS J., M. PIERSON, J. BLOCHER a F. BUSTA. Mode of action of sorbic
acid on bacterial cells and spores. Infernational Journal of F'ood Microbiology. 1986, 3(1),
1-17. DOI 10.1016/0168-1605(86)90036-X. ISSN 01681605. Dostupné také z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/016816058690036X

SOFOS J. a F. BUSTA. Antimicrobial activity of sorbate. Journal of Food
Protection. 1981, 44(8), 614-622. DOI: 10.4315/0362-028X-44.8.614. ISSN 0362-028X.
Dostupné také z: http://jfoodprotection.org/doi/abs/10.4315/0362-028X-44.8.614

STEPANOVIC S., N. ANTIC, I. DAKIC a M. SVABIC-VLAHOVIC. In vitro
antimicrobial activity of propolis and synergism between propolis and antimicrobial drugs.
Microbiological Research. 2003, 158(4), 353-357. DOIL: 10.1078/0944-5013-00215. ISSN
09445013. Dostupné také zZ:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0944501304701391

SUGANYA V. a S. ASHEEBA. Antioxidant and antimicrobial activity of
astaxanthin isolated from three varieties of crabs. International Journal of Recent Scientific

Research. 2015, 6(10), 6753-6758.

85


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168160507001778
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/016816058690036X
http://jfoodprotection.org/doi/abs/10.4315/0362-028X-44.8.614
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0944501304701391

SUTKEVICIENE N, V. RISKEVICIENE, A. JANUSKAUSKAS, H. ZILINSKAS
a M. ANDERSSON. Assessment of sperm quality traits in relation to fertility in boar
semen. Acta Veterinaria Scandinavica. 2009. Dostupné z doi: 10.1186/1751-0147-51-53

TVRDA E., B. BOTMAN a M. HALENAR. In vitro effects of Savia officinalis on
bovine spermatozoa. International Journal of Biological, Boimolecular, Agricultural, Food
and Biotechnological Engineering. 2017, 11(2), 8.

UBEDA J. L., R. AUSEJO, Y. DAHMANI, M. V. FALCETO, A. USAN, C.
MALO a F. C. PEREZ-MARTINEZ. Adverse effects of members of the
Enterobacteriaceae family on boar sperm quality. Theriogenology. 2013, 80(6), 565-570.
Dostupné z doi: 10.1016/j.theriogenology.2013.05.022

USHAKUMARI U. a R. RAMANUJAN. Isolation of astaxanthin from marine
yeast and study of its pharmacological activity. Infernational Current Pharmaceutical
Journal. 2013, 2(3), 67-69. DOI: 10.3329/icpj.v2i3.13584. ISSN 2224-9486. Dostupné
také z: https://www banglajol info/index.php/ICPJ/article/view/13584

VICTORIO C., D. ALVIANO, C. ALVIANO a C. LAGE. Chemical composition
of the fractions of leaf oil of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & RM. Sm. and
antimicrobial activity. Revista Brasileira de Frarmacognosia. 2009, 19(3), 697-701. DOL:
10.1590/S0102-695X2009000500008. ISSN 0102-695X.

VORAVUTHIKUNCHAI S., S. LIMSUWAN, O. SUPAPOL a S
SUBHADHIRASAKUL. Antibacterial activity of extracts from family zingiberaceae
against foodborne pathogens. Journal of Food Safety. 2006, 26(4), 325-334. DOL
10.1111/j.1745-4565.2006.00052 x. ISSN  0149-6085. Dostupné  také  z:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1745-4565.2006.00052 x

VORAVUTHIKUNCHALI S., S. PHONGPAICHIT a S. SUBHADHIRASAKUL.
Evaluation of antibacterial activities of medicinal plants widely used among AIDS patients
in Thailand. Pharmaceutical Biology. 2008, 43(8), 701-706. DOI:
10.1080/13880200500385194. ISSN 1388-0209. Dostupné také z:
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/13880200500385194

VRANIC S. a A. UZUNOVIC. Antimicrobial resistance of Escherichia Coli strains
isolated from urine at outpatient population: a single laboratory experience. Materia Socio
Medica. 2016, 28(2). DOIL: 10.5455/msm.2016.28.121-124. ISSN 1512-7680. Dostupné
také z: http://www.scopemed.org/fulltextpdf. php?mno=223168

86


https://www.banglajol.info/index.php/ICPJ/article/view/13584
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1745-4565.2006.00052.x
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/13880200500385194
http://www.scopemed.org/fulltextpdf.php?mno=223168

VYT P., D. MAES, E. DEJONCKHEERE, F. CASTRYCK a A. SOOM.
Comparative Study on five different commercial extenders for boar semen. Reproduction
in Domestic Animals. 2004, 39, 8-12.

WANG P., T. MORI, K. KOMORI, M. SASATSU, K. TODA a H. OHTAKE.
Isolation and characterization of an Enterobacter cloacae strain that redqces hexavalent
chromium under anaerobic conditions. Applied and FEnvironmental Microbioiogy.
1989, 55(7), 1665-1669.

WASILEWSKA K., L. ZASIADCZYK, L. FRASER, M. MOGIELNICKA-
BRZOZOWSKA a W. KORDAN. The benefits of cooling boar semen in long-term
extenders prior to cryopreservation on sperm quality characteristics. Reproduction in
Domestic Animals. 2016, 51(5), 791-799. Dostupné z doi: 10.1111/rda.12751

WEERAKKODY N., N. CAFFIN, L. LAMBERT, M. TURNER a G. DYKES.
Synergistic antimicrobial activity of galangal (Alpinia galanga), rosemary (Rosmarinus
officinalis) and lemon iron bark (Eucalyptus staigerana) extracts. Journal of the Science of
Food and Agriculture. 2011, 91(3), 461-468. DOIL: 10.1002/jsfa.4206. ISSN 00225142,
Dostupné také z: http://doi. wiley.com/10.1002/jsfa.4206

WEI Q., X. WANG, J. CHENG, G. ZENG a D. SUN. Synthesis and antimicrobial
activities of novel sorbic and benzoic acid amide derivatives. Food Chemistry. 2018, 268,
220-232. DOI: 10.1016/j.foodchem.2018.06.071. ISSN 03088146. Dostupné také z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814618310446

WEINTRAUB S., T. SHPIGEL, L. G. HARRIS, R. SCHUSTER, E. C. LEWIS a
D. Y. LEWITUS. Astaxanthin-based polymers as new antimicrobial compounds. Polymer
Chemistry. 2017, 8(29), 4182-4189. DOI: 10.1039/C7PY00663B. ISSN 1759-9954.
Dostupné také z: http://xlink.rsc.org/?DOI=C7PY00663B

YOON M., J. OH, H. KANG a J. PARK. Antioxidant and antibacterial behavior for
sediment removed ethanol extract from sea buckthorn seed. Korean Journal of Chemical
Engineering. 2012, 29(8), 1069-1073. DOI: 10.1007/s11814-011-0279-y. ISSN 0256-
1115. Dostupné také z: http://link springer.com/10.1007/s11814-011-0279-y

ZARE M., S. ROHANI, M. RAEISI a M. HASHEMI. Antibacterial effects of
monolaurin, sorbic acid and potassium sorbate on Staphylococcus aureus and Escherichia
coli. Journal of Food Quality and Hazards Control. 2014, 1(2), 52-55.

ZHOU Y., B. TAYLOR, T. SMITH, Z. LIU, M. CLENCH, N. DAVIES a K.
RAINSFORD. A novel compound from celery seed with a bactericidal effect against
<I>Helicobacter pylori</I>. Journal of Pharmacy and Pharmacology. 2009, 61(8), 1067-

87


http://doi.wiley.com/10.1002/jsfa.4206
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814618310446
http://xlink.rsc.org/?DOI=C7PY00663B
http://link.springer.com/10.1007/s11814-011-0279-y

1077. DOIL  10.1211/jpp/61.08.0011. ISSN  00223573. Dostupné také z:
http://doi.wiley.com/10.1211/jpp/61.08.0011

ZIMMERMANN P. a N. CURTIS. Antimicrobial effects of antipyretics.
antimicrobial  agents and chemotherapy. 2017, 61(4), e02268-16. DOI:
10.1128/AAC.02268-16. ISSN 0066-4804. Dostupné také z
http://aac.asm.org/lookup/doi/10.1128/AAC.02268-16

88


http://doi.wiley.com/10.1211/jpp/61.08.0011
http://aac.asm.org/

7 Priloha

Corynebacterium glucuronolyticum

Tabulka 16: Vyhodnoceni difizni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta pro bakterii
Corynebacterium glucuronolyticum

Koncentrace v Koncentrace | Inhibicni
extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna

extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)

60 %ethanol 12 12| 60 %ethanol 12 12
galgan 1,1| 14| 14|galgan 0,82 12| 14
petriel 0,75 10 10 | petrzel 0,62 8 8
celer 0,58 9 9| celer 0,52 9 10
zazvor 0,27| 15| 13]zdzvor 0,22 10| 10
fepa 0,96 10 8| fepa 0,67 9 9
mata 0,54 15 11| mata 0,6 12 12
rakytnik 0,66 11 12 | rakytnik 0,68 12 8
rozmaryn 0,44| 19| 18]|rozmaryn 0,48 18| 17
majoranka 0,65 10 11 | majoranka 0,7 13 12
60 %ethanol 10 10| 60 %ethanol 12 12
10x 5%A| 10 10| 10x 11 % A 11 9
100x 5%A 11 121100x 11 % A 10 10
1000x 5%A 9 10| 1000x 11 % A 11 12
10000x 5%A 9 10|10000x 11%A 10 11
Cisty 5%A 9 9 | Cisty 11 % A 9 9
60% ethanol 11 10| 60% ethanol 11 10

Poznamka: velikost disku se rovha 6 mm.
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Corynebacterium confusum

Tabulka 17: Vyhodnoceni difizni diskové metody u vybranych rostlinnych extraktii pro bakterii
Corynebacterium confiisum

Koncentrace v Koncentrace | Inhibicni
extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna

extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)

60 %ethanol 10 10 [ 60 %ethanol 11 11
galgan 1,1 13 10 | galgan 0,82 12 14
petriel 0,75 10 9 | petrzel 0,62 9 9
celer 0,58 11 8 | celer 0,52 8 9
zazvor 0,27 13 13 | zazvor 0,22 8 10
fepa 0,96 9 9| fepa 0,67 11 10
mata 0,54 10 11| mata 0,6 12 13
rakytnik 0,66 9 10 | rakytnik 0,68 10 10
rozmaryn 0,44| 14| 15|rozmaryn 0,48 l6| 13
majoranka 0,65 10 10 | majoranka 0,7 11 9
60 %ethanol 9 10 [ 60 %ethanol 11 15
10x 5%A 12 11| 10x 11%A 12 13
100x 5%A 13 10 [ 100x 11 % A 10 11
1000x 5%A 9 11|1000x 11%A 9 9
10000x 5%A 10 9| 10000x 11%A 18 10
Cisty 5%A 7 10 | Cisty 11 % A 6 7
60% ethanol 9 14 [ 60% ethanol 10 10

Poznamka: velikost disku se rovha 6 mm.
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Tabulka 18: Vyhodnoceni diftizni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta pro bakterii

Corynebacterium sp.

Corynebacterium sp.

Koncentrace v Koncentrace | Inhibicni
extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna

extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)

60 %ethanol 12 12 [ 60 %ethanol 12 12
galgan 1,1 15 10 [ galgan 0,82 12 11
petriel 0,75 10 10 | petrzel 0,62 9 8
celer 0,58 9 9| celer 0,52 10 10
zazvor 0,27 12 10 | zazvor 0,22 10 10
fepa 0,96 10 10| fepa 0,67 8 11
mata 0,54 12 11| mata 0,6 11 10
rakytnik 0,66 9 9 | rakytnik 0,68 9 10
rozmaryn 0,44 14| 13|rozmaryn 0,48 13| 14
majoranka 0,65 9 9 [ majoranka 0,7 11 9
60 %ethanol 10 10 [ 60 %ethanol 10 11
10x 5%A 9 10| 10x 11%A 10 11
100x 5%A 8 12| 100x 11%A 9 11
1000x 5%A 9 11|1000x 11%A 11 10
10000x 5%A 10 10| 10000x 11%A 10 9
Cisty 5%A 6 6 | Cisty 11%A 6 6
60% ethanol 10 10 [ 60% ethanol 10 11

Poznamka: velikost disku se rovha 6 mm.
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Tabulka 19: Vyhodnoceni difuzni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta pro bakterii Rothia

Rothia nasimurium

nasimurinm
Koncentrace v Koncentrace | Inhibicni
extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna

extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)

60 %ethanol 13 12 [ 60 %ethanol 12 12
galgan 1,1 14| 10|galgan 0,82 13 13
petriel 0,75 10 8 | petriel 0,62 9 9
celer 0,58 10 8 | celer 0,52 11 10
zazvor 0,27 10 10 | zazvor 0,22 11 11
fepa 0,96 9 10 | fepa 0,67 9 10
mata 0,54 16 14| mata 0,6 11 11
rakytnik 0,66 10 10 | rakytnik 0,68 10 10
rozmaryn 0,44| 21| 16|rozmaryn 0,48 l6| 14
majoranka 0,65 10 10 | majoranka 0,7 10 11
60 %ethanol 12 11 [ 60 %ethanol 12 13
10x 5%A 10 10| 10x 11%A 12 12
100x 5%A 9 91100x 11%A 12 12
1000x 5%A 10 10 [ 1000x 11%A 11 10
10000x 5%A 11 11 (10000x 11%A 11 11
Cisty 5%A 11 11 | Cisty 11%A 10 10
60% ethanol 12 12 [ 60% ethanol 12 12

Poznamka: velikost disku se rovha 6 mm.
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Tabulka 20: Vyhodnoceni diftizni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta pro bakterii

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Koncentrace v Koncentrace | Inhibicni
extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna

extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)

60 %ethanol 12 12 [ 60 %ethanol 12 10
galgan 1,1 10 11| galgan 0,82 10 9
petriel 0,75 9 10 | petrzel 0,62 9 9
celer 0,58 7 9| celer 0,52 10 9
zazvor 0,27 10 11| zazvor 0,22 10 9
fepa 0,96 9 9| fepa 0,67 10 9
mata 0,54 10 10 | mata 0,6 11 10
rakytnik 0,66 9 9 | rakytnik 0,68 9 9
rozmaryn 0,44 14| 12|rozmaryn 0,48 14| 14
majoranka 0,65 9 10 | majoranka 0,7 10 9
60 %ethanol 11 13 [ 60 %ethanol 10 12
10x 5%A 10 8]10x 11%A 9 10
100x 5%A 10 11(100x 11 % A 8 9
1000x 5%A 10 10 [ 1000x 11%A 10 7
10000x 5%A 12 10 [ 10000x 11 % A 11 11
Cisty 5%A 7 7 | Cisty 11 % A 7 7
60% ethanol 13 12 [ 60% ethanol 10 12

Poznamka: velikost disku se rovha 6 mm.
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Bacillus sp.

Tabulka 21: Vyhodnoceni diftizni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta pro bakterii Bacillus

SPp.
Koncentrace v 3 Koncentrace | Inhibicni
extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna

extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)

60 %ethanol 15 14 [ 60 %ethanol 13 14
galgan 1,1 15 16 | galgan 0,82 17| 22
petriel 0,75 12 13| petrzel 0,62 10 11
celer 0,58 12| 11{celer 0,52 10 12
zazvor 0,27 11 12| zazvor 0,22 11 11
fepa 0,96 10 9| fepa 0,67 10 10
mata 0,54| 20 13 | mata 0,6 12 13
rakytnik 0,66 13 16 | rakytnik 0,68 13 11
rozmaryn 0,44| 18| 15|rozmaryn 0,48 18| 16
majoranka 0,65 11 13 | majoranka 0,7 12 12
60 %ethanol 11 12 [ 60 %ethanol 12 11
10x 5%A 12 13| 10x 11%A 12 12
100x 5%A 11 11(100x 11%A 13 12
1000x 5%A 11 12| 1000x 11%A 13 13
10000x 5%A 11 11|10000x 11%A 12 12
Cisty 5%A 14 13| Cisty 11%A 12 11
60% ethanol 12 12 [ 60% ethanol 13 12

Poznamka: velikost disku se rovha 6 mm.

94




Escherichia coli

Tabulka 22: Vyhodnoceni diftizni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta pro bakterii
Escherichia coli

Koncentrace v Koncentrace | Inhibicni
extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna

extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)

60 %ethanol 11 11 [ 60 %ethanol 12 10
galgan 1,1 10 11 [ galgan 0,82 11 12
petriel 0,75 9 8 | petriel 0,62 8 8
celer 0,58 8 7 | celer 0,52 7 8
zazvor 0,27 10 8 | zdzvor 0,22 10 11
fepa 0,96 7 6 | fepa 0,67 11 13
mata 0,54 9| 10|mata 0,6 9 9
rakytnik 0,66 7 9 | rakytnik 0,68 8 9
rozmaryn 0,44 11| 11|rozmaryn 0,48 12 11
majoranka 0,65 10 8 | majoranka 0,7 9 10
60 %ethanol 10 11 [ 60 %ethanol 10 11
10x 5%A 10 8| 10x 11%A 7 10
100x 5%A 9 9| 100x 11 % A 9 10
1000x 5%A 9 10| 1000x 11%A 9 11
10000x 5%A 11 10| 10000x 11 % A 11 12
Cisty 5%A 6 6 | Cisty 11 % A 6 6
60% ethanol 11 12 [ 60% ethanol 11 11

Poznamka: velikost disku se rovha 6 mm.
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Proteus sp.

Tabulka 23: Vyhodnoceni difuzni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta pro bakterii Proteus

SPp.
Koncentrace v 3 Koncentrace | Inhibicni
extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna

extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)

60 %ethanol 6 6 | 60 %ethanol 6 6
galgan 1,1 7 9 | galgédn 0,82 9 9
petriel 0,75 6 6 | petrzel 0,62 8 7
celer 0,58 6 6 | celer 0,52 6 6
zazvor 0,27 6 6 | zazvor 0,22 6 6
fepa 0,96 6 6 | Fepa 0,67 6 6
mata 0,54 6 6 | mata 0,6 6 6
rakytnik 0,66 6 6 | rakytnik 0,68 6 6
rozmaryn 0,44 7 7 | rozmaryn 0,48 8 9
majoranka 0,65 6 6 | majoranka 0,7 6 6
60 %ethanol 6 6 | 60 %ethanol 6 6
10x 5%A 7 9| 10x 11%A 7 7
100x 5%A 6 6 | 100x 11%A 9 8
1000x 5%A 6 6| 1000x 11%A 6 6
10000x 5%A 6 6 | 10000x 11%A 6 6
Cisty 5%A 10 10 | Cisty 11%A 10 11
60% ethanol 6 6 | 60% ethanol 6 6

Poznamka: velikost disku se rovha 6 mm.
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Escherichia coli CCM 3954

Tabulka 24: Vyhodnoceni diftizni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta pro bakterii
Escherichia coli CCM 3954

Koncentrace v Koncentrace | Inhibicni

extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna
extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)
60 %ethanol 11 11 [ 60 %ethanol 11 11
galgan 1,1 11 10 [ galgan 0,82 11 12
petriel 0,75 7 7 | petrzel 0,62 7 8
celer 0,58 7 7 | celer 0,52 8 7
zazvor 0,27 9 7 | zdzvor 0,22 11 9
fepa 0,96 6 7 | Fepa 0,67 7 8
mata 0,54 10 10 | mata 0,6 10 8
rakytnik 0,66 10 11 | rakytnik 0,68 12 11
rozmaryn 0,44 12| 13|rozmaryn 0,48 14| 14
majoranka 0,65 11 6 | majoranka 0,7 7 7
60 %ethanol 10 10 [ 60 %ethanol 10 10
10x 5%A 9 9| 10x 11%A 10 9
100x 5%A 10 10 [ 100x 11 % A 11 10
1000x 5%A 10 10| 1000x 11%A 10 10
10000x 5%A 11 11|10000x 11%A 11 11
Cisty 5%A 11 8| Cisty 11 % A 11
60% ethanol 6 6 | 60% ethanol 6

Poznamka: velikost disku se rovha 6 mm.
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Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Tabulka 25: Vyhodnoceni diftizni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta pro bakterii
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Koncentrace v Koncentrace | Inhibicni
extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna

extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)

60 %ethanol 10 12 [ 60 %ethanol 11 11
galgan 1,1 10 11 [ galgan 0,82 12 11
petriel 0,75 9 9 | petrzel 0,62 12 11
celer 0,58 9 8 | celer 0,52 12 10
zazvor 0,27 9 10 | zazvor 0,22 10 10
fepa 0,96 8 8| fepa 0,67 10 10
mata 0,54 12 10 | mata 0,6 9 10
rakytnik 0,66 9 13 | rakytnik 0,68 12 11
rozmaryn 0,44 12| 11|rozmaryn 0,48 14 11
majoranka 0,65 10 9 | majoranka 0,7 11 11
60 %ethanol 12 10 [ 60 %ethanol 10 11
10x 5%A 9 9| 10x 11%A 10 9
100x 5%A 10 10 [ 100x 11 % A 10 10
1000x 5%A 10 11|1000x 11%A 10 11
10000x 5%A 11 12|10000x 11 % A 12 11
Cisty 5%A 10 11| cisty 11 % A 11 10
60% ethanol 12 12 [ 60% ethanol 12 12

Poznamka: velikost disku se rovha 6 mm.
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Tabulka 26: Vyhodnoceni difizni diskové metody u vybranych rostlinnych extrakta pro bakterii

Staphylococcus aureus CCM 3953

Staphylococcus aureus CCM 3953

Koncentrace v Koncentrace | Inhibicni
extraktu I,nhlblcm extrakt extraktu zéna

extrakt (g/ml) z6na (mm) (g/ml) (mm)

60 %ethanol 11 11 [ 60 %ethanol 8 9
galgan 1,1 16 18 | galgan 0,82 16 16
petrzel 0,75 15| 16| petrizel 0,62 14| 16
celer 0,58 7 7 | celer 0,52 7 8
zazvor 0,27 10 11| zazvor 0,22 15 10
fepa 0,96 7 7 | Fepa 0,67 8 7
mata 0,54 9 6 | mata 0,6 7 10
rakytnik 0,66 8 10 | rakytnik 0,68 7 9
rozmaryn 0,44 15| 15|rozmaryn 0,48 20( 13
majoranka 0,65 11 10 | majoranka 0,7 10 10
60 %ethanol 10 10 [ 60 %ethanol 10 10
10x 5%A 10 12| 10x 11%A 10 9
100x 5%A 9 9| 100x 11%A 9 9
1000x 5%A 6 6| 1000x 11%A 12 7
10000x 5%A 6 6 | 10000x 11%A 8 6
Cisty 5%A 12 13| Cisty 11 % A 12 22
60% ethanol 12 12 [ 60% ethanol 12 12
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