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Вирусите са най-опасните патогени, които 
могат да бъдат пренесени при извършването 
на асистираните репродуктивни технологии 
(АРТ) в животновъдството. За разлика от пове-
чето бактериални причинители, при които тре-
тирането с антибиотици има добър ефект, при 
вирусите то е неефективно. Основните проце-
дури, за превенция на вирусната трансмисия 
чрез ембриони при извършване на АРТ, са де-
сетократно промиване с чист медиум, или тре-
тирането им с трипсин. Тези процедури обаче 
не повлияват всички видове вируси (Singh et 
al., 1983; Stringfellow & Seidel, 1998; Edens et 
al., 2003).

Към веществата, добавяни в средите за об-
работка и съхранение на половите клетки, с цел 
премахване на патогени има следните изисква-
нията: да са ефективни срещу микроорганиз-
мите в концентрацията, в която се използват и 
при условията при които се прилагат; да не са 
токсични за половите клетки и да не влияят вър-
ху тяхната преживяемост и фертилитет; да не 
взаимодействат по нежелан начин с други суб-
станции, намиращи се в средите за обработка 
на полови клетки; третирането с тях трябва да е 
кратко и лесно за прилагане (Bielanski, 2007).

За редица дезинфекционни агенти, като 
антибиотиците е известно, че могат да бъдат 
токсични за половите клетки при определени 
условия. Magli et al. (1996) установяват, че 
комбинацията от пеницилин и стрептомицин, 
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добавени към среда за IVF (In vitro fertilization) 
на човешки ембриони, в стандартни концен-
трации имат негативен ефект върху ембрио-
налното развитие. Подобен резултат е получен 
и при добавяне на комбинация от двата анти-
биотика към среда за култивиране на ембриони 
от хамстер (Zhou et al., 2000). Установено е, че 
трипсинът, ензимът с най-широко приложение 
за саниране на полови клетки, може да увре-
ди спермалната мембрана, ако бъде използван 
в концентрация по-висока от 0.25% (Silva et 
al., 1999). Антивирусният препарат Foscarnet, 
който инхибира Bovine herpes virus - 1, влияе 
негативно върху ембрионалното развитие на in 
vitro получени говежди ембриони (Marley et 
al., 2006). Затова е актуално търсенето на ефек-
тивни и нетоксични антивирусни агенти, които 
могат да се използват в средите за работа с яй-
цеклетки и ембриони. 

Лечебните растения са източник на богат 
набор от вторични метаболити с антивирусни 
свойства, които се прилагат успешно в прак-
тиката и се характеризират с по-ниска степен 
на токсичност и развитие на резистентност в 
сравнение със синтетичните препарати (Tolo 
et al., 2006; Bernhoft, 2008). Етеричното мас-
ло от Melissa officinalis (маточина, lemon balm) 
съдържа разнообразие от органични киселини, 
моно- и сесквитерпени, флавоноиди и др., като 
за основен компонент с антивирусно действие 
се смята розмариновата киселина (Anonymous, 
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2002; Dastmalchi et al., 2008). Прилагана под 
формата на водни и алкохолни инфузи и екс-
тракти, наред с антивирусно, маточината има 
и антигъбно, антибактериално, седативно и 
др. действия. (Anonymous, 2002; Erturk, 2006). 
M. officinalis има доказан вируциден ефект 
върху Newcastle disease virus, Vaccinia virus, 
Herpes simplex и Semliki Forest virus (Kucera et 
al.,1965; Allahverdiyev et al., 2004; Mazzanti et 
al., 2008; Schnitzler et al., 2008).

Алкалоидите, характерни за сем. Amarylli-
daceae, спадат към групата на изохинолиновите 
алкалоиди и се отличават с разнообразна струк-
тура и фармакологична активност: антихоли-
нестеразна, антивирусна, антитумурна, иму-
ностимулаторна, антигъбна и др. (Bastida et al., 
2011; Jin, 2011). Ликоринът е един от най-раз-
пространените и характерни амарилисови ал-
калоиди и в Leucojum aestivum (блатно кокиче, 
summer snowflake) се открива като доминиращ 
или минорен алкалоид, в зависимост от про-
изхода на растителния материал (Bogdanova 
et al., 2008). Ликоринът проявява антивирусно 
действие срещу представители от семейство 
Flaviviridae, Punta Toro virus и Rift Valley fever 
virus (Ieven et al., 1982; Gabrielsen et al., 1992). 
Други вируси, за които има сведения, че се по-
влияват от ликорина или други алакалоиди от 
сем. Amaryllidaceae са: Herpes simplex virus type 
1, някои полиовируси, Coxsackie и SARS-CoV 
(Severe Acute Respiratory Syndrome-associated 
Coronavirus) (Ghosal et al., 1985; Renard-
Nozaki et al., 1989; Li et al., 2005).

Естествен е въпросът дали използването на 
антивирусния ефект на тези растения не е съ-
проводен с риск за жизнеспособността на тре-
тираните клетки. Една от съставките на екстра-
кта от M. officinalis – евгенолът, е известна със 
своето апоптично действие и се използва като 
антипролиферативно средство при туморните 
клетки (Jaganathan and Supriyanto, 2012). От 
друга страна Geuenich et al.(2008) отбелязват, 
че използването на екстракти от етерично-мас-
лени растения, включително и от M. officinalis 
като антивирусни агенти засягат жизнеспособ-
ността на третираните клетки само в много ви-
соки концентрации.

Целта на нашето проучване бе да се опре-
делят оптималните нетоксични разреждания 
на екстракти от M. officinalis и L. aestivum при 
добавянето им за един час към средата за кул-
тивиране на ооцити.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ

Получаване на растителни екстракти. 
Растителен материал
Надземна биомаса от M. officinalis и L. 

aestivum беше събрана във фазата на цъфтеж от 
колекцията на Института по биоразнообразие 
и екосистемни изследвания, БАН през 2011 г. 
При L. aestivum бе взет материал от клон с до-
миниращо съдържание на ликорин (Bogdanova 
et al., 2008). Растенията бяха изсушени в су-
шилня съответно за M. officinalis при 40°C и за 
L. aestivum - при 65°C и смлени на фин прах. 

M. officinalis 
От получената дрога бе приготвен инфуз с 

вряла дестилирана вода в съотношение 10g в 
100 ml за 10 min. Инфузът бе филтриран през 
хартиен филтър (FILTRAK 390, Munktell & 
Filtrak GmbH, Germany) и центрофугиран за 
10 min при 6000 rpm. Получената супернатан-
та бе филтрувана през 0.22 µm PES филтър 
(Millipore, USA) и се съхраняваше в хладилник 
(0-4°C) за не повече от седмица.

В опитите бяха използвани следните раз-
реждания на екстракта: 1:3; 1:5; 1:7; 1:10; 1:20; 
1:40; 1:80; 1:160; 1:320. 

L. aestivum
Екстрактът бе получен чрез двукратно екстра-

хиране на дрогата с метанол в съотношение 1:10 
за 24 h при 25°C. По време на екстракцията про-
бите бяха инкубирани в ултразвукова баня за 10 
min, 4-кратно на всеки 12 часа. След центрофу-
гиране за 10 min при 6000 rpm, екстрактите бяха 
филтрувани през хартиен филтър (FILTRAK 390, 
Munktell & Filtrak GmbH, Germany) и се изпаря-
ваха до сухо под вакуум при 40°C (Laborota 4003, 
Heidolph, Germany). От сухия екстракт 600 mg 
бяха разредени в 10 ml фосфатно буферен разтвор 
с рН 7.2, филтрирани през 0.22 µm PES филтър 
(Millipore, USA) и съхранявани при -20 °C във 
криостатни епруветки
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В опитите бяха използвани следните раз-
реждания  на екстракта: 1:3; 1:5; 1:10; 1:50; 
1:100; 1:150; 1:200; 1:300; 1:500. 

Използвани клетъчни линии и хранител-
ни среди

Използвана беше постоянна клетъчна линия 
МДВК (ССLV 1992, RIE 261), която се помест-
ваше в количество 4.105 клетки/ ml в плаки 
(24, 96 ямкови). 

Като растежни среди бяха използвани МЕМ-
Eagle (Sigma – Aldrich, St. Louis, MO, USA) и 
MEM-Hanks (Sigma – Aldrich, St. Louis, MO, 
USA)  с добавка на антибиотици (пеницилин 
100 UI/ml, стрептомицин 100 γ/ ml), незамени-
ми аминокиселини, 5% или 10% фетален те-
лешки серум (ФТС) (Sigma – Aldrich, St. Louis, 
MO, USA). За поддържане на културата се  из-
ползваха същите среди и добавки, но с намале-
но количество на ФТС - 2% или 3%.

Получаване и обработване на яйцеклет-
ките

Яйчниците бяха получени след клане на 
клинично здрави прасета, от породите Голяма 
бяла, Ландрас и хибридни кръстоски.

Получаването на яйцеклетки се извършваше 
посредством пункция на фоликули с размери 
между 3 и 6 mm (средни фоликули). Събрани-
те ооцити се поставяха в пластмасови стерил-
ни епруветки за еднократна употреба с обем 
15 ml и се оставяха да се утаят за 10 min. Впо-
следствие фоликулната течност се отливаше и 
към епруветките се добавяше промиващ меди-
ум, състоящ се от фосфатно буферен разтвор 
(ФБР) с 0.4% BSA. Отлятата фоликулна теч-
ност се центрофугираше на 2000 rpm при 4ºC 
за 15 min и се филтруваше през 0.22 µm PES 
филтър (Millipore, USA).

След утаяване за 10 min натантата се отпи-
петираше и се поставяше в пластмасова плака 
с промивен медиум, след което яйцеклетките 
се събираха в петри с промивен медиум. След-
ваше трикратно промиване с промивен медиум 
и еднократно с култивационен медиум. Само 
ооцити с добра морфология и запазен кумулус 
(кумулус-ооцитен комплекс (КОК), бяха из-
ползвани за експериментите (фиг.1 А, Б).

Селектираните КОК се поставяха в група от 
по 27 в малки петрита с култивационен медиум 
(минимум 10 µl на ооцит) и се инкубираха в 
CO2 инкубатор (Binder, Germany) на 38.5°C с 
5%СО2 и висока влажност (около 95%).

Култивационният медиум бе изготвен по ре-
цептата на Brevini et al. (2005) и включваше 
TCM 199, с добавени фоликулна течност, глу-
тамин, пируват, цистеамин, фоликулостиму-
лиращ хормон, епидермален растежен фактор, 
естрадиол, пеницили и стрептомицин. Всички 
реактиви за двата медиума бяха производство 
на Sigma, St. Louis, MO, USA.

Оценка влиянието на растителните екс-
тракти върху клетъчна линия MDBK 

Определянето на цитотоксичността на рас-
тителните екстракти беше извършено в плаки 
(24; 96 ямкови), върху плътен клетъчен мо-
нослой, към който се добавяше хранителна 
среда със съответното количество от стоковия 
разтвор на изследваните вещества, до полу-
чаване на желаната тествана концентрация. 
Плаките бяха поставяни за 1 h на 37°C, след 
което се промиваха с физиологичен разтвор, 
или ФБР с pH 7.2 и се добавяше поддържа-
щата среда. Цитотоксичноста на растителни-
те екстракти върху клетъчната линия MDBK 
бе контролирана микроскопски на 24-, 48- и 
72-ия час, като промените се отчитаха на база 
ЦПЕ (Цитопатичен ефект). При залагането на 
плаките за всяка концентрация на тестваните 
вещества бяха направени двойни проби, като 
винаги се правеше и двойна контрола на кле-
тъчния монослой. Всеки експеримент се пов-
таряше трикратно.

Оценка влиянието на растителните екс-
тракти върху виталитета на свински яйце-
клетки 

След култивиране за 24 h групите от КОК 
бяха промити в чист култивационен медиум и 
разпределени в малки петриеви панички съ-
държащи по 250 µl култивационен медиум, с 
добавени различни концентрации от изслед-
ваните екстракти. Така обработените групи от 
ооцити, бяха инкубирани за 1 h при 38.5°C с 
5% СО2 и около 95% влажност. Впоследствие 
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Фиг. 1. Ооцити с добра (А) и лоша (Б) морфология
Fig. 1. Oocytes with good (A) and bad (Б) morphology

Фиг. 2. Свински яйцеклетки, оцветени с трипан блу. А – живи; Б- мъртви
Fig. 2. Porcine oocytes stained with Trypan blue. А – alive; Б- dead

всяка група беше поставяна в 100 µl 0.05% раз-
твор на трипан блу със ФБР за 5 min. След оц-
ветяване всяка група ооцити беше промивана 
във ФБР с добавен 0.4% говежди серумен ал-
бумин и поставяна в мини петрита, съдържа-
щи 100 µl култивационен медиум. Морфоло-
гичната оценка на ооцитите беше направена с 
помощта на инвертен микроскоп Nikon Eclipse 
Ti (Nikon, Japan). За всеки растителен екстракт 
бяха направени трикратни повторения с по 7 
опитни групи и една нетретирана контрола. 

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

След предварително тестване на всички раз-
реждания на екстрактите върху клетъчна линия 
MDBK, бе установено, че при разреждания 
от 1:3 и 1:5 на екстракта от M. оfficinalis има-
ше наличие на ясно забележим цитопатичен 

ефект (ЦПЕ), а при останалите разреждания - 
1:7; 1:10; 1:20; 1:40; 1:80; 1:160; 1:320 такъв не 
беше отчетен. При тестването на екстракта от 
L .аestivum, ЦПЕ беше установен при разреж-
дания 1:3 и 1:5. При останалите разреждания – 
1:10; 1:50; 1:100; 1:150; 1:200; 1:300; 1:500, не се 
установяваше токсично действие на екстракта.

На базата на тези предварителни резултати в 
последващите опити бяха използвани следните 
разреждания: за M. оfficinalis - 1:7; 1:10; 1:20; 
1:40; 1:80; 1:160; 1:320, за L. аestivum - 1:10; 
1:50; 1:100; 1:150; 1:200; 1:300; 1:500. 

Данните от проведените изследвания вър-
ху преживяемостта на свинските ооцити след 
третирането с екстрактите  на M. officinalis и L. 
aestivum са представени в табл. 1 и 2.

Тестът за виталност с трипан блу се бази-
ра на промяна в  интегритета на плазмената 
мембрана (Schrek, 1936), при което мъртвите 

 (А)

 (А)

(Б)

(Б)
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Таблица 1. Преживяемост на свински яйцеклетки след третиране с различни разреждания 
на екстракт от M. officinalis
Table 1. Survival rate of pig oocytes, after treatment with different dilutions of the M. officinalis 
extract 

Тествани разреждания
Tested dilutions

 Тест за виталност с трипан блу
Trypan Blue exclusion test

общ брой ооцити/живи
Total number oocytes/alive

среден % живи
Average % alive

M. officinalis 1:7 81/78 96,30
M. officinalis 1:10 81/78 96,30
M. officinalis 1:20 81/79 97,53
M. officinalis 1:40 81/80 98,77
M. officinalis 1:80 81/80 98,77
M. officinalis 1:160 81/80 98,77
M. officinalis 1:320 81/80 98,77
Контролни групи
Control groups 81/81 100

Таблица 2. Преживяемост на свински яйцеклетки след третиране с различни разреждания 
на екстракт от L. aestivum
Table 2. Survival rate of pig oocytes, after treatment with different dilutions of the L. aestivum 
extract 

Тествани разреждания
Tested dilutions

Тест за виталност с трипан блу
Trypan Blue exclusion test

общ брой ооцити/живи
Total number oocytes/alive

среден % живи
Average % alive

L. aestivum 1:10 81/72 88,89
L. aestivum 1:50 81/73 90,12
L. aestivum 1:100 81/77 95,06
L. aestivum 1:150 81/77 95,06
L. aestivum 1:200 81/78 96,30
L. aestivum 1:300 81/78 96,30
L. aestivum 1:500 81/78 96,30
Контролни групи
Control groups 81/81 100

клетки се оцветяват в син цвят (интегритетът 
е нарушен и боята прониква в цитоплазмата), а 
живите остават неоцветени (Lenz et al., 1983). 
Ефективността на теста бе проверена чрез оц-
ветяване на предварително умъртвени чрез сту-

дов шок свински яйцеклетки (свински яйчници 
бяха поставени без криопротектанти на -80°C 
за 96 h, след което от тях бяха добити яйцеклет-
ки и оцветени по описаната процедура). Това 
беше абсолютната контрола на опита ( фиг.2).
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Получените данни показват, че след третира-
не с екстракт от M. officinalis, преживяемостта 
на ооцитите при всяко разреждане е над 96.30%, 
а при третиране с екстракт от L. aestivum – над 
88.89%. Нетретираните контролни групи и при 
двата екстракта имаха преживяемост от 100%. 
Разликата в процента на преживяемост между 
третирани и нетретирани групи е много мал-
ка, затова тези разреждания на растителните 
екстракти могат да се приемат за нетоксични и 
могат да бъдат тествани върху заразени ооци-
ти, с цел проверяване на антивирусната им 
активност. Препоръчително е да се използват 
по-ниските разреждания на екстрактите (за M. 
officinalis от 1:7 до1:20; за L. aestivum от 1:10 
или 1:50), тъй като при големите разреждания 
има риск да не се наблюдава добре изразен ан-
тивирусен ефект, поради намаляване количе-
ствата на биологичноактивни вещества в екс-
трактите. 

Резултати за добра преживяемост на клетъч-
ни култури и линии след третиране с екстракт 
от M. officinalis са получени от Geuenich et al. 
(2008), на T- клетъчни линии и култури от пър-
вични макрофаги. Mazzanti et al. (2008) по-
лучават сходни резултати и върху Vero (ATCC 
CCL-81) клетъчна линия. 

При третиране с екстракти от растения, съдър-
жащи високи нива на ликорин, също са били по-
лучени добри резултати за преживяемост на кле-
тъчните линии Vero E6 и HepG2 (Li et al., 2005 ).

Получените от нас резултати за преживяе-
мостта на свинските яйцеклетките след трети-
ране с екстракти от M. officinalis и L. aestivum, 
както и данните за антивирусния ефект на 
двете растения, получени от други автори 
(Dimitrova et al., 1993; Ieven M et al., 1983; 
Li et al., 2005; Mazzanti et al., 2008; Renard-
Nozaki et al., 1989; Schnitzler et al., 2008) дават 
предпоставка, за проучване на възможността, 
тези растения да бъдат използвани за разрабо-
тване на процедури за антивирусно саниране 
на свински ооцити 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изследваните екстракти не показват изразен 

токсичен ефект спрямо ооцитите. При най-висо-

ката концентрация на екстракта от М. officinalis 
се запазват над 96% живи яйцеклетки, а при екс-
тракта от L. aestivum -над 88%. 
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EFFECT OF PLANT EXTRACTS WITH ANTIVIRAL PROPERTIES 
ON THE SURVIVAL RATE OF PIG OOCYTES

M. Chervenkov, T. Ivanova*, D. Kacheva, T. Stoeva*, E. Kistanova
Institute of Biology and Immunology of Reproduction, BAS - Sofia 
*Institute of Biodiversity and Ecosystem Research, BAS - Sofia

SUMMARY

The use of mechanical methods for disinfection of oocytes and embryos alone or in combination 
with enzymes (mainly trypsin), when performing assisted reproductive technology (ART) in livestock 
are not effective against all kind of viruses. Therefore, it is essential the search for new antiviral agents, 
which have no adverse effect on the oocyte and embryo development.

 The aim of our study was to determine the optimal, non toxic concentrations of extracts from Melissa 
officinalis and Leucojum aestivum for porcine oocytes. These are plants with known antiviral properties 
and widely used in medicine.

 The oocytes were obtained from clinically healthy pigs, slaughtered in an approved slaughterhouse. 
Oocytes were treated with plant extracts at dilutions from 1:7 to 1:320 for Melissa officinalis, and from 
1:10 to 1:500 for Leucojum aestivum. The assessment of the oocytes survival rate, was made on the 
base of morphological examination and staining with trypan blue. The dilutions of the extracts, used for 
oocytes treatment, were defined, after preliminary testing on MDBK cell line.

 The obtained data shows, that the survival rate of the oocytes, after treatment  with extract of M. 
officinalis, at each tested dilution was above 96.00%. Regarding the treatment with extract of L. aesti-
vum, the percentage of alive oocytes, was more than 88.00%, at each tested dilution. In both cases, the 
untreated control groups, had survival rate of 100%.
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