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Zavedeni modernich metod v diagnostice respira¢nich infekci kocek a sledovani prevalence
jednotlivych patogeni
Dana Lobova'?, Vendula Kleinova®, Petra Snajdrova®
Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterindarni a

farmaceuticka univerzita Brno*; CEITEC, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno?

Uvod

Respiratorni infekce kocek jsou povazovany za multifaktorialni onemocnéni s nespecifickymi
klinickymi pfiznaky, které byvaji Casto reprezentovany zanéty spojivek, zdncty nebo ulceracemi
hornich, méné ¢asto i dolnich cest dychacich, které se projevuji ser6znimi az mukopurulentnimi
vytoky ze spojivkového vaku nebo z hornich cest dychacich (Konvalinova a kol., 2016). Hlavni role
Vv tomto komplexu onemocnéni je piisuzovana herpesviru koéek (Feline herpesvirus-1, FHV) a
kaliciviru kocek (Feline calicivirus, FCV). Z bakteridlnich patogenti jsou vyznamnymi druhy
Mycoplasma felis, Chlamydia felis a Bordetella bronchiseptica. (Sykes 2014; Lister a kol, 2015).
Cést piivodcti méa zoonoticky a epidemiologicky potencial (B. bronchiseptica, M. felis, Ch. felis) a
to pfedevsim u imunosuprimovanych jedincii. (Hartley a kol., 2001).

Cilem tohoto projektu bylo mapovani puvodct respiracnich patogenti kocek a piedevsim
diferenciace virovych a bakteridlnich pivodci s ohledem na vhodnost antibiotické 1écby.
Vyznamnym cilem bylo téZ zavedeni metod molekularni biologie, pfedevsim metodu Real Time
PCR, nested RT-PCR do rutinni diagnostiky puvodct. Dale pak charakterizace kment na urovni
genomu pomoci sekvenovani, odliSeni vakcinacnich a terénnich kment porovnénim ziskanych
sekvenci s databazi GenBank.

Kone¢nym cilem bylo pak zajisténi diagnostického a konzulta¢niho servisu pro veterinarni
vefejnost, zejména pro chovatele kocek a rozsifeni spoluprace diagnostické laboratofe a klinickych

pracovist'.

Material a metodika
VysSettované vzorky:
Celkem bylo ve studii vySetfeno 218 kocek, od kterych bylo odebrano 177 vzork suchych
stéri orofaryngedlnich a 70 stéri z o¢ni spojivky. Bylo zaregistrovdno celkem 149 kocek
chovanych v domacim prostiedi (indoor) a 69 koc¢ek venkovnich (outdoor). Vzorky pochazely
pfedev§im z chovi kocek nemocnych, sakutnim nebo chronickym respiraénim projevem

onemocnéni a ojedinéle z chovl zdravych zvifat.



Detekce viru:

Byla provadéna z homogenizovaného vzorku pouzitim komercnich extrakénich kit podle instrukei
vyrobce:

e Virova RNA kitem NucleoSpin® RNA Il kit (Macherey-Nagel )

e Bakterialni i virovd DNA kitem NucleoSpin Blood DNA, (Machery-Nagel)

e Spolecnd extrakce NK (DNA/RNA) kitem High Pure viral nucleic acid kit (Roche)
Ziskana RNA a DNA byla ihned pouzita pro amplifikaci nebo zamraZzena pti -80 °C do dalSiho
pouziti.

Detekce a kvantifikace calicivirové RNA byla provedena komerénim kitem Xceed gPCR SG 1step
2xX Mix Lo-ROX (100 rxns) v celkovém objemu 20 pl podle navodu vyrobce na pfistroji Light
Cycler® 480 11 (Roche). Primery byly pouZity dle publikace (Helps a kol., 2002).

Virovad DNA (FHV1) byla detekovana a amplifikovadna metodou nested PCR v pfistroji Piko
ThermalCycler, Finnzymes s naslednou vizualizaci v agarozovém gelu.

Detekce a kvantifikace bakterialni DNA byla provedena kitem Xceed gPCR probe 2x Master mix v
celkovém objemu 20 pl podle navodu vyrobce na piistroji Light Cycler® 480 Il (Roche). Primery
byly navrzeny a optimalizovany na naSem pracovisti (UICHM) pro ucely Multiplex qPCR.

DNA sekvenovani:

Byla sekvenovana oblast genomu kddujici kapsidovy protein felinniho caliciviru. Byly srovnany
ziskané sekvence se sekvencemi referencnich kment ziskanymi v genetické databéazi (Genbank).
Pozitivni PCR produkty z nested PCR byly odeslany k sekvenovéani do spole¢nosti Macrogen

(Holandsko). Analyza sekvenci pak byla provedena pocitacovym programem Vector NTI.

Vysledky
Tabulkal. Vysledky analyz gRT-PCR, Multiplex gPCR a nested PCR

Celkem Indoor +/(%) Outdoor +/(%)
Kocek celkem 218 149 69
Calicivirus pozitivni 17 10 (6.7) 7 (10.0)
Herpesvirus pozitivni | 36 12 (8.0) 24 (34.8)
Mycoplasma pozitivni | 111 72 (48.3) 39 (56.5)
Chlamydia pozitivni | 20 7 (4.7) 13 (18.8)
Bordetella pozitivni 10 9 (6.0 1 (1.4)




Tabulka 2. Vyskyt jednotlivych patogenti kocek v zavislosti na véku

Do 1 roku +/(%)

1-3 roky +/(%0)

3 avice let +/(%)

Koéek celkem

60

68

90

Calicivirus pozitivni 7 (11,7) 5 (7,4) 5 (5,6)
Herpesvirus pozitivni | 11 (18,3) 12 (17,6) 13 (14,4)
Mycoplasma pozitivni | 35 (58,3) 33 (48,5) 43 (47,8)
Chlamydia pozitivni | 11 (18,3) 4 (5,9) 5 (56)
Bordetella pozitivni 5 (8,3 3 (4,4 2 (2,2

Tabulka 3. Vyskyt jednotlivych patogenti kocek v zavislosti na misté odbéru vzorku

Celkem Orofaryng +/ (%) Spojivka +/(%0)
Calicivirus pozitivni 17 15 (8,5) 2 (29
Herpesvirus pozitivni | 36 21 (11,9 15 (21,4)
Mycoplasma pozitivni | 111 87 (49,1) 24  (34,2)
Chlamydia pozitivni | 20 10 (5,6) 10 (14,2
Bordetella pozitivni 10 10 (5,6) 0 (0

Z vysledkt v tab. ¢. 1 je patrné, Ze infekcemi hornich dychacich cest trpi v klinické nebo
subklinické podobé¢ spise kocky venkovni (84 pozitivnich prikazl patogent u 69 zvitat) nez domaci
(110/149). Celkem 35 kocek bylo infikovdno vice nez jednim patogenem a 5 kocek vice nez dvéma.
Jednalo se pfevazné o koinfekce herpesvirus, mycoplasma a chlamydie. U riiznych patogent si 1ze
povSimnout zavislosti na prostiedi kocek: zatim, co u herpesviru a chlamydie je zfetelnd prevaha

eey

infekci u kocek zijicich venku (pfiblizné 4 x), u mykoplazmy a kaliciviru je rozdil mnohem mensi
(1.2 x resp. 1.5 x). Naopak u domacich kocek se jevi byt ¢astéjsi infekce bakterii B. bronchiseptica
a to 4.3 x. OvSem u této bakterie jsme méli pozitivnich prikazi nejméné¢ a nejedna se o typicky
primarniho patogena. Porovnani Cetnosti pozitivnich prukazi infe¢nich agens u riznych vékovych
kategorii (tab. ¢. 2) napovidéd, ze kotata a mladé kocky do 1r. jsou nejcastéjSim prenasecCem
respiracnich infekci. Nejvyrazngjsi pokles pozitivity béhem zivota jsme zaznamenali u bordetel a
chlamydii. Nasledoval kalicivirus kocek. U herpesviri a mykoplasmat dochazi k podobné ¢astym
zachytim béhem celého Zivota. Co se tykd vhodného mista pro odbér vzorkl u riiznych patogeni,
fidili jsme se metodikou (orofarynx) a klinickymi pfiznaky (konjunktivitida). Pouze u bordetely

jsme zaznamenali jednoznacnou lokalizaci a to na sliznici orofaryngu. Ostatni pivodci se

vyskytovali na obou mistech odbéru. Herpesvirus a chlamydie s pfevahou na spojivce, kalicivirus a



mykoplazma na sliznici orofaryngu. Zatimco FHV a bakteridlni patogeny lze z genetického
hlediska oznacit za spiSe stabilni, genom kaliciviru kocek je vysoce variabilni. Analyza jeho genti
sekvenovanim muze byt pouzita pro diferenciaci mezi vysoce virulentnimi a slabé virulentnimi
izolaty. Porovnanim sekvenci s databazi Gen Bank jsme zjistili u né€kterych kmenti podobnost
s vysoce virulentnimi kmeny FCV vyskytujicimi se v USA 1 v Evropé. (Ossiboff et al., 2007, Rong
et al,2006).
Zavér

Zavedli jsme metody Real Time PCR, nested RT-PCR do rutinni diagnostiky ptavodci. Pomoci
téchto metod byly spolehlivé diferencovany plvodci virové a bakteridlni etiologie.
Charakterizovali jsme kmeny caliciviru na drovni genomu pomoci sekvenovani a zjistili jsme

vyraznou diverzitu jednotlivych izolati FCV v populaci kocek, kterou budeme dale analyzovat.
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Detekce mastocyti v pohlavnich organech kocek v riiznych fazich pohlavniho cyklu

Petr Cizek, Pavla Hamouzova
Ustav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta veterindrniho lékaistvi

Veterinarni a farmaceutické univerzita Brno

Uvod
Cilem studie bylo detekovat mastocyty v zona vasculosa vaje¢niku a stratum vasculare
délohy u kocek v riznych fazich pohlavniho cyklu. Soucasné ovéfit u kocky vliv koncentrace
estradiolu a progesteronu v krevnim séru na pocCet mastocyti v rtiznych organech pohlavniho
aparatu, ktery byl prokézéan u jinych domacich zvitat. Dale urcit jejich pozitivitu na chymazu a/nebo
tryptazu a vysledky porovnat s dosud zndmou situaci u jinych druhii zvifat. Tato studie je prvnim
popisem mastocytt v pohlavnich orgdnech v riznych fazich pohlavniho cyklu u zvitete

s provokovanou ovulaci.

Material a metodika

Z kazdé faze pohlavniho cyklu, tedy z anestru, proestru, estru a diestru, bylo hodnoceno 10
vzorkl vajecnikll, vejcovodii a proximalnich usekl déloznich roht. Fixace byla provedena 4%
roztokem formaldehydu. Z krve rutinné odebirané pro diagnostické tcéely se navic ziskalo sérum
pro stanoveni koncentrace estradiolu a progesteronu (SynLab Czech, s.r.o.; Praha). Hranici pro
anestrus byla koncentrace estradiolu pod 20 pg/ml (=73,42 pmol/l), pro estrus koncentrace
estradiolu nad 20 pg/ml, pro diestrus koncentrace progesteronu nad 1,5 ng/ml (=4,77 nmol/l). Do
proestru byly zatazeny koc¢ky s koncentraci estradiolu 15-20 pg/ml.

Vzorky byly zpracovany béznymi metodami pro svételnou mikroskopii. K barveni vzork se
pouzilo jednak piehledné barveni hematoxylinem-eozinem pro zakladni zhodnoceni a kontrolu
nepiitomnosti patologickych 1ézi, jednak diferencia¢ni barveni toluidinovou modii (0,5% roztok v
0,25 M HCI, pH 1,2, doba barveni 15 minut) k detekci, kvantifikaci a lokalizaci mastocytd.

Pocet mastocyti byl hodnocen v 5 zornych polich pii zvétseni 400x v zona vasculosa
vajecniku a v 10 zornych polich ve stratum vasculare délohy.

Detekce chymazy byla provedena komeréné dostupnym kitem Sigma kit 91-C (Sigma
Chemical Co.), vyuZivajicim jako substrat Naphthol-AS-D-Chloroacetate. Nasledné byla provedena
imunohistochemicka detekce tryptazy dle nasledujiciho protokolu: 0,1% Protease XIV (Sigma
Chemical Co.) 10 min. pii 37 °C, nasledn¢ aplikace monoklonalni protilatky TPSAB1 Monoclonal
Antibody (ThermoFisher Scientific) v fedéni 1:500 po dobu 45 min. Poté byl aplikovan Universal
HRP Immunostaining Kit For Mouse and Rabbit Primary Antibodies (Diagnostic BioSystems) dle



navodu udavaného vyrobcem. Spravnost pouzit¢ metody byla pribézné oveéfovana pouzitim
pozitivni kontroly - koZniho mastocytomu psa.

Na zavér se provedlo statistické zhodnoceni zavislosti po¢tu mastocytli v zona vasculosa
ovarii a stratum vasculare uteri na koncentraci estradiolu a progesteronu. Byla provedena korela¢ni
analyza, analyza rozptylu, Scheffecho test a Fisheruv LSD test. Vysledky byly porovnany se

znamou situaci u jinych druht zvifat a se situaci u ¢lovéka.

Vysledky

Nejvyssi poCet mastocyti ve vajeCniku byl zjistén v zona vasculosa. V Kkortexu se
vyskytovaly ve vSech fazich cyklu pouze ojedinéle. Primérny pocet mastocytti v zona vasculosa
vajecniku byl v anestru 4,5 + 2,1, v estru 12,2 £ 10,7 a v diestru 9,6 = 11,3. V anestru byl nizky
pocet mastocytl zjistén u vSech kocek, zatimco v estru a diestru byl u nékterych vysoky a u dalSich
nizky. Fisherovym LSD testem byl zjistén vyznamny rozdil mezi anestrem a estrem (p < 0,05).
Mastocyty u kocek tedy mohou, obzvlasté jsou-li pritomny ve vysokém poctu, ovliviiovat pribch
ovulace.

Nejvyssi pocet mastocytd byl v déloze zjistén ve stratum vasculare. Pramérny pocet
mastocytt ve stratum vasculare délohy ¢inil v anestru 5,4 + 2,7, v proestru 13,6 + 2,3, v estru 22,6
+ 7,6 a vdiestru 3,4 £ 1,5. Scheffeho testem byl zjiStén vysoce vyznamny rozdil mezi anestrem a
estrem (p < 0,01), estrem a diestrem (p < 0,01) a vyznamny rozdil mezi proestrem a estrem (p <
0,05) a diestrem a estrem (p < 0,05).

Nebyla zjisténa korelace mezi koncentraci estradiolu ¢i progesteronu a poctem mastocytl
v déloze nebo vajecniku.

V disledku pouze ojedinélého vyskytu mastocyti ve vSech vrstvach vejcovodu tento
vysledek nebyl dale vyhodnocovan.

Vysledky detekce chymazy a tryptazy ve vajeéniku a déloze byly ve vSech vzorcich

negativni.

Zavér
Bylo zjisténo, Ze pocet mastocytu ve stratum vasculare délohy kocek je vyrazné ovlivnén
fazi pohlavniho cyklu. Nejvyssi pocet byl prokazan v estru, tedy v obdobi, kdy koncentrace
vyskytuji v organismu pouze v bazalnich koncentracich.
V zona vasculosa vaje¢niku byl zjistén vyznamny vliv faze pohlavniho cyklu zjistén pouze

Cvwr

mezi anestrem, kdy byl zjiStény pocet mastocytli nejnizsi, a estrem, kdy byl nejvyssi. Pocet



mastocyti byl u estrickych a diestrickych kocek ve srovnani s anestrickymi zvySen pouze
Vv polovin¢ ptipadi.. Mastocyty by se tudiz mohly podilet na pribehu spontanni ovulace, ktera byva
popisovana az u 54 % kocek (Hajurka et al. 2014).

Byla prokazana zavislost poctu mastocyti v pohlavnich organech kocek na sérové
koncentraci estradiolu a progesteronu.

Byla zjisténa negativita vzorkl na chymézu a tryptazu. Moznost vyskytu dvojité negativnich

mastocytt predpokladaji rovnéz Welle et al. (1997) v cervix uteri klisen.
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Kytovci jako model volné Zijicich zvirat indikujicich kontaminaci vodniho prostredi
parazitem Toxoplasma gondii
Jana Jurankové', Dana Halova', Barbora Bértova'
Ustav patologické morfologie a parazitologie, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a

farmaceuticka univerzita Brno*

Uvod
Kytovei jsou jako vodni savci vhodnym modelem zivoc€ichii indikujicich kontaminaci vodniho
prostiedi, jelikoz nejpravdépodobnéjSim zdrojem infekce je pro né¢ vodni prostiedi s infekénimi
oocystami. T. gondii je u kytovca dulezita také z hlediska ochrany pfirody, nebot’ u nich byla
prokézana jako vyznamny patogen. Studium kytovcl s vyuzitim nejnovéjSich molekularnich metod
detekce, kvantifikace a genotypizace T. gondii umoziuje odhadovat nebezpe¢i pienosu a srovnani

patogenity T. gondii z vodniho prostiedi pro lidskou populaci.

Material a metodika
Piivod a skladovani vzorki
Biologicky material pochdzi z odbéra tkani z ptirozené¢ uhynulych kytoveli provedenych
partnerskymi institucemi (University of Teramo, University of Valencia, Italie a National Institute
for Marine Research a z jejich tkanovych bank, vzorky jsou skladovany v -20 °C. Ve studii byly
pouzity tkan¢ z 25 kytovca: 7 delfinti skakavych (Tursiops truncatus), 11 delfinti pruhovanych
(Stenella coeruleoalba) a 7 svintuch obecnych (Phocoena phocoena relicta).
Izolace DNA a PCR
Ze vzorku byla izolovana celkovd DNA pomoci tkanového kitu (High Pure PCR Template
Preparation Kit) a DNA T. gondii pomoci sekvenéné specifického magnetického zachytavani
(magnetic capture). DNA ziskana obéma izola¢nimi metodami byla amplifikovana se zamétenim na
opakujici se Usek 529 bp repeated element T. gondii a vysledny produkt o velikosti 167 bp byl
elektroforeticky vizualizovan v 1,5% TAE gelu s fluorescentni barvou GoodView nucleic acid
stain.
Statisticka analyza
Vysledky byly statisticky vyhodnoceny s vyuZzitim Chi-kvadréat a Fisher testu v programu Unistat
6.5 (UNISTAT Ltd., UK).



Vysledky
Pét jedinct (dva delfini skdkavi a tii delfini pruhovani) pivodem z Itdlie bylo T. gondii pozitivnich
s vyuzitim obou izola¢nich metod. Jeden delfin skakavy vykazoval dubiozni vysledek, jelikoz
pouze jeden vzorek izolovany tkanovym kitem byl pozitivni. VSechny testované sviituchy obecné

puvodem z Rumunska byly negativni. Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 1 — 3.

Number Species | MCPCR TKPCR | PCR  Ser.

1 Tt + + +

2 Tt + + +

3 Tt - +/- -

4 Tt - - -

5) Ste + + + 1:320
6 Ste + + - 1:20
7 Ste + + + 1:2560
8 Ste - - - 1:80
9 Ste - - - 1:80
10 Ste - - - -
11 Ste - - - -
12 Tt - - - -
13 Tt - - - -
14 Tt - - - -
15 Ste - - - -
16 Ste - - +/- -
17 Ste - - - -
18 Ste - - - 1:160

Tabulka 1: srovnani vysledka ziskanych magnetic caupture PCR (MC PCR) a izolaci DNA
tkanpvym kitem a PCR (TK PCR); PCR = vysledky vySetfeni poskytnuté italskymi kolegy, Ser. =
vysledky serologického vySetieni poskytnuté italskymi kolegy, Tt = Tursiops truncatus, Stc =
Stenella coeruleoalba, Ph = Phocoena phocoena, +/- = dubidzni vysledek
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No. Species Organ Our tests Italy
MC Kit | PCR
1 Tt spleen + +
brain + +
heart + + +
mes. In. + +
lungs + +
testicle + -
miscle + + +
kidney + +
2 d b7 muscle + + +
heart + + +
mes. 1n. + -
lungs + -
kidney + -
3 Tt blubber - +-
miiscle - - -
5 Ste brain + + +
6 Ste miscle + +
brain
T Ste brain + + +
miiscle + +
17 13
total neg 141 144
total samples 158 158
p= 0.7053

Tabulka 2: Srovnani vysledki ziskanych MC PCR and TK PCR (Kit).
mes. In = mezenteridlni mizni uzliny, Tt = Tursiops truncatus, Stc = Stenella coeruleoalba, Ph =

Phocoena phocoena, +/-= dubidzni vysledek

28

| |
- 0000 I \ |
| 2 | B — I |
| 5 I | \ | | \ | | | | \ \ |
| 6 | I | | [ | I EE | |
| 7 I | | | | | | | | \ |
| POS | 3 | 1 | 2 | 1 | 0 | 2 L o [ 2 | 2 [0 ] 4 0 | 17 |
| NEG | o0 | 3 | 1 | 1 | 1 | 0 | i [P @ T & P = 0 | 11 |
| | | | | | | | | | | 2 | | |
|

positive
negative

Tabulka 3: Vysledky vySetieni jednotlivych organii u pozitivnich zvitat vysetfrenych MC PCR.

gen. org = pohlavni organy, pulm. In = plicni mizni uzliny, mes. In. = mezenterialni mizni uzliny,

adr. gl. = nadledviny, prazdna poli¢ka = vzorky nebyly k dispozici



Zavér
Toxoplasma gondii nebyla nalezena ani u jedné ze studovanych svinuch (P. phocoena). Vysetieni
vsak bylo provedeno zatim jen u malého poctu zvifat a nelze proto vyloucit pfitomnost T. gondii u
a extrakci pomoci tkanového kitu byla srovnatelna, statisticka analyza neodhalila vyznamny rozdil.
Pro samotnou detekci DNA T. gondii v tkanich kytovct 1ze proto vyuzit klasickou izolaci DNA
tkafiovym kitem a naslednou PCR, jelikoz se jedna o ¢asové€ i finanéné méné naro¢nou metodu.
Vyhoda magnetického zachytavani DNA spociva zejména v moznosti kvantifikace T. gondii
pomoci kvantitativni PCR. Nejéastéjsi pozitivni tkani u obou srovnavanych metod izolace DNA
byla svalovina, ktera se jevi jako tkan ,,prvni volby* pro detekci DNA T. gondii. Spektrum organi
napadenych T. gondii je konzistentni s publikovanymi vysledky. VVzorky budou dale vyuZity pro

kvantifikaci T. gondii v tkanich studovanych kytovcu a ke genoypizaci T. gondii.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 112/2016/FVL.
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Odpadni vody jako potencialni zdroj multirezistentni E. coli pro volné Zijici zviirata
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YUstav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterindrniho 1ékaistvi, Veterindrni a
farmaceuticka univerzita Brno, 2CEITEC VFU Brno, *Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat,

Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Pti vzniku a S$ifeni rezistentnich mikroorganismii ma vysadni postaveni vodni prostiedi.
V povrchovych vodach se totiz setkdvaji nejriznéjSi bakterie, mezi nimiz muize dochazet
k horizontalnimu ptenosu mobilnich genetickych elementti kodujicich rezistenci (Baguero et al.,
2008). Vodni prostfedni nefiguruje pouze jako prostiedek mechanického Sifeni rezistentnich
mikroorganismi, ale piedstavuje také médium, kde dochazi ke kontaktu rezistentnich bakterii
huménniho a animalniho pivodu s pfirozenymi bakteriemi vodniho ekosystému. Tim je umoznéna
transformace téchto pfirozenych bakterii ve vyznamny environmentalni rezervoar genl rezistence
(Aminov and Mackie, 2007).

Jednim  z nejvyznamnéjSich  zdroju  kontaminace povrchovych vod rezistentnimi
mikroorganismy jsou ¢istimy odpadnich vod (COV), (Gofii-Urriza et al., 2000). Proces
dekontaminace uplatiiovany COV nevede vzdy k eliminaci viech mikroorganismii, naopak mize
poskytovat optimalni podminky ke vzniku a horizontalnimu $ifeni mobilnich genetickych elementi
kodujicich rezistenci k antimikrobialnim latkam. Rizikové jsou zejména velkokapacitni COV, kde
je soucasné zpracovavan odpad rtzného plvodu, coz umoziiuje kontakt mikrobti humanni i
animalni provenience s virulentnimi kmeny piivodct nozokomialnich infekei. Z epidemiologického
hlediska ptedstavuji stale rostouci problém enterobakterie rezistentni k antibiotikim vyclenénym
k 16¢b& Zivot ohrozujicich infekci. Jejich $ifeni z COV do povrchovych vod je aktualné stfedem
zajmu mikrobiologti po celém svété (Amos et al., 2014).

Ri&ni vody tvoii Zivotni prostiedi pro §iroké spektrum druhti volné& Zijicich zvifat, které se
bezprosttednim kontaktem s vodnim prostfednim vystavuji riziku kolonizace rezistentnimi
bakteriemi, které mohou v ramci svych migra¢nich aktivit pfenaSet na velké vzdalenosti. Vhodnym
modelovym druhem pro studium kolonizace organismi volné zijicich zvifat rezistentnimi
mikroorganismy je racek chechtavy (Chroicocephalus ridibundus). Racek muze slouzit jako
bioindikator znecisténi pfirody nejriznéjSimi mikroby, ale také na ném lze demonstrovat cirkulaci
patogennich puvodct mezi ¢lovékem, hospodafskymi zvifaty a Zivotnim prostiedim (Literak et al.,

1992). Pro jeho vybér ke studiu cirkulace mikrobi je dulezité, Ze Zije v blizkosti ¢lovéka, ale je pii
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tom v uzkém kontaktu s vodnim prostfedim. V neposledni fad¢ je racek v obdobi hnizdéni pomérné
dostupny k odbéru vzorki piimo od individualnich jedincu.

V ramci vyzkumnych aktivit Ustavu infekénich chorob a mikrobiologie bylo v pribéhu roku
2012 odebrano celkem 37 vzorkl odpadnich vod (OV) vytékajicich po pieéisténi z COV Brno do
feky Svratky a 284 kloakalnich vytéri mlad’at racka (R) chechtavého hnizdicich na vodnim dile
Nové Mlyny, do kterého se feka Svratka vléva. Cilem predkladané studie, realizované s podporou
IGA, bylo z odebraného materialu izolovat rezistentni E. coli, podrobn¢ popsat fenotypové a
genotypové znaky jejich rezistence a nasledné metodami molekularni genetiky identifikovat miru
vzajemné shody mezi izolaty ziskanymi z odpadnich vod a rackd. Tim bychom mohli na modelu
racka chechtavého posoudit vliv ¢lovéka na §ifeni multirezistentnich escherichii do volné piirody

prostfednictvim odpadnich vod.

Materialy a metodika

Vzorky odpadnich vod a kloakalnich vytérGi mlad’at rackti odebranych vroce 2012,
pomnozenych v peptonové vodé, zamrazenych v kryoprotektivnim meédiu a uchovavanych do
soucasnosti zmrazenim v -80 °C, byly vyockovany na vybérové — diagnostické médium pro
kultivaci enterobakterii, McConkey agar (Oxoid, Velka Britanie). Ten byl za uc¢elem izolace E. coli
rezistentnich k p-laktamovym antibiotikim a chinolonim modifikovan ptidavkem cefalosporinu
(2mg/l) a ciprofloxacinu (0,05 mg/l). Z c¢istych kultur byla provedena definitivni identifikaci
izolata, dle morfologie kolonii piedbézné uréenych jako E. coli, metodou MALDI-TOF MS
piistrojem MALDI Biotyper LT (Bruker Daltonics, Némecko). Kazdy vzorek (odpadni vodu, racka)
mohly reprezentovat maximalné dva izolaty E. coli, jeden ziskany kultivaci na pidé s obsahem
cefotaximu, druhy kultivaci na ptidé obsahujici ciprofloxacin.

U kazdého izolatu byla urcena citlivost k 16 antimikrobialnim latkdm diskovym
difdznim testem, (ug/disk): amoxicilin klavulanat (20/10), ampicilin (10), cefalotin (30), ceftazidim
(30), chloramfenikol (30), ciprofloxacin (5), gentamicin (10), kyselina nalidixova (30),
streptomycin (10), sulfametoxazol trimetoprim (23,75/1,25), smés sulfonamidt (300), tetracyklin
(30), imipenem (10), meropenem (10), cefoxitin (30) a cefotaxim (30), (Oxoid, Velka Britanie). Ke
kontrole kvality provedeni diskové difuzni metody byl pouzit kmen E. coli ATCC 25922.

Izolaty s fenotypem rezistence k jednomu ¢i vice antibiotikiim byly vySetfeny na pfitomnost
geni, které tento fenotyp rezistence koduji. Konkrétné jsme metodou PCR prokazovali geny
blatem, blasay, blapxa a blactx-m, catAl, cmlA, floR, gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, aac(6")-Ib-cr,
gepA, ogxA a ogxB, strA, sull, sul2, sul3, tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E) a tet(G). U

rezistentnich izolath escherichii byly déle identifikovany geny pro integrazy 1, 2, integrony tfid 1, 2
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a analyzovala se pifitomnost plazmida rezistence metodou PCR. Detailni analyza nékterych gena
(zejména gent rezistence vuci beta — laktamlm a chinoloniim) byla dokoncena jejich sekvenaci,
vysledky sekvenace se vyhodnotily porovnanim s databazi BLAST.

Pro identifikaci piibuznosti mezi izolaty E. coli ziskanych z odpadnich vod a racku byla
zvolena pulzni gelova elektroforéza (PFGE) fragmentd DNA po jejich enzymatické restrikci
endonukledzou Xbal (Takara, Japonsko). Pulzni profily izolath byly analyzovany na software
BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Belgium) a podobnost vyhodnocena na zakladé Diceho indexu.

Ptibuznost mezi izolaty byla potvrzena, pokud Diceho index podobnosti piesahl 85 %.

Vysledky

Z 37 vzorkl odpadnich vod a 284 kloakalnich vytért racka chechtavého byl postupem
selektivni kultivace na pudach s pfidavkem antibiotik cefotaximu a ciprofloxacinu ziskan soubor
670 E. coli (450 puvodem z odpadnich vod, 220 z rack). Konkrétn¢, na pudach suplementovanych
cefotaximem vyrostlo 311 E. coli (185 OV, 126 R) a na MCA s ciprofloxacinem potom 359 E. coli
(265 0V, 94 R).

Pouze ¢tyfi izolaty E. coli (3 OV, 1 R) vykazaly v diskovém difuznim testu citlivost ke viem
testovanym antibiotickym substancich, vSechny ostatni izolaty byly rezistentni k jednomu ¢i vice
antibiotikim. Multirezistenci jsme identifikovali u 79 % vsSech izolatd E. coli. Nejcastéji
prokazovanou rezistenci byla rezistence k ampicilinu (539/80 %, z toho 359 OV a 180 R), kyseliné
nalidixové (494/74 %, z toho 350 OV a 144 R) a cefalotinu (394/59 %, z toho 245 OV a 149 R).
Naopak, pouze Ctyii izolaty byly rezistentni k imipenemu (0,6 %, 1 OV, 3 R). Jedna imipenem-
rezistentni E. coli z racka vSak vykazala rezistenci ¢i intermedialni citlivost ke dvanacti ze vSech
Sestnacti testovanych latek.

Polymerazovou fetézovou reakci a ndslednou sekvenaci byly identifikovany tyto geny
rezistence: blatem-1, blactx-m-1 blactx-m-15, blactx-m-27, blacmy-2, qnrS1, cat, strA, sull, sul2, tet(A)
a tet(B). U péti z 34 E. coli pozitivnich na gen pro integrazu intll (15 %) jsme potvrdili pfitomnost
integronti tfidy 1 o velikosti 2 kbp.

V ramci zakladniho souboru 670 izolatd bylo vyselektovano 86 E. coli pro testovani
metodou PFGE. Vybér izolatl, u nichz byla hledéana klonalni shoda pomoci PFGE, byl podminén
jejich vzajemnou podobnosti. Nejmensi pocet izolatu, které byly srovnavany, byl dva — jeden izolat
z odpadnich vod fenotypové a genotypové shodny s jednim izolatem z rackt. Klonalni ptibuznost

byla prokazana u 26 % izolata E. coli.

15



Zavér

Piibuznost mezi izolaty plvodem zrackd, nebo vzajemnd podobnost mezi izolaty
nachazejicimi se v odpadnich vodach, byla identifikovana pomérné c¢asto, nicméné prikaz
identickeho izolatu v odpadni vodé a v organizmu racka byl vzacnéjsi. Piesto se nam podatilo
stanovit vice nez 87% podobnost makrorestrikénich profilti u 22 (26 %) E. coli vyskytujicich se jak
v odpadni vodé¢, tak kolonizujicich racky. Nase vysledky tedy potvrdily ptvodni hypotézu, ze
rezistentni mikroorganismy, které nebyly eliminovany dekontaminaci v COV, mohou po vypusténi
do fek kolonizovat volné Zijici zvifata zijici v bezprostfednim kontaktu s povrchovou vodou, kterad
je témito odpadnimi vodami zneciSténa.

Kromé potvrzeni plivodni hypotézy jsme navic prokéazali, Ze nejcastéjSim izolatem, ktery
cestou odpadni vody kolonizoval gastrointestinalni trakt rackt, byla E. coli sekven¢niho typu 131,

ktera se vyznacCuje vysokou virulenci, multirezistenci k antimikrobidlnim latkdm a je casto

izolovana z humanniho klinického materialu, kde figuruje v etiologii extraintestinalnich koliinfekci.
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Studium vlivu p¥irodnich latek na bunécné kultury fibroblasti ptsobenim pres signalni
drahu NF-«xB
lvana Vesel4', Barbora Replkova, Polina Rapekta, Petra Bilikova', Petra Cela*

’. . . . ’ r v ’ .y ’ . ’ . . 1
Ustav fyziologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Nasim cilem bylo stanoveni vlivu aeruginosinu-865 a kapsaicinu na piesn¢ definované bunécné
linie se zaméfenim na signdlni drdhu NF-xB. Aeruginosin-865 je tetrapeptid izolovany z
terestrialnich cyanobakterii rodu Nostoc, u kterého byl jako jediného sekundarniho metabolitu
cyanobakterii prokdzan antiiflamatorni ucinek. Tento efekt je zprostfedkovan mechanismem
ovlivnéni signalni drahy NF-kB, kterou Aeruginosin-865 inhibuje *. Kapsaicin je p¥irodni alkaloid
produkovany rostlinami rodu Capsicum, u kterého byl mimo jineé prokazan také antiinflamatorni

ucinek podobné jako u aeruginosinu-8652.

Material a metodika
Bunécné kultury: Pro experimenty byly vyuzity komeréné dodavané mysi bunééné linie normalnich
fibroblastt NIH/3T3 (ve sbirce Ustavu fyziologie) a nadorovych fibroblasti WEHI-13VAR
(ATCC® CRL-2148™), Jedna se o adherentni bunécné linie, které byly kultivovany na kultivaénim

plastiku, saturovany Zivnym médiem (MEM/RPMI) obsahujicim 10% FBS a antibiotika (penicilin,

streptomycin) a umistény v inkubatoru s 5% atmosférou COs.

Piirodni latky: Aeruginosin-865 byl dodan Mikrobiologickym ustavem AV CR v Tfeboni.

Kapsaicin je soucasti sbirky Ustavu fyziologie. Latky byly aplikovany paralelné na oba typy bunék
Vv riznych koncentracich a ¢asovych intervalech dle typu experimentu.

Imunocytochemie: Buiiky byly nasazeny v koncentraci 1x10° na speciélni podlozni skla potaZené

poly-D-lysinem, druhy den byly aplikovany piislusné ptirodni latky, a po uplynuti doby kultivace
byly bunétné kultury fixovany 4% pufrovanym formaldehydem (PFA) po dobu 30 minut. Po
oplachu PBS nésledovala inhibice autofluorescence pouzitim 50 mM NH4CI v PBS po dobu 15
minut. Permeabilizace bun¢k a blokace nespecifickych vazeb byla provedena v roztoku 10% FBS s
0,1% Tritonem po dobu 1 hodiny. Néasledovala aplikace primarni protilatky (NF-xB p65, Abcam,
1:100) pii 4 °C pies noc. Po oplachu PBS byly naneseny sekundarni protilatka (Alexa Fluor 488,
Life Technologies) a protilatka vizualizujici cytoskelet (Alexa Fluor 568 Phalloidin, Life

Technologies) fedéné v poméru 1:400 na dobu 60 minut. Jadra bunck byla nasledn¢ dobarvena
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pomoci média s DAPI (Vectashiled, Vector Laboratories). Fotografie byly zhotoveny pomoci

mikroskopu Leica DM LB2 (Leica Microsystems).

MTT test: Pro stanoveni viability byly buiiky nasezeny v koncentraci 20x10%200 ul média na 96
jamkovou desticku. Po pfisednuti bunék nasledovala aplikace piislusnych ptirodnich latek vcetné
kontrol, a buiiky byly déale kultivovany po dobu 24 hodin. Dale byl pfiddn MTT (MTT cell
proliferation assay kit, Trevigen) na dobu 2-4 hodin. Vytvofené barevné krystaly byly rozpustény
v detergentu pfes noc, nasledn¢ byla méfena absorbance pifi 570 nm na pfistroji SynergyHT

(Biotek) a spocitana viabilita bunck.

Detekce apoptotickych a nekrotickych bun&k: Buiiky byly nasazeny v koncentraci 1x10°/jamka na 6

jamkovou desku, a po prisednuti ovlivnény pfisluSnymi pfirodnimi latkami. Pro oznaceni
apoptotickych a nektrotickych bunék byl pouzita souprava ,,Dead cell apoptosis kit with annexin V
and propidium iodide* (Life Technologies). Buiiky byly po inkubaci sklizeny pomoci dispazy II
(1,6 U/ml, Sigma) a rozsuspendovany v Annexin vazebném pufru. Nasledné¢ byly ptidany
fluorescenéni barvy propidium iodid a annexin V na dobu 15 minut. Poté byly buniky analyzovany

pomoci pritokového cytometru ve spolupraci s oddélenim imunologie VUVeL Brno, v.v.i.

Detekce kaspazy 3: Buitky byly nasazeny na malé kultivaéni misky v koncentraci 1x10° a po

piisednuti byly aplikovany ptislusné ptirodni latky. Po uplynuti doby inkubace byly bunky sklizeny
pomoci trypsinu/EDTA a spocitdny vcetné stanoveni jejich viability. Analyza kaspazy 3 byla
provedena pomoci soupravy Caspase-3 Assay kit (Life Technologies) dle instrukci dodavatele.
Lyzaty bunck byly naneseny do 96 jamkové desticky a po inkubaci s pfislusSnymi ¢inidly byla

mefena absorbance pii 405 nm.

Detekce volnych radikéléi: Buiiky byly nasazeny v koncentraci 20x10° na &ernou 96 jamkovou

desku, po jejich pfisednuti byly aplikovany ptirodni latky. Analyza reaktivnich metabolitl kysliku a
dusiku byla provedena pomoci soupravy Total ROS/superoxide detection kit (Enzo) dle instrukci
vyrobce. Fluorescence volnych radikalt byla detekovana ve dvou kombinacich vinovych délek — Ex

488nm/Em 520 nm (pro fluorescein) a Ex 550 nm/Em 610 nm (pro rhodamine).
Vysledky

NF-xB je za normalnich podminek lokalizovan v cytoplazmé ve formé heterodimeru p65/p50

vazany na IkB®. Po indukci této drahy pomoci TNFo dochazi k degradaci IkB a translokaci
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komplexu do jadra. Bylo prokédzano, Ze aplikace Aeruginosinu- 865 brani jaderné translokaci, a tim
spusténi exprese napf. prozanétlivych faktord'. V nasem experimentu jsme vychazeli ze zmingné
publikace, testovali navic i rizné koncentrace ¢i doby piisobeni TNFa, ale translokaci NF-xB se
nam vyvolat nepodafilo. Po aplikaci TNFa jsme pozorovali pouze vyraznou stimulaci NF-xB
signalni drahy a ptitomnost NF-kB v cytoplazmé (Obr. 1). Mezi vSemi testovanymi koncentracemi
Aeruginosinu- 865 a kapsaicinu nebyl pozorovan vyrazny rozdil, kdy NF-xB je lokalizovan
Vv cytoplazmé. JelikoZ na ndmi pouzivanych bunéénych linii vyrazné nefunguje translokace

vyvolana TNFa, neni mozné urcit, zda zminované ptirodni latky tento mechanizmus ovliviiuji.

kontrola TNFa kontrola TNFa

Obrazek 1: Imunocytochemicka detekce NF-[B. 1 — normalni bufiky; 2 — nddorové butiky

Dale byl testovan vliv pfirodnich latek na viabilitu buné¢nych linii v zavislosti na koncentraci dané
latky a dob¢ jejiho piisobeni. Zjistili jsme, ze se zvySujici se koncentraci Aeruginosinu-865 dochazi
po 24 hod k vyraznéjsi inhibici ristu u nadorovych bunék (viabilita 56%, 250xM Aeruginosinu-
865) v porovnani s normalnimi bunkami (viabilita 87%, 250xM Aeruginosinu-865). U kapsaicinu
byl tento rozdil jesté vyrazngjsi, kde u normélnich bunék viabilita dosahovala 75% ve srovnani s
uplnou inhibici ristu u bunék nadorovych pii pouziti 100kM kapsaicinu (Obr. 2). Mechanismus
plsobeni u Aeruginosinu-865 neni presné¢ znam, zatimco u kapsaicinu fada studii provadénych na
nejruznéjSich huménnich bunécnych liniich popisuje rezistenci normalnich bunék vici jeho
cytotoxickému vlivu a selektivni pisobeni pravé na nadorové buﬁky4.

Nebylo pozorovano zvyseni aktivity kaspazy 3 po pusobeni Aeruginosinu-865 a kapsaicinu ani u
jedné bunécné linie. Pii detekci volnych radikald jsme zaznamenali rozdily v ndrGstu produkce
reaktivnich forem kysliku (ROS) a superoxidu (SO). Po pisobeni Aeruginosinu-865 nedochazelo
ke zvySeni produkce ROS ani SO, zatimco po pisobeni kapsaicinu byl pozorovan pouze mirny
nartst produkce SO u normélnich i nadorovych bunék. Dale byl zaznamenan rozdil, jakou formou
buiky podstupuji bunécnou smrt. Po pulsobeni kapsaicinu byl pozorovan vyrazny narGst
apoptotickych bun¢k u normalni bunécné linie a nekrotickych bun¢k u nadorové bunécné linie. U

Aeruginosinu-865 se nam doposud nepodatilo prokazat vliv na formu buné¢né smrti.
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Obrazek 2: Detekce viability pomoci MTT po 24 hod ptsobeni riznych koncentraci Aeruginosinu-
865 a kapsaicinu. 3T3-normalni bunky a TU-nadorové bunky.

Zavéry
Na mysich bunécnych liniich normdlnich a nddorovych fibroblasti vyrazné nefunguje translokace
vyvoland TNFa, a neni mozné urc€it, zda Aeruginosin-865 a kapsaicin tento mechanizmus ovliviiuji.
Se zvysujici se koncentraci Aeruginosinu-865 a kapsaicinu dochéazi k vyraznéjsi inhibici ristu u

buné¢k nadorovych.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 109/2016/FVL.
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Imunohistochemicka analyza odontogennich novotvaru
Iveta Putnnové, Hana Dosedé&lova, Denisa Rehakova, Frantidek Tichy
Ustav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta veterindrniho lékaistvi,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Novotvary dutiny ustni patii mezi nejcastéji diagnostikovana nadorova onemocnéni malych
zvitat. U pst se jednd zejména o maligni melanom (MM), skvamocelularni karcinom (SCC) a
fibrosarkom (FSA). U kocek je nejcastéjsi SCC, méné se zjistuje FSA. Diferencialn¢ diagnosticky
je nutno vzit v uvahu benigni neoplazie a zanétlivé 1éze (virova papilomatoza, epulis, eosinofilni
granulom). Pon€kud jina situace se tyka incidence odontogennich tumort, a to jak u zvifat, tak i u
lidi. Jedna se o nadory, jejichz ptivod Ize odvodit ze zbytkli odontogenniho epitelu, které pretrvavaji
Vv periodontalnim vazivu a déasnich trvale (v dasnich se oznacuji jako Serresovy epitelové zbytky,
v periodontélnim vazivu jako zbytky Malassezovy). V tomto piipadé je Cetnost nadord vyrazné
niZ8i a tyto novotvary jsou povazovany za relativné vzacné.

Prognoza a 1écba téchto onemocnéni zavisi na typu nadoru a na jeho umisténi v duting ustni.
Terapii prvni volby je ve vétSiné pripadt radikalni chirurgicka excize, ktera miize vyzadovat
odstranéni velké casti Celisti. Pii neadekvatni chirurgické 1é€bé (zejména nekompletnim

V nasi préaci jsme se zaméfili na stanoveni imunohistochemického profilu tkédni nékterych

vybranych novotvarti dutiny ustni psa, kocky a ¢loveka.

Material a metodika

Pro sledovani exprese vybranych proteinti (Sox2, PCNA, cytokeratin, signalni molekuly
WNT drahy, EMT markery, Actin, E-Cadherin) v tkanich novotvard dutiny ustni jsme pouzili
vzorky bioptattl &i excidovanych nadori psa, kotky a &lovéka. Vzorky byly ziskany z Ustavu
anatomie,  histologie a embryologie VFU Brno a zKliniky ustni, celistni
a oblicejové chirurgie FN Ostrava. Ke stanoveni exprese proteinii jsme pouzili metodu
imunohistochemického barveni zaloZenou na vazb¢ detekovaného proteinu s piislusnou specifickou
protilatkou.

Fixované vzorky byly po dehydrataci vzestupnou alkoholovou fadou pfevedeny
do parafinu, zality do histologickych bloc¢kli a nakrijeny na sériové fezy. Po deparafinizaci,
rehydrataci a odhaleni epitopi antigenu varem v 97°C horkeém citratovém pufru s pH7 bylo na

vzorky aplikovano bloka¢ni sérum na dobu 30 minut. Na takto pfipravend skla jsme nanesli
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vybranou primarni protilatku v fedéni 1:50 a inkubovali po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté.
K vizualizaci protilatky jsme vyuzili znacenou sekundarni protilaitku a po zamontovani jsme
preparaty prohlizeli pod fluorescencnim mikroskopem vybavenym fotoaparatem. Zhotovené

snimky byly dale upraveny pomoci programu Adobe Photoshop.

Vysledky

Exprese vybranych proteini byla porovnavéna ve vzorcich huménnich, koci¢ich a psich
nadort dutiny ustni. Kromé vzorki humannich a koci¢ich ameloblastomi jsme expresi porovnavali
i svyskytem sledovanych markerd ve tkani ustniho skvamocelularniho karcinomu kocky a
fibrogranulomatédzniho epulisu psa.

Prvnim studovanym faktorem bylo stanoveni vyskytu progenitorovych bunék v nadorové
tkani. V tkani ameloblastomi se SOX2-pozitivni bunky vyskytovaly pifedevsim v epitelové vrstvé
nasedajici na bazalni membranu, ktera ohrani¢uje tyto novotvary od okolniho mezenchymu (Obr.
1A). Podobnou distribuci signdlu jsme pozorovali i ve skvamocelularnim karcinomu kocky. Ve
vzorku fibrogranulomat6zniho epulis byly SOX2-pozitivni buniky detekovatelné pouze v ordlnim
epitelu, avSak nikoliv ve tkani vlastniho novotvaru. Proliferujici buniky (PCNA-pozitivni) bylo
mozné detekovat ve vSech tfech typech nadorti (Obr. 1B). D¢lici se bunky jsme pozorovali v malém
mnozstvi Vv epitelové i mezenchymové oblasti vzorku, ptiCemz proliferace pievazovala
Vv mezenchymu pfiléhajicim k nddorové tkani ameloblastomt i karcinomu. V piipadé epulisu byla
patrna vyrazna prolifera¢ni aktivita v mezenchymalni tkani nadoru.

Predmétem vyzkumu je v dneSni dobé¢ 1 vliv exprese FZD6 na polarizaci naddorovych bunék
ve tkani Ccelisti. Vnasem piipadé FZD6-pozitivni builkky vytvarely nepravidelné okrsky v
epitelové tkani ameloblastomi i karcinomu, kterou jsme vizualizovali cytokeratinem (Obr. 1C). Ve
vzorku epulisu jsme FZD6-pozitivni bunky detekovali pouze v oralnim epitelu.

Epitel humanniho 1 koc€iciho ameloblastomu vykazoval pozitivitu na aktin, zejména pak na
hranici s mezenchymem (Obr. 1D). V okolnich mezenchymalnich oblastech se také vyskytovaly
buniky pozitivni na aktin, které vykazovaly i parcidlni pozitivitu na vimentin. Ve vzorcich
skvamoceluldrniho karcinomu jsme rovnéz na hranici oralniho epitelu i nadorové tkané s
mezenchymem pozorovali vétsi mnozstvi aktin-pozitivnich bunék, které byly zaroven cCastecné

pozitivni na vimentin.
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Obr. 1: Detekce vybranych proteinti v humannim ameloblastomu.

A) Sox2-pozitivni bunky (zelené) jsou lokalizované v oblasti epitelu, B) proliferujici PCNA-
pozitivni bunky (Cervené) jsou rozptyleny v epitelu 1 okolnim mezenchymu, C) pouze
v nékterych oblastech dochazi k piekryvu FZD6-pozitivnich bunék (zeleny) s cytokeratinem
(¢erveny), D) aktin-pozitivni bunky (zelené) jsou soustiedény do vrstev v blizkosti bazalni
membrany, zatimco vimentin-pozitivni buriky (¢ervené) jsou rozptyleny v mezenchymu. Jadra jsou
dobarvena DAPI (modie). Scale bar = 100 pm.

Zavér
Na zakladé naSich vysledki mizeme konstatovat, Ze ve tkdnich ameloblastom® humanniho 1
kociciho puvodu dochazi k velice podobnému vzoru exprese sledovanych molekul. Jisté odchylky
v expresi molekul charakteristickych pro cytoskelet (aktin a vimentin) jsme pozorovali v pfipadé
skvamocelularniho karcinomu dutiny ustni kocky. Dle ocekavani vykazoval nejvétsi odchylky
fibrogranulomatdzni epulis psa. VSechny nami detekované proteinové markery je zdroveil mozné
detekovat i ve specifickych oblastech embryonalnich ¢elisti jako je zubni lista ¢i epitelové perly a je

tedy pravdépodobné, Ze se tyto oblasti mohou podilet na vzniku epitelovych nadora dutiny ustni.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 134/2016/FVL.
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Hodnoceni vlivu kapsaicinu na diethylnitrosaminem indukovanou hepatokarcinogenezi
u mysi
Vendula Kuchatova, Jaroslava Tomenendalova, Ondiej Dangk

Ustav fyziologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Tumory jater patii u lidi celosvétové mezi jedny z nejcastéjSich typi nddord. Nitrosaminy,
které za urCitych podminek vznikaji v potravindch béhem jejich vyroby ¢i skladovani, patii mezi
védecky prokazané hepatokarcinogeny. Mezi jednu z nejpouzivanéjSich latek pro vyvolani
tumorigeneze v jatrech experimentalnich zvitat patéi ztéto skupiny diethylnitrosamin (DEN).
Kapsaicin, alkaloid produkovany rostlinami rodu Capsicum, se vyzna¢uje mimo jiné prokazatelnym
antimutagenni a antikarcinogennim puasobenim in vitro i in vivo. Cilem tohoto projektu bylo
posoudit efekt kapsaicinu na diethylnitrosaminem indukovanou tumorigenezi v jatrech na mysim

in vivo modelu.

Material a metodika

Prib¢h experimentu
V experimentu bylo pouZito 51 mysi kmene CD-1 samiciho pohlavi. Experiment byl zahajen po
Ctyitydenni aklimatizaci a probihal v souladu s pifedpisy na ochranu zvitat proti tyrani. Na zakladé

aplikovanych latek a aplika¢niho schématu byly mysi rozdéleny do 5 skupin (tabulka 1).

Skupina Tyden
1 2 3 5 7 9 11 13
EtOH 1% 1% 1% 1% 1% eutanazie
roztok roztok roztok roztok roztok
(n=11) etanolu etanolu etanolu etanolu etanolu
KAP kapsaicin | kapsaicin | kapsaicin | kapsaicin | kapsaicin | eutanazie
(n=10) 1,5mg/k | 1,5mg/k | 0,75mg/ | 0,75 mg/ | 0,75 mg/
gvi% gvi% kgv1% |kgv1% |kgv1%
etanolu etanolu etanolu etanolu etanolu
KAP-DEN | kapsaicin | DEN 25 | 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% eutanazie
(n=10) 1,5mg/k | mg/kgv | NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
gv 1% 0,9%
etanolu NaCl
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DEN-KAP DEN 25 | kapsaicin | kapsaicin | kapsaicin | kapsaicin | kapsaicin | eutanazie
(n=10) mg/kgv | 1,5mg/k | 1,5mg/k | 0,75mg/ | 0,75 mg/ | 0,75 mg/

0,9% gvi% gvi% kgv1% |kgv1% |kgv1%

NaCl etanolu etanolu etanolu etanolu etanolu
DEN DEN 25 | 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% eutanazie
(n=10) mg/kgv | NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

0,9%

NaCl

Tabulka 1. Aplika¢ni schéma. DEN = diethylnitrosamin.

Analyzy

V prubéhu experimentu byly mysi pravidelné kazdy tyden vazeny a ve dvoutydennich intervalech
byl odebiran vzorek krve z ocasni zily pro stanoveni hematokritu a zhotoveni krevniho natéru. Na
zavér experimentu byla provedena eutanazie predavkovanim anestetika (éter) s naslednou
dekapitaci. Od kazdé mysi byly ziskany vzorky: krevni sérum, jatra, ledvina, slezina, plice a srdce a
byl zhotoven krevni natér a natér z aspiratu kostni dfené.

Natéry krve a kostni dfené byly obarveny dle Pappenheima a probiha mikroskopické vyhodnoceni.
Krevni sérum bylo nésledné vyuzito ke stanoveni koncentrace sérovych proteina a aktivit ALT a
AST (Biochemicky analyzator DPC Konelab 20i — Thermo Scientific) a byla provedena
elektroforeticka separace jednotlivych proteinovych frakci (HydraGel B1-B2, Sebia, Francie).
Organy byly po fixaci v pufrovaném formalinu zality do parafinovych blogki.. Rezy jater byly
bude
imunohistochemicka detekce kaspazy-3 (Rabbit polyclonal Anti-Glutamine Synthetase antibody,
Abcam, UK) a glutamin-syntetdzy (Cleaved Caspase-3 (Aspl75) (5AL1E) Rabbit mAb, Cell
Signaling Technologies, USA). V tkanovém lyzatu jater byla dale stanovena koncentrace HSP-70

obarveny hematoxylin-ecosinem pro mikroskopické vySetfeni, rovnéz provedena

(HSP70 ELISA Kit, Abcam, UK). Vysledky byly zpracovany pomoci statistického programu
MedCalc.

Vysledky
Vysledky vybranych analyz jsou shrnuty v tabulce 2 a grafu 1. Statisticky nebyl prokazan efekt
kapsaicinu na hepatokarcinogenezi. Statisticky vyznamna se jevi negativni korelace poméru

hmotnosti jater k hmotnosti téla a koncentrace HSP 70 v jatrech (P<0,01, graf 2).
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Pomér hmotnost Sérova AST Sérova ALT HSP 70 (ng/ml

jater/télesna hmotnost (pkat/) (pkat/) lyzatu hepatocytii)
EtOH 0,0473 £ 0,0038 2,43+0,72 0,37 +0,13 1,046 + 0,065
KAP 0,0461 + 0,0046 1,95+0,48 0,36 + 0,08 1,162 + 0,092
KAP-DEN 0,0443 + 0,0058 2,43+0,76 0,35+0,12 1,176 £ 0,193
DEN-KAP 0,0462 + 0,0060 2,01+0,48 0,32+0,08 1,121 +£ 0,045
DEN 0,0450 + 0,0061 2,37+0,50 0,35+0,10 1,179 £ 0,144

Tabulka 2. Vysledky analyz jsou uvedeny jako prumér + SD.
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Graf 1. Koncentrace HSP 70 v lyzatu hepatocyti.
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Pomér hmotnosti jater ku hmotnosti téla
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Graf 2. Pomér hmotnosti jater k hmotnosti téla.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 114/2016/FVL.
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Srovnani ti'i elektrokardiografickych pristroji pro diagnostiku kardiovaskularnich poruch
u plazi
Anna Zemanova, Veronika Sochorcova, Zdenék Knotek
Klinika chorob ptakii, plazii a drobnych savcu, Fakulta veterinarniho lékarstvi

Veterinarni a farmaceuticka Univerzita Brno

Uvod
Obdobn¢ jako u jinych pacientl lze iu plazi vyuzit EKG k odhaleni zdravotnich alteraci a pro
monitorovani stavu pacienta v prub&hu anestezie. Klasickymi parametry, které jsou hodnoceny, jsou
srdecni frekvence, rytmus, intervaly a komplexy, amplitudy a smér hlavni elektrické osy. Srde¢ni
kontrakce zacina v prave sini v oblasti sinus venosus a kone¢ného useku vena cava posterior. Tento
fakt se na EKG miize projevit jako ptidatna vina SV. U plazii jsou odliSovany komplexy P, QRS, T.
P vina odpovida depolarizaci sini, QRS komplex depolarizaci komory a T vina repolarizaci komory.
Amplituda je vSeobecné velmi nizkd — méné nez 1 mV, coz vyzaduje pouziti vhodného EKG
pfistroje — ne vSechny pfistroje pouzivané v praxi u malych zvitat jsou dostateéné citlivé pro méteni
nizkych amplitud. Proto je nutné vzajemné porovnat standardné pouzivané pfistroje a urcit jejich

moznost pouZziti pro diagnostiku kardiovaskularniho aparatu v pokrocilé mediciné plazu.

Material a metodika

Pokusna zvifata

Bylo pouzito 12 dospélych leguant (9 samci/3 samice; 10 — 15 let) - pacientd kliniky plaza
(KCHPPDS) s ptiznaky onemocnéni kardiovaskularniho systému nebo zdravych jedinct. Jednalo se
o pacienty oSetiené¢ ambulantng ptipadné hospitalizované ve standardnich hospitaliza¢nich terdriich
KCHPPDS pii konstantnim cyklu svétlo/tma (12hod/12hod). Voda a potrava byla volné dostupna
odpovidajici druhu zkoumaného jedince. Nebyly provadény zadné invazivni zakroky — nebylo
nutné schvaleni pokust.

Ptistroje

Pro ziskani zaznami EKG byla vySetfeni provedena na tifech typech piistroji (tfi pfistroje
pouzivané doposud pouze k méfeni EKG u psii a kocek, ptipadné drobnych savci). Konkrétné se
jednalo o tradi¢ni pfistroj EKG Seiva Practic vet s pouzitim standardnich EKG svorek; pfistroj
pouzivany doposud v zahrani¢i pro EKG u exotickych zvitat CardioStore ECG (Vetronic Services,
UK) s pouzitim standardnich EKG svorek; zcela novy piistroj pro klinické vyuziti ve veterinarni
praxi EKG iPhone - AliveCor Veterinary heart monitor s pfimym pfilozenim elektrod na povrch

téla pacienta bez svorek.
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Zapojeni

Pro leguény byly pouzity standardni svody zakoncené klasickymi krokosvorkami. Pro vytvoteni
optimalniho kontaktu svodi s povrchem téla plazii byl pouzit indiferentni gel. Koncetinové svody
byly umistény na krk (Zluty doleva, Cerveny doprava) a na kizi z boku do mista dotyku ptilozené¢ho
kolene (zeleny doleva, ¢erny doprava; Obr. 1). Pro zmirnéni stresu pifi méieni EKG byla vSem
jedinciim zakryta hlava ru¢nikem.

Mgéfeni pomoci iPhonu (Alive Cor ECG) bylo provedeno na levém boku v Grovni axily.

Meéfeni

Meéieni probéhlo pomoci vSech tii pistroji béhem jednoho sezeni. Pii méfeni piistroji zapojenymi
ptes elektrody zistaly krokosvorky pfipojeny na téle zvifete a ménila se pouze koncova cast
vedouci K pfistroji. Piistrojem CardioStore a AliveCor byl méfen zaznam o minimalni délce 3
minuty, pfistroj Seiva umoznuje zaznam meifeni pouze 10 sekund, tato méteni byla provedena 2,
uloZen byl vZzdy zdznam bez vyraznych rusivych artefakta jako je pohyb zvitete apod. U zvitat byla

meéftena teplota té€lniho povrchu (bezkontaktnim teplomérem, paprsek mifen na bok zvifete; 22,5 °C
- 30,9 °C) a teplota mistnosti (22,6 °C — 28 °C).

Obr. 1: Zapojeni svodi v pokuse — hlava piekryta ruénikem pro snizeni stresovych artefakti (Foto a

Uprava: A. Zemanova)
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Vysledky
Byly hodnoceny tyto parametry: vlna P (prvni negativni nebo pozitivni vychylka pifed QRS
komplexem — méfena amplituda a trvani), vina Q (prvni negativni vychylka pfed R vlnou — métena
amplituda), vina R (prvni pozitivni vychylka QRS komplexu — métena amplituda), vina S (prvni
negativni vychylka po R vIné — méfena amplituda), vina T (prvni negativni nebo pozitivni vychylka
po QRS komplexu — méfena amplituda a trvani), vina SV (pokud jsou po QRS komplexu dv¢ viny
— SV vina je druhd — mezi vinou T a P — méfena amplituda), PQ intervala (isek od za¢atku viny P
po zacatek QRS komplexu — v pfipad¢ neptitomnosti Q viny mluvime o PR intervalu), QT interval
(Gsek od zacatku viny Q po konec viny T — v pfipadé nepfitomnosti viny Q mluvime o RT
intervalu), ST segment (Usek od konce viny S po zacatek viny T — zaroven sledujeme i jeho
elevaci/depresi), SVP interval (v pifipad¢ ptitomnosti viny SV je to usek od zacatku SV viny po
konec P vlny), a srde¢ni frekvence. Amplitudy byly méteny v milivoltech a délky trvani
vin/intervali/segmentt v milisekundach. Z kazdého parametru probéhlo méteni 20 hodnot (pokud
to zdznam umozioval) u vSech tfi pfistroji. Vysledky z pfistroje CardioStore ECG byly méteny
Vv pocitatovém programu, vysledky z piistroji EKG Seiva Practic vet a AliveCor Veterinary heart
monitor byly zaznamenany do pocitace, vytiStény a méfeny pomoci elektronického posuvného
mefidla, hodnoty byly nasledné z mm piepocitany na ms/mV. Nasledn¢ byly hodnoty zaznamenany

do grafti pro piehlednost srovnani (Graf 1, Graf 2, Graf 3).
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Graf 1: Znazornéni srovnani piistroji pfi méteni amplitud vin
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Graf 3: Znazornéni srovnani piistrojii pii méfeni parametru srdecni frekvence
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Zavér
Elektrokardiografie je slibnou metodou k hodnoceni kardiovaskularnich poruch. Pfi srovnavani tii
ptistroju bylo zjisténo nékolik vyhod a nevyhod, které budou probrany v nésledujicich bodech:
CardioStore ECG (Vetronic Services, UK)

+ moznost ulozeni zaznamu dlouhého az 20 minut

+ moznost Upravy Vv pocitatovém programu a tim ptresnéjsi hodnoceni

+ moznost zapojeni pomoci standardnich svodi na standardizovana mista na téle leguéna

- pfi méfeni Ize sledovat pouze na malém displeji, dochazi k nepiesnostem pfi interpretaci piimo
nad pacientem

EKG Seiva Practic vet

+ moznost sledovani pfimého zdznamu na monitoru pocitace, nedochdzi k nepfesnostem pfi
interpretaci pfimo nad pacientem

+ moZnost zapojeni pomoci standardnich svodii na standardizovana mista na téle leguana

- moznost uloZeni zaznamu dlouhého pouze 10 sekund

- omezena moznost upravy v pocita¢ovém programu

- nutnost métfeni ru¢né po vytisknuti

EKG iPhone - AliveCor Veterinary heart monitor

+ mensi invazivita méteni (pouhé ptilozeni piistroje bez nutnosti pfipojeni klipit)

+ moznost uloZeni libovolné dlouhého zaznamu

- niz$1 moznost standardizovaného umisténi elektrod

- neni mozné upravovat v pocitaCovém programu

- nutnost méteni ruéné po vytisknuti

Ve vysledku méfeni neni vyznamny rozdil mezi pfistroji EKG Seiva Practic vet a CardioStore
ECG. Oba pfistroje byly shledany jako mozné pro pouziti v pokrocilé mediciné plazi. Odchylky
mohly vzniknout diky nepiesnosti v méfeni piipadn¢ i zménami nékterych parametra diky
prodluzujici se manipulaci s jedinci. U ptistroje AliveCor EKG doslo pravdépodobné k neptesnosti
meéteni v disledku nespravné zvoleného mista pfilozeni elektrod. Piistroj je kvalitni moZznosti pro
monitoring zvifete v anestezii (zaznamenani srdecni frekvence pfipadné arytmii), ale podle autort
neni vhodny pro stanovovani ptesnych elektrokardiografickych parametrti pro méteni v diagnostice

onemocnéni kardiovaskularniho aparatu.
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Kongenitalni anomalie patere u kraliku
Pavel Proks, Andrea Necasova, Alois Necas, Andrea Stusakova
Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita
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Uvod

Kongenitalni a vyvojové anomalie obratlti byvaji ¢astym ndhodnym néalezem pfi rentgenologickém
vySetieni patefe u spolecenskych zvifat. Popisované kongenitalni a vyvojové vady obratli
U domécich zvifat zahrnuji abnormalni pocty obratli, pfechodové obratle, blokové obratle a
hemivertebrae, malformace atlantoaxidlniho spojeni a roz$t€p patete (spina bifida). Abnormalni
pocty obratlii a prechodové obratle v cervikothorakélni a thorakolumbdalni ¢asti patefe zpravidla
nezpusobuji klinické problémy, mohou vSak vést k chybnému urceni mista komprese michy pii
dekompresni operaci. Hemivertebrae a blokové obratle jsou povazovany za nahodny nalez bez
klinického vyznamu, v nékterych piipadech jsou vSak pfi¢inou stendzy pateiniho kanalu nebo
predispozici pro vyhfez meziobratlové ploténky. Spina bifida je Casto diagnostikovana jako
nahodny nalez bez klinického vyznamu (spina bifida oculta), v nékterych piipadech byva spojena
S vyhfezem michy a neurologickymi pfiznaky. Vyskyt ptechodovych obratld v lumbosakralni
oblasti zplisobuje vyssi vyskyt syndromu cauda equina. Prevalence kongenitalnich anomalii patete a
variabilita poctu obratlll v jednotlivych usecich patefe u kralikd nebyla podle znalosti autorského
kolektivu doposud publikovana.

Cilem predkladané prace je stanovit prevalenci kongenitalnich anomalii patefe a variabilitu poc¢tu
obratlli v jednotlivych tsecich patete u reprezentativniho poctu kralikti pomoci rentgenologického

vySetfeni.

Material a metodika
Do studie byly zafazeny rentgenogramy patefe kralikli vySetfovanych na Klinice chorob ptakd,
plazi a drobnych savci a Oddéleni zobrazovacich metod Kliniky chorob pst a kocek.
Rentgenogramy patefe byly zhotoveny v laterolaterdlni (LL) a ventrodorzalni (VD) projekci.
Vsechny rentgenogramy u kralikii byly zhotoveny v inhala¢ni anestezii na rentgenovém pfistroji
Proteus XR/a,(GE) v digitalnim formatu (CR, Capsula XL, Fuji) a bez pouZiti sekundarni clony. Do
vysledkll studie byly retrospektivné zafazeny i rentgenogramy patefe kralikl z predchozich
vysetieni provedenych na Oddéleni zobrazovacich metod. Z rentgenogramu byla zaznamendna

cetnost vyskytu kongenitalnich vad v kréni (C), hrudni (Th), bederni (L) a kiizové (S) oblasti patete
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a pocty obratli v C, Th, L, S oblasti patefe. Za kongenitalni vady byla povazovana piitomnost

hemivertebrae, blokového obratle, pfechodového obratle a rozstép patete.

Vysledky
Celkem bylo vySetfeno 250 kralikti (120 samcii, 130 samic). Normalni morfologie obratli byla
zaznamenana v 214 ptipadech (98 samct, 116 samic). U jedincti bez morfologickych anomalii
obratlil bylo podle poctu obratli v jednotlivych usecich patefe zaznamenano celkem 7 rtiznych

vzoru slozeni patete (Tab. 1).

Tabulkal. Zastoupeni jednotlivych vzort sloZeni patete u kralikti bez

pfitomnosti kongenitalni anomalie obratla.

Vzor Samice Samec Celkem | Celkem
%
Pocet % Pocet %
C7/Th11/L7/S4 1 0,4 0 0 1 0,4
C7/Th12/L6/S4 4 1,6 4 1,6 8 3,2

C7/Th12/L7/S4 | 104 | 41,6 88 35,2 192 76,8

C7/Th12/L7/S5 2 0,8 2 0,8 4 1,6
C7/Th12/L7/S6 1 0,4 0 0 1 0,4
C7/Th12/L8/S4 1 0,4 2 0,8 3 1,2
C7/Th13/L7/S4 3 1,2 2 0,8 5 2
Celkem 116 | 46,4 98 39,2 214 85,6

U 36 kralikt (22 samci, 14 samic) byla zjiSténa kongenitalni anomalie patete. V 31 piipadech byla
u stejného jedince zjiSténa pouze jedna kongenitdlni anomadlie, v 5 pfipadech bylo u stejného
jedince zaznamenano vice kongenitalnich anomalii (Tab. 2). Pfitomnost jedné kongenitalni
anomalie byla nejcastéji lokalizovana na piechodu hrudni a bederni patefe (24 ptipada). V kréni
Casti patefe byly zaznamendny 2 pfipady. Na pfechodu bederni a kiizové Casti patete 5 piipadu.

Z jednotlivych typi kongenitalnich anomalii byla zaznamenana pfitomnost motylovitého obratle
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(2), thorakolumbarniho piechodového obratle (27), lumbosakralniho piechodového obratle (6),
haemivertebrae (2) a skoliozy (4).

Tabulka 2. Prevalence kongenitalnich anomalii patefe u kralika

Typ patologie Slozeni patete Lokalizace | Pocet
Kongenitalni anomalie
C7/Th12/L7/S4 Kréni (C3) 1
Motylovity obratel
C7/Th12/L7/S4 Kréni (C5) 1
C7/Th12/L6/LTV/S4 LS 2
C7/Th12/L7/LTV/S4 LS 1
LTV
C7/Th12/L7/LTV/S3 LS 1
C7/Th12/L6/LTV/S3 LS 1
TV C7/Th11/ TTV/L7/S4 TL 4
Unilateralni Zebro | c7/Th12/TTVIL7/S4 TL 6
TTV unilateralni C7/Th11/TTV/L7/S4 TL 1
Zebro, nekompletni
osifikace C7/Th12/TTVIL7/S4 TL 1
TTV unilateralni C7/Th11/TTVIL7/S4 TL 2
rudimentarni
Zebro, normalni
Zebro
TTV bilateralng | C7/Th1LTTV/L6/S4 TL 1
rudimentarni Zebro | c7/Th12/TTV/L6/S4 TL 5
Kombinovana kongenitalni anomalie
Skoliéza C7/Th12/L6/S4 C 1
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Skoliéza+ TTV C7/Th12/TTV/L6/S4 TL 1

Skolioza +
haemivertebrae + C7/Th12/TTV/L6/S4 TL 2
TV
Skoli6za + C7/Th12/TTV/L6/LTV/S
TL, LS 1
TTV+LTV 4
Celkem 36

TTV - thorakolumbarni ptechodovy obratel, LTV — lumbosakralni

ptechodovy obratel, TL — thorakolumbarni, LS - lumbosakralni

Zavér
Rozpoznani presného poctu obratli V jednotlivych usecich patefe je nezbytné k provadéni
chirurgickych zakroku na patefi. U kralikti byla zjisténa variabilita po¢tu obratlt v jednotlivych
usecich patete. Celkem bylo zaznamenano 7 rliznych variant slozeni patefe. Kongenitalni anomalie
patefe byly zaznamenany v 14,4 % piipadl nejCastéji na pfechodu hrudni a bederni a bederni a

kiizové Casti patere.
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Neinvazivni markery jaterni fibrozy v diagnostice chronickych hepatopatii u psu
Vaclav Ceplechal, Kristina Rehakova?, Misa Skori¢®, Denisa Kousalikova!, Rastislav Gong&ar?,
Adam Slavigek', Michal Crha'

Klinika chorob psii a kocek', Klinicka laborator pro malé zvirata®, Ustav patologické morfologie a

parazitologie3, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Jaterni fibroza je charakterizovana jako zmnoZeni vaziva v jaterni tkani, zpravidla v
periportalnim prostoru (Rothuizen 2008). Za zlaty standard pro rozpoznani a staging jaterni fibrozy
bylo dlouhou dobu povazovano histopatologické vysetieni jaterni tkdn¢ odebrané biopsii. Vzhledem
k uskalim, které odbér bioptatd doprovazi (nutnost celkové anestezie, riziko krvaceni, bolestivost,
finan¢ni a Casova naro¢nost) je v soucasné dobé tendence nahradit je neinvazivnimi metodami
diagnostiky, a to minimaln¢ v indikaci monitoringu pribéhu terapie. Neinvazivni markery jaternich
onemocnéni mizeme rozdélit na 1) pfimé a 2) nepiimé. Jako pfimé markery jaterni fibrozy slouzi v
humanni mediciné cytokiny ovliviiujici fibrogenezi, napt. TGF-B1 ¢i mnoho latek (napf. kyselina
hyaluronova HA), jejichZz zvySena tvorba a nasledna degradace v extracelularni matrix (ECM) se
projevi soucasnym zvySenim jejich koncentraci v krevnim séru (Rosenberg et al. 2004). Nepiimé
markery fibrézy nesouvisi ptimo s vlastni fibrogenezi, ale s procesy odrazejicimi postupnou alteraci
jaternich funkci v disledku fibrotizace jaterniho parenchymu (Grigorescu 2006) — vyuZiva se tak
napi. indexu APRI - poméru AST/trombocyty (Sebastiani 2009) ¢i de Ritisova indexu - poméru
AST/ALT (Botros & Sikaris 2013). Podle Poynarda et al. (2012) je vyuZiti nékterych neinvazivnich
markert pfi diagnostice fibrozy jater v humanni mediciné dokonce citlivéjsi pro rozliSeni mirnych
stupiitt fibrozy nez provedend biopsie. Ve veterinarni mediciné je doposud velmi malo dat
tykajicich se uziti neinvazivnich markera jaterni fibrozy.

Nalezeni spolehlivého biochemického markeru by bylo benefitem nejen pro diagnostiku
jaterni fibrézy u pst, ale zejména pro nasledny monitoring a piipadnou modifikaci antifibrotické
terapie. Cilem projektu bylo: 1) stanovit kys. hyaluronovou (HA) metodou ELISA u zdravych pst,
2) stanovit potencialn¢ vyuzitelné piimé i1 nepfimé neinvazivni markery fibrézy u pacienti
s hepatopatiemi, 3) urcit korelaci mezi neinvazivnimi markery a jaterni fibr6zou u psii s ohledem na

stupent fibrézy vyhodnoceny na zékladé standardizovaného skorovaciho systému METAVIR.
Material a metodika

Na zaklad¢ odbéru nacionale, podrobné¢ anamnézy, provedeni klinického a paraklinického

vySetfeni (ultrasonografické vysetieni dutiny bfi$ni), hematologického a biochemického vysetieni
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krve nasledoval vybér vhodnych jedinct do kontrolni a pokusné skupiny. V ramci hematologického
vySetfeni byl stanoven hemogram v¢. diferencidlniho rozpoctu leukocytii, biochemické vySetieni
zahrnovalo stanoveni nasledujicich parametra: celkova bilkovina, albumin, urea, kreatinin, celkovy
bilirubin, ALT, ALP, AST, GGT, cholesterol, glukéza, Ca, P, Na, K, Cl. Krev byla odebrana lege
artis z v. jugularis externa. U vSech pacientii zafazenych do kontrolni i pokusné skupiny byly v
krevnim séru analyzovany koncentrace kyseliny hyaluronové (Hyaluronan Quantikine ELISA Kit,
R&D Systems, USA) a TGF-B1 (Human TGF-beta 1 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, USA)
metodou ELISA. Pred vlastni laparoskopickou biopsii jater bylo provedeno hemostazeologické
vysetieni (PT, APTT, fibrinogen) a test slizni¢niho krvaceni. Do kontrolni skupiny byli zafazeni psi
bez klinickych pfiznakli onemocnéni a bez zjiSténych abnormalit v provedeném klinickém ¢i
paraklinickém vySetfeni. Odbér bioptatd jaterni tkané probihal v celkové anestezii s postoperacni
aplikaci analgetik, a to u vSech pacientd s podezienim na chronickou hepatopatii (pokusna skupina)
a u vybranych jedinct, ktefi byli v celkové anestezii z divodu jiného standardniho chirurgického
zakroku (¢ast kontrolni skupiny). Do druhé zminované skupiny byli zafazeni pacienti na zakladé
zmén biochemickych parametri a/nebo abnormalniho ultrasonografického nélezu (nodularni 1éze,
alterace echogenity jaterniho parenchymu, nalez mikrohepatic/hepatomegalie, zmény v ramci
biliarniho systému). Skupina pacientu byla dale rozdélena na podskupinu 1 (vaskularni onemocnéni
jater), podskupinu 2 (parenchymatdzni onemocnéni jater) a podskupinu 3 (onemocnéni zlu¢ovych
cest). V ramci chirurgického zakroku vzdy doslo k odbéru min. 3 ks bioptatd z riznych jaternich
lalokt. Vlastni biopsie jater byla provedena bioptickymi klistkami, misto biopsie pak bylo oSetfeno
lokalnim hemostatikem (Surgicel, Ethicon, Johnson&Johnson, USA) nebo elektrokoagulaci.
Vsechna vySetfeni probihala na Klinice chorob pst a kocek, ptip. v Klinické laboratofi pro mala
zvitata VFU Brno. Posléze byly jaterni bioptaty fixované ve formalinu vySetfeny v histopatologické
laboratoii Ustavu patologické morfologie a parazitologie s pouZitim specidlniho barveni na
kolagenni vldkna (saturnova Cerven) a v pfipad¢ nélezu parenchymatdézniho onemocnéni jater
zafazeny dle miry fibrozy na zékladé pouziti standardizovaného skorovaciho syst¢ému METAVIR
do skupiny F1 aZ F4 (cirhdza). Ke statistickému zhodnoceni dat byla pouzita deskriptivni statistika.
Po ovéfeni normality (Shapiro-Wilktv test) a homoscedasticity (Levenuv test) bylo v piipadé
potieby piistoupeno k logaritmizaci a posléze zpétné transformaci dat a provedeni parametrického
vicevybérového testu (jednocestna ANOVA) nasledovaného Tukey HSD post hoc testem. Pokud
data nespliovala néktera z vySe uvedenych kriterii, byl zvolen neparametricky test (Kruskal-Wallis
ANOVA, Mann-Whitneytv U test). Ke statistickému zpracovani dat byl pouzit statisticky software
MedCalc (MedCalc Software, Ostend, Belgie).
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Vysledky
Z celkového poctu 16 zdravych zvifat zatazenych do kontrolni skupiny byla biopsie jater provedena
u 4 jedinct. Soubor tvofilo 5 psit a 11 fen (z toho 3 kastrované), ve véku od 10 meésict do 6,5 let
(median 4,5 roku). V souboru byla zastoupena nasledujici plemena: labradorsky retrivr (n=2), zlaty
retrivr (n=2), borderkolie (n=2), australsky ovcak (n=2), shiba inu (n=1), némecky ovc¢ak (n=1),
americky kokrSpanél (n=1), irsky setr (n=1), kernteriér (n=1), kfizenci (n=4). Do skupiny pacientii
bylo zafazeno celkem 28 zvifat s hepatobilidrnim onemocnénim, ztoho 12 psit a 16 fen (1
kastrovand), ve véku od 6 mésicii do 13 let (median 6 let). Ve skupiné pacientli byla zastoupena
nasledujici plemena: yorkshirsky teriér (n=6), prazsky krysatfik (n=2), labradorsky retrivr (n=2),
zlaty retrivr (n=1), americky kokrSpanél (n=1), anglicky kokrSpanél (n=1), West Highland White
teriér (n=1), borderkolie (n=1), jezevCik (n=1), vymarsky ohaf (n=1), belgicky ovcak (n=1),
hovawart (n=1), italsky chrtik (n=1), beagle (n=1), foxteriér (n=1), biSonek (n=1), pudl (n=1),
knira¢ (n=1), kiizenci (n=3). Do podskupiny 1 (n=8) byli zafazeni pacienti s diagnostikovanym
portosystémovym zkratem (PSS), podskupina 2 (n=14) zahrnovala pacienty s neoplaziemi jater
(n=6) a s chronickou hepatitidou (n=8) a podskupinu 3 (n=6) tvotili jedinci s diagn6zou akutni
pankreatitida se sekundarni cholestazou, emfyzematozni cholecystitida a mukokéla.
Median koncentrace kyseliny hyaluronové v kontrolni skupiné byl 27,93 g/l (13,95-89,52 ug/l), u
pacientl podskupiny 1 141,93 pg/l (75,86-289,61 ug/l), podskupiny 2 91,47 pg/l (7,45-420 pg/l) a
podskupiny 3 48,93 ug/l (6,56-71,43 ug/l).
Bylo zjisténo, Ze pacienti s PSS a parenchymat6znim onemocnénim jater méli statisticky vysoce
signifikantné (p < 0,01) vyssi hladinu kys. hyaluronové v porovnani s kontrolni skupinou. V ptipadé
podskupiny 2 byl tento statisticky vysoce vyznamny rozdil dan zejména zaclenénim pacientl s
chronickou hepatitidou ve stadiu cirhézy (fibroza ve stadiu F4 dle systtmu METAVIR), nebot
biliarni ani necirhoticka parenchymatdzni onemocnéni jater (fibréza ve stadiu F1-F3 dle systému
METAVIR) nevedly ke statisticky vyznamnému rozdilu v hladin€ kys. hyaluronové od kontrolni
skupiny.
Narozdil od kys. hyaluronové nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v hladin¢ TGF- 1 mezi
kontrolni a pokusnou skupinou, nebot’ se koncentrace mezi obéma skupinami zcela prolinaly.
Rovnéz nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil v poméru AST/ALT mezi kontrolni skupinou
(median 0,66; 0,27-2,33) a pacienty s diagnostikovanou jaterni fibr6zou (median 0,30; 0,12-1,63).
Naopak v indexu APRI (AST/trombocyty) byl zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil mezi
zdravymi jedinci (median 0,10; 0,06-0,21) a pacienty s jaterni fibrézou F1-F4 (median 0,49; 0,09-
2,27).
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Zavér
Vysledky prokézaly statisticky vysoce vyznamnou elevaci kys. hyaluronové v séru pacienti s
diagnostikovanou jaterni cirh6zou a portosystémovym zkratem v porovnani s kontrolni skupinou.
Rovnéz byl zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil v indexu APRI, a to mezi zdravymi jedinci a
pacienty s jaterni fibrézou. Kyselina hyaluronova a index APRI, narozdil od TGF-B1 a poméru
AST/ALT, tak piedstavuji biomarkery potencialné vyuzitelné v Klinické praxi pro diagnostiku

téchto onemocnéni.
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Uvod

GnRH agonisté — analoga ptirozeného GnRH ovliviiuji pohlavni funkce riznym zpusobem.
Po zahgjeni podavani dochézi k vzestupu sekrece LH a FSH (flare-up effect), doprovdzeném
zvySenim koncentrace pohlavnich steroidnich hormond. V piipadé, ze jsou GnRH analoga
podavana kontinualn¢, dochazi k desenzibilizaci hypofyzy, vyjadiené internalizaci GnRH receptort,
coz dale vede k postupné supresi sekrece gonadotropinii a naslednému potlaceni reprodukcnich

funkci (Fontaine, Fontbonne 2011).

V roce 2005 Kawakami a kol. prokézali pozitivni vliv injekénich aplikaci GnRH analoga
buserelinu na kvalitu ejakulatu u pst. V roce 2012 Romagnoli a kol. hodnotili vliv implantatu s
GnRH agonistou deslorelinem na rychlost nastupu infertility a kvalitu ejakulatu u pst. Doslo k
narastu celkového poctu spermii v ejakulatu a zlepseni jejich motility 2 a 4 tydny po implantaci, ale
morfologie spermii nebyla 1é€bou nijak ovlivnéna. Podobného efektu bylo dosazeno i u kocourt,
kde jeden mésic po zavedeni implantatu s deslorelinem doslo k signifikantnimu zvy3eni celkového
poctu spermii v ejakulatu (Novotny a kol., 2012, Novotny a kol., 2014). VySe zminéné prace
naznacuji stimulacni vliv GnRH agonistli na kvalitu ejakulatu. K jednoznacnému potvrzeni efektu
je vsak tireba uskutecnit sledovani u vétSiho poétu zvifat a rozsifit analyzu semene o dalsi

parametry, véetné vlivu stimulace na ptipadnou konzervovatelnost ejakulétu.
Material a metodika

Do sledovani bylo zafazeno devét pohlavné dospélych samci ruznych plemen (anglicky
Springr$pan¢l, australsky ov¢ak, americky buldok, bulteriér, kiizenec) ve véku tii az deset let,
0 hmotnosti 22,7 + 2,71 kg. VSichni samci pochéazeli od soukromych majitelt, kteti dochazeli na
Oddéleni reprodukce Kliniky pst akocek, Fakulty veterinarniho Iékafstvi, Veterinarni

a farmaceutické univerzity Brno (dale Odd¢leni reprodukce KCHPK). VSichni majitelé pozadovali
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zavedeni implantatu s deslorelinem z divodu docasné kontracepce a s Gcasti zvifete ve sledovani

vyjadtili sviyj informovany souhlas.

Pii prvni navstévé byla zvifata klinicky vySetfena a shledana zptsobilymi ke sledovani.
Néavstévy probihaly v tydennich intervalech na Oddéleni reprodukce KCHPK. B¢hem kazdé
navstévy doSlo k n¢kolika tkonim: odbéru ejakulatu, méteni velikosti varlat, sonografickemu
zhodnoceni a méfeni velikosti prostaty a odbéru krve ke stanoveni koncentrace testosteronu. Na
konci prvni navstévy byl kazdému samci aplikovan implantat obsahujici 4,7 mg deslorelinu

(Suprelorin, Virbac, Francie) do oblasti vnitini strany pravého stehna.

Po odbéru ejakulatu doslo k jeho analyze v nativnim stavu. Stanovovanymi parametry
nativniho ejakuldtu byly: objem, koncentrace, pocet spermii, motilita spermii, progresivita spermii,

stanoveni integrity povrchovych membran spermii a morfologie spermii.

Po zhodnoceni semene v nativnim stavu byla z kazdého ejakulatu pfipravena davka pro
kratkodobou konzervaci a davka pro konzervaci hlubokym chladem. Tyto davky byly hodnoceny
nasledujicim zpisobem. Chlazena davka byla hodnocena v den zpracovani, ¢tyfi a osm dni po
odbéru. Stanovovanymi parametry byly: motilita a progresivita spermii, stanoveni integrity
povrchovych membran spermii a morfologie spermii. Kryokonzervovana davka byla hodnocena po
rozmrazeni a stanovovanymi parametry byly: motilita, progresivita pohybu, propulzivita spermii,
stanoveni integrity povrchovych membran spermii, morfologie spermii a analyza stavu chromatinu
(DFI - DNA fragmentation index, HDS - high DNA stainability).

Vysledky

Pii analyze klinického efektu implantatu s deslorelinem jsme prokazali snizeni hladiny
testosteronu v krvi jiz 14 dni po implantaci. Jiz dva tydny po implantaci doSlo ke statisticky
vyznamnému zmen3eni absolutni velikosti varlat o 16,70 % oproti vychozi hodnoté. Ke statisticky

vyznamnému sniZeni velikosti prostaty doslo jiz 2 tydny po zavedeni implantatu a to 0 14,56 %.

Pti analyze nativniho ejakulatu doslo jiz dva tydny po implantaci ke statisticky vyznamnému
snizeni objemu ejakulatu. Zmény koncentrace spermii nebyly statisticky vyznamné, motilita spermii
se statisticky vyznamné snizila 3 tydny po implantaci. Spektrum doposud v literatufe hodnocenych
parametrt jsme rozsifili o analyzu progresivity spermii a o stanoveni podilu spermii se zachovanou
integritou povrchové membrany. Hodnoceni ani jednoho nové zafazeného parametru nepiineslo

statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi kontrolami.
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U kratkodobé konzervovaného ejakulatu jsme analyzovali motilitu spermii, progresivitu
spermii, podil spermii se zachovanou integritou povrchové membrany a morfologii spermii. Ani
v jednom sledovaném parametru jsme u chlazeného ejakulatu neprokazali statisticky vyznamny
rozdil mezi jednotlivymi daty. Zaznamenali jsme zlepSeni nékterych parametri pii analyze
ejakulatu v den odbéru ato u motility, progresivity spermii ipodilu spermii se zachovanou
integritou povrchové membrany. Podil morfologicky nezménénych spermii zaznamenal zvySeni
pouze druhy a tfeti tyden po implantaci. Analyza vzorku ¢tyfi dny po odbéru vykazovala zna¢né
rozdily. Motilita i progresivita spermii vykazovaly pouze sniZzeni oproti vychozim hodnotam. Podil
spermii se zachovanou cytoplazmatickou membranou byl zvySen po celou dobu sledovani. Jeden
atfi tydny od zavedeni implantatu doSlo ke snizeni podilu morfologicky nezménénych spermi,
oproti tomu druhy a ¢tvrty tyden doslo ke zvySeni tohoto podilu. Vzorky hodnocené 8 dni po
odbéru znovu vykazovaly velmi variabilni vysledky. Motilita spermii byla snizena ve vSech
sledovanych tydnech. I podil spermii se zachovanou integritou povrchové membrany byl sniZen, ale
Vv poslednim odbérovém tydnu doslo naopak k jeho zvySeni. Podil spermii s progresivnim pohybem
byl zvySen jeden i dva tydny po implantaci a naopak k jeho snizeni doslo tieti a ¢tvrty tyden po
implantaci. Podil morfologicky nezménénych spermii byl zvySen az do Ctvrtého tydne po

implantaci, kdy doSlo naopak ke snizeni.

V piipadé kryokonzervovaného ejakulatu byly hodnoceny nasledujici parametry: motilita,
progresivita, propulzivita spermii, podil spermii se zachovanou integritou povrchové membrany,
morfologie spermii a analyza stavu chromatinu. V prib&hu sledovani jsme neprokazali statisticky
vyznamny rozdil mezi jednotlivymi daty. Jeden tyden po implantaci doSlo k mirnému zvyseni
motility a progresivity spermii, nasledované jejich snizenim pii dalSich kontrolach. ZlepSeni
propulzivity spermii nastalo jeden, dva itfi tydny po zavedeni implantatu. Ke zvySeni podilu
spermii se zachovanou integritou cytoplazmatické membrany doSlo 3 a4 tydny po zavedeni
implantatu. Morfologie spermii nebyla vyrazné ovlivnéna v pribéhu prvnich 3 tydnl po zavedeni
implantatu. Stanoveni hodnoty DFI prokazalo zvySeni hodnoty jeden atii tydny po zavedeni

implantatu. Hodnota HDS nebyla v pribéhu sledovani vyrazné ovlivnéna.
Zavér

V naSi praci jsme potvrdili klinicky kontracepéni efekt implantatu s deslorelinem.
Z vysledkli analyzy nativniho ejakulatu, kratkodobé i dlouhodobé konzervovaného ejakulatu
vyplyva znacna interindividudlni variabilita wUvodniho stimulaéniho efektu deslorelinu pfi

kontinualnim uvolilovani ze subkutanniho implantatu. Dulezitym zjisténim je skuteCnost, ze pres
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nastupujici kontracepéni efekt GnRH agonisty neni negativné ovlivnéna konzervovatelnost

ejakulatu psu, ziskaného v pribéhu prvniho mésice po zavedeni implantatu s deslorelinem.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 108/2016/FVL.
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Vliv deslorelin acetatu (Suprelorin®) na ovarialni aktivitu samic gekon¢ika no¢niho

(Eublepharis macularius)
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Uvod

Mezi nejcastéjsi problémy u samic plazii chovanych v zajeti patii syndrom preovulacni staze
folikulti (tzv. sy. POFS). Jedna se pfedevSim o samice bézné¢ chovanych druhi jestért, agamy
vousaté (Pogona vitticeps), gekonéika no¢niho (Eublepharis macularius), chameleona jemenského
(Chamaeleo calyptratus) a leguana zeleného (Iguana iguana)’®. U samic gekon&ikii noénich je
Vv reproduk¢énim obdobi roku aktivita pohlavnich organti mimoradné dynamicka a ke snisce miize
dochazet opakované kazdych 14 dni. To piedstavuje obrovské energetické naroky a zatéz pro cely
organismus, dochazi ke komplikovanym onemocnénim a ke ztratdm. Soucasné moznosti feSeni
uvedenych problémii zahrnuji chirurgicky pfistup (kastrace) nebo konzervativni postupy (indukce
ovulace pfitomnosti samce) s pouze docasnym efektem. U nékterych druht plazt byly Klinikou
chorob ptékt, plazii a drobnych savcti ovéfeny konzervativni postupy s vyuzitim GnRH agonistﬁ1'3.
U gekoncikii no¢nich zatim nebyla podobna studie uskutecnéna. Hlavnim cilem projektu bylo
ovéteni u€innosti GnRH implantatu (deslorelin acetat) v klinické praxi u samic gekonciki no¢nich

(Eublepharis macularius).

Material a metodika
Experimentalni zvirata
Pokusnou skupinu tvofilo 16 dospélych, klinicky zdravych, gekoncikii nocnich (Eublepharis
macularius). Gekoncici byli chovani v experimentalnim oddéleni Kliniky chorob ptakd, plazi a
drobnych savci za definovanych podminek (optimalni rozméry terarii, teplota, zdroj UV-B,
dieta, mineralni doplnky, ukryty, kladisté, atp.). Zdravotni stav experimentalnich zvifat byl

kontrolovan kazdy den.

Zavedeni GnRH implantatu (deslorelin)
Pied anestezii byl je$térim zamezen piisun potravy na 24 hodin. V prvni fazi byl
experimentalnim samicim (n=14) po ptfedchozi premedikaci (opioidy, nesteroidni antiflogistika)

v celkové anestezii (alfaxalon, isofluran) aplikovan do dutiny télni GnRH implantat (deslorelin;
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n=10) — u vybranych jedinci byl aplikovan obdobny implantat bez GnRH (placebo; n=4).
V prubéhu anestezie probihal monitoring zakladnich Zivotnich funkci (srdeéni a dechové frekvence,
reflexy). Po uplynuti doby rekonvalescence byly vytvoteny 2 skupiny zvifat (v kazdé 7 samic a 1

samec).

Kontroly

V pravidelnych intervalech byly provadény kontroly celkového zdravotniho stavu zvifat véetné
vazeni a kontroly pfitomnosti ovaridlnich folikulti a vajec (vizualizace, popf. ultrasonografie ¢i
radiografie). Denné byla kontrolovana kladisté a v ptipad¢ zachytu vajec nasledovala identifikace

samice.
Vyhodnoceni ziskanych dat

VeSkerd data (ukazatele monitoringu anestezie a analgezie, reprodukéni ukazatele) byla
statisticky vyhodnocena. Po ovéfeni normality bylo pfistoupeno ke statistickym testliim za ucelem
zjisténi statisticky vyznamného rozdilu v jednotlivych sledovanych parametrech. V neposledni fadé

byla zpracovana zakladni deskriptivni statistika (viz. Tabulka ¢.1) a zhotoveny ptehledné grafy.

Vysledky

Pii pouziti GnRH implantitu zavedeného do dutiny té€lni experimentdlnich zvifat druhu
gekoncika no¢niho (Eublepharis macularius) nedoSlo vramci celkové doby sledovani a
monitoringu Kk Utlumu reprodukce. Samice kladly vejce bez rozdilu, zda se jednalo o samice
s GnRH ¢i placebo implantatem. Samice byly monitorovany po dobu dvou chovnych sezén a mezi
témito nebyl shleddn statisticky vyznamny rozdil co do poctu sniiSek, poctu vajec ¢i jejich
hmotnosti. Primérna hmotnost sledovanych zvitat se rovnéz statisticky vyznamné nelisila vzéjemné
mezi jednotlivymi sezonami. Pfed aplikaci byla 40.2 + 13.0 g (25.4 — 66.7g), primérnd hmotnost na
konci prvni sezény byla 51.1 + 7.9 g (38.2 — 69.79g) a na konci druhé sezony 50.2 £ 11.7 g (19.4 -
66.0g). Primérna hmotnost vajec v obdobi prvni sezony byla 6.50 + 1.24 g (4.15 - 8.58g), pii¢emz
v obdobi druhé sezony 6.84 + 1.0 g (5.43 — 8.48g). Celkem doslo v rdmci prvni sezény u vSech
samic dohromady k vykladeni 136 vajec, ve druhé sezoné pak ke 138 vajec. V priméru kazda
samice vykladla 10 + 4 vejce za prvni sezonu a 10 + 3 vejce za sezonu druhou. U Zadné samice
nedoslo k postopera¢nim komplikacim ¢i jinym zdravotnim potizim v rdmci celé doby sledovani.
Pouze u jedné samice doSlo k vyraznéj$im hmotnostnim ztratam, kdy vSak tyto byly Gspé$né

terapeuticky vyieseny.
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Tabulka €. 1: Zakladni deskriptivni statistika vybranych ukazateli

Priumérna Priumérna Priumérna Priumérna Celkovy
hmotnost hmotnost na hmotnost v hmotnost pocet vajec
samic pred konci sezény prubéhu vajec*
aplikaci sezony
[a] [a] [a] [a]
1. sez6na 40.2£13.0 51179 46.6 £ 7.6 6.50+1.24 136
[25.4 - 66.7] [38.2-69.7] [36.7 - 63.3] [4.15 - 8.58]
2. sezbna 40.2+£13.0 50.2+11.7 50.1+8.0 6.84 +1.00 138
[25.4 - 66.7] [19.4 - 66.0] [33.6 — 63.6] [5.43-8.48]
Zavér

Pouziti GnRH implantatu u samic gekonéika no¢niho jako jedna z konzervativnich metod
regulace hormonalni aktivity se vramci tohoto experimentu neosvédCilo. Ani u jedné ze
sledovanych skupin nedo$lo k poklesu ¢i utlumu pohlavni aktivity. Vzhledem k pomalému
metabolismu, ktery je pro plazy tolik specificky, probihalo sledovani po dobu dvou chovnych
sezon. Avsak tyto se co do reprodukénich ukazatelli nikterak vzéajemné statisticky vyznamné
neliSily. Ackoli byla zvolena invazivnéj$i metoda a misto lokalizace implantatu, je tfeba dodat, ze u
zadnych z experimentéalnich samic nedo$lo k postoperacnim ¢i jinym zdravotnim komplikacim
vramci cel¢ doby sledovani. Monitoring experimentdlnich zvifat bude probihat i po dobu

nasledujici sezony.
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Intralutealni aplikace cloprostenolu u dojeného skotu
Michaela Andrlikova, Petra Andrlova, Svatopluk Cech

Klinika chorob prezvykavcu a prasat, Oddéleni reprodukce, Fakulta veterinarniho lékarstvi,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Transvaginalni ultrasonograficka aspirace folikulli u skotu se pouziva zejména k ziskdvani oocyta
Vv procesu produkce embryi in vitro (1), rovnéz vSak slouzi k odbéru folikularni tekutiny k analyzam
(2). Vyuziti transvagindlni ultrasonografie Kk intraovaridlni aplikaci u skotu je publikovano (3),
nicméné podobné prace jsou velmi fidké a zatim se omezuji na intrafolikularni injekce (4). Pfima
aplikace hormonalnich ptipravkti do zlutého téliska (intralutealni aplikace, intraluteal treatment,
ILT) doposud nebyla popsana. Projekt IGA je zaméfen na intralutedlni aplikaci cloprostenolu
(synteticky analog PGF2a), protoze vliv prostaglandinu na zluté télisko je exaktné prokdzan (5),
v soucasné dob¢ se prostaglandiny bézné pouzivaji v fizeni reprodukce skotu a jejich spotieba je
znacna. V blizké budoucnosti 1ze ofekavat obdobny tlak evropské legislativy na sniZzeni spotieby
hormonalnich preparatii jako v soucasnosti na spotiebu antibiotik. Pfiméa ILT pfedstavuje moznost,

jak snizit spotfebu prostaglandintl, i kdyz se prozatim nejevi jako metoda snadno vyuzitelna v praxi.

Cilem projektu bylo stanovit minimalni ¢innou davku cloprostenolu aplikovaného prostfednictvim
transvaginalni sonografické punkce vajecniku ptimo do zlutého téliska a monitorovat dynamiku

morfologickych a endokrinologickych zmén po aplikaci riznych davek.

Material a metodika

V experimentu bylo pouzito 30 krav ndhodné rozdélenych do Sesti skupin po péti kusech. VSechna
zvitata byla synchronizovana na 10. den cyklu. Kontrolni skupina 1 (K1) byla oSetfena intralutealni
aplikaci fyziologického roztoku (0,2 ml pro toto), kontrolni skupina 2 (K2) byla oSetiena
intramuskularni aplikaci cloprostenolu (500 pg pro toto, Estrumate 250 pg/ml injekéni roztok).
Pokusna skupina 1 (P1) byla oSetfena intralutealni aplikaci cloprostenolu v davce 5 pg (cloprostenol
nafedény ve fyziologickém roztoku (F1), objem 0,2 ml). Pokusnd skupina 2 (P2) byla oSetfena
intralutealni aplikaci cloprostenolu v davce 25 pg (cloprostenol nafedény ve fyziologickém roztoku,

objem 0,2 ml). Pokusna skupina 3 (P3) byla oSetiena intralutealni aplikaci cloprostenolu v davce 50
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ug (nefedény cloprostenol, objem 0,2 ml). Pokusna skupina 4 (P4) byla oSetfena intralutealni
aplikaci cloprostenolu v davce 100 pg (nefedény cloprostenol, objem 0,4 ml). Intralutedlni aplikace
byla provedena transvaginalni sonografickou punkci vaje¢nikti, kdy Gc¢inna latka byla aplikovana
Z injekeni stiikaCky napojené na hadicku komunikujici s punkéni jehlou. Ve vSech skupinach byla
véase 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 24 a 48 hodin po oSetieni odebrana krev zv. coccygea media do
heparinizovanych stiikacek. Bezprostiedné po odbéru byly vzorky odstfedény a plazma zamrazena
pro nasledné stanoveni koncentrace progesteronu. Laboratorni vySetieni bylo provedeno v Klinické
laboratofi pro velka zvitata VFU Brno. V Case 0, 24 a 48 hodin po oSetieni bylo provedeno rektalni
ultrasonografické vysetfeni (B-mode) za ucelem monitorovani pribéhu luteolyzy. Z poiizenych

videozaznami byly stanoveny rozméry corpus luteum (CL).

Pro vyhodnoceni vysledkii byla zvolena metoda tzv. analyzy rozptylu (analysis of variance,
ANOVA).

Vysledky

Vysledky jednotlivych méteni jsou uvedeny v tabulce €. 1 a tabulce €. 2.

Tabulka €. 1: Primérné hodnoty velikosti CL (plocha fezu v cm?) v daném ¢ase po oSetfeni

v jednotlivych skupinach.

Skupina krav TO T24 T48
K1 (F1) 6,18 5,98 5,99
K2 (500 pg) 4,42 2,80 | 275
P1 (5 pg) 3,93 3,94 3,92
P2 (25 pg) 4,95 360 | 3,19
P3 (50 ug) 5,44 3,72 2,74
P4 (100 pg) 574 3,75 2,69

K vyznamnému zmensSeni CL doSlo v ¢ase T24 u skupin K2, P2, P3 a P4. U skupin K1 a PI se

velikost CL nezmeénila.
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Tabulka ¢. 2: Primérné hodnoty koncentrace progesteronu v periferni krvi (ng/ml) v daném

Case po oSetieni v jednotlivych skupinach.

Skupina krav 0 0,5 1 2 4 8 24 48
K1 (F1) 3,72 4,52 3,50 3,48 3,78 2,50 3,24 3,20
K2 (500 pg) 3,40 3,10 1,90 2,95 1,90 2,05 1,17 1,07
P1 (5 pg) 370 | 316 | 272 | 344 | 280 | 253 | 364 | 249
P2 (25 pg) 3,08 3,30 1,88 3,54 2,36 2,65 1,65 2,23
P3 (50 Hg) 262 | 2,74 | 228 | 208 | 242 | 192 | 088 | 145
P4 (100 pg) 2,88 3,48 1,78 3,06 2,76 1,44 1,20 0,96

Zména koncentrace progesteronu byla srovnavana s hladinou v ¢ase 0. K vyznamnému poklesu
koncentrace progesteronu doslo ve skupinach K2 a P3 od casu 1, u skupiny P4 od ¢asu 8 a u
skupiny P2 od ¢asu 24 az do konce sledovani. Skupiny K1 a P1 se vzajemn¢ nelisi. Skupiny K2, P2
— P4 vykézaly niZsi koncentraci progesteronu nez skupiny K1 a P1.

Zavér

Studie prokazala piimy efekt ILT na morfologii zlutého téliska a na koncentraci progesteronu
v plazmé. Signifikantni efekt na velikost CL byl prokdzan u vSech davek cloprostenolu s vyjimkou
davky 5 ug. Signifikantni vliv na pokles koncentrace progesteronu byl prokazan u davky 25 pg a
vice. Nicmén¢ jako klinicky ucinna luteolyza miize byt posouzen stav az po aplikaci 100 ug
cloprostenolu, protoze za 48 h po ILT poklesla koncentrace progesteronu na uroven 1 ng/ml
plazmy, coz je Groven dosazend v tomto Case u skupiny oSetiené davkou 500 pg cloprostenolu
intramuskularné (obvykla v praxi pouZzivana davka). Koncentrace progesteronu 1 ng/ml plazmy je
rovnéz uznavana jako hranice funkcnosti zlutého téliska. NizS§i davky cloprostenolu podané

intralutedlné by tedy mohly byt povazovany za davky subluteolytické.

Hormony aplikované intrafolikularné (IFT) jsou G¢inné jiz v davce fadove desettisickrat nizsi nez
pii systémovém podani (3, 4). Davky cloprostenolu aplikované intralutealné v naSi studii jsou
uéinné v davce fadové 10x — 20x niz$i nez pii systémovém podani, tedy relativné podstatné vySsi
nez u IFT. Tento rozdil je pravdépodobné zpiisoben nemoznosti dosdhnout vSech nebo alespon
vétSiny bunék zlutého téliska. Zatimco po podani ucinné latky intrafolikularné se tato rozptyli ve
folikularni tekutiné a muze piejit do vSech bunék folikuldrni stény obklopujici dutinu folikulu,
lokalni aplikace cloprostenolu piimo zasihne jen ¢ast objemu lutedlni tkéang. Zluté télisko je sice

jednim z nejvice vaskularizovanych organt a vykazuje nejvyssi prutok krve na jednotku tkané v téle
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(6), nicmén¢ jen tézko se da odhadnout, jak velka Cast intralutedlné aplikovaného 1é¢iva se dostane
prostiednictvim lokalni cévni sité¢ z mista aplikace do celého objemu lutedlni tkdné€. Je mozné, Ze i
vlastni mechanika injekce mize ovlivnit vysledek. Naptiklad pouziti vétsiho objemu roztoku o nizsi
koncentraci nebo pomalejsi provedeni injekce za soucasného posuvu injekéni jehly mohou zptisobit
piimy kontakt aplikovaného léCiva s vét§im poctem lutealnich bunék a tim umoznit nebo urychlit
ucinek aplikovaného lé¢iva. To by mohlo byt cilem dalSich experimentti za pouziti riiznych objemu

aplikovanych preparatl a s uvedenou modifikaci aplika¢ni techniky.
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VyuZiti nového biomaterialu s nanovlakny k 1é¢bé defekti kostni tkané
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Oddelent chirurgie a ortopedie, Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterindarniho lékarstvi,
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno'
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Uvod

V disledku traumatickych poranéni kosti nebo nasledkem patologickych procestt mohou
vznikat 1 velmi rozsahlé defekty kostni tkané. Pro tispéSnou 1écbu téchto defekti je vedle vhodné
stabilni rigidni fixace postiZzené kosti nutné provest nahradu kostni hmoty k zachovani kontaktu
kostnich ploch (osteokondukce) a indukce procesu hojeni kostni tkané (sekundérni kostni hojent).
Taktéz mize byt pomérné rozsahly defekt v integrit¢ kostni tkané ziskan iatrogenné po vyjmuti
implantati po zhojeni fraktury®. V soudasné dobé je nejvice klinicky vyuzivanym mediem pro
vypli defektu kostni tkané ve veterinarni mediciné autogenni spongioézni nebo kortiko-spongidzni
kostni Stép. To ovSem vyzaduje zvySeni invazivity zakroku na strané pacienta a v piipadech
rozsahlych defektli neumoziiuje dostatené mnozstvi nahradni tkdné. Tuto problematiku pak fesi
synteticky vyrabéné kostni nahrady, které maji Casto charakter prefabrikovanych tvart vyrobenych
z B trikalciumfosfatu®. Nase piedchozi prace popisuji, obdobné jako uvadi dalsi literarni zdroje, i
dals$i moznosti biologické stimulace kostni tkan¢ k podpofe hojeni napf. v podobé
mezenchymalnich kmenovych bunék nebo daliich syntetickych materiali®*. Pro klinické praktické
vyuziti novych materidli pro vypln¢ defektd kostni tkdn€¢ je ovSem také nezanedbatelnym
pozadavkem snadna a jednoduchd aplikace. Takové pozadavky nejvice naplnuji gelové formy
preparati, jez se 1 s minimalnim piistupem daji injekéné aplikovat do defekth rtiznorodych tvart. V
nasi pfedchazejici studii jsme testovali podobny material z pohledu mechanické podpory kostni

tkané s velmi dobrymi vysledky®.
Material a metodika

U modelového zvifete — laboratorni potkan Wistar (n=20) byl v rdmci schvaleného
projektu pokusu v celkové anestezii proveden otevieny ptistup k distalni diafyze femuru. Pod
vizualni kontrolou byl vytvofen jeden pravidelny kruhovy defekt 1,5 mm v celé Siice distalni
diafyzy femuru totozné na obou panevnich koncetindch pokusného zvifete. Na levé koncetiné byl

defekt ponechan ke spontdnnimu vyhojeni (kontrolni defekt) a na pravé koncetiné byl tento defekt
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vyplnén injektazi kompozitem peptigelu s nanovlakny (experimentalni defekt). Po implantaci byl
proveden chirurgicky uzavér rany a medikace pokusnych zvitat (antibioticka clona, terapie bolesti).
Soubor experimentalnich zvitat byl pro dalsi sledovani rozdélen do ¢tyi sledovanych skupin (A, B,
C, D). Tyden po chirurgické implantaci byla prvni skupina pokusnych zvitat (sk. A; n =5) lege artis
utracena, bylo provedeno RTG vySetieni obou panevnich koncetin a odbér vzorku kosti z
kontrolniho i experimentalniho defektu k histologickému hodnoceni. DalSi skupiny pokusnych
zvitat byly obdobn¢ vyhodnoceny v obdobi 2, 4 a 6 tydnt po chirurgickém zakroku (sk. B, C, D;
n=5). Vzorky byly porovnany v ramci skupiny vzdy samostatné u jednoho pokusného zvifete

parovym zpusobem (parametricky t-Test pro parova data).
Vysledky

V histologickych fezech kontrolniho a experimentalniho defektu kostni tkan¢ byla sledovana
celularita/osteoblastické aktivita v novotvorené kostni tkdni v misté defektu (méfeno v zorném poli

pii velkém zvétSeni 400x) jako prumérny pocet bunék v celkem 10-ti zornych polich.

U skupiny A (1 tyden po operaci) a B (2 tydny po operaci — Obr. 1 a 2) je plocha
novotvorené kostni tkan¢ u experimentalniho defektu hustéji osidlena osteoblasty (primérny pocet
bunék v zorném poli pii zvétseni 400x u sk. A =212, resp. u sk. B =300) ve srovnani s kontrolnim
defektem (pramérny pocet bun€k v zorném poli pii zvétSeni 400x u sk. A =132, resp. u sk.

B = 176) (P<=0.01). Zaroven byla pozorovana proliferace perivaskularnich a endotelialnich bunék

cévnich anastomoz s depozici lamelarni kosti a tvorbou osteontl.
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Obr. 1: H|sto|og|cky preparat z mista neoSetfeného defektu Obr. 2: Hlstologlcky preparat z mista defektu distalniho femuru
distalniho femuru, KONTROLNI defekt, sk. B — 2 tydny po vyplnéného  kompozitem  peptigelu s nanovlakny,
vytvoreni defektu, barveni HE, zvétSeni 200x EXPERIMENTALNI defekt, sk. B — 2 tydny po vytvofeni

defektu, barveni HE, zvétSeni 200x
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U skupin C a D (4 a 6 tydnl po operaci) nebyly morfologicky pozorovany rozdily ve stavbé
kostni tkané a kostni dfené v misté defektu mezi experimentalnim a kontrolnim defektem. V misté
defektu v lokalizaci periostu byla u skupin C a D (kontrolni i experimentalni kostni defekt)
pozorovana depozice tramecCkl vlaknité kosti aktivovanymi periostdlnimi osteoblasty (obecna

reakce/proces hojeni v misté naruseni periostu).
Zavér

Vysledky ukazuji mirn¢ vyssi angiogenezi a celularitu v misté kostniho defektu s nartistem
novotvorené kostni tkan¢ a rychlejsi osidlovani lamelarnich kostnich struktur bunikami kostni dfené,
a to prevazné v Casnych fazich procesu hojeni (staii defektu 1-2 tydny). U experimentalnich i
kontrolnich skupin v pozd¢&jsi fazi hojeni (stati defektu 4-6 tydni) je morfologicky vzhled dalsiho
procesu hojeni a modelace kosti v misté defektu obdobny, tj. bez detekovatelnych morfologickych

rozdilu.

Tato intenzivnéjsi aktivita osidlovani osteoblasty, projevujici se v ¢asné fazi hojeni kostnich
defektli vyplnénych kompozitem peptigelu s nanovlakny, by za pfiznivych podminek mohla mit

vyrazny vliv na rychlost zhojeni zejména u rozsahlejSich kostnich defektt.
Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 140/2016/FVL.
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Vliv nedostatku Zeleza na ukazatele oxida¢niho stresu selat
Zdendk Fajt*, Jona§ Varihara®, Jan Vasek®, Martin Svoboda’, Zdenka Kazatelova®, Karolina
Pistkova?, Martin Hostovsky®, Jana Blahova®
Klinika chorob prezvykavcu a prasat, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a farmaceuticka
univerzita Brnol, Klinicka laborator pro velka zvirata, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni
a farmaceuticka univerzita Brno? Ustav ochrany zvifat a etologie, Fakulta veterindrni hygieny a
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Uvod

Anémie prasat z nedostatku Zeleza piedstavuje zavazny problém v chovech prasat. Pti¢inou
vzniku anémie jsou nedostateéné zasoby zeleza u selat po narozeni a nedostate¢ny piijem zeleza
zmléka (Egeli and Framstad 1998). Bez dotace Zeleza se u sajicich selat za 10 az 14 dni po
narozeni vyviji mikrocytarni hypochromni anémie. Z tohoto divodu je nutno podéavat zelezo
sajicim selatim vzdy formou piipravki obsahujicich Zelezo. Ionty Zeleza ovliviiuji bezpocet
zakladnich reakei nezbytnych pro Zivot. Nékteré aspekty vlivu nedostatku Zeleza na organizmus
selat jsou doposud maélo znamy. Pfedkladany projekt by mél navazovat na nase piedchozi
experimenty, ve kterych jsme se zaméfili na vyzkum vlivu nedostatku zeleza na imunitu selat a
funkci Stitne Zlazy, kde jsme mimo jiné zjistili, Ze u selat s deficitem Zeleza dochazi k vyraznému
poklesu hladin thyroidalnich hormonti v krevni plazmé (Fajt et al. 2016). Doposud neprobadanou
oblasti zstava vliv nedostatku Zeleza na oxidacni stres u selat a stupeii jejich antioxidacni ochrany,
coz bylo cilem i tohoto projektu. Poznatky ziskané z humanni mediciny a pokusu na laboratornich
potkanech jsou doposud rozporuplné. Nékteti autofi uvadéji, Ze nezjistili rozdil v peroxidaci lipida
u pacientl s nedostatkem Zeleza ve srovnani s kontrolni skupinou (Isler et al. 2002). Naproti tomu
jini autofi zaznamenali zvySenou oxida¢ni zatéz u pacientt s timto deficitem (Kumerova et al. 1998,
Aslan et al. 2006).

Material a metodika
Odebirané vzorky
Celkem bylo pouzito 20 selat ze dvou vrhii. Prvni (pokusné) skupiné 10 selat s deficitem zeleza
nebylo aplikovéano Zelezo az do veku 21 dni. Ve veku 21 dnil bylo témto selatim aplikovano zelezo
ve form¢ dextranu Zeleza v davce 200 mg i. m. Druhé (kontrolni) skupiné 10 selat bylo ve veku tii
dnti aplikovano 200 mg Fe i. m. ve form¢ dextranu Zeleza. Selata byla odstavena ve véku 28 dnt.

Vzorky na hematologické, biochemické a specifické antioxidacni vySetieni byly odebrany ve véku
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3, 21 a 35 dnu z vena cava cranialis. Hematologické vysetfeni zahrnovalo tyto parametry:
koncentrace hemoglobinu, pocet erytrocytii, hematokrit, pocet bilych krvinek, diferencialni pocet
bilych krvinek, MCV (sttedni objem erytrocytu), MCH (stfedni objem hemoglobinu) a MCHC
(stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech). Jako biomarkery poSkozeni biologickych
systétmit volnymi radikaly byly stanovovany produkty peroxidace lipidi (malondialdehyd) a
karbonylové derivaty proteinli slouzici jako markery oxidace proteinii. Biomarkery antioxidacni
ochrany zahrnuji enzymoveé systémy schopné odstranit ROS, kterymi jsou superoxid dismutdza
(SOD), katalaza (CAT) a glutathion peroxidaza (GPx). Dale byla stanovovana celkova antioxidacni
kapacita krevni plazmy (TAS). Biochemicka vySetieni zahrnovala stanoveni koncentrace Zeleza
v krevni plazmé a za tc¢elem komplexniho zhodnoceni stavu organizmu byly do analyz zahrnuty
dalSi biochemické parametry, tzn. aktivity ALP, ALT, AST, GMT, CK, LDH a koncentrace

kreatininu a mocoviny, glukézy, celkové bilkoviny a laktatu v krevni plazmeé.

Vysledky a Zavér
Mezi kontrolni a pokusnou skupinou byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v hematologickych
ukazatelich od prvniho do posledniho odbéru ve véku 35 dnech, kdy doslo k postupnemu
srovnavani mezi skupinami. Ve vybranych parametrech biochemického profilu jsme naopak
nezaznamenali rozdily na urovni statistické vyznamnosti ve vSech fazich pokusu, kromé
koncentrace Zeleza, ktera se liSila u obou sledovanych skupin, od 3. dne, ale nejvice 21. den po
narozeni, po aplikaci Zeleza pokusné skupiné (Obrazek 1.). Mezi vybranymi parametry oxida¢niho
stresu jsme zjistili statisticky vyznamné rozdily predevs§im v ukazatelich SOD a ceruloplazminu
(Obrazek 2. a 3.), které tak predstavuji nejpiinosnéjsi hodnoceni pokusu a potvrzuji domnénku vlivu

nedostatku Zeleza na antioxidac¢ni aktivitu selat.
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Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 111/2016/FVL.
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Uvod

Osli jsou velmi starym zvifecim druhem, jejichZ objeveni a popsani spojené s domestikaci se
datuje jiz nékdy kolem roku 4,5 tisic pt. Kr. (1,2). Osli byli a dnes stale jsou pfedevs§im v zemich
tietiho svéta vyuzivani jako prostiedek po transport nakladu (1). V zemich s lepSi ekonomickou
situaci se osel stal zdjmovym zvifetem, at’ uz jako mazlicek nebo jako objekt pro zvyseni atraktivity

agroturistického podnikani.

Ve sttedoevropském pojeti chovu oslit je pouze ojediné€lé, kdyz je osli hiebec soucasti stada
klisen a plemenitba tak probiha pfirozenym zptsobem. Stale ¢astéji jsou veterindrni Iékati zddani o
provedeni inseminace oslic drzenych bez piitomnosti hiebce. Roste tak poptavka po zajiSténi
Cerstvé nebo mrazené insemina¢ni davky osliho spermatu. Vzhledem ktomu, Ze v naSich
podminkach je rozvoj chovu oslii teprve v pocatcich, neni v oblasti reprodukce osli dostatek

zkuSenosti ani informaci.

Odbér ejakulatu spolu s umélou inseminaci jakozto techniky asistované reprodukce maji vsak i
dalekosahlejsi cile. Miizeme mezi né tadit naptiklad transport genetického materidlu na velkou
vzdalenost, ¢imz se snizuje riziko ptibuzenské plemenitby, uchovani genetického materialu cennych
a ohroZenych plemen, kontrola venerickych onemocnéni a dalsi (3). Pfinosem odbéru ejakulatu od
oslich hiebctl je 1 moznost laboratorniho andrologického vySetieni a diagnostika poruch plodnosti ¢i

nezabfezavani majici pivod na stran¢ samce.
Material a metodika
Pokusna zvirata

Do pokusu bylo pribé¢hu mésicti biezen az kvéten 2016 postupné zatazeno 5 dospélych oslich
hiebcli ve véku 4 az 16 let. Hiebci byli zaptijceni od soukromych chovatelt a pochazeli z prostiedi

sriznou reprodukéni minulosti (chovani bez ¢i v pritomnosti oslich klisen a s riznymi
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reprodukénimi zkuSenostmi). Pied zatazenim do studie a ani v jejim prubéhu u Zadného z hiebcu
nebyly pozorovany ptiznaky jakéhokoli onemocnéni. Béhem studie byli ustijeni i krmeni

individualné v boxech.
Odbér ejakulatu

Hiebci byli postupné seznamovéni s prostiedim odbérového mista. V prostiedi odbéru se
pohybovali na ohldvce a nauzdéni, vedeni z bezpecnostnich diivodli dvéma osetfovateli. Po navyku
na toto prostiedi, byla u nich stimulace sexualni aktivity opakované¢ ovéfovana pomoci pfitomnosti
fijici klisny, nefijici oslice, fijici oslice a navadéni na fantom pottisnény moci tijici oslice. Samice
byly ptivadény oSetfovatelkou, na ohldvce a podle potfeby sudidlem. Hiebcim byl umoznén

kontakt, jak v oblast hlavy, tak (u fijicich a svolnych samic) v oblasti zevnich pohlavnich organd.
Z&dny z uvedenych postupti nevyvolal u zadného z oslich hiebeti pohlavni reflexy.

Z toho divodu by postup modifikovan. Pied vlastnim odbérem byl hfebcim umoznén kratky (10
- 15 minut) pobyt s fijici klisnou na volno v bezpe¢ném a ohrazeném prostoru (v jezdecké hale).
Tento kontakt byl dostatecny ke stimulaci pohlavnich reflexii a vSichni hitebci byli nasledné Gspésné
odebrani po vzeskoku na fijici oslici a za pouziti umé¢lé pochvy (typ Missouri). Uméla pochva byla
pfipravena stejnym zpusobem, jako pro odbér hiebcl koni (pfiméfeny tlak, teplota 40 -42 °C,

lubrikace).
Zpracovani a posouzeni ejakulatu

Ziskany ejakuldt byl po ziskdni zhodnocen makroskopicky (objem, barva, pfimési),

mikroskopicky (motilita) a nasledné zméfena koncentrace spermii v ejakuladtu pomoci fotometru.
Mrazeni ejakulatu

Ptiprava ejakulatu na mrazenou inseminacni davku, spocivala v rozdéleni objemu spermatu do
sterilnich plastovych zkumavek ve stejnych dilech a odstiedéni. Po centrifugaci byla semenna
plazma odsata a zamrazena pro dalsi vySetieni, sedimentované spermie byly manudln¢é rozmichany

a rozfedény pomoci fedidla (Gent, Equine extender for semen freezing).

Natedéné semeno bylo manualné plnéno do pejet o objemu 0,5 ml, tyto nasledné presunuty na 2
hodiny od ¢asu fedéni do chladnic¢ky, poté vyjmuty respektive ulozeny do stojanu mrazici soustavy

a vlozeny do tekutého dusiku.

Rozmrazeni a hodnoceni zmrazené inseminacni davky
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Dévky byly rozmrazeny standartnim zptisobem ve vodni 1dzni (38°C) 25 sekund a byla vySetiena

motilitu a koncentrace spermii (Biirkerova komiirka).
Vysledky

Naplanovand metodika odbéru oslich hiebcti zcela selhala. Pro dosazeni sexudlni aktivity a
uspésného odbéru ejakuldtu bylo nutné metodiku modifikovat a umoznit oslim hiebcim
Vv dostateéné mife projevit jejich piirozené sexualni navyky. Odbér byl uskute¢nitelny az po

umoznéni volného kontaktu osliho hiebce s fijici oslici.

Od péti oslich hiebctt bylo ziskdno celkem 11 vzorkl ejakulati. Pocet provedenych odbéri
ejakulati u jednotlivych oslich hiebct a stanoveni objemu, koncentrace, motility a motility po

rozmrazeni je uveden v tabulce ¢. 1.

Tab ¢. 1.: Vyhodnoceni vzorkt ejakulatt

Jméno pokus | Objem Koncentrace (x | Motilita Motilita po rozmrazeni
htebee (ml) 10°) (%) (%)
Pepa 1 110 91 90 40
2 100 62 80 40
Relente 1 150 136 80 30
2 135 149 80 X
Drékula 1 X X X X
2 20 439 90 S)
Amoreto 1 300 136 60 10
2 200 171 80 X
3 120 202 90 35
Oskar 1 75 214 70 X
2 120 207 70 X
2 150 221 70 50
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Zavér

V pribéhu pokusu se vSechny naplanované varianty metodiky odbéru osliho hiebce ,,z ruky*
(hiebec i klisna ¢i oslice jsou drzeni a ovladani osetfovateli) ukézaly jako zcela nevhodné. Aby bylo
vilbec mozné ziskat ejakulat, muselo byt pfistoupeno k modifikaci metodiky. Pro usp&$né vyvolani
reflexu vysunuti pyje a erekce bylo nutné umoznit oslim hiebcim pobyt s fijici oslici ve volnosti (v
hale). Kazdému z naslednych odbéri ejakulatu pak vzdy ptredchazel ,ritual” pii kterém se osli
hiebec pomérné agresivnim zptisobem zakousnul oslici do tukového hiebene krku, naskocil na ni a
donutil ji nehybné stat a tak provétil ochotu samice se parit. To vSe bez prolapsu pyje a erekce.
Teprve poté, po chvilce relaxace, nastoupily pohlavni reflexy a hiebec jevil snahu o pafeni. V této
chvili byla oslice fixovana oSetfovatelem a hiebci bylo umoznéno na ni skocit. Ejakulat byl
odebiran vychylenim pyje a zavedenim do umélé pochvy. Pro snaz§i manipulovatelnost méla oslice
ocas omotany obinadlem a vyvazany mezi panevni koncetiny, aby se zabrdnilo nechténému
vniknuti pyje do pochvy oslice. Nami modifikovana metodika odbéru byla tspésna v 91,6% (pouze

1 neuspesny pokus ze 12).

Pfes pomérné vyrazny uspéch modifikované metodiky nebylo dosazeno splnéni vytyceného
cile, tedy sestaveni metodiky bézné pouzitelné v terénnich podminkéach. Pfesto prace piinesla

mnoho novych a dulezitych poznatkd, vyuzitelnych v dalSim badani v oblasti reprodukce osli.

Studie dale potvrdila, Ze nasledné zpracovani ejakulatu odebraného pomoci umélé pochvy lze
provadét obdobnym postupem jako pfi zpracovavani semene hiebcti koni. Tato pilotni studie
nastinila oblast dalSiho vyzkumu, tj. vzajemné zavislosti parametrti ziskaného ejakulatu a jeho

mrazitelnosti. Pro statistické zpracovani bude tieba ziskat a posoudit vét§i mnozstvi vzorkd.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 150/2016/FVL.
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Rozdiely v bakteridlnej mikrobiote trusu u koni zdravych a koni trpiacich hnackovym
ochorenim.
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Uvod

Mikrobioldgii gastrointestindlneho traktu u koni je v odbornej literatire venované len
malo pozornosti, ¢i uz sa jedna o kone zdravé, alebo trpiace ochorenim (Garrett 2002). Ochorenia,
ktoré postihuju gastrointestindlny systém si jednou z hlavnych pri¢in amrti koni a érevna
mikrofléra zohrdva pritom zrejme vyznamnu Glohu (Costa et al. 2015) Vyskyt hnackovych ochoreni
U hospitalizovanych koni je velkym problémom veterinarnych a referencnych klinik. Jedna sa
o0 potencionadlne komplikacie pacientov hospitalizovanych kvoli chirurgickym alebo inym
terapeutickym zadkrokom amézu zvySit morbiditu a mortalitu koni s gastrointestinalnymi
problémami alebo s inymi ochoreniami, ktoré nestvisia so zazivacim traktom. Bohuzial’, moze byt’
zlozité urcit’ presntl pricinu, ktord vyvola akutnu hnacku alebo kolitidu a vo vacsSine pripadov je
etiologické agens len predpokladané alebo vobec neur¢ené (Chapman 2009). Infekéné a neinfekéné
zapalové ochorenia gastrointestinalniho traktu, klinicky sa prejavujuce hnackou, su etiologicky
vel'mi variabilné a zahrnujt bakteridlnych, virovych, parazitarnych pévodcov, pieskovu enteropatiu,
dietetické chyby spojené s dismikrobiou alebo iatrogenne spdsobené kolitidy aplikdciou liec¢iv
(aplikacia nesteroidnych antiflogistik, antimikrobidlnych latok). Medzi najcastejSich bakterialnych
povodcov hnaciek u dospelych koni patri: Clostridium perfringens typ C, Clostridium difficile,
Salmonella spp., Ehrlichia risticii, Lawsonia intracellularis. Infekcie virového pdévodu su
reprezentované Rotavirusom a Coronavirusom. Cryptosporidium spp., Strongylus vulgaris,
Cyathostoma spp. st zastupcami parazitarnej etiologie a pri zvySenej infestacii mézu vyvolat
hnac¢ku (Uzal 2015). Clostridium difficile je gram-pozitivna spéry tvoriaca, striktne anaérobna
baktéria, ktord byva castou pri¢inou hnacky vyvolanej nazokomialnou infekciou. Kontaminacia
rezistentnymi sporami moze viest' k asymptomatickému nosicstvu alebo ku klinickym priznakom
miernej alebo zavaznej hnacky v niektorych pripadoch az k Zivotohrozujlcej psedomembrandznej
kolitide. U Tudi sa asymptomatické nosi¢stvo vyskytuje v 8% populécie a riziko rozvoja infekcie
Cl. difficile je u kolonizovanych pacientov signifikantne vysSie ako u pacientov bez kolonizéacie
touto baktériou (Janoir 2016).

Material a metodika
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Kultiva¢né vySetrenie: Vzorky trusu koni boli odoberané s pouzitim jednorazovej rukavice
zampula recti alebo ako cerstvy trus do jednorazovej sterilnej vzorkovnice. Jednorazova
vzorkovnica bola uplne naplnend aby sa zamedzilo oxidacii vzorky. V priebehu 1 hodiny od odberu
bola vzorka spracovana v mikrobiologickom laboratériu. Zamrazené vzorky boli pévodne odobrané
vroku 2015 za inym ucelom vySetrenia a kaZzdd vzorka bola ana partes aequales zmieSana
a homogenizovana v pufrovanom fyziologickom roztoku s 10 % glycerinu a zmrazena na -20 °C.
Salmonella spp.:  Skratene, 25 g vzorky trusu koni sklinickym priznakom hnacky bolo
predmnozene v 225 ml pufrovanej peptonovej vode (Oxoid, VB) pri 37°C 18-24 hodin, nasledne
bolo 100 pl oc¢kovanych do stredu Petriho misky modifikovanym polotuhym médiom podla
Rappaport-Vassiliadisa, v ktorom bola vzorka selektivne pomnoZena pri 41,5°C +0,5°C do druhého
dna. Vzorky, ktoré vytvorili okolo inokula halo efekt, boli subkultivovaneé na agar s xyl6zou,
lyzinom a dezoxycholatom sodnym (XLDA) (Oxoid, VB). Clostridium difficile: spory Cl. difficile v
truse koni boli preukazované uz davnejSie popisanym postupom (Blanco a kol., 2013). PribliZzne
0,5 g vzorky trusu bolo pomnozenej v5 ml bujonu s cykloserinom, cefoxitinom, frukt6zou
a taurocholatom sodnym v anaerébnom boxe (Concept 300, Ruskin, VB) po dobu 2 az 3 tyzdiov.
Nasledne sa 1 ml pomnoZenej vzorky zmieSal s 1 ml koncentrovaného etanolu a vzorka sa nechala
preparovat’ 30 min. pri laboratérnej teplote za ob¢asného pretrepania. Nasledne sa vzorka odstredila
(1520 x g po dobu 10 minut). Ziskany sediment bol tampénom kultivovany na selektivny agar
ChromiD ™ cC. difficile (Biomerieux, Francie). Suspektné kolénie boli subkultivované na
anaerobny krvny agar a ziskané Cisté subkultiry boli nasledne identifikované hmotnostnou
spektrometriou na zariadeni MALDI TOF Biotyper (Bruker, Némecko). Metédou PCR bola
konfirmovana druhova identifikicia a preukazovanad pritomnost’ génov kodujlcich toxin TcdA
(enterotoxin), toxin TcdB (cytotoxin) a binarneho toxinu CDT. Clostridium perfringens: Vzorky
trusu koni s priznakom hnacky boli priamo kultivované na anaerdébny krvny agar a inkubované pri
37°C 18-24 hodin za anaerobych podmienok. Morfologicky typické koldnie boli identifikované
hmotnostnou spektrometriou na zariadeni MALDI TOF Biotyper (Bruker, Nemecko).

ZloZenie mikrobiomu (bude uskuto¢nené): Na zaklade klinického a laboratorneho vySetrenia
pacientov, ktori boli sledovani v priebehu rieSenia projektu, boli vybrané vhodné vzorky trusu na
stanovenia zlozenia mikrobiomu. Zo vzoriek trusu bude extrahovand DNAkomercnou supravou
QlAamp DNA stool minikit. Metédou PCR budu amplifikované gény variabilnych oblasti V3/V4
génov pre 16S rRNA s vyuzitim KAPA Taq HotStart PCR kit (Kapa Biosystems). Na indexovanie
produktov  PCR bude pouzity podla pokynov vyrobcu Nextera XT index kit (Illumina).
Sekvenovanie bude uskuto¢nené s vyuzitim sUpravy MiSeq reagent kit v3 a zariadenie MISEQ
2000 (Hllumina).
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Vysledky

V priebehu rieSenia projektu bolo vy3etrenych 35 koni hospitalizovanych na Klinike chorob
koni VFU Brno. Sucasne boli odobrané stery z prostredia Kliniky chorob koni v celkovom pocte 10
kusov. Dalej bolo vysetrenych 178 zamrazenych vzoriek trusu koni odobranych v roku 2015 za
ucelom izolacie Escherichia coli produkujucich betalaktamazy Sirokého spektra. Z tychto dlhodobo
mrazenych vzoriek 25 pochadzalo od pacientov Kliniky chorob koni VFU Brno, 15 od pacientov
Kliniky Hefmaniv Mé&stec a zvySnych 138 vzoriek pochadzalo od koni oSetrenych veterinarnymi
lekarmi u majitel’a, pri Sportovych akciach a v jazdeckych oddieloch. Kultivaénym vySetrenim trusu
35 koni hospitalizovanych na Klinike chorob koni VFU Brno sa nepodarilo preukazat’ vylu¢ovanie
Salmonella spp. a Cl. perfringens. Vysledky kultivacie tychto vzoriek zamerané na dokaz ClI.
difficile su dokumentované v tabulke ¢. 1. Hromadny odber vzoriek bol vykonany v troch
terminoch. Pri prvom odbere vzoriek trusu boli 3 kone zo 7 pozitivne, pri druhom odbere 8 vzoriek
Ziadny CI. difficile nevylucoval. Pri trefom odbere vzoriek bolo 11 koni z 19 vySetrenych
pozitivnych. Nakoniec jedna samostatne odoberana vzorka bola pozitivna. Z 15 ziskanych izolatov
Cl. difficile bolo 12 vybavenych génmi kddujacimi obidva alebo len jeden z toxinov AaB. V 10
vzorkach z prostredia kliniky nebolo CI. difficile zistené. VySetrenim 178 zamrazenych vzoriek
bolo CI. difficile preukazané v 4 (2, 25 %) z nich. Dva toxinogénne izolaty (TcdA+TcdB+CDT-)
pochéadzali z kliniky Hefmantiv Méstec, jeden toxinogénny (TcdA+TcdB+CDT-) a jeden na toxiny
negativny izolat boli zistené ukoni lieCenych antibiotikami. Vztah nalezu Cl. difficile ku
klinickému nalezu hnacky je potrebné posudit’ s ohladom na pritomnost génov kodujucich
prisludné toxiny. Odobrané vzorky trusu na Klinike chorob koni, od zdravych akoni trpiacich
hna¢kovym ochorenim nepreukazali ziadneho Specifického patogénneho Ccinitela, nakolko CI.

difficile bolo izolované aj v truse zdravych koni a koni bez priznakov hnac¢ky.

Tabul’ka ¢.1. Zachyt Cl. difficile v truse koni hospitalizovanych na KCHK VFU Brno
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Klinick Celkowy Klinic
| & &islo/ , o vy ATB Ky
Pacien meno Nalez Hospitaliz | zdravotny stav/ terapia rizna
t . Cl. difficile | écia (dni) dovod P P
pacient hospitalizacie K
a hnacky
160777 | +(TcdA+TcdB
1. 1 TFK/ sepsa - +
+CDT-)
160749 | +(TcdA+TcdB
2. 0 Bez alteracii - -
-CDT+)
160702 | +(TcdA+TcdB PNC+GMC
3. 17 CHz -
-CDT+) /TS
Gabra | +(TcdA+TcdB )
4. 0 Bez alteracii - -
+CDT-)
160731 | +(TcdA+TcdB
5. 29 CHz - -
-CDT+)
160737 | +(TcdA+TcdB
6. 7 CHz TS -
-CDTH+)
Princ | +(TcdA+TcdB )
7. 0 Bez alteracii - -
-CDT+)
Rastafa | +(TcdA+TcdB o
8. 0 Bez alteracii - -
-CDTH+)
160743 | +(TcdA+TcdB
9. 11 CHz TS -
-CDT+)
160719 | +(TcdA+TcdB PNC+GMC
10. 15 K +
+CDT-) +M
160747 | +(TcdA+TcdB
11. 9 CHz TS -
-CDTH+)
160738 | +(TcdA+TcdB
12. 39 CHz PNC -
-CDT+)
160563 + (TcdA- PNC+GMC
13. 11 CHz +
TcdB-CDT-) I'M
160514 + (TcdA- PNC+GMC
14, 15 CHZz -
TcdB-CDT-) /TS
160321 + (TcdA-
15. 63 CHz ENRO -
TcdB-CDT-)
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EK: enterokolidida; CHZ: chirurgicky zékrok ( kone prijaté za icelom planovaného alebo akttneho
chirurgického zakroku bez klinického priznaku hnacky); TFK: tyflokolitida; K: kolitida; ENRO:
enrofloxacin, GMC: gentamicin, M: metronidazol, PNC: benzylpenicilin, TS: trimetoprim a

sulfadiazin

Iny Specificky infekény (bakteridlny) agens spdsobujuci hnacky u koni nebol preukazany.
Z celkového poctu koni a vySetrenych vzoriek trusu bolo 48,39 % pozitivnych na zachyt CI.
difficile, z ktorych len u20% koni sa vyskytol klinicky priznak hnacky. Diagnoza tyflokolitidy,
kolitidy a enterokolitidy bola stanovena na zaklade klinického obrazu pacienta (klinické priznaky:
hnacka, endotoxémia), ultrasonografického vySetrenia, hematologického a biochemickeho
vySetrenia krvi, stanovenia sérového amyloidu, vyli¢enia hnacky spoOsobenej parazitirnou

infestaciou alebo neinfekénymi agens.

Zaver

Kultivacné vySetrenie trusu 35 koni hospitalizovanych na Klinike chorob koni VFU Brno
nepreukazalo vylucovanie Salmonella spp. aCl. perfringens, ¢o zodpoveda vysledkom
kultiva¢nych vysetreni dlhodobo dokumentovanych na KCHK VFU Brno.
V tomto projekte bola prvy krat uskuto¢nena cielena depistaz vyskytu vyluc¢ovania Cl. difficile
medzi pacientami KCHK VFU Brno avsubore 178 koni rézneho p6vodu s dokumentovanou
anamnézou. NaSe vysledky potvrdili starSie Gdaje o zachytoch CI. difficile u koni v suvislosti
s hospitalizaciou a predchadzajucou antibiotickou terapiou. Asociacia vyskytu CI. difficile
a vyskytu hnacky bola skor vynimocna. Bolo by vysoko Ziadice pokracovat’ v sledovani tohto
agens s ohl'adom na zabezpecenie prevencie vzniku pripadnych nozokomidlnych infekcii tohto
typu. RieSenie projektu umoznilo predbezny vyber vzoriek trusu koni vhodnych na stanovenie

mikrobiomu.

Tato praca bola financovana grantom IGA VFU Brno 131/2016/FVL.
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Uvod

Infekéni nemoci obojzivelnikit hraji vyznamnou roli v ubytku biodiverzity této skupiny
obratlovct. Nejvetsi vyznam maji houbové patogeny Batrachochytrium
dendrobatidis, B. salamandrivorans (Martel et al. 2014) a DNA viry ze skupiny ranavira (Price
et al. 2014). B. dendrobatidis ma globalni rozsifeni a pravdépodobné stoji za vyhynutim vice nez
150 druhd zab. B.salamandrivorans byla nedavno zavleCena do Evropy pravdépodobné
obchodem sasijskymi ocasatymi Celedi Salamandridac a zpUsobila vyhynuti mloku
v Nizozemsku, Gspé€$né se $ifi na nova izemi a ma potencial redukovat populace ocasatych
Vv celé Evropé (Martel et al. 2014; Spitzen-van der Sluijs et al. 2016). Ranaviry jsou schopné
infikovat druhy napfi¢ tiidami obratlovct a jejich virulentni linie pak muzou pusobit rozvrat
celych spolecenstev obojzivelnikii a plazii (Price et al. 2014). V oblasti stiedni a vychodni
Evropy je rozsifeni vSech tii zminénych patogenti dosud nedostatecné prozkoumané a o
piipadnych dopadech na populace a pruibéh onemocnéni u volné zijicich druhii existuje minimum
informaci (Balaz et al. 2014). V piipadé ohrozeni populace $ificim se onemocnénim je jednim
Z moznych ochranatskych krokt je zaloZeni zachranného chovu, kde je ¢ast populace drzena v
karanténg, piipadné lé¢ena (Mendelson et al. 2006). V Ceské republice jsou piechodné v zajeti
chovany druhy chranénych obojzivelnik v Herpetologické stanici firmy NaturaServis.
ObojZivelnici v téchto chovech jsou ptivodem z volné pfirody a do zajeti jsou odchyceny v ramci
zachrannych transferti. Takova situace umoznuje sledovat infekéni status dané populace a prubéh
onemocnéni u jedinct infikovanych v pfirozenych podminkéach. Projekt se vénoval dvéma
otazkam ve vyzkumu nemoci obojzivelnikii. Prvnim cilem bylo potvrdit vyskyt cilovych
patogenti v zemich stfedni a vychodni Evropy, kde jim byla dosud vénovana minimalni
pozornost. Druhym cilem bylo sledovat vyvoj infekce u obojzivelnikt v zajeti a pokusit se
kultivovat symbiotické bakterie, které maji inhibi¢ni Gc¢inky na B. dendrobatidis.
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Material

Ptehled vzorkii pouzitych pro mapovani vyskytu cilovych patogenti:

Zem¢ Pocet | Pocet | Pocet lokalit Testované patogeny
vzorkl | druhti
Cesko 53 3 NA — jedinci Ranavirus
z chovi CR

Polsko 375 8 13 B. dendrobatidis, B. salamandrivorans,
Ranavirus

Bélorusko 569 4 27 B. dendrobatidis, B. salamandrivorans,
Ranavirus

Chorvatsko | 64 3 5 B. dendrobatidis, B. salamandrivorans,
Ranavirus

Cerna Hora | 184 6 6 B. dendrobatidis, B. salamandrivorans,
Ranavirus

K sledovani vyvoje infekce u obojzivelnikii v zajeti bylo pouzito 30 jedinct Triturus carnifex
(15poz, 15 neg) a 60 jedinci Bombina bombina (40 poz., 20 neg). Jedinci byli drzeni ve dvou
typech prostiedi, které¢ se liSily v mife zastinéni chovnych nadob. Prob¢hla tfi opakovana
vzorkovani s odstupem 2 tydni.
Metodika

Vzorky pro ucely mapovani vyskytu cilovych patogenti byly odebirany nékolika zptsoby. Pro
detekci B. dendrobatidis a B. salamandrivorans byly odebirany kozni stéry pomoci tampont
MW 100 (Medical Wire). Vzorky jater pro detekci ranaviru, byly ptivodem z uhynulych jedinct
ziskanych z chovili, nebo nalezenych v pfirodé. Detekce cilovych patogenti byla provedena
pomoci real-time qPCR na ptistrojich Roche Light Cycler 480 a BioRad Mini Opticon. Stérové
vzorky pro detekci B. dendrobatidis a B. salamandrivorans byly analyzovany pomoci duplexové
qPCR (Blooi et al. 2013). Pro prikaz ranaviru byla pouzita dosud nepublikovana qPCR vyvinuta
na Institute of Zoology, ZSL London. V piipad¢ pozitivnich nalezd ranaviru byl vzorek nasledné
odeslan do laboratofe 1oZ a tam genotypizovan. Odbéry bakterii byly provedeny z obojzivelnikl
v zajeti zapojenych v sledovani vyvoje infekce B. dendrobatidis. Bakterie byly kultivovany na

R2A agaru a nasledné pouzité v inhibi¢nich testech s kulturou B. dendrobatidis.
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Vysledky
V ramci mapovani cilovych patogeni jsme rozsifili znamé arealy B. dendrobatidis a ranaviru o
Bélorusko a Polsko. Z polskych vzorkl pochazi zachyt ranaviru ve smiSené populaci Pelophylax
lessonae a Pelophylax esculentus, ktera je zaroven pozitivni na B. dendrobatidis. Tato populace
vykazuje snizenou velikost jedinci, klinicky nemocna zvitata a pokles v pocetnosti. Detekovany
ranavirus patii dle sekvenc¢nich dat do nedavno popsané linie CMTV, ktera pisobi v zapadni
Evropé populacni poklesy u nekolika druhli obojzivelnikli a pravdépodobné se §ifi (Price et al.
2014). Piestoze jsme méli k dispozici relativné velky soubor vzorkl z uhynulych jedincii rodu
Pelophylax z Ceska, neprokazali jsme vyskyt ranaviru na nasem tzemi. Vysledky analyz
z Balkdnu potvrzuji vyskyt B. dendrobatidis v této oblasti, ranavirus jsme zde ale takeé
nedetekovali. Zadny z analyzovanych vzorkii nebyl pozitivni na B. salamandrivorans. Nejéastgji
infikovanou skupinou obojzivelnikil v ptipadé B. dendrobatidis a ranaviru byli skokani rodu
Pelophylax. Infekce B. dendrobatidis u ptirodné nakazenych Triturus carnifex a Bombina
bombina byla v prubéhu sledovani potlacena u vSech sledovanych jedincu. Kvuli metodickym
potizim se ale nepovedlo vykultivovat symbiotické bakterie, které by prokazateln¢ inhibovaly
rast B. dendrobatidis.
Zavér

Vysledky projektu potvrzuji piedpoklad o plosném rozsiteni B. dendrobatidis v Evropé.
Sledovéani vyvoje infekce u Triturus cristatus a Bombina bombina zaroven prokazalo, Ze alespon
tyto dva druhy jsou schopné se infekce zbavit bez lidskych zasahl. Vyskyt ranaviru je dle naSich
vysledkit mnohem vzéacnéjsi, nez jsme predpokladali. Situace kdy v jedné polské lokalité zaroven
pusobi dva patogeny, mélo pozorovatelné dopady na zdravotni stav populace a vedlo ke
klinickym projevim onemocnéni. Jako stéZejnym taxonem pro vyzkum novych nemoci
obojzivelnikiv Evropé se v nasem piipad¢ prokazal rod Pelophylax. To, Ze jsme v prib¢hu
projektu nezaznamenali vyskyt B. salamandrivorans potvrzuje piedpoklad, Ze se jedna o teprve

nedavno introdukovany patogen, ktery se v Evropé teprve zacina Sifit.

Dékujeme za spolupraci kolegiim: Marie Dolezalkova, Ustav Zivo¢iiné fyziologie a genetiky AV
CR, v. v. i.; Jelena Kulikova, Belarusian Academy of Sciences, Belarus; Dragica Salamon, Hyla,
Croatia; Krzysztof Kolenda, University of Wroclaw, Poland; Stephen Price, Institute of Zoology,

Zoological Society of London, United Kingdom.
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Uvod

V poslednich letech vzrista v CR snaha o zachranu poranénych volné Zijicich Zivo¢ichtl. Stres
muze v téchto ptipadech vést ke zhorSeni zdravotniho stavu konkrétniho jedince a to v disledku
napf. rozvoje oportunnich infekei. Z hlediska procentualniho ptedstavuji dravci a sovy
vyznamnou ¢ast pacientll zachrannych center. Primarnim cilem zachrannych stanic pro poranéna
zvitata je zpétné vypusténi zvirat do volné ptirody. Pro efektivni terapii je velmi dilezité spravné
posoudit aktudlni zdravotni stav zvifete pii pfijmu, aby mohla byt provedena adekvatni terapie
(Samour, 2008). Vramci tohoto vySetifeni lze povazovat za optimalni kombinaci
hematologického, biochemického a parazitologického vysetfeni (Tully, 2000; Atkinson, 2008).
Rovnéz pred vypusténim je vhodné zkontrolovat stav kazdého jedince stejnym zptsobem.

Cilem projektu bylo posouzeni vysledkii vySetfeni ve vztahu k charakteru poranéni, délce drzeni
Vv zajeti a druhu dravce nebo sovy. Dil¢i cile byly: stanoveni biochemickych a hematologickych
parametrii u dravcu a sov, provedeni a zhodnoceni parazitologického vysetteni.

Material a metodika

Ve spolupraci se zachrannymi stanicemi pro poranéné zivo€ichy byl proveden odbér vzorka krve
pro hematologické a biochemické vySetfeni a vzorkil trusu pro parazitologické vysetieni, aby
bylo mozné posoudit vliv konkrétniho zdravotniho problému na krevni parametry. Krev byla
ptac¢im pacientim odebirana z vena cutanea ulnaris nebo z vena jugularis. Biochemické hodnoty
krve byly zpracovany pienosnym biochemickym analyzatorem VetScaniSTAT 1 a Abaxis (USA)
a z ¢asti vzorku bylo provedeno standardni hematologické vysetfeni. Parazitologické vySetieni
zahrnovalo koprologické vySetieni, konkrétné flotatni metodu. Vzhledem k tomu, Ze u nékterych
druhtt neni mozné rozlisit pohlavi na zakladé pohlavniho dimorfismu, bylo pohlavi stanoveno

s vyuzitim metody PCR.
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Vysledky
Hodnoty biochemickych parametri byly rozdéleny do dvou skupin, a to do skupiny
klinicky zdravych zvifat a do skupiny klinicky nemocnych. V rdmci téchto dvou skupin byly
rozdéleny dale do souboru dle ¢eledi (Accipitridae, Falconidae a Strigidae). Vysettenych bylo
celkem 82 vzorku. Z Celedi Accipitridae to bylo 21, z toho klinicky nemocnych 6. Z &eledi
Falconidae bylo vySetteno 41 vorkd, z toho klinicky nemocni byli 4 jedinci (Tab. ¢. 1) a z ¢eledi

Strigidae 20 vzorku, z toho klinicky nemocni byli 4 jedinci.

N Falco
Parametr prumerna Falco Falco Falco rusticolus x
hodnota = SO | tinnunculus | tinnunculus | tinnunculus Falco

1.6.2016 1. | 5.8.2016 1. | 14.6.2016 1. cherrug

ASTpkat/L 0,73|-| 1,53 1,1
CK pkat/L 6,65|-| 17,62
UA pmol/L 142,90 | - | 505,91
GLUmmol/L | 1512|-] 19,67
CAmmol/L 2,05(-| 2,43
PHOSmmol/L| 0,38|-| 1,27
TP g/L 26,67|-| 3549
ALB g/L 17,35[-| 29,10
GLOB g/L 2,11(-] 1111

Nammol/L 145,68

152,32

Kmmol/L 3,40

4,80

Clmmol/L 112,95]-1120,24

Tabulka ¢. 1. Porovnani skupiny klinicky nemocnych jedinci s hodnotami rozptylu
Kklinicky zdravych zviiat v testované skupiné (Falconidae)

U skupiny druhu Falco peregrinus o poc¢tu dvaceti jedinci byly porovnany vybrané

biochemické parametry se zahranicni studii zabyvajici se stanovenim referencnich hodnot

biochemickych parametrii u sokolt st¢hovavych (Lumeij 2007).
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pramér = SO pramér = SO
Parametr (Falconidae) Parametr (Falconidae)

(Lumeij 2007) vzorek 1. - 41,
Glukéza (mmol/l) 189+1,7 Glukéza (mmol/l) 17,39 + 2,28
Kyselina mocova
(umol/l) 606 + 467 | Kyselina mocova (ukat/l) | 324,41 + 181,51
Na (mmol/l) 159 + 6,6 Na (mmol/I) 150,35 + 4,44
Cl (mmol/l) 125+ 10,5 |CI (mmol/l) 116,59 + 3,64
Ca (mmol/l) 2,17+0,18 |Ca (mmol/l) 2,24 +0,19
P (mmol/l) 1,00+ 0,34 | P (mmol/l) 0,82 +0,44
Celkovy protein (g/l) 29,6 +4,9 | Celkovy protein (g/l) 31,08 + 4,41
Albumin (g/l) 17,0+2,8 | Albumin (g/l) 23,22 + 5,87
AST (U/l) 51+ 25 AST (pkat/l) 1,13 + 0,40

Tabulka €. 2. Porovnani referencénich hodnot vybranych biochemickych parametri
(Lumeij 2007) s nami ziskanymi hodnotami u druhu Falco peregrinus

Parazitologickému vysetfeni bylo podrobeno celkem 82 vzorku, z toho bylo pozitivnich
31 jedincd, tj. 25,42% zcelkového poctu. Zastoupené byly rody Eimeria, Capillaria,
Porrocaecum a druh Syngamus trachea (graf ¢. 1). U Sesti jedinci z ¢eledi Accipitridae a
Falconidae byla prokazana kombinovana invaze vicero druhy paraziti. OSetfovatelim byla
nasledné¢ po vySetieni odeslana zprava o parazitologickém vySetieni, kde byli sezndmeni

s vysledky vySetfeni a v ptipade potieby jim bylo doporuceno podani vhodnych antiparazitik.

Prevalence endoparazitli ve viech celedich
(accipitridae, falconidae a strigidae).

& Eimeria spp. Graf ¢&. 1. Prevalence
H Capillaria spp. endoparazitu
i Syngamus trachea v testované skupiné

M Porrocaecum spp.

i negativni vzorky

U druhti, u kterych nebylo mozné urcit pohlavi pomoci standardnich neinvazivnich
postupt, bylo pohlavi uréeno pomoci metody PCR. Celkem bylo takto uréeno pohlavi u Ctyt
druht dravct (Falco biarmicus, Falco cherrug, Accipiter gentilis, Buteo buteo) a dva druhy sov
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(Tyto alba, Asio otus). Byly pouzity primery P2 + P8, P2 + NP, P2 + NP + MP a 2550F + 2718R.
U primerti 2550F + 2718R byla pozorovéana vyssi presnost.
Zavér

Porovnanim biochemickych hodnot ziskanych vySetfenim souboru klinicky zdravych a
nemocnych jedinct jsme zjistili, Ze se hodnoty nemocnych zvifat statisticky vyznamné lisily
V podstaté u vétSiny sledovanych parametrti, a to u vSech celedi, od stanoveného rozmezi hodnot
biochemickych parametra skupiny zdravych jedinct. Zejména jsme zjistili rozdily v hodnotéch
albuminu, globulinu, kreatinkinazy, Cl a hemoglobinu. Lze také predpokladat, ze pokud bude do
budoucna navySen pocet zdravych zvifat, dojde ke zpfesnéni referencniho rozmezi. Pii
porovnani referen¢nich hodnot vybranych biochemickych parametri u sokola st¢hovavého, které
publikoval Lumeij (2007), s nasi skupinou téhoz druhu C¢itajici 20 jedinci (tab. ¢. 2), jsme na
zaklad¢ statistické analyzy dospéli k zavéru, Zze se tyto vysledky vzdjemné statisticky nelisi.
Parazitologickemu vysetieni bylo podrobeno celkem 82 vzorkd, z toho bylo pozitivnich 31
jedinc. Nejcastéji se objevovaly rody Capillaria, Eimeria, Syngamus a Porroceacum.
Osetfovatelim byla dorucena zprava o parazitologickém statutu a doporucena ptipadna vhodna
antiparazitarni terapie. U druht, u kterych nebylo mozné urcit pohlavi pomoci standardnich
neinvazivnich postupti, bylo provedeno urceni pohlavi pomoci metody PCR. Jako nejucinnéjsi se
jevi pouziti primert 2550F + 2718R, a to také u fadu Strigiformes.
Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 230/2016/FVHE.
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Salt reduction in sushi meal

Dordevi¢ Dani®, Buchtova Hanal, Macharackova Blanka?, Abdullah Fouad A. A'
Department of Meat Hygiene and Ecology, Faculty of Veterinary Hygiene and Ecology,
University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno, Czech Republic
Department of Gastronomy, Faculty of Veterinary Hygiene and Ecology, University of
Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno, Czech Republic
Introduction
The number of meals belonging to the group of so called “nontraditional meals” is getting lower
due to globalization. Sushi meal is probably the best example of globalization influence on meal
spreading and acceptance in countries where it was totally unknown meal only a few decades
ago. Sushi meal is already represented as worldwide known global brand. Therefore, the
manipulation with sushi meal and making it more functional meal can certainly affect broad
numbers of consumers. Sodium reduction in food is the subject of many studies. Salt substitutes
are used for fulfilling this task, though they should not disturb sensory characteristics of meal,
especially saltiness, which highly influence meal acceptance and purchase (Liem et al., 2011;
Czarniecka-Skubina and Nowak, 2014). Products based on regular sodium chloride (NaCl) are
getting more present on the market since their technology allows retaining meal original sensory
characteristics. Soda-Lo is the product produced from regular NaCl crystals which are expanded
to smaller particles with lower density (Guinard et al., 2016). The aim of the study was to
evaluate how the usage of salt substitutes in sushi preparation influences its salt/sodium content

and sensory properties.

Material and methods

The study was carried out in two parallel stages: i) salt/sodium determination in sushi samples;
il) sensory evaluation of sushi samples. Sensory evaluation same as salt/sodium determination
were carried out on two sushi types: nigiri (n=1180) and maki (n=1180). Nigiri and maki sushi
samples were prepared with three seafood types: salmon (Salmo salar), tuna (Thunnus
albacares) and shrimp (Pleoticus muelleri). Salmon and tuna were included as raw pieces in
sushi preparation but shrimp samples were cooked before sushi preparation. Sushi rice was
prepared in 5 different batches; salt types and concentrations were changed. The first and fifth

batches were prepared without salt and with 3% sodium chloride (NaCl), respectively. They
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served as control samples for other three batches: 2% NaCl, Mary (potassium chloride: KCI) and
Soda-Lo.
The study included following physico-chemical analysis: water activity, pH, salt content
determination according to Volhard (CSN ISO 1841-1:1999) and sodium content determination
was carried out using ContrAA 700 high resolution —continuum source atomic absorption
spectrometer (Analytik Jena AG, Jena, Germany).
In the study were included 40 panelists that evaluated sensory characteristics of sushi samples.
Sushi samples were sensory evaluated in the laboratory equipped in the way that meets
requirements of standard 1SO 8589:2008. The protocol used for the sensory evaluation was
composed of two parts. In the first part panelists determined saltiness of samples by comparison
with control samples (I control sample: sushi prepared without salt; Il control sample: sushi
prepared with 3% NaCl), and in the second part they assessed following parameters: bitterness,
juiciness, consistency, smell and appearance. Statistical significance at p<0.05 was evaluated by
one-way ANOVA analysis of variance, and post hoc Tukey test for finding differences within
groups. SPSS 20 statistical software (IBM Corporation, Armonk, USA) was used.

Results
Values of pH in sushi samples ranged from 4.06+0.15 (maki tuna prepared with 2% NaCl) to
5.41+0.12 (maki shrimp prepared with 2% NaCl). Water activity was very similar in all sushi
samples and ranged from 0.94+0.01 to 0.96+0.01. Results of sensory characteristics and
salt/sodium contents of investigated sushi samples are shown in Tables 1-2 and Figures 1-4.

Table 1. Saltiness of sushi samples expressed by respondents’ comparison with sushi samples
prepared without salt and 3% salt content in rice

Salt types
Soda-lo Mary 2% NacCl
Nigiri salmon 45.24+24.05 56.99+74.91 54.62+22.03
Nigiri tuna  56.20+16.82 49.59+17.47° 61.11+15.75%
Nigiri shrimp  71.94+94.13 53.28+19.21 59.83+18.79
Maki salmon  47.05+20.78 49.28+19.62 49.47+18.43
Maki tuna  53.83%£18.35 49.48+19.34 59.22+18.57
Maki shrimp  54.88+20.36 56.04+18.64 62.49+16.95

*different lowercase letters (a, b) indicate significant statistical (p<0.05) difference between
sushi samples prepared with different salts
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Table 2. Organoleptic characteristics of nigiri and maki sushi prepared with different salt types
and concentrations

Nigiri salmon
Without salt 2% NaCl Mary Soda-Lo 3% NacCl

Bitterness  15.60+22.61 12.17+17.94 25.04+29.09 13.80+20.83  16.43+24.05
Juiciness  17.75%17.24 15.45+16.94 18.36%£19.94 18.42+17.35  17.07+£20.05
Consistency 16.40+14.94 15.03+16.09 16.83+17.89 17.70+17.56  19.27+22.34
Smell 50.81+33.60 47.31+29.33 49.38+22.13 47.88+25.12  50.56%30.09
Appearance 8.63+11.30  3.56+5.97 6.25+8.82 0.25+12.13 12.13+17.05

Nigiri tuna
Bitterness  14.73+16.99 15.96+23.96 28.18+29.51 15.43+21.67  15.68+20.54
Juiciness  18.05+14.90 12.54+11.69 14.55+13.24 16.39+£15.53 18.52+16.73
Consistency 14.52+14.87 11.80+10.43 14.39+12.16 14.04+£11.75 17.09£17.16
Smell 40.44+24.52 57.75+17.03 48.38+25.32 57.13+21.31  57.50+18.12
Appearance 13.63+19.82 23.88+21.74 14.63+13.14 15.19+22.85 11.00+11.15
Nigiri shrimp

Bitterness  16.98+22.35 16.79+23.44 28.60+32.02 20.04+26.83  16.35%+23.35
Juiciness  15.89+14.37 11.71+11.58 14.54+11.83 11.26+£10.93 11.03£10.09
Consistency 15.63+15.96 12.78+16.42 14.73+12.25 12.66+16.15  11.70+12.12

Smell 56.25+22.95 65.31+18.68 64.56+21.52 60.75+21.47  58.13+£25.17
Appearance  6.50+8.29 7.06+7.54 9.88+10.16 7.75%7.89 6.06+7.60

Maki salmon

Bitterness  12.58+17.21 12.17+16.33 23.36+25.74 13.13+16.78  12.81+16.52
Juiciness  22.44+22.21 17.45+20.71 20.53+22.10 16.56+15.75  24.55+24.39
Consistency 22.83+21.83 15.58+16.15 17.56+19.01 17.44+19.51  20.75+23.70
Smell 49.29+21.14 60.71+14.66 53.00+18.80 55.29+22.63  39.29+16.01
Appearance 13.29+18.55 16.14+21.64  8.50+8.12 20.14+26.97  12.21+16.17

Maki tuna

Bitterness  11.93+11.46 11.17+15.67 21.50£26.53*% 9.11+7.31 11.93+11.89
Juiciness  18.50+15.59 13.33+12.29 18.54+14.04 14.46+11.59  16.46+15.83
Consistency 15.74+11.01 14.11+10.87 14.67+10.54 13.43+11.16  17.09+17.00
Smell 52.75+24.55 61.88+15.89 64.63+16.22 63.69+18.06  53.25%+29.21
Appearance 11.69+12.20 17.13+10.91 12.50+6.48 11.88+6.75 15.38+21.21

Maki shrimp

Bitterness  12.70+15.84 7.91+8.80° 21.48+28.01° 16.19+20.79  10.51+15.57
Juiciness  17.99+18.04 14.64+15.94 14.23+15.48 16.30+17.10  16.96+19.32
Consistency 18.94+19.79 12.75+12.59 14.46+14.46 14.70+15.89  14.39+16.22
Smell 67.50+18.10 64.88+14.07 60.25+18.50 56.38+18.70  65.69+23.96
Appearance 12.88+14.97 14.13+18.59 12.50+9.72  12.19+13.51  11.19+17.97

*different lowercase letters (a, b) indicate significant statistical (p<0.05) difference between
sushi samples prepared with different salts

82



1.60 1.280

ilw
1.40 I 1.060 i d
1.20 1.40
1.00 dd] z 1.20 H X -
080 el b cfe cfe 1.00 i € ; bl ¢ €
060 l»ml In'gl I i 0.80 I I I Ty ©
. 0G0
0.40 i 0.40 I I
020 a a g 0,20 a @
0.00 * wiim 00 | —s kel
.30 witheat salt ELFS S AT | Mary Soula-la EETA SETa| -0.20 swithout salt ] Moy Soda-Lo 05l
® i =almon niziwiuna @iz shrinng mmaki 2alimon makitina - mmaki shrimp
*different lowercase letters (a, b, c, d, e, f, *different lowercase letters (a, b, c, d, e)
g, h, i, ) indicate significant statistical indicate significant statistical (p<0.05)
(p<0.05) difference between sushi samples difference between sushi samples
Figure 1. Salt content in nigiri sushi Figure 2. Salt content in maki sushi
prepared with different seafood and salts prepared with different seafood and salts
08 12
S
0.7 cil] 4 1 g
o6 v l I 08 (N
5 ) b i ‘
::" I I = ‘““L: 06 . I; ] d d d
0.3 ofg § I I 04 I ¢ 4 1
0.2 X l = 0 I i '
o «- : 0 | i s
bezsoh 2%aMaCl My Soda-Lo A% Mall without salt 2%NaCl Mary Soda-Lo 3%NaCl

mniziri salinon pizirituna Wi shinn mmakisalmon  wmakituna - mmaki shrimp

*different lowercase letters (a, b, ¢, d, e, f, *different lowercase letters (a, b, ¢, d, e, f,

g, h, 1, j, k) indicate significant statistical g) indicate significant statistical (p<0.05)
(p<0.05) difference between sushi samples difference between sushi samples

Figure 3. Sodium content in nigiri sushi Figure 4. Sodium content in maki sushi

prepared with different seafood and salts prepared with different seafood and salts

Conclusions

The study clearly showed possibility of salt substitute application in the preparation of sushi

meal, since results indicated lower salt/sodium contents in samples prepared with Mary and

Soda-Lo. Soda-Lo salt substitute gained better marks because its usage did not interfere with

other sensory characteristics of sushi meal.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 201/2016/ FVHE
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Vliv solné koupele na vybrané ukazatele pstruha duhového pri 1é¢bé proliferativniho
onemocnéni ledvin
Vladimira Enevova?, Jana Blahova®, Helena Modra?, Miroslava Palikova®, Tat'dna Otiskova®,
Zdefika Svobodova’
Ustav ochrany zvirat, welfare a etologie, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a
farmaceuticka univerzita Brno®, Ustav teritorialnich studii, Fakulta regionalniho rozvoje a
teritorialnich studii, Mendelova univerzita v Brné?, Ustav ekologie a chorob zvére, ryb, véel,
Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno®
Uvod
Proliferativni onemocnéni ledvin (PKD) je endoparazitarni onemocnéni vyvolané ptivodcem
Tetracapsuloides bryosalmonae. Vyskytuje se pfedevsim u pstruhti duhovych a dalSich druht
lososovitych ryb a jeho vyskyt mize byt doprovdzen vysokou mortalitou. Hlavnim cilovym
organem jsou ledviny, kde dochazi k bujeni intersticialni tkan¢ a k mizeni ledvinnych kanalku.
Podobné zmény lze pozorovat i v jinych organech, zejména ve sleziné. Pribéh onemocnéni je
chronicky, ryby jsou apatické, nepfijimaji potravu a dochazi ke zvétSeni télni dutiny a tvorbé
exudatu. Pivodce onemocnéni, T. bryosalmonae, je dvouhostitelskym parazitem. Infekéni stadia
jsou uvoliiovana z mechovek (Bryozoa) do vody, kde nasledné plavou a pronikaji pies Zabry a
kazi do téla ryb (Clifton-Hadley et al. 1984; Svobodova a kol. 2007; Schmidt-Posthaus et al.
2012). V soucasnosti nejsou registrovana zadna 1éCiva, ktera lze pii 1é¢eni PKD vyuzit. Pro
lé¢eni bylo prozatim vyzkouSeno pouze ptidani chloridu sodného nejprve do koncentrace 0,8 % a
nasledné zvySovani az na 1,2 %. Jako prevence je doporucovano zamezit kontaktu plidku
s ostatnimi rybami. Vyznamnym vlivem, ktery ovliviiuje intenzitu onemocnéni a tim i mortalitu
v chovu, je teplota vody. Se sniZujici se teplotou dochéazi k redukci klinickych ptiznaku a
zaroven bylo potvrzeno, Ze ryby jsou schopny regenerace parenchymu ledvin (Svobodova a kol.
2007; Bettge et al. 2009).
Material a metodika
Ve spolupréci s firmou BioFish s.r.o. (Pravikov) byl realizovan pokus, ve kterém byl hodnocen
vliv NaCl koupele pii 1écbé PKD u pstruha duhového a naslednd regenerace organismu. Firma
BioFish s.r.o. se specializuje na intenzivni chov a prodej lososovitych ryb a v pfedchozim obdobi

opakovang fesila problémy s vyskytem PKD a s tim spojeného nasledneho Uhynu obsadky.
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Vlastni experiment byl realizovan v recirkulaénim systému Ustavu ekologie a chorob zvéfe, ryb,
vcel. Do pokusu byly zatazeny ryby, u kterych byly zaznamenany klinické ptiznaky PKD. Ryby
byly rozdéleny do dvou skupin. Jedna skupina nebyla oSetfena a u druhé skupiny byla zavedena
terapie s vyuzitim NaCl. Béhem prvnich ¢trnacti dntt byl do vody oSetfované skupiny ryb
davkovan chlorid sodny az do doporuc¢ené koncentrace 1,2 %. V prubéhu experimentu bylo u
obou skupin zaznamenano hynuti ryb, které¢ bylo ovSem u lécené skupiny vyrazné nizsi. Po 14
dnech byla terapie ukoncena a po dobu dalSich 7 dni byla sledovana mortalita ryb a reakce ryb
na solnou koupel. Odbéry ryb byly provedeny po 14 dnech (15 kusii z kazdé skupiny) a na konci
experimentu (27 kusii ze skupiny podrobené terapii NaCl, 22 kusti ze skupiny bez terapie NaCl).
Rybam byla nejprve odebrana z ocasni cévy krev a nasledné¢ byly usmrceny a podrobeny
patoanatomickému vySetfeni. Déle byly odebrany vzorky vybranych tkani pro dal$i vySetieni.
Pro histologické vysetieni byly do 10% formaldehydu odebrany vzorky ledvin, jater a sleziny.
Déle byly odebrany vzorky jater, ledviny a Zaber pro stanoveni vybranych ukazatelt
oxidativniho stresu a zamrazeny (-85 °C). Vzorky krve byly odstiedény a separovana plazma
byla zamraZena a skladovana v mrazicim boxu pii -85 °C. Ve vzorcich plazmy bylo provedeno
vySetfeni vybranych imunologickych parametri (koncentrace celkovych imunoglobulint,
bakteriolyticka aktivita komplementu, oxidativni vzplanuti fagocyti). Déle byla v krevni plazmé
provedena analyza zakladnich biochemickych ukazateli (glukéza, celkovy protein, albumin,
ALT, AST, ALP, fosfor, CK, LDH, laktat, amoniak, cholesterol) a ukazateli oxidativniho stresu
(ceruloplasmin, reduk¢ni potencial plazmy — FRAP). Ve vybranych vzorcich tkani byly
stanoveny ukazatele oxidativniho stresu. Statistické zpracovani ziskanych vysledki bylo
provedeno pomoci statistického programu Unistat 5.6. Data byla testovana pomoci Shapiro-Wilk
testu pro ovéfeni normality a rozdily mezi 1é€enou a nelécenou skupinou po aplikaci NaCl a
nasledné mezi léCenou a nelécenou skupinou po fazi regenerace byly hodnoceny pomoci
neparoveho t-testu a Mann-Whitney testu. Data byla testovana na hladiné vyznamnosti p< 0,05 a
p<0,01.
Vysledky a diskuze

Pii biochemickém vySetieni krevni plazmy byly zaznamendny statisticky vyznamné rozdily
(p<0,05) mezi 1éCenou a nelécenou skupinou u vétSiny sledovanych ukazateli. Po 14 dnech od
pocatku ptidani NaCl bylo u nelécené skupiny zjiSténo statisticky vyznamné zvySeni aktivity

ALT, AST a LDH. Dale pak bylo u nelécené skupiny zjisténo statisticky vyznamné sniZzeni
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obsahu triacylglyceroli, glukdzy, amoniaku a vapniku. Po 7 dnech od ukonceni terapie NaCl
bylo u nelécené skupiny zjisténo statisticky vyznamné zvyseni aktivity LDH a sniZzeni obsahu
amoniaku, glukézy a vapniku. U dalSich sledovanych ukazatelt (albumin, ALP, fosfor, CK,
laktat, cholesterol, celkova bilkovina) nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami. Vysledy ukazatelti krevni plazmy, které¢ byly hodnoceny jako statisticky vyznamné,
jsou uvedeny v tabulce 1.

Dale bylo provedeno analytick¢é stanoveni vybranych ukazateli oxidativniho stresu.
Nejvyznamnéj$i rozdily byly zjiStény v piipadé ukazateli oxidativniho stresu, které byly
hodnoceny v krevni plazmé. Po 14 dnech od pocatku piidani NaCl bylo zjisténo statisticky
vyznamné zvySeni FRAP a ceruloplasminu u lé¢ené skupiny. Po 7 dnech od ukonceni terapie
NaCl bylo zjisténo statisticky vyznamné zvyseni ceruloplasminu u nelécené skupiny. Uvedené
vysledky jsou prezentovéany v tabulce 1. Dale byly analyzovany vybrané tkané pro stanoveni
aktivity antioxida¢nich enzymu. Pii statistickém zpracovani byly nejvyznamnéjsi rozdily
zaznamenany v jaterni tkani.

Tabulka 1: Vysledky vybranych biochemickych ukazatelli a ukazatelli oxidativniho stresu v
krevni plazmé. Data jsou uvedena jako primér + stfedni chyba priméru. Statistické porovnani
bylo provadéno samostatné mezi lé€enou a nelécenou skupinou po aplikaci NaCl a nasledné

mezi léCenou a neléCenou skupinou po fazi regenerace.

Sledované parametry Faze 1éCeni (14 dni) Faze regenerace (7 dnt)
Lécend Nelécena Lécend Nelécena
skupina skupina skupina skupina

ALT (ukatal/l) 0,27+0,04 0,38+0,03 0,28+0,02 0,33+0,02
AST (pkatal/l) 6,35+0,48 8,22+0,54 6,81+0,42 7,96+0,39
LDH (ukatal/l) 15,73+3,35 24,38+2,03 15,80+1,54 19,95+1,44
Triacylglyceroly (g/l) 1,72+0,18 1,06+0,10 2,23+0,25 1,88+0,21
Glukéza (mmol/l) 3,78+0,28 3,10+0,15 5,37+0,28 3,57+0,28
Amoniak (umol/l) 162,83+10,92 135,97+46,31 234,22+18,36 | 169,84+11,52
Vépnik (mmol/l) 2,43+0,04 2,22+0,04 2,62+0,04 2,47+0,04
FRAP (umol/l) 580,06+35,00 479,05+32,42 515,61+28,72 | 449,13+23,56
Cerulplasmin

(AAVmin x 10000) 143,64+7,77 117,5348,77 138,95+6,51 171,94+10,48
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Postupné zvySovani NaCl sniZilo mortalitu lé€enych ryb o vice jak 50 % oproti nelécenym
rybam. Ackoliv polty paraziti detekovanych pomoci IHC byly niz§i u lé€enych ryb oproti
neléCenym rybam v ledvinach (1.6 vs. 2.5) i ve sleziné (0.6 vs. 0.7), nebyl tento pokles
statisticky vyznamny. V ramci sledovanych imunitnich parametri doSlo k ovlivnéni aktivity
komplementu po 14 dnech od pocatku terapie NaCl ve smyslu snizeni aktivity 1éCenych ryb
oproti nelécenym (94.0 x 98.5 min-1; p<0.05) a v obou odbérovych terminech (14 a 21 dnt1) byla
vlivem pfidavku NaCl vyrazné ovlivnéna koncentrace lysozymu v koznim slizu (p<0.001).
V ramci histologického vySetfeni byly u obou skupin zaznamenany proliferativni zmény
V ledvinné tkani, avSak zatimco u léCenych ryb mély tyto zmény charakter proliferativné-
reparatorni, u nelécenych ryb byly spiSe jako zmény reaktivni nez reparatorni a rozsah poskozeni
parenchymu je zietelné vétsi, nez u skupiny l1écené NacCl.

Z vyse uvedenych vysledki je ziejmé, ze ptidani NaCl az do vyse 1,2 % snizuje mortalitu ryb a
pozitivné ovliviiuje prabeéh onemocnéni. Terapie NaCl by tedy mohla byt vhodna pro 1é¢eni
proliferativniho onemocnéni ledvin vyvolané piivodcem Tetracapsuloides bryosalmonae.
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Identifikace Helicobacter spp. s vyuZitim metody sekvenovani
Nesvadbova, M., Botilova, G., FaSiangova, M.
Ustav hygieny a technologie masa, Fakulta hygieny a technologie, Veterinarni a farmaceutické

univerzita Brno

Uvod

Bakterie Helicobacter pylori byla poprvé popsana v roce 1980 a od této doby se pocet znamych
druhtt rodu Helicobacter vyrazné zvysil. V soucasné dob¢ je identifikovano 45 rtiznych druht
helikobaktera (Flahou et al., 2016). Bakterie, které jsou zafazeny do tohoto rodu, Ize rozdélit do
dvou hlavnich skupin — Zalude¢ni a enterohepatické druhy. Helicobacter spp. byl detekovan
U témét 150 druhti obratlovel (Schrenzel et al., 2010). AvSak tento patogen je charakteristicky
svou vysokou citlivosti, a proto je, v celosvétovém métitku, k dispozici nizky pocet in vitro
izolatd (Haesebrouck et al., 2009). N¢&které druhy maji, krom¢ patogenniho potencialu u
riznych zvitecich hostiteli, také schopnost zptisobit onemocnéni u clovéka (zoonoticky
potencidl).

U zvitat v zdjmovém chovu (pet zvifata) se udava prevalence vyskytu zaludec¢nich druht 67-86
% u klinicky zdravych psd, 61-100 % u psu s chronickym zvracenim a 41-100% u Klinicky
zdravych kocek i1 koc¢ek vykazujicich chronické zvraceni (Haesebrouck et al., 2009; Tabrizi et
al., 2010). Ghil at al. (2009) uvadi, Ze vyskyt Helicobacter spp. u divokych kocek byly pfiblizné
dvojnasobné vyssi nez u kocek domécich. Psi a kocky jsou pfirozené¢ infikovany nékolika
zalude¢nimi druhy helikobakterti (Haesebrouck et al., 2009). Jako prvni byl ze Zaludku psu a
kocek izolovan H. felis. Dale byly ze sliznice zaludku psi izolovany H. bizzozeronii, H.
salomonis, H. cynogastricus, H. heilmannii, H. bilis, H. canis, H. cinaedi, H. fennelliae a H.
rappini (Flahou et al., 2016). U dribeze byl prokazan vyskyt H. pullorum (Stanley et al., 1994) a
H. canadensis (Fox et al., 2000).

Tato prace je zaméfena na optimalizaci a zavedeni eseje pro presnou druhovou identifikaci
Helicobacter spp. v klinickych vzorcich ziskanych ze symptomatickych i zdravych pstu a
driibeze, pomoci metody sekvenovani vybrané¢ho useku DNA molekul. V soucasné dob¢ je k
identifikaci bakterii pomoci molekularné-genetickych metod pouzivan pifedevsim gen 16S rRNA.

Avsak pouZiti tohoto genu K identifikaci jednotlivych druhti helikobakterti neni pro identifikaci
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prili§ vhodné kvuli nizké variabilité¢ sekvenci mezi jednotlivymi druhy, a proto je tieba nalézt

vhodnéjsi useky DNA (Drancourt & Raoult, 2002).

Material a metodika
Analyzované vzorky
Pro ucely této studie bylo testovano 150 vzorkd faeces ze pst s klinickymi pfiznaky
gastrointestinalnich onemocnéni pied zahajenim jejich antibiotické 1é€by a 76 vzorkli obsaht
slepych stiev brojlerovych kufat. Izolace DNA ze vzorkil byla provedena pomoci kitu High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche) dle standardnich pokyna vyrobce. Detekce Helicobacter
spp. byla provedena kultivaéné dle Manfreda et al. (2006) s naslednou PCR detekci dle Fox et al.
(2000). Helicobacter pozitivni vzorky (n = 63) byly dale podrobeny dalSi analyze pomoci
metody sekvenovani DNA.
Design primerti a polymerazova fetézova reakce (PCR)
Na zéklad¢ bioinformatické analyzy genomovych sekvenci jednotlivych druhti helikobakteri
(AQFW01000015.1, AZJJ01000001.1, FQ670179.2, DS990393.1, CMO000776.2,
BASD01000029.1, JNOB01000007.1) byly vybrany geny, jejichz sekvence jsou vysoce
variabilni, a proto jsou vhodné pro identifikaci jednotlivych druhti — gen feoB (ferrous iron
transport protein B), rpoD (RNA polymerase sigma factor RpoD) a tuf (elongation factor Tu).
Primery pro PCR a sekvenovani byly navrzeny podle dostupnych sekvenci pomoci programu
OLIGO v4.0 (National Biosciences Inc.) pro identifikaci H. bilis, H. canis, H. felis, H. cinaedi,
H. canadensis, H. fennelliae, a H. pullorum. Reak¢ni smés pro PCR o celkovém objemu 25 pl
obsahovala pfiblizné 50 ng DNA, 10x LA PCR reakéni pufr (Top-Bio), 0,5 mM dNTP (Top-
Bio), 2% DMSO (Top-Bio), 2,5 mM MgCl, (Top-Bio), 0,5 uM ptimého a zpétného primeru a
2,5 U LA DNA Polymerases Mix (Top-Bio). PCR produkty byly nasledné vizualizovany
elektroforeticky na 3% agar6zovem gelu.
Sekvenovani
PCR produkty byly purifikovany pomoci High Pure PCR Cleanup Micro Kit (Roche). Pro
sekvenacni reakci byl pouzit kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Thermo Fisher
Scientific). Sekvenacni smés byla nésledné purifikovana pomoci BigDye XTerminator

Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) a analyzovdna v piistroji 3500 Series Genetic
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Analyzer (Thermo Fisher Scientific). Ziskané sekvence byly vyhodnoceny pomoci programu
Sequence Scanner Software v1.0 (Thermo Fisher Scientific) a porovnany pomoci programu
Clustalw (http://www.ebi.ac.uk/Tools/ clustalw/index.html#) a BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi).
Vysledky

Tato prace je zaméfena na identifikaci jednotlivych druhti rodu Helicobacter pomoci metody
sekvenovani DNA. Na zdklad¢ dostupnych sekvenci vybranych druhti helikobaktert byly
nalezeny vhodné useky DNA a navrZeny primery pro PCR reakci a nasledné sekvenovéani. Pro
vyvoj a optimalizaci metody byly vyuzity referenéni kmeny H. bilis, H. canis, H. felis, H.
cinaedi, H. canadensis, H. fennelliae, a H. pullorum. Specifita primera byla ovéfena PCR
amplifikaci DNA z dalSich bakterii rodu Campylobacter, Escherichia, Listeria, Lactobacillus,
Staphylococcus, Rhodococcus, Yersinia, Salmonella, Arcobacter. Vysledky testovani navrzenych
primert prokdzaly, ze primery jsou druhové specifické pro cilenou identifikaci vybranych
helikobakterd. Vysledky identifikace helikobakterd v testovanych vzorcich jsou uvedeny v
Tabulce 1. Ve feaces z klinicky nemocnych pst byla potvrzena pfitomnost H. pullorum, H. bilis,
H. cinaedi a H. canis. Prikaz téchto druhd s vyuzitim metod molekularni genetiky potvrzuje také
studie Arfaee et al. (2014). U dribeze byl prokazan vyskyt dvou druhd — H. pullorum a H.
cinaedi. Podobné zavéry potvrzujici vyskyt H. pullorum ve vysoké mife v travicim traktu
driibeze uvadgji také Manfreda et al. (2011).

Tabulka 1: Druhova identifikace Helicobacter spp. ze vzorku faces pst a kura domaciho pomoci

metody sekvenovani DNA

| H.pullorum H.bilis H.cinaedi H.canis H. canadensis

pes domaci | 4 7 20 5 0
dritbez | 26 0 0 0 1

Na zéklad¢ vysledka této studie bylo prokazano, Ze metoda sekvenovani je vhodnou metodou
pro rychlou a pifesnou identifikaci jednotlivych druhti rodu Helicobacter izolovanych z
vybranych klinickych vzorka. V ramci studia vyskytu, patogeneze a virulentnich faktort
zoonotickych patogenti se metody molekularni genetiky stale vice uplatiiuji jako vhodné aplikace

vedle klasickych kultivacnich a biochemickych metod.
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The effect of packaging on selected freshness parameters of chicken broilers meat from
organic production system
Fouad A. A. Abdullah, Hana Buchtova, Pani Pordevié¢
Department of Meat Hygiene and Technology, Faculty of Veterinary Hygiene and Ecology,
University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno
Introduction

Modified atmosphere packaging (MAP) is one of the most attractive modern methods of
packaging (Paramithiotis et al., 2009). Evaluation of freshness criteria are performed by
detection of e.g. colour indicators, pH, water activity, ammonia and TBARS. Prolongation of
meat freshness by MAP has many advantages including: decrease of aerobes proliferation and
increased oxidative stability of meat as a result of oxygen elimination (Arvanitoyannis and
Stratakos, 2012). The aim of this study was to evaluate the effect of MAP 70% N2/30% CO, on
the selected physical and chemical parameters in chilled meat of chickens form organic
production system.

Material and Methods

Carcasses of chicken broilers were obtained from organic farm (Biopark s. r. 0., Lipova, Czech
Republic). 24 samples were packaged using MAP (70% N,/30% CO;) and 24 samples were
packaged using polyolefin foil stretched over the tray with chicken meat (AIR). Samples were
stored at a temperature of the 2 + 2°C for 14 days. Analyses was conducted on 2" day of storage
and repeated on 7", 10" and 14" days of storage. At each sampling day, three samples from each
type of packaging were taken for analysis. Concentrations of N, and CO, were measured using
the Check Point Il gas analyser (PBI Dansensor AS, Ringsted, Denmark). The pH was measured
with pH meter (Five Go2; Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Switzerland). Water activity (aw)
was measured with a LabMaster-aw (Novasina Ltd., Switzerland). The ammonia content was
determined by the Conway method (Helclova et al.,, 1990). Thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) were quantified as malondialdehyde. Antioxidant capacity was determined
by using free radical scavenging ability 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl according to Heilerova et
al. (2003). The colour indicators (CIEL*a*b*) were measured by using Minolta CM 2600d
(Konica Minolta, Japan). Statistical significance (p<0.05) was estimated by t-test and ANOVA
analysis of variance, with post hoc Tukey test for finding differences between independent

variances using UNISTAT 6.0 (Unistat® Limited, London, England). Values in the same row
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with different letters *  © are significantly among 2", 7", 10", 14™ day of storage, values in the

same column with different letters A,B are significantly different between MAP and AIR, *P <
0.05 (Tabs. 1-4).

Results

Production properties (weight in g / yield in %) of chicken’s parts: alive bird 2006.24 + 281.641g, carcass
1293.04 + 158.76 g / 64.67 £ 2.84 %, half carcass 641.31 + 81.89 g / 32.07 = 1.83 %, breasts 302.86 +
59.62 g/ 15.07 £ 1.76 %, thighs 405.04 £ 58.04 g/ 20.24 + 1.61 %, skin of breasts 34.64 +8.14¢g/1.75 %
0.43 %, skin of thighs 40.27 + 7.27 g/ 2.01 £ 0.27 %, wings 171.24 + 25.49 g/ 8.58 + 0.90 %.

Table 1 Percentage of gases composition in MAP (Abdullah and Buchtova 2016)

gases 2" day 7" day 10" day 14" day Stat. sign.
N, 72.12+0.47° 79.43+1.40° 79.23+1.40° 78.56+0.71 p<0.05

CO, 27.53+0.60" 20.06+1.58° | 20.72+1.49° 21.42+0.72° p<0.05
0, 0.33+0.23" 0.29+0.26" 0.05+0.09° 0.02+0.03" p<0.05

Values in the same row with different letters , , are significantly different among 2", 7*, 10", 14"
Table 2 Colour of breasts and thighs of organic chickens in MAP and AIR (Abdullah et al. 2016)

lightness (L*) 2" day 7" day 10" day 14" day S.s.
| MAP 58.21+2.34" | 59.81+1.56" | 59.45+0.75™ | 59.55+2.15%% | NS
renst R INT 58.55+3.00™ | 58.46+1.88°° | 58.00+1.87% | 57.83+2.18 | NS
reas . MAP | 70.49+4.03% | 70.70+2.03 | 70.74x4.08" | 70.44+3.00 | NS
KN R 7081+1.48™ | 70.24x3.14% | 7057+1L47° | 71.5242.49 | NS
ruscle | MAP 57.02+1.72°% | 50.00+3.48%% | 58.80+1.28%% | 58.60+1.47%* | NS
ot USCIE PAIR | 57.40+1.35™ | 56.40+1.18"® | 56.09+3.60°® | 55.66+1.617% | *
'9 i MAP 68.35+3.39" | 68.58+1.85" | 71.85+1.89%° | 70.02+2.06"*®
KN AR 70.02+1.48™ | 69.73+1.09 | 69.37+2.22% | 68.09+3.06 | NS
redness (a*)
o | MAP -0.92+0.64™ | -0.77+1.05"® | -0.56+0.37"® | -0.28+0.56"" *
et MUSCIe IR 0560617 | -03140.70™ | -0.02+0.63™ | -0.02+0.44% | NS
reas . MAP | 1671317 | 0.89+118% | 1.67+1.39% | 085113 | NS
KN TR 33410347 | 243x142% | 254x084% | 148+1.64% | NS
muscle | MAP 1.69+1.2772 2.05+1.30™ 2.25+0.59" 2.33+0.32%¢ NS
hioh AIR 1.84+0.52" 2.20+0.86™ 2.88+0.95" 2.93+0.40" NS
19" skin MAP | 2.69+130% | 1.82+1.24"® | 150+0.79® | 1.45+0.80° *
AIR 2.42+0.39%" 2.36+1.13"® 1.84+1.65™ 1.26+1.02" *
yellowish (b*)
o | MAP 5.94+1.48"° 7.03+1.44"® 6.58+0.87°% 7.15+1.65™° *
et MUsCIe AR 714+2.08™ | 7514060 | 8.36+0.99%° | 10.62+1.38°
reas . MAP | 13.85+2.39% | 13.14+151° | 13.01x1.95% | 11.70+3.60 | NS
KN R 17.14+1.217 | 15.67+2.64™ | 16.80+2.14™ | 18.08+2.64% | NS
ruscle | MAP 5.49+0.88"° 6.82+1.18"%® 6.34+0.67°% 7.39+0.98"° *
thigh N NT= 5.34+057% | 7.29+1.12°° | 7.67:1.82° | 8.50£2.99°
skin MAP 12.86+2.07"% | 12.27+1.23™ | 11.34+1.90™ | 10.68+1.61"® | NS
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Aa
Statistical| significan(‘:eAlR 13.19%:0.66 12.171;0.52Aa 12.594_’;1.69“" 14.42+2.77% | NS
*
Table 3 Selecte ic chi i
IoaraLmetetzsparameters o;nggg];;lc chickens 7|t[]1 (Ij\:;\P and AIR %E)((j;;llah and Buchtot\r{a 2016)
muscle XII/;P gg; + 8132 5.80 + 0.13"™ 5.83¥_r 0.09™ 113 7d§{ 0.10% ?\ISS
b .85+0.11 + Aa A EYE )
reast [MAP | 6204 Lo é’fg; g.ngab g.gg f 8&2“: 5.84 + o.142: NS
- AIR | 6.25+0.18" | 6.37+0.30™ 6.68 £ 0.24 ?2‘8‘ Jf 8%,6& :
S muscle |MAP | 650+016" | 6.28+026™ | 6.31+ 013" | 632+ 0'16Aa *
thigh AR | 643£021™ | 660£021% | 65920.25" 6.52 « olloBa
okin | MAP | 6284022 | 6.31+0.18" | 6.33+ 0137 6.29 0. & l\vlcs
AR | 643008 | 6782027 | 736%036° | 742+ o'gch
muscle |LMAP 0.943£0.006™ | 0.943:0.006™ | 0.942+0.006™ | 0.942+0.007"
_ | breast AIR | 0.947£0.013" | 0.047+0.004% | 0.94240.006" | 0.94720.0 & S
s skin  |MAP 0.943£0.006™ | 0.944+0.006™ | 0.9400.003% 04220, 06Aa e
= AIR_| 0.942£0.004™ | 0.945:0.004 | 0.942+0.003" T
g e e .942+0.003 0.939+0.001"* | *
g muscle 0.946+0.005 0.942+0.005" | 0.945+0.004** | NS
S | thigh AIR | 0.94420.004% | 0.047:0.006™ | 0.946:0.004® | 0.94740.007"
okin | MAP 0.946+0.004™ | 0.944£0.005™ | 0.947+0.004 0'945;0'0O7Aa S
AIR | 0.944£0.005™ | 0.043+0.002° | 0.942+0.005" 0'942;0'08?1Aa ES
muscle _MAP 1.20+0.30* 2.56+1.27"° 1.49+0.45* 2.47+0.917 *S
breast AIR | 1.73+1.08™ | 2.33+0.76a™ 1714064 2856126 | *
0 okin | MAP 3.79+0.42" 8.64+2.95% 5.75+0.90"" 5.01+1.04° *
< AR 4.02+1.16™ 5.67+0.77"% 7.73+3.74" 8.80:2.76" *
= ol LMAP | 1142016 | 1742080 | 168072 250:065% | *
thigh AIR 1.08+0.46" 1.81+0.514 1.45:0,58" 2'36;1'43% *
okin | MAP 3.49+0.88%* 4.31+0.79"° 3.23+0.26™ 0E£1 D9F >
AIR 2.02+0.36™ 3,770,847 1 768 552129
77+0. 5.25+1.76° 4.52+1.57"° *
muscle |-MAP 21.326+3.39" | 24.438+4.50" | 21.307+2.70"*" | 23.441+5.05" | *
< | breast AIR | 24.320+4.87% | 22.70422.04% | 29.051:3.70% S Bo
S : MAP | 14.563+4.19% | 13 ha 52311, e -
S skin .203+3.51 12.523+1.64" | 17.850£5.57*" | *
= AIR | 10.359+1.36™ | 20.136+4.27%" | 31.507+6.89% | 40.894+3.72% | *
muscle |LMAP 10.323£4.34™ | 20.551£5.86™ | 10300152 | 21.836:267°
thigh AIR | 19.456+1.83" | 22.421+5.43" 38.4801:16 87%° 54'853;7. YBC l\is
skin MAP | 12.712+3.445%% | 13.619+1.45"" | 12.640+1 §5Aa 004+ '41Ab *
AIR | 9.875+2.12% B 11 s 9%es
o . 19.172+4.32 32.160+11.37%° | 55.156+6.53°%" | *
_ muscle P | 26.72+42.81" | 31.2245.40" 26.45+1.68™ 27.18£1.65% | *
2 | breast AR | 26466170 | 31.44£623° | 27.07+187° | 2735:L72° | *
] kin AP 29.11+2.60*° | 30.57+4.69" 25 86+1 54 26.77£2.86% | *
S AIR | 29.39+2.38" | 29.40+2.45" 26.82+1.87* 271562.14° | *
5 muscle _MAP 33.36£5.24" | 37.75#5.27"" 31.64+1.36™ 31841201 | *
& | thigh AR | 3190229 | 35.95:517° | 3222+191 | 3361l glAab *
s i |MAP | 3097+2.99% | 3272¢2.97% 27.032.23" 28'9312'12Aab *
AIR | 30.83:L87°° | 3147:250° | 2890:147% | 20494133 | *
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| Statistical significance | * | * | * | * |

Conclusion The results of present study indicated the positive effects of MAP on the colour parameters,
pH values, and ammonia of organic chicken meat. It seen that MAP avoided the organic meat samples
from spoilage and protein breakdown.

Table 4 Selected parameters of chicken wings in MAP and AIR (Abdullah and Buchtova 2016)

parameters 2" day 7" day 10" day 14" day S.s.

H MAP 6.23 + 0.20™ 6.14 + 0.20™ 6.22 +0.16™ 6.19 + 0.19™ NS
P AIR 6.13 + 0.24™ 6.20 + 0.19% 6.42 +0.13% 6.45 + 0.22%° *
water activit MAP 0.945+0.003™ | 0.945+0.006" 0.941+0.004™ 0.946+0.006™ *
y AIR 0.945+0.005" | 0.951+0.004%2 0.943+0.006™ 0.945+0.008™ *

TBARS MAP 1.91+0.44% 2.83+0.90™ 2.57+1.78™ 2.44+0.32™@ NS
AIR 1.40+0.33™ 3.35+1.43" 2.19+1.62°% 3.84+2.07% *

ammonia MAP 14.941+2.29™ | 17.907+7.90™ 16.384+2.46™ 18.473+4.09™ NS
AIR 14.915+2.16™ | 27.049+6.86°° 39.874+9.68% 55.514+8.42%° *
antioxidant MAP 30.2845.54°® | 34.21+5.68"" 29.28+1.88" 31.06+2.71°%® *
capacity AIR 27.52+2.01% 32.69+3.19"° 28.73+2.65"® 31.27+3.80™" *

Statistical significance * * * *
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Uvod

Ryby v intenzivnich chovech jsou ¢asto vystaveny velkému stresu, jehoz nasledkem je snizeni
odolnosti ryb vii¢i chorobam a také zvySeni miry oxidacniho stresu. Dilezitym parametrem
oxidativniho stresu je zména koncentrace nizkomolekularnich latek (Luschak 2011). U nich jsou
Casto stanovovany markery oxidativniho stresu jako glutation (GSH) a jeho oxidovana forma
(GSSG) a malondialdehyd (MDA) — produkt lipidni peroxidace. Glutation je nejvyznamnéjsi
intracelularni antioxidant neenzymové povahy, je soucasti nejrozsifenéj$iho redoxniho systému
eukaryot. U jedinct pstruha duhového byl sledovan vliv krmiva s imunostimulanty a krmiva
s obsahem rostlinnych komponent na miru oxidativniho stresu. Sledovana byla také mira
oxidativniho stresu po experimentélni challenge bakterii Aeromonas salmonicida — pavodci
furunkul6zy. Pozitivni ovlivnéni nespecifické imunity imunostimulanty u pstruha duhového jiz
bylo pozorovano (Siwicki 1994). Miru oxidativniho stresu ryb po ovlivnéni imunostimulanty
sledovali i dalsi autofi (Djordjevic 2009, Jeney 1997, Kiron 2004, Puangkaew 2004).

Material a metodika

Jedinci pstruha duhového byli odchovani v recirkulaénim zafizeni na Mendelové univerzité
v B¢ ve tfech chovnych nadrzich o objemu 1000 litri. Voda v nadrZich byla saturovana
kyslikem na primémou hodnotu 8,17 mg.l™ tj. 85,7 %, teplota vody byla prim&mé 16,6°C,
hodnota pH 7,76; N-NH," 0,06; N-NO,0,22; CI" 70,67 mg.I" (obsah chloridii sledovan
Z diivodu stanoveni tzv. ,.chloridového ¢isla®). Do nadrzi byly ryby nasazeny zacatkem kvétna
2015 a po adaptaci byl 12. 5. 2015 zahajen odchov s tfemi riznymi krmivy.
Jednalo se o krmiva:

1. 920 - standardni extrudované krmivo pro chov lososovitych ryb — BioMar EFICO Enviro

920, velikost peletek 4,5 mm

2. Focus - standardni extrudované krmivo BioMar EFICO Enviro 920 doplnéné probiotiky,
velikost peletek 4,5 mm

3. Advance — extrudované krmivo pro chov lososovitych ryb BioMar EFICO Enviro 920
Advance, velikost peletek 4,5 mm

Krmivo Advance je svym sloZzenim a Zivinami podobné krmivu 920, ale obsahuje vyssi podil
rostlinnych komponent a nizsi podil rybi moucky (pod 10 %). Intenzita krmeni byla fizena
doporuc¢enim dodavatele krmiv — danska firma BioMar a pohybovala se v rozmezi 1,26-1,28 %
hmotnosti ryb. Krmeni bylo provadéné¢ 3x denné. Odchov byl ukonfen po 28 dnech
(9. 6. 2015), ryby byly poté ptevezeny na VFU Brno, kde byly nasledn¢ podrobeny challenge
bakterii Aeromonas salmonicida v déavce 2.10° CFU na rybu. Ryby ze vsech tii variant byly
infikovany intraperitonedlné a sledovany po dobu 20 dnl od aplikace. Po 20 dnech byla rybam
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odebrana krev z ocasnich cév a ryby byly usmrceny. Nasledné byly odebrany vzorky tkani jater,
ledvin,stfev a svaloviny. Stieva byla proplachnuta a zbavena vnitiniho obsahu. Vzorky tkani
byly zamrazeny a skladovany pfi teploté¢ -85°C v mrazicim boxu. Pfi stanoveni GSH a GSSG
byly zmrazené tkané krajeny na ledu a homogenizovany v roztoku KCI 1,15% ledove s EDTA 1l
v koncentraci 10mg/100ul. Principem metody je reakce thiolselektivni reagencie (DTNB = 2,2-
dinitro-5,5-dithiobenzoova kyselina) svolnymi -SH skupinami Vv neutralnim nebo mirné
zasaditém pH v ptitomnosti chelata¢niho ¢inidla, které zaroven zabrani oxidaci GSH b&hem
extrakce a analyzy. Volné -SH skupiny jsou ve vzorku pfitomny v molekule redukovaného
glutationu - GSH. Redukovany i oxidovany glutation je po konjugaci redukované formy a
vysrazeni proteinu thiosalicylovou kyselinou stanoven pomoci LC/MS/MS (Waters). Vysledné
koncentrace byly uvedeny v nmol.g™" tkand. P¥i stanoveni lipidni peroxidace (marker MDA)
pomoci TBARS testu (thiobarbituric acid reactive substances = latky reaktivni s kyselinou
thiobarbiturovou — TBA) byly vzorky homogenizovany ve fosfatovém pufru v koncentraci
10mg/100ul. MDA reaguje s TBA za vzniku barevného komplexu. Analyza prob&hla na
kapalinovém chromatografu LC/DAD v butanolovém extraktu. Vysledky analyz byly
zpracovany a vyhodnoceny v programu STATISTICA 12.

Vysledky

Pfi srovnani kontrolnich skupin ryb u krmiv Focus a Advance s krmivem 920 pomoci
jednocestné analyzy ANOVA byly zjistény zmény v koncentracich GSH a GSSG (p < 0,05).
Vyznamné zmény v koncentracich GSH a GSSH [nmol.g™] a poméru GSH/GSSG jsou uvedeny
v Tabulcel.

V koncentracich GSH a GSSG u krmiv Focus a Advance ve svalovin€ nebyly vyznamné rozdily
oproti kontrolnimu krmivu 920, coz bylo zpisobeno velkou variabilitou dat. V dal§i c¢asti
experimentu byl hodnocen vliv challenge bakterie Aeromonas salmonicida na koncentrace GSH
a GSSG u krmiv 920, Focus a Advance V programu STATISTICA 12 byly vylouc¢eny odlehlé
hodnoty a analyzou dat byly pomoci t-testu skupiny kontrol a challenge srovnany pro jednotlivé
organy (p < 0,05). V Tabulce 2 jsou uvedeny vyznamné rozdily mezi kontrolami a challenge
u analyzovanych markeri u jednotlivych krmiv.

GSH [nmol.g™] | assG nmotg-1 | GSH/GSSG
Focus | 142 % X X

Advance| 185% | | 55% |1 189 %
Focus | 123% | 166 % X

Jatra

Ledvin
viny Advance X 135% | 184 %
Stfevo Focus X X X
Advance| 123% | | 38% | 1120 %
sval Focus X X X

Advance X 149% | 149 %
Tabulka 1 Srovnani vyznamnych zmén v koncentracich GSH a GSSG a poméru GSH/GSSG
u kontrol krmiv Focus a Advance ve srovnani s kontrolnim krmivem 920.
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GSH [nmol.g™] | GSSG [nmol.g-] GSH/GSSG

jatra  |KIXCH1| 112 % X X
K2xCH2 X 138% | 161%
ledviny |K1xCH1 X X 144 %
K2xCH2| 119% | | 57 % |1 167 %
sttevo |KIXCH1 X X 151 %
sval |K3xCH3 X 153% | 195%

Tabulka 2 Srovnani vyznamnych zmén v koncentracich GSH a GSSG a poméru GSH/GSSG
v jednotlivych organech mezi kontrolami a challenge Aeromonas salmonicida u krmiv 920 (K1,
CH1) Focus (K2, CH2) a Advance (K3, CH3).

Srovnéni hodnot koncentraci MDA [nmol.g™] u kontrolnich skupin ryb krmiv Focus a Advance
se skupinou kontrolniho krmiva 920 neprokazalo u jater, ledvin a svalu vyznamny nartust hodnot
(p < 0,05). Ve tkani stfeva bylo prokdzano vyznamné zvySeni koncentrace MDA o 54 % u
krmiva Advance (p < 0,05) oproti kontrolnimu krmivu 920. Srovnani skupin kontrol a challenge
pro jednotlivé orgény ukézalo vyznamny nértst koncentraci MDA [nmol.g™] u krmiva 920 ve
stievé o 83 %, u krmiva Focus ve svalu 0 19 % a u krmiva Advance v ledvinach o 83 %.

Zavér

Krmivo Advance se zvySenym obsahem rostlinnych komponent vykazovalo vyznamné zmény
koncentraci markert oxidativniho stresu GSH, GSSG ve srovnani s kontrolnim krmivem 920.
K vyznamnému zvySeni koncentrace MDA doSlo u krmiva Advance Vv tkani stfeva. Krmivo
Advance s rostlinnymi komponenty pravdépodobné negativné ovliviiuje hladinu oxidativniho
stresu. Ve tkani stfeva nebyl u krmiva Focus s obsahem probiotik pozorovan vyznamny rozdil
v poméru GSH/GSSG mezi kontrolni skupinou a skupinou challenge Aeromonas salmonicida. U
kontrolniho krmiva 920 naopak ke zvySeni poméru GSH/GSSG dochazelo. U markeru K
vyznamnému zvySeni koncentrace MDA po experimentalni challenge doSlo u krmiva 920 ve
tkani stfeva, u krmiva Focus ve tkani svalu a u krmiva Advance ve tkani ledvin. Lze
predpokladat, ze imunostimulanty obsazené v krmivé Focus maji pfiznivy vliv na buiiky stfevni
tkan¢ a pozitivné ovliviiuji jejich redoxni stav — markery GSH/GSSG.
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Uvod
Zastupci rodu Aeromonas spp. mohou u ryb vyvolavat septikémie, hemoragické a
ulcerativni choroby, ¢asto doprovazené mortalitou a ekonomickymi ztratami v chovech ryb (1).
K 1é¢bé se vyuzivaji antibiotika, na ktera si vSak bakterie postupné vytvateji rezistenci (2; 3; 4).
Cilem tohoto projektu bylo izolovat z nemocnych ryb v kaprovém rybnikaistvi aeromonady a u
ziskanych izolath stanovit fenotyp a genotyp antibiotické rezistence. Dal$im cilem bylo u téchto

izolath zjistit zastoupeni genl virulence.

Material a metodika
Odbér vzorkl a mikrobiologické vySetfeni
V obdobi od biezna do zafi 2016 jsme celkem vySetfili 154 ryb (133 jedinci druhu Cyprinus
carpio, 13 jedinci druhu Carassius auratus, 8 jedincu druhu Silurus glanis) ze dvou
hospodaistvi a jednoho soukromého rybnika. Po humannim usmrceni bylo provedeno
patologicko-anatomické vySetfeni, béhem kterého byl vzdy ziskan stér z kaze, piipadné z
koznich 1¢ézi a tkan sleziny dle metodiky pro odbér vzorkli pro bakteriologické vySetteni (5).
Metodika mikrobiologického vySetfeni vzorkli probihala podle standardizovanych protokolt
zavedenych na pracovisti a uvedenych v predchozich studiich (2; 3).
Ziskané izolaty byly subkultivovany a identifikovany hmotnostni spektrometrii na zafizeni
MALDI-TOF Biotyper (BrukerDaltonic, Némecko). Identifikované Cisté kultury byly uchovany
v kryoprotektivnim médiu pii -70°C a postupné byly charakterizovany i jejich fenotypové a
genotypové vlastnosti.
Testovani rezistence k antimikrobialnim latkam
Diskovou diftzni metodou byla stanovena citlivost va¢i 6 vybranym antimikrobialnim latkdm

schvalenym pro potravinové ryby vCR nebo EU (oxytetracyklin, florfenikol,

100



sulfametoxazol/trimetoprim, flumequin, enrofloxacin a kyselina oxolinova). Déale byla u vSech
kment zjisténa MIC k ciprofloxacinu metodou zied’ovani v bujonu (Mikrolatest MIC
Ciprofloxacin, Erba Lachema, CR) (6).

Detekce genti rezistence k antimikrobidlnim 1atkdm a detekce genti virulence

Teplotni lyzi byla izolovana DNA rezistentnich kment, kterd slouzila jako templat pro
identifikaci genu rezistence a virulence metodou polymerazové fetézové reakce (PCR). Metodou
PCR byl u rezistentnich izolatt proveden prikaz gent kodujicich rezistenci vuci tetracyklinim
(tetA az G), k sulfonamidim (sull az 3) a trimetoprimu (dhfrAl7, dhfrAl, dhfrAl2), k
chinolonim vazanou na plazminech (qnrA az D, qnrS, gepA, ogxAB, aac(6)-1b-cr) a k
amfenikolim (catAl, cmlA a floR). Dale byla PCR provedena detekce genti kodujicich integrazy
(intl1 a intl2). K vizualizaci produktid PCR byla pouzita gelova elektroforéza.

Izolaty se snizenou citlivosti k ciprofloxacinu (MICj, > 0,05 mg/1) byly testovany na pfitomnost
PMQR gent s naslednou sekvenaci.

Vsechny izolaty aecromonad byly podrobeny vySetfeni na pfitomnost 7 vybranych gent virulence

(ahhl, asal, act, ast, ascV, eno, aexT) metodou PCR.

Vysledky

U 17 % ze 154 ryb byly pii patologicko-anatomickém vySetfeni nalezeny kozni 1éze ve formeé
povrchovych nekr6z az po viedy zasahujici do svaloviny. Nékteré 1éze byly ve stadiu hojeni, coz
ukazuje na jiz prodélané infekéni onemocnéni. U zhruba 8 % vySetfovanych ryb byla
zaznamenana atrofie zadni ¢asti plynového méchyfe a u necelych 5 % meziorganové sristy.
Ryby byly, aZz na vyjimky, vdobrém vyZzivném stavu. Vysledky kultiva¢niho vySetfeni a
charakterizace ziskanych izolatd jsou dokumentovany v Tabulce 1. Kultivaénim vySetfenim 154
ryb bylo celkem ziskdno 50 bakteridlnich izolatl. VSechny bakteridlni izolaty byly ziskany ze
sleziny. 104 ryb bylo kultivacné negativnich.

Diskovou diftzni metodou byla fenotypova rezistence izolatl (n=50) prokazana nejcastéji k
oxytetracyklinu — u 20 izolat (40 %), naopak rezistence k florfenikolu jen u 1 izolatu (2 %). K
sulfametoxazolu/trimetoprimu byla prokdzdna rezistence u 14 izolath (28 %), ke kyseling

oxolinové u 12 izolatd (24 %), k enrofloxacinu u 10 izolatd (20 %) a k flumequinu u 7 izolata

(14 %).
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Graf 1. Pocetni zastoupeni izolatu rezistentnich k antimikrobidlnim latkdm v testovaném souboru ryb

z kaprového rybnikarstvi

Tabulka 1. Souhrn charakteristik 50 izolatl ryb z kaprového rybnikarstvi

* Shewanella baltica, Plesiomonas shigeloides, Stenotrophomonas rhizophila

A "-"..negativni vysledek

Cislo Bakterialni druh  Druh ryby Fenotyp Genotyp Geny virulence

| izolatu rezistence rezistence
1 A. bestidrum Cyprinus carpio -A - act, ahhl, eno
2 A. veronii Cyprinus carpio - - asa, act, eno
3 A. veronii Cyprinus carpio - - asa, act, eno
4 Shew. baltica* Cyprinus carpio - - -
5 Shew. baltica Cyprinus carpio - - -
6 A. veronii Carassius auratus Sxt - asa, act, eno
7 A. veronii Cyprinus carpio Ot tetE asa, act, eno
8 A. veronii Cyprinus carpio Ot tetA asa, act, eno
9 A. veronii Cyprinus carpio Sxt - asa, act, ascV, aexT,eno
10 A. veronii Cyprinus carpio - - act, ascV, aexT,eno
11 A. veronii Cyprinus carpio Oa, Ot, Sxt tetE asa, act, ascV, eno
12 A. veronii Cyprinus carpio Ot, Sxt tetE asa, act, eno
13 A. ichthiosmia Carassius auratus Sxt - asa, act
14 A. ichthiosmia Carassius auratus Sxt - asa, act, ascV, aexT,eno
15 A. veronii Carassius auratus Oa, Ot - asa, act, ascV, aexT,eno
16 A. ichthiosmia Cyprinus carpio Enr, Oa, Ot, Sxt tetE asa, act, eno
17 A. veronii Cyprinus carpio - - asa, act, ascV, aexT,eno
18 A. veronii Silurus glanis O3, Ot, Ub tetE asa, act, ascV, aexT,eno
19 A. veronii Silurus glanis - - asa, act, aexT,eno
20 A. veronii Silurus glanis Enr, Oa, Ot, Ub tetE asa, act, aexT,eno
21 A. veronii Silurus glanis Enr - asa, act, eno
22 A. veronii Cyprinus carpio - - asa, act, ascV, aexT,eno
23 A. hydrophila Cyprinus carpio Sxt - asa, act, ascV, aexT,eno
24 A. veronii Cyprinus carpio Enr, Oa, Sxt - asa, act, ascV, aexT,eno
25 A. veronii Cyprinus carpio - - asa, act, ascV, aexT,eno
26 A. veronii Cyprinus carpio Ot, Sxt tetE asa, act, eno
27 A. veronii Cyprinus carpio Enr - asa, act, ascV, aexT,eno
28 A. veronii Cyprinus carpio - - asa, act, ascV, aexT,eno
29 A. veronii Cyprinus carpio - - asa, act, ascV, aexT,eno
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30 A. veronii Cyprinus carpio Sxt - asa, act, eno
31 A. veronii Cyprinus carpio Ffc, Oa - eno
32 P. shigeloides* Cyprinus carpio - - asa, act, ascV, aexT,eno
33 A. veronii Cyprinus carpio Enr, Sxt - asa, act, eno
34 A. veronii Cyprinus carpio Enr, Sxt - asa, act, aexT,eno
35 A. veronii Cyprinus carpio Ot tetE eno
36 A. veronii Cyprinus carpio - - eno
37 A. veronii Cyprinus carpio Ot tetE asa, act, aexT,eno
38 A. veronii Cyprinus carpio Ot tetA asa, act, aexT,eno
39 A. veronii Cyprinus carpio Ot tetE asa, act, eno
40 A. veronii Cyprinus carpio Ot tetE asa, act, ascV, aexT,eno
41 A. veronii Cyprinus carpio - - asa, act, ascV, aexT,eno
42 A. veronii Cyprinus carpio - - asa, act, eno
43 A. veronii Cyprinus carpio - - act, aexT,eno
44 A. veronii Cyprinus carpio Enr, Oa, Ot, Ub tetA asa, act, eno
45 A. veronii Cyprinus carpio Ot qnrs, tetk asa, act, ascV, aexT,eno
46 A. veronii Cyprinus carpio - - asa, act, ascV, aexT,eno
47 A. veronii Silurus glanis Enr, Oa, Ot, Sxt, qnrS, sul2, intl1, eno

Ub dhfrAl. tetA
48 A. veronii Silurus glanis Enr, Oa, Ot, Ub qnrs, tetA asa, act, ascV, aexT,eno
49 A. veronii Silurus glanis O3, Ot, Ub tetE asa, act, ascV, aexT,eno
50 S. rhizophila* Silurus glanis Oa, Ot, Ub - -

Metodou PCR bylo zjisténo, ze 18 izolatd (n=50) neslo alespoii jeden gen rezistence. Celkem 18
izolath (36 %) neslo gen rezistence vici tetracyklinim (tetE u 13 izolatd, tetA u 5 izolath), 3
izolaty (6 %) nesly gen rezistence vuéi chinolonim (qnrS), 1 izolat nesl geny rezistence
k sulfonamidiim, v¢etné potencovanych (sul2 a dhfrAl). Gen intll byl detekovan u jednoho
izolatu, gen intl2 nebyl nalezen. Deset izolati mélo MICj, > 0,05 mg/l. Zjisténé hodnoty se u
téchto izolati pohybovaly v rozmezi 0,06 — >4 mg/I.

U jednotlivych izolati acromonad se vzdy vyskytoval jeden az pét genti virulence. Gen ast nebyl
detekovan u zadného izolatu. Ptitomnost vySSiho poctu genti virulence Ize hodnotit jako

potencialni vyssi virulenci danych izolatt.

Zavér
Zavérem lze konstatovat, ze k oxytetracyklinu, ktery je registrovan jako jediné antibiotikum
k 1é¢bé bakteridz kaprovitych ryb, byla zjisténa pomérné vysoka rezistence, naopak florfenikol

uzivany v pstruhovém rybnikafstvi by mohl byt k tomuto antibiotiku adekvatni alternativou.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 219/2016/FVHE.
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Molekularni taxonomie vSenek (Phthiraptera) ptaku Latinské Ameriky
Stanislav Kolencik, Ivan Literak
Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Znalosti o celkové biodiverzité ektoparaziti volné zijicich ptaka v Neotropické oblasti jsou i pies
neustdle se zvySujici mnozstvi vyzkuml vénujicich se této oblasti stale jen velmi kusé.
Systematika vSenek prochazi v posledni dobé velkymi zménami. Z tradice jsou do této skupiny
fazeny dva podiady luptousi (Amblycera) a péfovky (Ischnocera), které se sice zasadné lisi
zpusobem Zivota, avSak problémy tykajici se jejich taxonomie jsou Casto spole¢né. Systematika
obou skupin je dosud zalozena pfevazn¢ na morfologii, na rozdil od jinych skupin organismi je
zde napf. pouziti metod molekularni biologie teprve v zacatcich. V probihajicim vyzkumu
vSenek rodu Myrsidea mizeme u mnohych druhti pozorovat vyraznou fenotypovou plasticitu,
jako je to napiiklad u druhu Myrsidea serini (Séguy, 1944), u kterého mizeme pozorovat rizné
odchylky v morfometrickych charakteristikach na nélezech v minulych (Klockenhoff, 1984;
Price & Dalgleish, 2007; Cicchino & Valim, 2015) i probihajicich studiich. To je davodem, pro¢
je potieba mit ur¢eni druhti na zakladé morfometrickych znak podlozené také molekularné

genetickymi daty (genotypizace).

Material a metodika

Celkem jsme zpracovali 99 vzorkl vSenek ziskanych pfi terénnich sbérech v Latinské Americe.
DNA byla izolovana s vyuzitim kitu QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Pivodné mély byt
sledovany ¢tyii markery genetické diverzity — Usek mitochondrialniho genu CO1, jadernych
gend jadernych genti EF-1a, hyp a TMEDESG. ProtoZe se nam u rodu Myrsidea nezdafilo pomoci
polymerazové tetézové reakce amplifikovat geny hyp, TMEDE6 a VATP21, byly dodate¢né
testovany také gen wingless (Wg), ¢ast genu pro 18S rDNA a del$i usek mitochondrialniho genu
COl. Geny byly amplifikovany pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) a vybrané
pozitivni produkty byly nasledné sekvenovany. Ziskané sekvence byly upraveny pouzitim

programu Geneious 9.1.6 (Kearse et al., 2012) a porovnany s databazi GenBank pouZzitim
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,BLAST* algoritmu (Altschul et al., 1990). Nasledné z nich bude vyvozeno fylogeneticke

postaveni zkoumanych taxont. Vybrané sekvence byly vloZzeny do GenBank.

Vysledky
Tab. &. 1. Vysledky PCR.

Marker Vysetieno Pozitivni Negativni Uspésnost PCR v %

CO1 99 71 28 71,7

EF-la 99 49 50 49,5

wingless 99 59 40 59,6

delSi Gsek CO1 99 64 35 64,6

18S rDNA* 47 47 0 100

*marker byl testovan jen na ¢asti vzorka

Dva ze ¢tyi puvodné sledovanych markert genetické diverzity - jaderné geny hyp a TMEDEG
vykazovaly negativni vysledky. Nasledné byl testovan marker VATP21, ktery se také jako
predchozi dva u luptoust rodu Myrsidea nepodafil reakci PCR dokazat. Zminéné geny byly
navrzeny Kk pouziti, protoZze byly v minulosti dokazany pii vSenkach zpodiadu pétovky
(Ischnocera). Dale tedy byly zkouSeny markery wingless, ¢ast genu pro 18S rDNA a jiny (delSi)
usek genu CO1. 100% uspésnost byla zaznamenana u ¢asti genu 18S rDNA, ktery byl testovan
jen na Casti vzorkl. Protoze variabilita byla velmi nizka a n¢které vzorky vykazovaly zndmky
kontaminace, rozhodli jsme se s dal$imi vzorky nepokracovat. Nejlepsi vysledky v ramci vSech
vzorkll byly zaznamendny na Useku mitochondridlniho genu CO1 (71,7 %), nésledné
podjednotka na del§im useku genu CO1 (64,6 %). Vice nez 50% uspéSnost byla zaznamenana
také u genu wingless a nejslabsi vysledky vykazoval elonga¢ni faktor (EF-1a) se 49,5 % (Tab. ¢.
piipadné také nespravnym uskladnénim (vyssi teplota, svétlé prostredi), piipadné nevhodnosti
markerti pro danou skupinu zZivocichi.

Pozitivni PCR produkty byly sekvenovany a sekvence ptidany do GenBank databaze (ptistupova
Cisla KY113129-KY113137) a budou pouZity pro mezi- a vnitrodruhoveé porovnéni a tedy

zpracovani fylogenetickych analyz vSenek rodu Myrsidea. Ziskand molekularni data jsou také
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vyznamnym doplnénim morfometrickych studii. Pfikladem je popis nového druh Myrsidea sp.,
ktery je morfometricky velmi podobny druhu Myrsidea laciniesternata. Avsak nam se podatil
dokazat molekulérni rozdil na Useku genu CO1 17,9 %, ktery je podle naseho nazoru dostacujici

pro vymezeni nového druhu.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 215/2016/FVHE.
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In vitro bunéény model pro hodnoceni ic¢inku 1é¢iv na vybrané druhy zvéie
Veronika Kovacova, Ehdaa Abdelsalam, Petr Linhart, Vladimir Piacek, Jifi Pikula
Ustav ekologie a chorob zvéie, ryb a véel, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterinarni a
farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Divodem imobilizace volné zijicich zvifat je uskute¢néni riznych zakrokt — odchyt, Klinické
vysetieni, sbér vzorki, 1éCba Ci transport zvitat. Je ziejmé, ze zvoleny postup imobilizace by m¢l
byt stanoven tak, aby zajistil dostateCnou délku, stupen a zaroven Setrnost ke zdravi dané¢ho
zvitete, nebot’ pouziti anestetik u voln¢ zijicich zvifat je vétSinou extra-label (AMDUCA, 1994).
Zpusob podani, koncentrace a objem latky, trvani a kvalita anestézie, potencialni vedlejsi u€inky
a dostupnost antagonistli, jsou dilezité aspekty pii vybéru vhodné kombinace 1é¢iv (Machin,
2007; Turner et al., 2011). Roli pii vlivu anestézie hraje také télesnd hmotnost a zdravotni stav
zvitat v okamziku jejich odchytu, jelikoz u volné Zijicich zvifat nejsou vétSinou k dispozici
zadné vysledky z klinického vysetfeni, krevni biochemie a hematologie. Dnes jsou pro
imobilizaci vyuzivany rtzné chemické latky na bazi opioid, cyklohexamini ¢i o2-
adrenoreceptorovych agonistii, jako etorfin hydrochlorid, xylazin hydrochlorid, kombinace
ketamin hydrochloridu a xylazin hydrochloridu. Vlastnosti téchto latek jsou zkoumany a
porovnavany mezi sebou, nebot byly popsany jejich rozdilné uc¢inky, poptipadé jejich
potencionalni u¢inky nejsou zaznamenané (Rodrigues et al., 2006; Saha et al., 2007; Wolfe et al.,
2014). Pro porozuméni ucinku raznych anestetik vyuzivanych pii imobilizaci volné zijicich
zvifat jsou vhodné in vitro bunécné modely, jelikoZ jsou povaZzovany za cutting-edge néstroj v
biomedicinském vyzkumu (He et al., 2014).

Material a metodika
V in vitro modelu byly zkoumané cytotoxické ucinky ketaminu, xylazinu a ketamin-xylazinu
(Hellabrunnska smés) na buiikach z tkan¢ jater, srdce a ledvin ptipravenych z danka evropského
(Dama dama). Vzorky pro izolaci bunék byly ziskany na zakladé¢ vykonu prava myslivosti.
Kvantifikace cytotoxicity byla zaloZzena na laktat dehydrogenaze, uvolnéné z cytosolu
poskozenych bun€k a to pomoci Cytotoxicity Detekce Kitu (Roche, Basel, Switzerland).
Cytotoxicita byla odhadnuta s pouzitim ELISA reader ELx808 (BioTek, 166 VT, USA).
Izolace bunék
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Vybrané bunécné kultury byly pfipraveny nésledovné: Po usmrceni samce daiika evropského
byly organy vyjmuty a vloZzeny do nachlazeného fyziologického roztoku doplnéného penicilinem
(100 IU/ml) a streptomycinem (100 pg/ml). Tkané byly mechanicky rozvolnény skalpelem na
malé kousky a vlozeny do média Dulbeco Eagle (DMEM) (Biosera, Boussens, France)
obsahujici 1 mg/ml kolagendzy (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a 1 mg/ml
trypsinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Nasledné byly tkané inkubovany pii teploté
37 °C v tifepacim termobloku po dobu 45 min, po inkubaci byly builkky oddéleny nylonovym
filtrem 100 um. Rozptylené bunky byly dvakrat promyty médiem doplnéné 10 % (v/v) fetalnim
hovézim sérem (FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) k zastaveni enzymatického
traveni. Adherentni buiiky byly kultivovany po dobu 8 dni.
Léciva a jiné materialy
Anestetika, kterd byla pouZitéak testovani cytotoxicity: ketamin hydrochlorid (Narketan inj
a.u.v., 100 mg/ml, Vétoquinol s.r.o., Nymburk, Ceska Republika), xylazin (Xylased 500 mg
lyophilized, Bioveta, Ivanovice na Hane, Ceskd Republika), Hellabrunnskd smés, byla
pfipravena rozpusténim lyofilizovaného prasku xylazinu 10% s roztokem ketaminu, jehoz
vysledkem je 100 mg ketaminu k 125 mg xylazinu, na 1 ml smési.
Expozice bunék lécivami
V souladu s predbéznymi studiemi byli buiikky vystaveny ketaminu (10 uM, 50 uM, 100 uM, 1
mM and 10 mM) (Bosnjak et al. 2012), roztoki xylazinu (10 uM, 50 uM, 155 100 uM, 1 mM
and 10 mM) a smési ketamin-xylazinu (0.025+0.02 mg/ml, 0.05+0.04 mg/ml, 0.75+0.06 mg/ml,
157 0.1+0.08 mg/ml and 0.125+0.1 mg/ml). Buiiky byly inkubovany s testovanymi substancemi
pii37°C a5 % CO;, po dobu 2 hodin. Medium pro experimenty DMEM s L-glutaminem bez
pyruvatu.

Vysledky
Srovnani ucinki 1é¢iv a reakci specifickych bunék odvozenych z danka evropského jsou uvedeny
na obrazcich 1-3 a 4-6. Vysledky ukazuji, Ze na buné¢né tGrovni se anestetika vyznamné 1isi v

jejich cytotoxickych ucincich.
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Obrazek 1. Cytotoxicita ketaminu pro buiiky derivované z
jater, ze srdce a ledvin z daika evropského. Buinky byly
exponovany ketaminem o koncentraci od 10 uM do 10
mM, ** = p<0.01, kdyZ porovnavame s kontrolni skupinou

(data nejsou zobrazena).
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Obrazek 3. Cytotoxicita Hellabrunnské smési (100 mg
ketaminu plus 125 mg xylazinu na 1 ml DMEM média) pro
buniky derivované z jater, ze srdce a ledvin z daika
evropského. Buiiky byly exponovany rostouci koncentracni
fadou ketaminu-xylazinu v pevném poméru. ** = p<0.01,
kdyz porovnavame s kontrolni skupinou (data nejsou
zobrazena).
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Obrazek 2. Cytotoxicita xylazinu pro bufniky derivované z
jater, ze srdce a ledvin z daika evropského. Buinky byly
exponovany xylazinem o koncentraci od 10 puM do 10
mM, * = p<0.05; ** = p<0.01, kdyZz porovnavame s

kontrolni skupinou (data nejsou zobrazena).
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Obrazek 4. Cytotoxicita ketaminu, xylazinu a

Hellabrunnské smési pro buiiky derivované z jater z darika
evropského. Buiky byly exponovany anestetiky o
koncentraci od 10 uM do 10 mM. Uginky anestetik byly
porovnany v ramci kazdé koncentrace. Vyznamnost (*=

p<0.05) dokumentuje rozdil mezi anestetiky s nejvyssi a
coZ znamena 10 pM nebo 0,025 + 0,02 mg/ml, 50 uM
nebo 0,05 + 0,04 mg/ml, 100 uM nebo 0,75 + 0,06 mg/ml,
1 mM nebo 0,1 + 0,08 mg/ml, 10 mM nebo 0,125 + 0,1
mg/ml ketaminu a xylazinu nebo Hellabrunnské smési, v

daném poradi.
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Obrazek 5. Cytotoxicita ketaminu, xylazinu a

Hellabrunnské smési pro buiiky derivované z ledvin z
datika evropského. Buriky byly exponovany anestetiky o
koncentraci od 10 pM do 10 mM. Uginky anestetik byly
porovnany v ramci kazdé koncentrace. Vyznamnost (*=

p<0.05) dokumentuje rozdil mezi anestetiky s nejvyssi a
coZ znamena 10 pM nebo 0,025 + 0,02 mg/ml, 50 uM
nebo 0,05 + 0,04 mg/ml, 100 uM nebo 0,75 + 0,06 mg/ml,
1 mM nebo 0,1 + 0,08 mg/ml, 10 mM nebo 0,125 + 0,1
mg/ml ketaminu a xylazinu nebo Hellabrunnské smési, v

daném portadi.
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Obrazek 6. Cytotoxicita ketaminu, xylazinu a

Hellabrunnské smési pro buiky derivované ze srdce z
dafika evropského. Buriky byly exponovany anestetiky o
koncentraci od 10 pM do 10 mM. Uginky anestetik byly
porovnany v ramci kazdé koncentrace. Vyznamnost (*=

p<0.05) dokumentuje rozdil mezi anestetiky s nejvyssi a
coZ znamena 10 pM nebo 0,025 + 0,02 mg/ml, 50 uM
nebo 0,05 + 0,04 mg/ml, 100 uM nebo 0,75 + 0,06 mg/ml,
1 mM nebo 0,1 + 0,08 mg/ml, 10 mM nebo 0,125 + 0,1
mg/ml ketaminu a xylazinu nebo Hellabrunnské smési, v

daném portadi.
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Zdravotni problematika starSich kocek s ohledem na jejich potieby
1Simona Kovatikové, 2Marek Blasko
YUstav ochrany zvirat, welfare a etologie, Fakulta veterindrni hygieny a etologie, *student Fakulty

veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Starnuti je spojeno s fyziologickymi zménami. Snizuje se celkova télesna kondice a kvalita smyslu,
soucasn¢ se meéni chovani i potieby starSich kocek. Zvysuje se také vyskyt nékterych onemocnéni,
ktera se vSak nemusi klinicky projevit. PIn¢ manifestovat se mohou az za n¢kolik let, kdy je feSeni
(nebo vyteSeni) jiz obtizné nebo nemozné. I subklinické problémy navic negativné ovliviiuji
welfare koc¢ek (1). Cilem projektu bylo zmapovani zdravotniho stavu starSich koéek v Utulcich a

nasledné vydani doporuceni pro udrzeni welfare takovych kocek na zéklade vysledkl vysetieni.

Material a metodika
Do studie byly zafazeny kocky soukromych majiteldi, od kazdého majitele byl vyzadovan souhlas
s odbérem krve pro ucely vyzkumu a s vyuzitim ziskanych vysledki pro védecké a publikacni
ucely. Projekt pokusu byl schvalen Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy pod cislem
jednacim MSMT-14648/2016-6.
Do studie byly zatazeny kocky star$i sedmi let bez klinicky zjevnych zdravotnich problémi a bez
medikace. U téchto kocek byla ziskana podrobna anamnéza, provedeno celkové klinické vySetteni.
U v8ech byl zaznamenan vyzivny stav (BCS, body condition score) a mnozstvi svalové hmoty
(MCS, muscle condition score). Od kazdé kocky byl odebran vzorek krve (z v. jugularis, v.
cephalica antebrachii nebo v. saphena). U kaZzdého vzorku krve byl proveden rychly test pro
diagnostiku infek¢nich chorob (FeLV, virus felinni leukémie; FIV, virus imunodeficience kocek;
Anigen Rapid FIV Ab/FeLV Ag, Biopro), hematologick¢ a biochemické vySetieni (Klinicka
laboratof pro mala zvitrata, VFU Brno a IDEXX Laboratories).
Ziskané vysledky byly extrapolovany na kocky drzené v ttulcich pro zvitata.

Vysledky

Skupinu vySetfovanych zvitat tvofilo celkem 56 kocek starSich sedmi let (v€kovy primér 9,5 roku,
smérodatna odchylka 2,2 roku, rozpéti 7-16 let). Jednalo se o 26 kocourd, z toho 25 kastrovanych
(Mk) a 30 kocek, z toho 29 kastrovanych (Fk). Nejpocetnéji byly ve skupiné zastoupeny kocky
doméci kratkosrsté (domestic shorthair, DSH) - (47x), dale byly vySetieny 4 kocky britské, dvé
domaéci dlouhosrsté a po jednom zéstupci plemen devon rex, sfynx a norska lesni.
U 29 kocek (51,8 %) jsme vyhodnotili vyZzivny stav jako dobry (BCS 4-5/9), u 24 kocek (42,9 %)
jsme zjistili nadvahu nebo obezitu (BCS > 6/9), tfi ko¢ky mély vyzivny stav zhorSeny (BCS < 3/9).
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Mnozstvi svalové hmoty bylo u vétSiny kocek v normé (43 kocek, 76,8 %), mirna ztrata svalové
hmoty byla pozorovana u 7 kocek (12,5 %), sttedni ztrata u 4 kocek (7,1 %) a tézka ztrata u 2 kocek
(3,6 %).

NejcastéjSim nalezem klinického vySetieni byla pfitomnost zubniho kamene a gingivitidy (24
kocek, 42,9 %). U tii kocek byl palpovan atvar na krku, susp. zvétSend §titnd Zlaza, u dvou kocek
byl identifikovan Utvar v podkozi (na pravé strané krku a na spodiné biisni). U dvou kocek byl
auskultacné zjistén systolicky Selest.

U dvou kocek byla pomoci rychlého testu zjisténa ptitomnost FeLV, u jedné¢ FIV. Vysledky

hematologického a biochemického vysetieni jsou uvedeny v tabulce.

Diskuze

Z vysledkt této prace je ziejmé, ze by zdravotnimu stavu star§ich kocek méla byt vénovana zvysena
pozornost. VSechny kocky byly majiteli povazovany za zdravé, presto byla u vétSiny z nich zjiSténa
n¢jaka abnormalita. Je zjevné, Ze majitelé velmi malo vénuji pozornost vyzivnému stavu kocek a
obezitu nebo horSi vyzivny stav nepovazuji za problém. Pfitom obezita je vyznamnym
predispozi¢nim faktorem pro vznik diabetes mellitus u kocek, horsi vyzivny stav je spojen s kratsi
dobou preziti (2,3). Problémem je i onemocnéni dutiny ustni (zubni kamen, gingivitis): zadny
z majiteli nepopisoval bolestivost dutiny Ustni i pies piitomnost zavazného problému v ni. Koc¢ky
jako predatofi maji tendence své problémy skryvat, takze v okamziku, kdy se objevi klinické
ptiznaky postizeni zubii a dasni, se jiZz jedna o velmi pokrocily proces. I bez klinickych ptiznakt jde
ale o bolestivy problém.

Nejcastéjsi hematologickou abnormalitou bylo zvysSeni hematokritu. Kocky nejevily pii klinickém
vySetieni znadmky dehydratace a ani podle ostatnich parametri krve nebyla piitomna
hemokoncentrace. Je tedy pravdépodobné, ze se jedna o normalni stav a mél by vést k rozsifeni
referen¢niho rozmezi nebo vytvoreni referen¢niho rozmezi pro staré kocky. Druhym nejcastéjSim
nadlezem byla trombocytopenie. V naSem piipadé se pravdépodobné¢ jednalo o
pseudotrombocytopenii, ktera je u koc¢ek velmi Casta a je charakterizovana shlukovanim trombocytt
(4).

V biochemickém vySetfeni byla nejcastéji nachdzena zvySena aktivita ALT, jednalo se vSak o
zvySeni velmi mirné. Z klinického hlediska nejvyznamnéj$im biochemickym nalezem byla zvySena
koncentrace tyroxinu u 4 kocek znamenajici hypertyre6zu. Podil téchto kocek ve skupiné
sledovanych zvitat se blizi udajim ze zahrani¢i, nicméné ty zahrnuji ptipady subklinické i pacienty
s klinickymi pfiznaky (5,6). Je tedy mozné, ze prevalence hypertyredzy je u nas mnohem vyssi a

jako podcenovany problém neni fadné diagnostikovana.
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Ptekvapivym vysledkem je velmi maly pocet kocek s abnormalitami parametrii ledvin (kreatinin,
mocovina). U zadné ze sledovanych kocek nebyla zjisténa zvysSend koncentrace SDMA, pouze u
dvou dosédhla horni hranice referencniho rozmezi. Tento parametr se vSak jevi jako velmi vhodny
pro pouziti u kachektickych zvirat.
Zavér

Vysledky studie ukazuji, ze zdravotni stav star§ich kocek by mél byt peclive sledovan. V nasi préaci
byly vysetfeny kocky soukromych chovatelti. Tito chapou svou kocku jako ¢lena rodiny a piesto si
v mnoha piipadech nevSimli abnormalit zdravotniho stavu nebo je nepovazovali za vyznamny
problém. Podobna situace je pravdépodobna i u starSich kocek umisténych v utulcich. Starsi koc¢ky
obvykle nebyvaji novymi majiteli adoptovany piili§ Casto, takze travi v Gtulcich dlouhou dobu.
Pravidelnymi prohlidkami mtizeme vc¢as urcit i drobné odchylky zdravotniho stavu a vcas je zacit
fesit.
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Poznamka: Oproti ptivodnimu zaméru provést studii piimo v Gtulcich pro zvitata byl zamér zménén na provedeni studie
u kocek soukromych majiteld. Divodem zmény studie byla skute¢nost, ze odbér krve pro vyzkumné tucely je
povazovan za pokus na zvifeti, a legislativni podminky neumozituji uskute¢tiovat pokusy na toulavych a opusténych
zvifatech. Tato zména neovlivnila zaméfeni a dosazené vysledky studie, naopak poznatky o zdravotni problematice
star§ich kocek u chovateltl rozsitily dopad studie, ziskané poznatky maji vyznam jak pro problematiku chovu kocek u
chovateltl, tak po jejich extrapolaci na ttulky i pro problematiku drzeni kocek v ttulcich pro zvitata.
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Tabulka: Vysledky hematologického a biochemického vysetfeni krve

Parametr Jednotky Ref. rozmezi Prlimér + Minimalni Maximalni Pocet kocek Pocet kocek
smérodatnd hodnota hodnota s hodnotou nad | s hodnotou pod
odchylka ref. rozmezim ref. rozmezim

Leukocyty 10°/I 6,8-16,5 10,7+6,3 3,49 39,9 6 (10,7 %) 15 (26,8 %)
Erytrocyty 10/l 4,9-9,8 9,6+1,5 4,52 12,34 26 (46,4 %) 1(1,8%)
Hemoglobin g/l 79-148 136,5+ 20,5 74 174 20 (35,7 %) 2 (3,6 %)
Hematokrit I/l 0,20-0,38 0,4+0,1 0,218 0,561 43 (76,8 %) 0
Trombocyty 10°/I 178-357 231 +140 38 572 0 41 (73,2 %)
Celk. bilkovina g/l 57-95 76,3+6,6 62,4 96 1(1,8%) 0
Albumin g/l 23-35 27,1+4,0 16,6 35 0 8 (14,3 %)
Glukoza mmol/I 3,1-6,9 6,2+2,1 3,2 16,1 13 (23,2 %) 0
Kreatinin pmol/I > 168 121,8+27,7 172 74 2 (3,6 %) -

Urea mmol/I 5,7-13,5 95+2,4 5,2 19,9 4(7,1%) 1(1,8 %)
SDMA ug/dl >14 9,9+2,0 5 14 0 -
Bilirubin pmol/I 0-7,0 3,1+1,8 0,9 5,9 0 -

Na mmol/I 150-160 156 £ 2,6 150 161,2 2(3,6%) 0

K mmol/| 3,5-5,0 4,4+0,4 3,4 5,3 5 (8,9 %) 1(1,8%)
Ca mmol/I 2,30-3,0 2,6+0,2 2,28 3,32 3(5,4 %) 1(1,8%)

P mmol/I 0,9-2,0 1,5+0,3 0,9 2,16 3(5,4 %) 0

ALT ukat/I 0,1-1,0 1,2+0,8 0,33 4,57 24 (42,3 %) 0

AST ukat/I 0,1-1,0 0,3+0,2 0,05 0,92 0 1(1,8%)
ALP ukat/I 0,1-4,0 0,5+0,3 0,2 1,49 0 0
Celkovy tyroxin nmol/I 12,9-51,5 29,6 £ 24,5 12,9 138 4 (7,1 %) 0
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Uvod

Parazitizmus je jednou z Zivotnich strategii, kdy parazit Zije na Ukor svého hostitele. Vztah
mezi hostitelem a parazitem je vysledkem rtzné dlouho trvajiciho spolecného vyvoje obou
v procesu koevoluce a charakterizuje ho jista mira rovnovahy mezi obéma zacastnénymi. Neni tedy
piekvapivé, ze je u volné zijicich Zivocichti mirna parazitdrni infekce zcela béznd a nepiisobi
schopnosti a Uspésnost (Merino et al., 2000).

Netopyti pfedstavuji velmi specifickou skupinu savci, a to nejen z hlediska zptisobu Zivota
a fyziologickych adaptaci, ale rovnéz z pohledu patogenti. NejenZe jsou povazovani za rezervoar a
puvodni hostitele celé fady vira (Calisher et al., 2006), ale v souc¢asné dobé se ma za to, ze jsou i
pivodnimi hostiteli trypanosom podrodu Schizotrypanum (Hamilton et al., 2012a), kam patfi i
patogenni Trypanosoma cruzi, ktera v Latinské Americe zpusobuje Chagasovu chorobu. Podrod
Schizotrypanum zahrnuje druhy, které jsou v radmci vztahu parazit-hostitel vazany vyhradné na
netopyry, pouze u Trypanosoma cruzi doslo béhem evoluce k pfeskoku na jiné savce. Jednou
z teorii je, Ze vztah trypanosom podrodu Schizotrypanum a netopyru je z hlediska evoluce velmi
stary a k $ifeni této skupiny krevnich paraziti prostfednictvim netopyrti doslo jiz v dobé pted
odd¢lenim kontinentii, coz dokazuje 1 fylogenetickd analyza (Hamilton et al., 2012a). Hamilton et
al. (2012b) v ramci analyzy 18S rDNA trypanosom ziskanych od netopyri z Velké Britanie zjistil,
Ze Trypanosoma dionisii B z krve netopyra rezavého (Nyctalus noctula) je z fylogenetického
hlediska blizsi izolatim T. dionisii z Jizni Ameriky nez T. dionisii A z krve netopyra hvizdavého
(Pipistrellus pipistrellus) z Velké Britanie (Hamilton et al., 2012b). Vzhledem k tomu, Ze vyse
zminéna studie tykajici se pfitomnosti jednotlivych druhli trypanosom u evropskych netopyrt je
jednou z mala publikovanych, rozhodli jsme se provést analyzu vzorki krve od netopyri rezavych

odchycenych v CR.
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Material a metodika

V ramci projektu byly odebrany a zpracovany vzorky krve netopyrii rezavych, ktefi byli na
zacatku zimovani pfedani pracovnikim zdchranné stanice z diivodu naruSeni hibernakula a déle
netopyri rezavych, ktefi byli odchyceni pomoci narazovych siti v ramci planovanych odchyti, které
provedli pracovnici Ustavu biologie obratloveit AV CR (povoleni AOPK CR ¢&.j. 01662/MK/2012
S/00775/MK/2012, ¢&.j. 866/1S/2012). Netopyrim byl odebran vzorek krve zVv. saphena, misto
odbéru bylo osetieno tkanovym lepidlem, aby nedoslo k nechténym ztratdm krve. Pied vypusténim
byly netopyrim doplnény tekutiny a energie peroralni aplikaci roztoku glukézy. Biochemické
parametry krve byly zpracovany piimo v terénu mobilnim hematologickym a biochemickym
analyzatorem VetScan a iSTAT (Abaxis, USA). Cast krevniho vzorku byla odebrana pro naslednou
izolaci DNA, nested PCR diagnostiku trypanosom a sekvenaci. Rovnéz byly zhotoveny krevni
natéry a vyhodnocen diferencialni rozpocet leukocytd. V ramci péfe o trvalé handicapy byl
proveden monitoring vyvoje parazitemie u 7 biezich a nasledné laktujicich samic netopyra rezavého
a byly rovnéZ analyzovéany vzorky krve ziskané od jejich mlad’at. Vzorky byly odebrany celkem od

90 netopyra rezavych.

Vysledky

V ramci této studie byly odebrany vzorky krve od celkem 79 netopyri rezavych (Nyctalus
noctula), a dale byly odebrany vzorky i od 11 mlad’at trypanosoma-pozitivnich samic. Ze 79
dospélych zvitat béhem celého roku bylo pomoci nested PCR zjisténa prevalence 43,59%, v rdmci
hibernace byla prevalence vyskytu trypanosom v krvi 42,85% a u zvifat normotermickych,
odchycenych béhem swarmingu byla prevalence 50%. Na zaklad¢ sekvenace byly trypanosomy u
netopyrti rezavych z CR uréeny jako Trypanosoma dionisii B. VVzorky od handicapovanych samic
byly odebirany opakované v prubéhu unora az zafi. Mnozstvi trypanosom v periferni krvi samic
kolisalo a dle krevnich natérti byly pocty trypanosom pomérné nizké, takze u nékterych zvirat byly
v ramci sledovaného obdobi nékteré vzorky vyhodnoceny jako negativni s tim, Ze pfi dal§im odbéru
byl vysledek PCR vySetieni opét pozitivni. VSechna mlad’ata trypanosoma-pozitivnich samic byla
na PCR negativni. V ramci studiec byly stanovovany rovnéz hematologické a biochemické
parametry krve. Pii statistick¢ analyze ziskanych dat byly zjiStény statisticky prikazné rozdily

v hodnotach celkové bilkoviny a globulini mezi pozitivnimi a negativnimi hibernujicimi zvifaty.
Zavér
V ramci této studie byl poprvé na evropském kontinentu zachycen vyskyt trypanosomy T.

dionisii B, ktera byla dfive popsana pouze ve Velké Britanii a dle fylogenetické analyzy je blizce
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piibuzna izolatim z Jizni Ameriky (Hamilton et al., 2012b). Stejné tak jako Hamilton et al., (2012b)
i my jsme tuto trypanosomu diagnostikovali u netopyra rezavych (Nyctalus noctula). Ve vzorcich,
které pochazely od zvifat z nékolika lokalit, jsme zjistili vysokou prevalenci této trypanosomy a
v ramci vySetfeni hematologickych a biochemickych parametrii nebyly zjiStény zadné vyrazné
zmény oproti negativnim zvitatim. Jediny rozdil byl zjistén u hladiny globulinti a s ni souvisejici
celkové bilkoviny, kdy doSlo u trypanosoma-pozitivnich zvitat ke zvySeni hodnot obou téchto
parametrti, coz se shoduje s vysledky studie experimentélni trypanosomiazy u nosali (Nasua
nasua). Na rozdil od této studie vSak u ndmi sledovanych zvifat nebyla zjiSténa anemie ani
poskozeni jater v dusledku infekce (Herrera et al., 2002). Vysoka prevalence v populaci spolu
s nizkou mirou parazitemie a dlouhodobou koexistenci hostitele a parazita svéd¢i pro jistou miru
tolerance, ktera se zfejm¢ vyvinula béhem dlouhodobé koevoluce tohoto druhu trypanosomy a
netopyra (Best et al., 2008). Pro toleranci infekce trypanosomami svéd¢i i absence zmén
hematologickych a biochemickych parametri oproti trypanosoma-negativnim zvifatim. Vzhledem
k negativnim vysledkim PCR opakovanych odbért vzorku krve mlad’at trypanosoma-pozitivnich
samic lze pfedpokladat, ze u tohoto druhu trypanosomy nedochazi k transplacentarnimu pienosu.
Mira patogenity této trypanosomy je v soucasné dob¢ spornd, protoze na jedné strané je tento druh
schopen invadovat zivé bunky a mnozit se v nich (Oliveira et al., 2009), ale na druhou stranu bylo u
britskych netopyri zaznamenano dlouhodobé pieZivani bez zjevného ovlivnéni zdravotniho stavu
(Hamilton et al., 2012b) a i my jsme sledovali 7 samic po dobu 8 mésicii a infekce u nich
perzistovala po celou tuto dobu bez znamek naruSeni celkového zdravotniho stavu sledovanych
zvitat. Do budoucna by bylo zajimavé ovéfit interakce této trypanosomy s netopyiimi bunéénymi

liniemi a rovnéz provést rozsahlejsi monitoring vyskytu trypanosom u dalSich evropskych druhii

netopyru.

Prace byla financovana v ramci projektu 1GA 221/2016/FVHE
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Uvod

Kobyli mléko je dilezitou a tradicni potravinou zivocisSného plvodu v nékterych asijskych
regionech, ale zajem o kobyli mléko v soucasné dobé zaziva renesanci i v evropskych zemich
(Holandsko, Belgie, Norsko, Francie), kde vznikly 1 specializované podniky pro jeho primyslové
zpracovani (horse dairies). Kobylimu mléku jsou piisuzovany specifické terapeutické vlastnosti.
Protoze se slozeni kobyliho mléka vice podobd matefskému mléku nez mléko prezvykavci, je
povazovano za vhodnou alternativu mléka mateiského. Kobyli mléko se vyuziva pro vyrobu
mléénych vyrobkl (kumys, syry), dale naptiklad v kosmetickém primyslu a pro vyrobu doplink
stravy. Udaje o obsahu minoritnich nutrientd v kobylim mléce jsou v literatufe méné ¢asté a velmi
rozdilné. Divodem muze byt i skute¢nost, Ze produkce kobyliho mléka je vice lokalni zalezitosti
s velkou variabilitou v obsahu slozek ovlivnénou fadou faktor (plemeno, vyziva, stadium laktace,
rezim krmeni aj.) (Claeys et al., 2014; Pieszka et al., 2016). Zminéné faktory jsou rovnéZ pf¥i¢inou
vysoké variability v udajich o obsahu vitamin v kobylim mléce. Obsah hydrofilnich vitaminu je
vyzivou vice ovlivnén nez obsah lipofilnich, obsah cholesterolu a lipofilnich vitamini v mléce
zavisi na tuCnosti mléka. Kobyli mléko obsahuje vyznamné méné tuku nez mléka prezvykavct,
mléce relativné vysoky, je obsah vitamini v kobylim mléce celkové nizsi, nez v mléce prezvykavctu
(tabulka ¢. 1).

Tabulka €. 1: Obsah tuku, cholesterolu a vybranych vitaminli v mléce nékterych savca (Claeys et

al., 2014).

Slozka MIéko

matefské kobyli kravské ovCi kozi
tuk (g/1) 21-40 3-42 33-54 50-90 30-72
cholesterol (mg/l) 140-200 50-88 131-314 140-290 107-181
retinol (ug/l) 300-2000 93-340 170-500 410-500 500-680
tokoferol (ug/l) 3000-8000 260-1113 200-1840 1200 neuvedeno
thiamin (ug/l) 140-170 200-400 280-900 280-800 400-680
riboflavin (ug/l) 200-600 100-370 1160-2020 1600-4290 | 1100-2100
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Studie je ptispévkem k doplnéni méné Cetnych idajii o obsahu vybranych minoritnich nutrienta
kobyliho mléka a uvadi obsah cholesterolu, lipofilnich vitamint (tokoferolu, retinolu) a

hydrofilnich vitamin (thiaminu a riboflavinu).

Material a metodika
Vzorky
Ve studii byly analyzovany vzorky kobyliho mléka ziskané od 10 klisen plemen ¢esky teplokrevnik,
moravsky teplokrevnik, trakénsky a oldenbursky kin béhem 6 mésicii laktace. Celkem bylo
analyzovano 63 vzorkl kobyliho mléka.
Stanoveni riboflavinu

Princip metody

Riboflavin je stanovovan v supernatantu po odstranéni tuku a precipitaci proteintil0 % kyselinou
octovou na pH 4,2 kapalinovou chromatografii na reverzni fazi s pouzitim iontové parovaciho
¢inidla (IP RP-HPLC).

Pfiprava vzorku:

10 ml vzorku mléka centrifugujeme 10 min/50000t/min/5 °C. Svrchni tukovou vrstvicku
mechanicky odstranime a ke vzorku pozvolna pfidavame za stalého michani 10 % kyselinu octovou
do pH=4,2. Reak¢ni smés odstiedime 5 min/50000t/min/5 °C, cca 2 ml supernatantu zfiltrujeme
pies 0,45 nebo 0,22 um nylonovy filtr do vialek pro HPLC analyzu.

Podminky HPLC stanoveni

Stanoveni provadime na kapalinovém chromatografu, s fluorescen¢nim detektorem pii vinovych
délkach Aex/Aem = 450/520 nm. Pro separaci je mozné pouZit chromatografickou kolonu Zorbax
Eclipse XDB C8, 4,6 x 150 mm, 5 um. Teplota kolony je 35 °C, velkost nasttiku 10 pl. Pracujeme
v modu gradientove eluce, mobilni fazi A je vodny roztok iontové parovaciho ¢inidla, kyseliny
octové a triethylaminu v poméru 5 mmol : 1 % : 0,13 %. Mobilni fazi B je acetonitril.

Stanoveni thiaminu

Princip metody

Thiamin, véetné jeho fosforylovanych forem, je po kyselé a enzymatické hydrolyze a ptevedeni na
thiochrom stanovovan metodou kapalinové chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC)
s fluorescencni detekci.

Pfiprava vzorku
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10 ml mléka odpipetujeme do150 ml kadinky, ptidame 50 ml 0,1 M HCI a vlozZime do vodni 1azné
60 °C/30 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu upravime pH reakéni smési na hodnotu 4,5
roztokem 2,5 M octanu sodného, kvantitativné pfevedeme do 250 ml Erlenmayerovy barnky,
piidame 1 ml vodné suspenze enzymu ClaraDiastasa (0,250 g smési enzyml Clara Diastase
suspendujeme v 1 ml deionizované vody) a inkubujeme cca 16 hodin pii 37 °C za stalého
promichavani. Po ochlazeni na laboratorni teplotu pfevedeme smés do 100 ml odmérné banky a
doplnime objem po rysku vodou.

Oxidace thiaminu na thiochrom

Odebereme 1 ml roztoku po enzymatické hydrolyze do 15 ml zkumavky, pfidame 1 ml
derivatizacniho Cinidla (2 ml 1 % roztoku ferrikyanidu draselného doplnime do 50 ml 15 %
roztokem KOH). Deprivatizacni Cinidlo pfipravujeme vzdy CcCerstvé tésné pied deprivatizaci.
Reakéni smés vortexujeme 10 vtefin, nechdme 1 minutu odstat, pfidame 1,5 ml
isopropanolu/isobutanolu, vortexujeme 15 vtefin, nechame stat do oddéleni vodné a alkoholové
vrstvy. Z horni vrstvy pak odebirdme cca 1 ml pro HPLC stanoveni. Stabilita thiochromu je
omezend (cca 3-10 hodin), stanoveni je nutné provadét v co nejkratsi dobé po derivatizaci.

Podminky HPLC stanoveni

Pro analyzu byla pouzita chromatograficka kolona Ascentis RP Amide, 150 x 4,6 mm, 3 um
(Supelco, USA). Mobilni faze méla slozeni: fosfatovy pufr, pH 7,2/acetonitril (80:20), pratok 0,8
ml/min, Ty = 35 °C, velikost nastiiku 10 ul, detekce pti Aexcrem = 368//440 nm. VVyhodnoceni bylo
provadéno metodou kalibracni piimky.

Stanoveni lipofilnich vitamina A, E a cholesterolu

Princip metody

Celkovy cholesterol a vitaminy A, E se stanovuji po uvolnéni z esterovych vazeb alkalickou
hydrolyzou (saponifikaci) a extrakci nesaponifikovatelného podilu do nepolarniho rozpoustédla
metodou kapalinove chromatografie na reverzni fazi.

Pfiprava vzorku

K 1 g mléka, resp. mlééného tuku ptidame Spetku kyseliny askorbové a hydrochinonu, 10 ml
methanolického KOH (1 dil 10 M KOH + 9 dili methanolu p.a.) a saponifikujeme pii 60 °C pod
refluxem po dobu 30 min. Po ochlazeni pfidame 5 ml deionizované vody a 10 ml hexanu jako
extrakéniho ¢inidla a intenzivné tiepeme 20 minut. Po odd€leni vrstev odebereme maximalni
hexanovy podil, ktery promyjeme vodou do neutralni reakce a vysuSime bezvodym siranem
sodnym. Hexan odpaiime, odparek rozpustime v methanolu a po filtraci pfes membranovy filtr
analyzujeme metodou UHPLC.

Podminky UHPLC stanoveni
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Pro finalni chromatografické stanoveni byla pouzita kolona s reverzni fazi Acquity BEH C8, 100 x
2,1 mm, 1,7 um (Waters, Irsko). Mobilni fazi byla smés methanolu a vody (93:7), priutok 0,4
ml/min. Detekce cholesterolu byla provadéna v UV oblasti pii 205 nm, retinolu pfi 325 nm. Pro

tokoferol byla pouzita fluorescenéni detekce s dvojici vinovych délek Aex/Aem = 295/340 nm.

Vysledky

Tabulka ¢. 2. Obsah cholesterolu, retinolu, tokoferolu riboflavinu a thiaminu (mg/l) ve vzorcich
kobyliho mléka

Analyt X SD median max. min.
riboflavin 0,172 0,065 1,157 0,483 0,070
thiamin 0,291 0,111 0,265 0,751 0,205
cholesterol 29,1 16,4 27,5 75,5 2,8

retinol 0,228 0,131 0,308 0,665 0,221
tokoferol 0,771 0,526 0,644 1,914 0,181

V analyzovanych vzorcich kobyliho mléka byly nalezeny obecné niz§i hodnoty sledovanych
vitaminl a cholesterolu v porovnani s mlékem ptezvykavct (tabulky €. 1 a 2). K nejvyznamnéjSim
faktorim, které ovlivituji obsah vitaminti v kobylim mléce, patii stadium laktace a vyZiva (Pieszka
et al., 2016). Obsah slou¢enin nesaponifikovatelného podilu, cholesterolu, retinolu a tokoferolu
Vv analyzovanych vzorcich je rovnéZz velmi variabilni v zvislosti na obsahu tuku. Ze skupiny
lipofilnich vitamini jsou v kobylim mléce nejvice zastoupeny vitaminy retinol a tokoferol.
Pramérné koncentrace tokoferolu a retinolu stanovené v nasi studii byly v souladu s literarnimi
udaji (Claeys et al., 2014; Markiewicz-Keszycka et al., 2014). Obsah tokoferolu je v kobylim mléce
podobny jako v kravském mléce, ale vyznamné niz$i nez v mléce matefském. Obsah retinolu je
v matetském mléce vyssi nez v mléce kobylim (Markiewicz-Keszycka et al., 2014). Vitaminy
riboflavin a thiamin byly stanovovany ve vodné frakci mléka po odstranéni tuku a deproteinaci,
jejich obsah neni ptfimo zéavisly na tu¢nosti mléka. Primérné hodnoty obsahu thiaminu byly nizsi
neZz udavané rozmezi koncentraci (Claeys et al., 2014), primérné hodnoty riboflavinu se
pohybovaly v rozmezi hodnot uvadénych koncentra¢nich intervald.
Zavér

Hodnoty sledovanych analytii odpovidaly literarnim udajim a ziskané vysledky ukézaly vysokou
variabilitu hodnot v prubéhu sledovaného obdobi i v ramci vySetienych individualnich vzorku.

Seznam literatury
Seznam literatury je dispozici u autora navratilovap@vfu.cz

Podékovani
Prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 203/2016/FVHE
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Vliv tepelného opracovani na aktivitu stafylokokovych enterotoxini v mléce

Lenka Necidova, Sarka Bursova, Michaela Kralova, Veronika Polkova, Blanka Zabrodska, Eva
Sotova
Ustav hygieny a technologie mléka, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni

a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Staphylococcus aureus je vyznamnym patogenem Cloveka i zvifat. Je schopny produkovat tadu
toxickych substanci, jako jsou napt. stafylokokové enterotoxiny (SEs) zpiisobujici onemocnéni
Z potravin oznacované jako stafylokokova enterotoxik6za. Onemocnéni ma rychly néstup i pribeh.
Prvni symptomy intoxikace — zvraceni, bolest hlavy, bficha a prijem se objevuji za 1 — 6 hodin po
poziti potraviny kontaminované SEs (Loir et al., 2003). S. aureus je jednim z hlavnich
etiologickych agens zpusobujicich mastitidy u mlé¢ného skotu (Rabello et al., 2007). Z tohoto
davodu mtze mléko a mlécné vyrobky predstavovat zvysené riziko pro konzumenty. V soucasnosti
je znamo 22 typt SEs oznacovanych pismeny A-V (Argudin et al., 2010). Za rizikové mnoZstvi
koagulazopozitivnich stafylokokt, mezi jejichz hlavni zastupce se S. aureus fadi, je povazovan
pocet vice nez10° KTJ/ml (g) potraviny (Necidova et al., 2012; Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005).
Vyznamnou vlastnosti stafylokokovych enterotoxint je jejich odolnost k ptisobeni vyssich teplot
(Bhunia, 2008), proto se mohou SEs vyskytovat i v tepeln¢ opracovanych mlécnych vyrobcich, ve
kterych nebyly prokdzéany bakterie S. aureus. Nicméné bylo prokazano, ze pasteracni teploty jsou
schopné SEs ve vzorcich mléka inaktivovat (Necidova et al., 2016). Cilem této prace bylo
hodnoceni termostability stafylokokovych enterotoxini v mléce oSetieném teplotami 100, 110 a

121 °C.

Material a metodika

Jako zkoumanou matrici jsme zvolili Cerstvé pasterované mléko, zakoupené v trzni siti, u kterého
byla pfedem testovanim vyloucena pfitomnost S. aureus.

Kmeny S. aureus pouzité k pokustim, pochazely ze syrového kravského mléka (35) a z Ceské
sbirky mikroorganismi Brno (CCM 5765, CCM 5757, CCM 5971) (3). Celkem bylo pouzito 38
kmenti S. aureus s produkci enterotoxini SEA (13), SEB (11), SEC (14). U vSech kmentu byla
prokazana piitomnost genu kodujicich tvorbu SEs: sea, seb nebo sec.

Toxigennimi kmeny bylo zaockovéno pasterované mléko v poétech 4,89 + 0,31 log KTI.mlI™. Takto
zaoCkované vzorky byly inkubovany 24 hodin pfi teploté 37 °C, aby doSlo k pomnoZeni S. aureus a

k produkci stafylokokovych enterotoxint. U v§ech vzorki bylo po 24 hodinové inkubaci provedeno
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stanoveni po¢tu S. aureus dle CSN EN ISO 6888-1 (1999) a provéfena pfitomnost SEs
imunofluorescenéni metodou (ELFA). Pro stanoveni poctu koaguldzopozitivnich stafylokokt
(S. aureus) byl urcen Baird-Parker agar s vaje¢nou emulzi a teluri¢itanem draselnym, pouzivany
jako arbitrazni pada. Inokulované plotny byly inkubovany aerobné pii 37 °C po dobu 24 — 48
hodin. Nasledné byly vzorky pasterovany pii riznych teplotach (100, 110 a 121 °C), a to po dobu 1
min. Po tepelném ohievu doslo ke zchlazeni mléka a ke stanoveni poctu S. aureus a ptitomnosti
SEs.

Prikaz stafylokokovych enterotoxind byl proveden fluorescenéni imunologickou metodou ELFA
(Enzyme-Linked Immunofluorescent Assay) na pristroji miniVIDAS® (BioMérieux, Marcy
I‘Etoile,France). Tento automatizovany systém detekuje stafylokokové enterotoxiny typu AE jako
sumu, s detekénim limitem 0,5 ng .g™ (ml™) potraviny pro SEA a SEB a s detekénim limitem 1,0 ng
.g* (ml™) pro SEC — SEE. ELFA metoda vysledky pro detekci SEs prezentuje jako pozitivni nebo
negativni, ale soucasn¢ Ize zhodnot TV (Test Value), odpovidajicich mife fluorescence,

semikvantitativné posoudit mnozstvi SEs v testovaném vzorku.

Vysledky

Pocty S. aureus dosahovaly ve vzorcich mléka (n = 38) pted tepelnym opracovanim hodnot 8,63 +
0.47 log KTJ.ml?, u viech vysetiovanych vzorkii byla prokézéna pritomnost SEs. Statistické
vyhodnoceni pocti S. aureus a mnozstvi SEs ukazalo, ze mnozstvi SEs ve vzorcich mléka pred
pasteraci nekorespondovalo spocty S. aureus. Nejvyssi mnozstvi SEs bylo zaznamenano ve
vzorcich mléka zaockovanych kmeny schopnymi produkovat SEA. Jak je patrné z Obrazku ¢. 1, po
tepelném opracovani 100 °C bylo pozitivnich 36,8 % vzorki (14/38), po tepelném opracovani
110 °C bylo pozitivnich 34,2 % vzorkt (13/38) a po tepelném opracovani 121 °C bylo pozitivnich
31,6 % vzorkl (12/38). Mnozstvi SEs ve vzorcich po tepelném opracovani klesalo. Inaktivace SEs
tepelnym opracovanim zavisela na mnozstvi SEs ve vzorku pted tepelnym opracovanim (Obrazek
¢. 2). Hodnota TV pfed tepelnym opracovanim byla vys$si u vzorkd, u kterych byl po tepelném
opracovani 100 °C pozitivni prikkaz SEs nez u vzorkd, ve kterych byl SEs inaktivovan (Mann-
Whitney U test: P < 0.001).

Jednou ze zéakladnich charakteristik SEs je jejich odolnost k vysokym teplotam. Bhunia (2008)
uvadi, ze SEs jsou termorezistentni a zlstavaji aktivni dokonce po 30 minutovém varu, v nékterych
ptipadech i po pusobeni teploty 121 °C po dobu 28 minut. Larkin et al. (2009) a Argudin et al.
(2010) uvadi, ze stafylokokové enterotoxiny jsou odolné vici podminkdm tepelného zpracovani,
které bézné nici bakterie. Podle Claeys et al. (2013) nejsou termorezistentni enterotoxiny vytvorené

S. aureus zniceny pasteraci (napt. 71 — 74 °C/15 — 40 s), ale sterilace (110 — 120 °C/10 — 20 min)
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nebo UHT (135 — 140 °C/6 — 10 s pro nepiimy zpusob a 140 — 150 °C/2 — 4 s pro piimy zpusob)

enterotoxiny v mléce ni¢i. V Japonsku byl pficinou alimentarni intoxikace nebyvalého rozsahu SEA

ptitomny v suSeném mléce (Asao et al., 2003). V odstfedéném mléce, pouzitém k vyrobé susené¢ho

mléka, které¢ bylo minimaln¢ dvakrat pasterovano pii teploté¢ 130 °C po dobu 4 nebo 2 s, byl

enterotoxin SEA ¢aste¢né inaktivovan, ale zachoval si jak imunologickou, tak biologickou aktivitu.

Popsané onemocnéni z potravin je ukdzkou toho, Ze zatimco stafylokoky mohou byt tepelnym

opracovanim zniceny, stafylokokové enterotoxiny si v potravindch mohou udrzet aktivitu a zptisobit

u konzumentu alimentarni intoxikaci.
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Nejen teploty nad 100 °C mohou SEs inaktivovat. Studie Necidova et al. (2016) ukazala, Ze SEA,
SEB a SEC lze inaktivovat teplotami bézné pouzivanymi pfi pasteraci mléka. V piipad¢ ucinku
teploty 72 °C po dobu 15 s byly SEs prokézany u 87,5 % vzorkt mléka, pti 85 °C (15 s) bylo po
pasteraci pozitivnich 52,5 % a po pasteraci 92 °C (15 s) bylo pozitivnich 45,0 % vzorki.
Zavér

Studie potvrdila, ze teploty nad 100 °C mohou SEs inaktivovat v zavislosti na koncentraci toxind ve
vzorcich. Termorezistence stafylokokovych enterotoxint, uvadéna odbornou i védeckou literaturou
jako jejich vyznamna vlastnost, tak byla prokézéana jen u Casti vzorkl. Piestoze tepelné opracovani
mléka ma zasadni vliv na zajisténi bezpecnosti této potraviny, hlavnim preventivnim krokem pro
zabranéni vyskytu stafylokokové enterotoxikdzy u konzumentl zlstava neptferuseni chladiciho

fetézce, jak pozaduje platnéd evropska legislativa (nafizeni (ES) ¢. 853/2004).

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 213/2016/FVHE.
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Uvod

Nosemat6za je onemocnéni dospélych vcel, zpiusobené mikrosporidiemi Nosema apis
a/nebo Nosema ceranae. Nosema apis je ptivodnim parazitem véely medonosné (Apis mellifera). V
poslednich letech je tento druh vytlaCovan druhem Nosema ceranae, ktery pochazi od vcely
vychodni (Apis cerana). Onemocnéni ma u nas vysokou prevalenci (50 — 70 %), a i kdyz vétSinou
nezpusobuje drastické tthyny, znaéné snizuje uzitkovost véelstev. Oba druhy mikrosporidii napadaji
zalude¢ni epitel dospé€lych vcel a zplisobuji jeho destrukei, coz vede k podvyzive vcel, ke zkraceni
jejich Zivota a ke zvySené néchylnosti k jinym chorobam. Vysledkem je pomaly jarni rozvoj
vcelstev, nedostatené vyuziti dostupné pastvy a snizeni medneho vynosu. K terapii nosematozy se
u nas diiv pouzivalo antibiotikum fumagilin. Dnes neni v EU pouziti antibiotik u v¢el povoleno, a
vzhledem k tomu, ze zatim neexistuje zadnéd ucinna alternativni 1écba (Botias a kol., 2013), jsou
véelafi odkdzani pouze na preventivni a zootechnickad opatfeni. Zakladem prevence je spravné
oSetfovani vcel, kvalitni vyziva a zmiriiovani infek¢niho tlaku snizovanim poctu zivotaschopnych

spor, ptitomnych v prostiedi.

Je popsano nékolik metod, pouzitelnych pro dezinfekci véelarského vybaveni, kontaminovaného
sporami Nosema apis (OIE Terrestrial Manual 2013), ale pro Nosema ceranae tyto postupy zatim
chybé&ji. Cilem této prace bylo otestovat devitalizaéni ucinky koncentrované kyseliny octové,
doporucované k devitalizaci spor Nosema apis; dale kyseliny mravenéi a S$tavelové, dvou

organickych kyselin, pouZivanych k tlumeni varroazy vcel.

Material a metodika

Spory Nosema ceranae byly ziskany z pfirozené infikovanych vcel. Zadecky 50 vcel byly
zhomogenizovany v5 ml vody a homogenat byl zfiltrovan ptes dvojitou vrstvu gazy. Poté byla
opakovan¢ provedena gradientova centrifugace na médiu Percoll (95%, 75%, 50% a 25% Percoll,
délka centrifugace 10 minut, 10000 g, laboratorni teplota). Vyizolované spory byly

rozsuspendovany v PBS a uskladnény pii 4°C.
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Druhova identifikace vyizolovanych spor

Ziskane spory byly identifikovany jako Nosema ceranae pomoci PCR (Tlak — Gajger, 2010).

Metody rozliSeni Zivych a devitalizovanych spor

Byly vypracovany metody k rozliSeni Zivych a devitalizovanych spor pomoci fluorescencnich
barviv. Byly pouzity fluorochromy DAPI a propidium iodide (Pl). Zivé spory, obarvené DAPI,
fluoreskuji modfe, mrtvé spory intenzivné modro-bile. Po obarveni Pl mrtvé spory fluoreskuji
Cervené, zivé spory s neposSkozenou plazmatickou membranou
PI nepiijimaji a vykazuji pouze slabou autofluorescenci. Pro
rychlou vizudlni kontrolu Zivotnosti spor a ucinnosti barveni
byla pouzita fluorescencni mikroskopie, pro vyhodnoceni

devitaliza¢niho uc¢inku jednotlivych organickych kyselin byla

pro vyssi piesnost pouzita pratokova cytometrie.

Obrézky 1, 2: Spory, obarvené DAPI (nahofe) a propidium
iodidem (dole).

Vystaveni spor dezinfekénim ¢inidlum

Purifikované spory byly napipetovany na sklenéné Petriho

misky. Po zaschnuti suspenze byly misky se sporami umistény do ula se véelami tak, aby byl
umoznén piistup tlového vzduchu ke spordm, ale aby se ke sporam nedostaly véely. Do ula byly
umistény kratkodobé odpaiovace kyseliny mravenci (Formidol 40) nebo dlouhodobé odpatovace
kyseliny mravenci (Nassenheider).

Dalsi misky byly umistény do ulti bez véel. Ulovy prostor byl odetien 98% kyselinou octovou (20
ml/nastavek, aplikace odparem) anebo kyselinou §tavelovou (1 g/néstavek, aplikace sublimaci).

Po uplynuti planované doby expozice byly misky vyjmuty a spory byly z povrchu oplachnuty PBS
(pH 7,1). Spory byly zcentrifugovany (10 000 g, 10 minut, laboratorni teplota), obarveny PI (10
pg/ml), promyty a pouZity pro méfeni (viz dale).

Pro stanoveni citlivosti spor k pH bylo ke 30 pl suspenze ptidano 1 ml PBS o pH 3 — 13 (upraveno
HCI/NaOH). Po hodinové expozici byly spory zcentrifugovany, supernatant odstranén, spory byly
promyty v PBS, obarveny PI (10 pg/ml), znovu promyty a pouzity pro méteni.
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Viabilita spor byla analyzovana na pritokovém cytometru (FACScalibur, USA). V kazdém vzorku

bylo vyhodnoceno 20000 spor. Jako pozitivni kontrola (mrtvé spory) slouzila suspenze,

inaktivovana teplem (95°C, 30 minut).
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Obrazek 3: Analyza zivotnosti spor na prutokovém cytometru, barveni PI. Vlevo: vzorek s 99 %

zivych spor, uprostied: smes zivych a mrtvych spor, vpravo: spory, usmrcené teplem.
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VSechny sledované organické kyseliny vykazovaly

devitalizacni ucinek. Nejvyraznéjsi efekt byl
pozorovan u 98% kyseliny octové, ktera béhem 72
hodin usmrtila 63 % spor. Kyselina stavelova za
stejnou dobu usmrtila 27 % spor (Obrazek 4).

Obréazek 4. Zivotnost spor N. ceranae po 72 h
expozici kyselin¢ stavelové a kyselingé octové.

Data ptedstavuji primér + SEM.

Efekt kyseliny mravenci byl zavisly spiSe na jeji koncentraci, nez na délce expozice. Kratkodoba

expozice 85% kyseliné mravenéi devitalizovala 25 % spor. Dlouhodobé vystaveni 65% kyseliné

mraven¢i nemélo vyznamny efekt, prestoze u dlouhodobé expozice bylo celkem odpafeno témét

trojnasobné mnozstvi kyseliny nez pfi kratkodobém oSetieni (Obrazek 5). Bylo zjisténo, Ze spory N.
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ceranae, umisténé v ulovém prostiedi, relativné
rychle ztraceji zivotnost (8 % za Ctyii dny, 45 % za
21 dni).

Obrézek 5. Zivotnost spor N.ceranae po kratkodobé
a dlouhobé expozici kyselin€é mravenci. Data
predstavuji primér = SEM.

Bylo zjisténo, ze spory N. ceranae jsou vysoce
odolné v sirokém rozmezi pH. Pfestoze vSechny
organické testované

kyseliny, v piedchozich
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experimentech, snizovaly Zivotnost spor, hodinova expozice kyselému prostfedi Zivotnost spor
vyznamn¢ neovlivnila; zda se, Ze k alkalickému pH jsou mnohem citlivéjsi nez ke kyselému
(Obréazek 6).

Obrézek 6. Zivotnost spor N. ceranae po hodinové inkubaci v roztocich o rizném pH.

Zavér

Vsechny sledované organické kyseliny byly schopny do urcité miry usmrcovat spory N. ceranae.
Ani jedna z testovanych latek vSak nebyla dost ucinna na to, aby kompletné ozdravila tlové
prostiedi od infek¢nich spor. Jediny zasah, ktery spory zcela devitalizoval, bylo tepelné oSetteni.
Osetieni véelstev kyselinou mravenci, piipadné $tavelovou, provadéné v ramci tlumeni varroazy,
muze snizit podil Zzivych spor na plastech, ramcich a sténach ulu a piispét tak ke sniZovani
infek¢niho tlaku. Dojde — li kthynu vcelstva na nosematézu nebo ke zne€i$téni ulu vykaly
nemocnych v¢el, je vhodné pouzit tepelné osetieni ulu a jeho vnitiniho vybaveni.

Citovana literatura je k dispozici u autoru.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 222/2016/FVHE.
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Hodnoceni exotického a tuzemského ovoce ¢eského trhu z pohledu kvality, antioxidaéni

aktivity a fazi zralosti

Jana Pokorna®, Martin Kral*, Martina Ostadalova®, Michaela Koiinkova, Aneta Vybiralova,
Diana Mandincova, Nikol Svobodova
Ustav hygieny a technologie potravin rostlinného piivodu, Fakulta veterinarni hygieny a

ekologie, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno*

Uvod

V poslednich letech se zvySuje zajem o stanoveni celkovych fenolickych latek
a antioxidacni aktivity u zeleniny a ovoce (Fu et al., 2011). Fenolové slouc¢eniny jsou kli¢ovou
skupinou metabolitti rostlin nalezenych hojné v ovoci a zelenin¢ (Tarko et al., 2013), pficemz jejich
bioaktivni vlastnosti hraji dulezitou ulohu tim, Ze pfispivaji k barevnosti a zlepSuji senzoricke
vlastnosti ovoce a zeleniny (Tarko et al., 2013; Ignat et al., 2011). Pfirodni antioxidanty, které
zahrnuji fenolické slouceniny a tokoferoly chrani buiiky proti ataku volnych radikald, a pomahaji
pfedchazet onemocnéni srdce, rakoviny, Sedému zakalu a omezuji proces starnuti (Tarko et al.,
2012). Tyto divody nasobi potiebu jejich determinace v matricich rostlinného puvodu (Ignat et al.,
2011). Dikladné studium obsahu vitamint, kyselin, barviv, fenolickych sloucenin a stanoveni
antioxida¢ni aktivity ptispiva k lepSimu pochopeni moznosti azpisobu vyuziti. Hladiny
jednotlivych antioxidanti v potravinach nemusi nutné¢ odrdzet jejich celkovou antioxidacni
kapacitu, zavisi to také na synergickych aredoxnich interakcich mezi rtiznymi molekulami
pfitomnymi v potravinach. V neposledni fadé by mél byt pfi hodnoceni sloZeni potravin z riznych
oblasti a regionti také bran ohled na vliv geografickych rozdila (Pellegrini et al., 2003).
Ovoce byva nékdy z divodu kratké udrznosti sklizeno v nezralém stavu a dozrava pii exportu,
piipadné jinym zpiisobem. Zpracovani a skladovani mize mit podstatny dopad na strukturu tkanég,
obsah Uc¢innych latek a vysledny obsah fenolickych sloucenin.
Snahou vySetteni bylo tedy zjistit, v jaké fazi a kvalité je obvykle ovoce na trh doddvano, jaké mélo
texturni vlastnosti a kolik nutri¢éné vyznamnych latek obsahovalo, ptipadné v ném bylo zachovano.
Jednalo se tedy konkrétné o méfeni textury, stanoveni vitaminu C, B-karotenu, pH, celkovych
kyselin, susiny a celkovych polyfenolt. Projekt byl zacilen na exotické druhy ovoce z diivodu jeho
stale stoupajici oblibenosti u konzument,, hodnoceni jeho kvalitativnich parametri a srovnani

s tuzemskymi druhy ovoce, které I1ze snadno nakupujicimi potidit na ¢eském trhu.
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Material a metodika
Z projektu bylo pofizeno deset druhti ovoce cizokrajné 1 ¢eské provenience. Vzorky byly zakoupeny
Vv trzni siti a ndsledné skladovéany tfemi riznymi zpusoby (A - pifi pokojové teploté 26 °C, B -
Vv lednici 6 °C a C - v chladici komote; simulujici idealni teplotu dozravani danych druht ovoce; pfi

10 °C). VSechny vzorky byly vybrany nahodné¢ a jejich piehled je uveden v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1 Seznam vzorkii ovoce a jejich charakterizace

Krajina puvodu Zpusoby skladovani | Koédovani vzorki

Hrozny Velké Pavlovice

Pokojova teplota 26 °C CZ A
Jablka Velke Bilovice

Lednice 6 °C CcZB

Hrusky Velké Bilovice
Svestky Hustopede Chladici komora 10 °C czcC
Broskve Velké Pavlovice
Physalis Kolumbie
K Chile Pokojova teplota 26 °C EX A
Fik Spanglsko Lednice 6 °C EX B
Avokéado Peru
Marakuja Kolumbie Chladici komora 10 °C EX C

Vzhledem Kk velkému poétu dat a vysledki je nebylo mozné zobsahovych divodt rozepsat
Vv piispévku, proto je dale popsano pouze méteni textury, pricemz zbylé vysledky budou pfedmétem
védeckych publikaci. Kazdy vzorek ovoce byl proméfovan Sestkrat pro vSechna tfi skladovéni,
dvéma analyzami (,,Bioyield” bod a jemnost duzniny) v péti ¢asovych intervalech skladovani.
Celkem byl pouze z méfeni textury ovoce ziskan soubor 1800 vysledki.

U vzorkt bylo dale méfeno pH, suSina, mnozstvi celkovych kyselin, B-karoten, antioxida¢ni aktivita
metodou DPPH a métenim celkovych polyfenolt, vitamin C a rezimy skladovani.

Mereni texturnich viastnosti

Mg¢fteni ,,Bioyield“ bodu a jemnosti duzniny bylo provedeno pii pokojové teploté pomoci
TA.XTplus analyzéru textury (Stable Micro Systems, UK). Vzorky plodl byly centraln¢ umistény

na Circular Support Rig (A/CS) a pro test méfeni penetrace v oblasti stiedu ovoce byla pouzita
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sonda s vpichem 5 mm (SMS P/5). Sondy pronikly ovocem do hloubky 5 mm, piedtest a testovaci
rychlost byla nastavena na 1,5 mm/s a posttest rychlost byla 10,0 mm/s.

Vysledky
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Vysledky méteni bioyield bodu vykazovalo vy$si hodnoty u exotického ovoce oproti ¢eskému
ovoci, jehoz hodnoty byly vice vyrovnané. Nejvétsi vykyvy hodnot byly mezi vzorky exotického
ovoce pii skladovani A a C, jak je patrné v grafu ¢. 1 Nejvyrovnanéj$i bylo exotické ovoce
skladované v lednici (EX_B), coZ je pro konzumenta hodnotnd a uzite¢na informace.

Graf ¢. 2 ukazuje stejné jako u bioyield bodu vyssi hodnoty u exotického ovoce ve srovnani
s ¢eskym. Exotické ovoce vykazovalo vyrazné snizeni jemnosti duzniny po dobu skladovani. Po
dvou dnech se jemnost duzniny mirné zvysila a naslednym skladovanim hodnoty klesaly; patrné to
bylo pfedevsim pii skladovéani v lednici a klimatické komote. Skladovani pii pokojové teploté
vykazovalo nizs§i hodnoty od druhého do sedmého dne méteni predevsim u vzorku EX A, coz znaci
méfitelné zmény ve vzorcich ovoce, které sniZuji jeho kvalitu.

Graf ¢. 3 reprezentuje vSechny méfeni s ohledem druhy vzorka, délku a zptsob skladovani.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 210/2016/FVHE.

Seznam literatury:

PELLEGRINI, N., SERAFINI, M., COLOMBI, B., DEL RIO, D., SALVATORE, S., BIANCHI,
M., BRIGHENTI, F. Total antioxidant capacity of plant foods, beverages and oils consumed in Italy
assessed by three different in vitro assays. The Journal of Nutrition, 2003, vol. 133, p. 2812-2819.
FU, L., XU, B.T., XU, X.R,, GAN, R.Y., ZHANG, Y., XIA, E.Q., LI, H.B. Antioxidant capacities
and total phenolic contents of 62 fruits. Food Chemistry, 2011, vol. 129, p. 345-350.

IGNAT, I, VOLF, I., POPA, V.l. A critical review of methods for characterisation of polyphenolic
compounds in fruits and vegetables. Food Chemistry, 2011, vol. 126, p. 1821-1835.

TARKO, T., DUDA-CHODAK, A., BEBAK, A. Aktywno$¢ biologiczna wybranych wytlokow
owocowych oraz warzywnych. ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jakosé,2012, vol. 4, No. 83, p.
55-65.

TARKO, T.,.DUDA-CHODAK, A., ZAJAC, N. Digestion and absorption of phenolic compounds
assessed by In vitro simulation methods. A review. Rocz Panstw Zakl Hig, 2013, vol. 64, No. 2, p.
79-84.

136



Vliv zpracovatelskych technologii a izola¢nich postupt na kvalitu DNA v tuiiakovych
vyrobcich
Eliska Pospisilova %, Zora Piskata *, Iva Steinhauserové ?
Vyzkumny tistav veterindrniho lékaistvi Brno®, Ustav hygieny a technologie masa, Veterinarni a

farmaceuticka univerzita Brno?

Uvod

Oveérovani autenticity potravin patii k zdsadnim otazkam v oblasti bezpecnosti potravin.
Podle Natizeni Rady (EHS) 1536/1992 se tunaci rozdé€luji na pravé tunaky a nepravé tunaky bonito,
pficemz nazev druhu tunaka musi byt uveden na obalu vyrobku. Detekce DNA Zivocisného druhu
patfi mezi zdkladni postupy pro odhaleni zpisobli falSovani potravin spocivajicich v zaméné
jednotlivych druhti ryb rozdilné nutriéni hodnoty i1 komercni ceny (Espineira et al., 2009). DNA
muze byt vlivem technologickych procesti pouzivanych v potravinaistvi (vysoka teplota, piisobeni
tlaku, ptfidavek aditiv atd.) degradovdna na mensi fragmenty (Lockley and Bardsley, 2000), jejichz
velikost je limitujicim faktorem pro naslednou PCR (Mackie et al., 1999). Cilem projektu bylo
zjistit, do jaké miry muze byt DNA ovlivnéna vlivem technologického procesu, a jak nasledna
piiprava vzorku a vlastni extrakéni postup DNA molekuly ovlivni jeji kvalitativni a kvantitativni
vlastnosti.

Material a metodika

Priprava vzorki

Vzorky tunaka byly pfipraveny ze svalové tkané tunaka zlutoploutvého (Thunnus albacares), ktery
byl zakoupen na ceském trhu jako zmrazeny steak. Jeho identifikace byla ovéfena pomoci
sekvenovani podle dil¢i sekvence genu pro cytochrom b (Seqme, Hradec Kralové, Ceské
republika). Bylo vyrobeno celkem 9 vzorki, z toho vzorek 1 tvofil syrovou svalovinu bez jakékoliv
upravy. Vzorky 2 a 3 byly konzervovany pfi teploté 121 °C, tlaku 200kPa po dobu 15 minut,
piicemz u vzorku 2 byla pouzita celistva svalovina, u vzorku 3 mechanicky opracovana (mletd)
svalovina. Rozdilem téchto vzorkd byl v technologickém opracovani, u vzorku 2 byla poZita cela
svalovina, kdezto u vzorku 3 mletd svalovina. Vzorek 4 se varil pti 70 °C a vzorek 5 pii 90 °C / 10
minut. Vzorek 6 byl oSetfen uzenim studenym kouiem, kde maximalni teplota nepiesahla 25 °C,
vzorek 7 zase teplym kouiem pii maximalni teploté 60 °C. Vzorek 8, tedy pomazanka byl vyroben
z konzervované svaloviny ve vlastni §tave s pridavkem majonézy, margarinu, cibule, soli a pepfte.
Paté, vzorek 9, byl pfipraven taktéZ z konzervovane svaloviny s ptidavkem oleje, vody a soli
vymixovany do emulze. V dalsi ¢asti byla vyrobena sada konzerv (2 x 23 vzorku opracovanych pfi

teplote 121 °C, tlaku 200kPa po dobu 15 minut) s pfidavky raznych ingredienci pro celou svalovinu
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a mletou svalovinu. Jednalo se o tyto ingredience: ve vlastni §tavé, se slunenicovym olejem,
s olivovym olejem, se s6jovou omackou, se solankou, s octem, s jableénym octem, vinnym octem,
scitronem, srajcatovym protlakem, schilli kofenim, soreganem, s cerstvym Cesnekem,
s ¢esnekovym kotenim, s cibuli, s kukufici, s hraSkem, s fazoli, s mrkvi, s rajéaty, s bilou a zelenou
paprikou, s cernymi olivami, ¢erstvou chilli papri¢kou.

Dna izolace

Byly pouzity tfi DNA extrakéni metody: DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Némecko) (kit A),
DNeasy mericon Food Kit (Qiagen, Némecko) (kit B) a Chemagic DNA Tissue 10 Kit
(PerkinElmer, Némecko) (kit C). Izolace probihaly podle navodi vyrobce.

Stanoveni kvality DNA

Kvalita DNA byla hodnocena dle koncentraci DNA a poméra absorbanci A260/A280 pomoci

spektrofotometru (NanoDrop™ 1000, Thermo Scientific).

PCR analyza
Ukazatelem kvality DNA byla dale jeji amplifikovatelnost v nasledné PCR. Pomoci online

dostupného programu na internetu Primer3(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) bylo navrzeno
nékolik sad primerti amplifikujicich useky DNA rozdilné délky v poctu para bazi (100, 200, 300 a
500 bp). Reakéni smés se skladala z celkového objemu 20 pl: 10 pl Master mixu (Top Bio), 4 pl
PCR vody (Top Bio), 10 pmol kazdého primeru (Generi Biotech) a 4 ul templatové DNA.
Amplifikace byla provedena s Gvodni denaturaci 3 min 95 °C, nasledovanou 35 cykly 30 s 95 °C,
30 s pti 60 °C a 50 s pti 72 °C, s findlni extenzi pfi 72 °C po dobu 5 min a kone¢né zchlazeni na 4
°C. Vizualizace PCR produktt byla provedena elektroforeticky v 1,5 % agar6zovém gelu v 0,5 X
TBE pufru s obsahem 8 pl gel greenu. Byla zkoumana intenzita bandu pfi rizné dlouhych PCR
produktech, jako marker byl pouZzit 100 bp Ladder.
Vysledky a diskuze

Na zdkladé¢ stanoveného mnozstvi (koncentrace) DNA spektrofotometrem mizeme urcit rozdilnost
v ucinnosti jednotlivych kitl (viz tabulka 1). Obecné nejvyssi koncentrace byla zachycena v ptipadé
syrové svaloviny s vyjimkou kitu A, coz mohlo byt zpisobeno béhem procesu izolace DNA. Co se
tyka stanoveni kvality DNA z hlediska vypoc¢tu poméru absorbanci A 260/ 280, vétSina vzorkl se
nachazela v zadaném rozmezi 1,7 — 2,0 (Chapela et al., 2007) (tabulka 1). Vzorky mimo toto
rozmezi mohou byt kontaminovany bilkovinami a jinymi slozkami. Ze ziskanych hodnot uvedenych
v tabulce 1 lze povazovat za optimalni kit B, vzorky obsahovaly nejvice vyizolované DNA
(koncentrace) oproti ostatnim a rozmezi Cistoty DNA splnilo 7 vzorkd z 9. Na obrazcich 1-6 jsou
znazornény vysledky PCR analyzy pro jednotlivé kity. Kratsi useky DNA byly zachytitelné téméf u

vSech vzorkl (v zavislosti na pouzitém kitu). Prokazalo se, ze ¢im je delsi amplifikovany usek (500
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pozorovana v piipad¢ vzorkll pomazanky a paté, cemuz odpovidaji i vysledky A 260/280, které byly
mimo rozmezi 1,7 — 2,0. U kitu C byly hodnoty koncentrace pro tyto vzorky sice vyssi, ale to
mohlo byt zplisobeno pritomnosti zbytkovych reagencii a jinych necistot, které se mohou zachytit
béhem extrakéniho postupu a které mohou dale navysit zachyt pii nastavené vlnové délce
spektrometru a tim zpisobit zdanlivé navysSeni koncentrace DNA. Podle dostupnych vysledki PCR
analyzy se jevi jako vhodné kity A a B (viz obr. 1-4). Vliv pfidavku ingredienci na kvalitu DNA
1 schopnost amplifikace v nasledné PCR byl odliSny v rdmci jednotlivych kith. Pfitomnost
neékterych surovin vyvolala inhibici nebo naopak stimulaci nasledné PCR. Obecné kratsi PCR

produkty byly zaznamenany u vétSiny vzorka bez ohledu na pouzity izola¢ni postup.

Tabulka 1: Stanovené koncentrace DNA a pomér absorbanci (A 260/280)
Technologické opracovani svaloviny tuiiaka

Vzorky 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Podminky syrova  konzervovana konzervovana  varend  varend  uzend  uzend poma-  Paté
anlienlha g anld 101 o mlntd 191 O 70 o an o o o £on o 2Anl/a

KIT A

¢ [ng/ul] 6.4 25 21 26,8 53,0 42,0 15,6 2,5 18
A 260/280 18 24 1,7 19 2,0 19 15 11 2,3
KITB

¢ [ng/ul] 51,1 8,2 6,5 27,2 9,2 51,5 58 0.2 2,8
A 260/280 1,7 2,0 2,0 19 19 1,8 2,0 2,1 2,0
KITC

¢ [ng/ul] 40,4 43 2,3 7,1 4,9 9 19 247 254
A 260/280 19 2,0 2,2 2,1 1,8 1,8 18 1,5 15

c-koncentrace, A-absorbance

Obr. 1: Kit A 100/200 bp

) 1 2 3 -4 =

Obr. 5: Kit C 100/200 bp Obr. 6: Kit C 300/500 bp
syrovd svalovina, 2. celd svalovina konzervovand, 3. mleta svalovina konzervovand, 4. varend svalovina (pri 70 °C,
5. varena svalovina (pii 90 °C), 6. uzend svalovina studenym kourem (pri 25 °C), 7. uzend svalovina studenym kourem (pii 60 °C), 8.
pomazanka (pouzita konzervovana svalovina ve viastni staveé), 9. paté (pouzita konzervovand svalovina ve viasmi stavé), L ladder
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Zavér
Urceni kvality DNA v tundkovych vyrobcich zavisi na daném opracovani a na sloZeni vyrobk.
Vysledky ziskané feSenim projektu prokazaly miru degradace DNA ve vyrobcich pfipravenych
pomoci raznych technologickych postupti. Porovnanim pouzitych izola¢nich metod byly zjistény
rozdily v kvalitativnich a kvantitativnich parametrech DNA i nasledné schopnosti PCR amplifikace.
Z tohoto diivodu je zapotiebi vyvijet metody schopné izolovat a detekovat druhové specifickou

DNA i ve vysoce technologicky upravenych vyrobcich.
Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno ¢. 229/2016 FVHE
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Rezidua antidepresiv v povrchovych vodach - vliv na rana vyvojova stadia ryb
Pavla Sehonova, Zdeiika Svobodova, Lucie Plhalova, Dagmar Farkova, Lenka Vecerkova
Ustav ochrany zvirat, welfare a etologie, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindarni a
farmaceuticka univerzita Brno
Uvod
Vzristajici spotfeba antidepresiv a nedostate¢na ucinnost jejich odstranéni v Cistirnach odpadnich
vod je hlavni pfi¢inou rezidui téchto latek v povrchovych vodéach. Ryby ptedstavuji modelovy
necilovy organismus vodniho prostiedi pfi testovani vlivu kontaminantti povrchovych vod v testech
akutni i chronicke toxicity (Lammer et al., 2009). Amitriptylin, nortriptylin a klomipramin jsou
tricyklickd antidepresiva, ktera se vyuZivaji v humanni medicin€ k 1é€bé tézkych depresi. Jejich
nevyhodou je cela fada vedlejSich uc¢inkii na organismus. I kdyz se rezidua téchto latek vyskytuji
v odpadnich a povrchovych vodach v pomérné nizkych koncentracich (6,7 pg/l — Kasprzyk-
Hordern et al., 2009), jedna se o bioaktivni latky, které mohou mit pii chronickém piisobeni
nezanedbatelné ucinky na organismy vodniho prostiedi. Cilem této studie bylo posoudit efekt
tricyklickych antidepresiv amitriptylinu, nortriptylinu a klomipraminu a jejich kombinace na rana
vyvojova stadia ryb.
Material a metodika

Byl proveden 30denni embryolarvalni test toxicity dle metodiky OECD 210 - Fish, Early-life Stage
Toxicity Test na kapru obecném (Cyprinus carpio). Embryolarvalni test byl proveden
s tricyklickymi antidepresivy amitriptylinem (A), nortriptylinem (N), klomipraminem (C) a
s kombinaci téchto 1é¢iv (ANC). Testovana byla environmentalni koncentrace 10 ug/l (low — L) a
dale odvozena koncentrac¢ni fada 50 (medium — M) a 100 (high — H) pg/l. VSechny ucinky téchto
antidepresiv na ryby v experimentalnich skupinach byly porovnavany vuci kontrolni skuping, coz
byly ryby umisténé pouze v fedici vod¢ bez ptidanych tcinnych latek. Kromé sledovani mortality
byly dale v pribéhu testu odebirany vzorky pro posouzeni delko-hmotnostnich parametrt, rychlosti
vyvoje plidku a vyvojovych deformit. Na konci testu byly navic odebrany vzorky pro posouzeni

miry lipidni peroxidace a provedeni histopatologického vySetieni.

Vysledky
Jednim z nejvyznamnéjsich pozorovanych efekti testovanych latek na rana vyvojova stadia kapra
obecného byla mortalita (Tabulka 1). Mortalita u ryb v kontrolni skupiné nepiesahla 20 %, ¢imz
byla splnéna jedna z podminek validity testu dle metodiky. U ryb v nejvyssich koncentracich (H) u
vSech testovanych antidepresiv véetné jejich kombinace byla mortalita 100 %. Kromé& mortality

byly dale sledovany vyznamné subletalni efekty. Retardace vyvoje u jedincti z experimentalnich
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skupin ve srovnani skontrolou byla patrna v pribéhu celého testu. | na konci testu byly

v exponovanych skupinach pozorovani jedinci, ktefi jest¢ neméli naplnény plynovy méchyt. Mezi

vyznamné vyvojové deformity u exponovanych zastupct patii hydratace perikardu, deformace

pateie a deformace ocasni ploutve. Tamponada srdce byla pozorovana u vSech exponovanych

v

peroxidace u environmentalné relevantnich koncentraci latek, které byly testovany samostatné (A,

N, C.). Naopak, kombinace testovanych latek v koncentraci 10 pg/l (ANCy) neovlivnila hodnotu

lipidni peroxidace ve srovnani s kontrolou.

Mortalita (%)
Kontrola 14,3
AL 14,7
A Ay 49,3
Ay 100
N, 15,3
N Nm 21
Ny 100
C. 22
C Cwu 50,3
Ch 100
ANC,_ 32
ANC ANCy 100
ANCy 100

Tabulka 1: Mortalita jedinct C. carpio (%) v jednotlivych experimentalnich skupinach a v kontrole

exponovaného 10 pg/l klomipraminu (vlevo) ve srovnani s kontrolou (vpravo).
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Zavér
Ze ziskanych vysledkl vyplyva, ze i nizké, environmentalné relevantni koncentrace testovanych
antidepresiv maji pfi subchronickém ptisobeni nezanedbatelny vliv na organismy vodniho prostiedi.
Jako hodnota LOEC byla stanovena koncentrace 10 pg/l u vSech testovanych latek véetné jejich

kombinace.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 205/2016/FVHE.
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Stanoveni zakladnich chemickych parametra zvériny prasat divokych
Simona Tesaroval?, Frantiek Jezek®, Radka Hulankoval?, Radim Plhalz, Gabriela Botiloval?,
Iva Steinhauserova™®

Ustav hygieny a technologie masa, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a
farmaceuticka univerzita Brno', Mendelova univerzita v Brné?, CEITEC - Stiedoevropsky
technologicky institut, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno®

Uvod

Pocet ulovenych divokych prasat (Sus scrofa) na uzemi Ceské republiky za Gcelem lidské
spotieby kazdy rok stoupa. V roce 2015 bylo podle oficialnich statistik uloveno 185 496 kust ¢erné
zvéte (Cesky statisticky tfad, 2016). Celosvétové je znamo, Ze zvéfina ma pfiznivé chemické
sloZeni — obsahuje méné nasycenych mastnych kyselin a naopak obsahuje vice bilkovin (Strazdina
et al., 2013). Pti srovnani zv&finy prasat divokych a masa prasat domacich bylo zjisténo, ze zvéfina
Z cerné zveéte se v mnoha ohledech vyznacuje lepsi jakosti (Szmanko et al., 2007).
Cilem studie bylo stanovit zakladni chemické parametry (susina, popel, bilkoviny a tuk) u vzorka
svaloviny plece, srdce, jazyka a jater prasat divokych prasat a zjistit, zda jsou tyto parametry

ovlivilovany intravitalnimi vlivy (v€k, pohlavi, hmotnost).

Material a metodika
Vzorky jazyka, srdce, jater a svaloviny z medidlni strany plece (m. teres major) byly odebrany
ihned po uloveni jednotlivych kust zvéfe ve spolupraci s Mendelovou univerzitou v Brné,
Lesnickou a dfevaiskou fakultou. Analyzovany byly vzorky z celkem 56 kust ¢erné zvéte, z nichz
bylo 26 kusti samciho pohlavi a 30 kusti sami¢iho pohlavi. Odhadovany vék jednotlivych kust se
pohyboval od 5 do 60 mésict, ziva hmotnost byla mezi 19 a 120 kg. Tyto hodnoty byly zjistovany
a zaznamenany zameéstnanci Lesnické a dievaiské fakulty Mendelovy univerzity v Brné. Odebrané
vzorky jazyka, srdce, jater a svaloviny plece pii dodrZeni chladirenskych teplot pfepraveny na
Ustav hygieny a technologie masa FVHE VFU, kde byly zmrazeny a mrazirensky uskladnény. Pied
vlastnimi analyzami byly vzorky pozvolna rozmrazeny v chladicim zafizeni s teplotou 2 £ 2 °C. Po
rozmrazeni byly vzorky homogenizovany na mlynku a navazovany pro konkrétni stanoveni. Obsah
tuku byl stanoven na piistroji Soxtec 2055 (FOSS, Svédsko). Navazka vzorku byla 3 g a jako
extrakéni rozpoustédlo byl pouzit petrolether. Obsah celkovych bilkovin (CSN ISO 937) byl
analyzovan metodou podle Kjeldahla na analyzéatoru Kjeltec 2300 (FOSS, Svédsko), navéazka
vzorku byla 0,5 g. Obsah susiny (CSN 57 6021) byl stanoven z navazky vzorku 10 g v susarné
(BINDER, Rakousko) pii teploté 103 + 2 °C. Mnozstvi popelovin (CSN ISO 936) bylo stanoveno
po mineralizaci vzorku (3 g) v muflové peci (LAC, Ceska republika). Ze zjisténych vysledki byla
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dopocitana energeticka hodnota jednotlivych odebranych ¢asti podle koeficienti vychdzejicich
z Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) €. 1169/2011. Statistickd analyza vysledkt byla
uskute¢néna v programu Microsoft Office Excel 2013 a Statistica 7.0, Statsoft, CZ.

Vysledky
Zjisténé hodnoty vybranych chemickych parametrti jazyka, srdce, jater a plece jsou uvedeny
v tabulkdch 1 a 2. Vysledky stanoveni obsahu bilkovin v pleci a jazyku ukazuji statisticky
vyznamny rozdil (p = 0,03 resp. p = 0,04) mezi vékovymi kategoriemi Cerné zvéie. Divoka prasata
ve veéku 0 az 12 mésicti méla nizsi obsah bilkovin ve svaloving plece, ale obsahovala vétsi mnozstvi
bilkovin ve svaloving jazyka nez divoka prasata ve v€ku 13 az 60 mésici. To souvisi se zjiSténou

signifikantni pozitivni korelaci (r = 0,39; p = 0,003) mezi obsahem tuku Vv jazyku a vékem

Obsah tuku Obsah bilkovin
plec (%) jazyk (%) | srdce (%) | jatra (%) plec (%) jazyk (%0) srdce (%) jatra (%)
Celkové 0,06-3,76 | 1,07-12,27 | 0,12-1,07 | 0,37-2,76 | 15,03 -21,72 | 15,04 - 20,71 | 16,91 - 20,33 | 16,73 - 21,00
Samice 0,09-194 | 1,07-1227 | 0,21-1,07 | 0,37-2,76 | 15,03-21,72 | 15,04 - 20,71 | 17,12.19,17 | 18,19 - 21,00
Samci 0,06-376 | 1,26-821 |0,12-0,66 | 0,86-1,68 | 18,10-20,91 | 15,55-19,81 | 16,91 - 20,33 | 16,73 - 18,92
do véku
12 -ti
mésici 0,14-3,76 | 1,07-9,46 | 0,21-0,66 | 0,61-1,68 | 15,03 -21,72 | 15,94-20,71 | 16,91 - 20,33 | 17,65- 19,19
od véku
13- ti
mésict 0,06-194 | 150-12,27 | 0,12-0,70 | 0,37-2,76 | 18,51 -21,70 | 15,04 - 20,66 | 17,41 - 19,17 | 16,73 - 21,00

vysetfovanych kust.
Tabulka 1: Ziskané hodnoty tukti a bilkovin u kusii ¢erné zvéte

Rozdily v obsahu tuku v pleci, jatrech a srdci mezi vékovymi kategoriemi 0 az 12 a 13 az 60 mésict
nebyly shledany jako statisticky vyznamné. Rozdily byly zjiStény u obsahu tuku v jazyku, pficemz
divoka prasata ve véku 0 az 12 meésicti obsahovala signifikantné (p < 0,001) méné tuku nez starsi
kusy. Obsah tuku v jazyku vyznamné koreloval s hmotnosti divokych prasat (r = 0,32; p = 0,015). U
samc¢iho pohlavi byla rovnéz zjisténa pozitivni korelace (p = 0,05) mezi obsahem tuku v jazyku a
odhadovanym vékem.

Vypo¢itana energeticka hodnota se pohybovala v rozsahu 372,07 aZ 533,76 kJ.100 g™ plece, 396,88
a7 767,43 kJ.100 g* jazyka, 328,26 a7 370,06 kJ.100 g™ srdce a 343,23 a7 474,77 kJ.100 g™ jater.
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Obsah susiny Obsah popela
plec (%) jazyk (%) srdce (%) jatra (%) plec (%) jazyk (%) srdce (%) jatra (%)

Celkové 21,27-31,21 | 23,07-37,72 | 18,56-22,20 | 23,66-29,27 | 0,88-1,81 | 0,85-1,42 | 0,8-1,21 | 1,17-3,18
Samice 23,24 - 31,21 | 23,07 - 23,02 | 20,60 - 22,20 | 24,25-29,27 | 0,88-1,81 | 0,89-1,42 | 0,81-1,08 | 1,33-3,18
Samci 21,27-25,78 | 23,68-37,72 | 18,56 - 21,06 | 23,66 - 28,12 | 0,89-1,15 | 0,94-1,18 | 0,8-1,21 | 1,17-1,55
do véku

12 -ti

mésicl 22,24 -25,37 | 23,07 - 36,23 | 20,00-21,06 | 23,66 -28,12 | 0,88-1,08 | 0,94-1,42 | 1,06-1,14 | 1,26-1,55
od véku

13- ti

mésicll 21,27-31,21 | 26,75-37,22 | 18,56 - 22,20 | 25,08 - 29,27 | 0,94-1,81 | 0,85-1,03 | 0,80-1,21 | 1,17-1,68

Tabulka €. 2: Ziskané hodnoty obsahu susiny a popela ve vzorcich pochazejici z cerné zvér

Zavér
Prace je soucasti rozsahlejSiho vyzkumu v oblasti kvality zvéfiny divokych prasat. Prvotni zjisténé
vysledky ukazuji zna¢nou variabilitu v hodnocenych jakostnich parametrech a vliv intravitalnich
faktorti na slozeni zvéfiny ziskavané v rtiznych honitbach v CR. Chemické slozeni ovliviiuje kvalitu
zvetiny 1 jeji energetickou hodnotu. Zjisténi, ktera uvadi tato prace, budou vyuzita pro dalsi vyzkum

a budou déavéna do souvislosti s dalsimi faktory ovliviiyjici slozeni zvéfiny divokych prasat.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 225/2016/FVHE.
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Stanoveni diverzity Listeria monocytogenes v potravinovém Fetézci v Ceské republice
Zuzana Tomastikova'?, Tereza Gelbidova?, Renata Karpikova'?
Ustav hygieny a technologie mléka, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a

farmaceuticka univerzita Brno®, Vyzkumny ustav veterindrniho lékarstvi, Brno®

Uvod

Listeria monocytogenes je puvodcem zavazného onemocnéni lidi. Bakterie se bézné vyskytuje
Vv prostiedi, vyznamny je jeji vyskyt v potravinach a v prostiedi potravinaiskych podniki. Humanni
listeriéza se vyznacuje nizkou incidenci, avSak vysokou smrtnosti postizenych osob. Vzhledem k
dlouhé inkubaéni dob¢ a ¢astému vyskytu sporadickych ptipadt (Vazquez — Boland a kol. 2001)
vyzaduji epidemiologicka Setfeni listerioz komplexni pfistup s vyuzitim modernich typizacnich
metod. Tyto metody mohou byt pouZivany nejen k epidemiologickym Setfenim, ale také k detekci
zdroji a cest Sifeni L. monocytogenes v potravinovém fetézci (GelbiCova a KarpiSkova, 2009).
Cilem studie bylo pomoci vybranych typizacnich metod (sérotypizace, makrorestrikéni analyza)
charakterizovat kmeny L. monocytogenes ziskané z potravin a z prostiedi potravinaiskych podniki
v Ceské republice. Dalsim cilem bylo zavedeni novych molekularné biologickych typizagnich
metod - klonalni typizace a celogenomového sekvenovani. Na zakladé vysledkl byla stanovena
diverzita kmenii a sledovany zdroje a cesty §ifeni L. monocytogenes v potravinovém fetézci v Ceské

republice.

Material a metodika
Bakterialni izolaty
Bylo vysetieno celkem 229 izolath L. monocytogenes izolovanych v obdobi 2013 — 2016 v Ceské
republice. Izolaty byly ziskdny ze syrového masa (n = 91), masnych vyrobka (n = 68), syrového
mléka (n = 8), mlécnych vyrobkl (n = 19), lahtidek (n = 7), syrové zeleniny (n = 22), syrového

ovoce (n = 1) a z prostfedi potravinafskych podnikii s mlé¢nou (n = 4) a masnou vyrobou (n =9).

Sérotypizace
Izolaty byly typizovany kombinaci metod rychlé sklickové aglutinace (stanoveni sérotypu) s
pouzitim komercnich antisér (Denka Seiken, Japonsko) a multiplex PCR (stanoveni séroskupiny)

(Doumith a kol. 2004).

Test citlivosti k antimikrobialnim latkdm
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Izolaty byly testovany diskovou difuzni metodou na Mueller - Hinton agaru (Oxoid, Anglie) na
citlivost vici sedmi antimikrobialnim latkam: penicilin (1U), erytromycin (15 pg), gentamicin (10
1g), meropenem (10 ug), tetracyklin (30 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (25 pg), ampicilin (2 pg).
V piipadé detekce rezistence bylo u pfislusnych izolath pro danou antimikrobialni latku provedeno
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace pomoci E — testu (Biomérieux, Francie). Vysledky byly
hodnoceny dle mezindrodnich standardi (EUCAST 2016), pro gentamicin a tetracyklin byly
vysledky hodnoceny podle Vela a kol. (2001).

Makrorestrik¢ni analyza

Makrorestrikéni analyza néasledovana pulzni gelovou elektroforézou byla provedena v souladu s
Pulse-Net-Europe protokolem (2002) s vyuZitim enzymu Ascl (New England BioLabs, USA).
Vysledky byly analyzovany programem Bionumerics 5.1 (Applied Maths, Belgie).

Klonalni typizace
Pro izolaty sérotypt 1/2a a 4b bylo provedeno zatazeni do klonalnich komplex pomoci multiplex

PCR (Chenal - Francisque a kol. 2015).

Celogenomové sekvenovani

U 24 vybranych kmeni byla provedena extrakce DNA kitem MagAttract HMW DNA isolation kit
(Quiagen, Némecko) s néslednou piipravou sekvenacnich knihoven s vyuzitim kit Nextera
XT (Illumina Inc., San Diego, USA). Vlastni sekvenace knihoven probéhla na pfistroji MiSeq
(IMumina, USA). Ziskana data (FASTQ files) byla analyzovana programem Ridom Seqsphere+
(verze 3.0, Ridom GmbH, Némecko) pomoci cgMLST analyzy (core genome Multilocus Sequence
Typing): typizace izolatt na zaklad¢ analyzy 1701 vybranych gent L. monocytogenes (Ruppitsch a
kol. 2015).

Vysledky
Vysledky vybranych typiza¢nich metod (sérotypizace, klonalni typizace a makrorestrikéni analyzy)
jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Grafické vyjadieni vysledkti cgMLST analyzy 24 vybranych kment je
uvedeno v grafu ¢. 1. Pomoci programu Ridom Segsphere+ bylo detekovano celkem 24 klastrovych
typt (cluster types). VSechny kmeny byly citlivé vici vSem testovanym antimikrobidlnim latkam.

Tabulka €. 1: Vlastnosti kment L. monocytogenes na zakladé vybranych typiza¢nich metod

Séroskupina Sérotyp Klonalni Pulzotyp (pocet izolatii)
(pocet izolath) komplex (pocet
izolati)
PO |lla (132) 1/2a CC7 (13) 711 (5), 756 (2), 763 (3), 763A (2), 756A (1),
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CC8 (20) 717 (8), 731 (5), 758 (1), 832 (2), 798/810 (4)

CC121 (14) 701(4), 715 (4), 720 (5), 765 (1)

CC155 (1) 718 (1)

Nezatazeno (84) [700 (3), 713 (4), 716 (5), 719 (1), 720 (2), 721 (2), 733 (3),
735 (13), 738 (2), 739 (1), 744 (1), 746 (1), 748 (1), 749 (1),
754 (1), 755 (2), 757 (2), 760 (1), 762 (3), 769 (2), 770 (1),
773 (1), 775 (2), 786 (1), 788 (1), 792 (1), 809 (1). 812 (1),
812A (1), 815 (1), 821 (1), 826 (1), 827 (1), 828 (1), 830 (1),
831 (1), 835 (2), 837 (1), 707/815 (1), 709/816 (1), 722/784
(4), 787/825 (4), 811A (1), 816/709 (2)

b (40) 1/2b NA (39) 500 (8), 502 (2), 503 (3), 505 (1), 506 (1), 515 (4), 516 (2),
517 (1), 524 (2), 528 (1), 530 (1), 536 (1), 546 (2), 547 (1),
548 (1), 549 (2), 550 (1), 552 (1), 553 (1), 554 (2), 542A (1)

Rf NA (1) 551 (1)
llc (16) 1/2¢c NA (16) 1(11), 6 (3),13 (2)
Vb (27) 4b CC1 (8) 204 (3), 211 (1), 213 (2), 214 (1), 222 (1)
CC2 (3) 200 (3)
CC6 (4) 203 (4)
Nezatazeno (2) 223 (1), 229 (1)
Rf CC2 (10) 200 (6), 201 (2), 201A (1), 228 (1)
IVa (1) 4c NA (1) 225 (1)
PR [lla (9) 1/2a CC121 (3) 701 (2), 715 (1)
Nezafazeno (6)  [700 (1), 719 (3), 719B (1), 754 (1)
llc (1) 1/2¢c NA (1) 13 (1)
Vb (3) 4b CC6 (1) 203 (1)
Rf CC2(2) 200 (2)

PO — kmeny izolované z potravin PR — kmeny izolované z prostiedi potravinarskych podnikd

Rf — kmeny L. monocytogenes v drsné (rough) fazi, netypovatelné metodou rychlé sklickové
aglutinace

Graf ¢. 1: Minimum spanning tree (MST) sestaveny programem Ridom Seqsphere+ na zaklad¢
cgMLST analyzy 1701 klicovych genil (core genes) pro 24 kmenti L. monocytogenes

V jednotlivych kruzich MST jsou uvedeny nazvy kmena L. monocytogenes. Ve stejném kruhu jsou
kmeny shodujici se ve vech alelach 1701 analyzovanych gentl. Cisla na spojnicich mezi kruhy
oznacuji pocet rozdilnych alel mezi izolaty ¢i skupinami izolatd. Kmeny liSici se v maximalné

deseti alelach jsou povazovany za identické nebo vysoce ptibuzné.
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V ramci projektu bylo uspé$né charakterizovano 229 izolati L. monocytogenes pomoci
vybranych typiza¢nich metod a byly uspésné zavedeny dvé nové typiza¢ni metody. Na zékladé
vysledkti pouzitych metod byla zjisténa znacna diverzita baktérii L. monocytogenes ziskanych

z potravin a z prostiedi potravinafskych podniki v Ceské republice.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 206/2016/FVHE.
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Vliv poruseni medu sacharidovymi sirupy na jeho jakost a zdravotni nezavadnost
Blanka Zabrodska®, Michaela Kralova!, lvana Borkovcoval, Pani Pordevi¢?, Lenka Vorloval,
Sandra Dluho$ova'

Ustav hygieny a technologie mléka', Ustav hygieny a technologie masa?, Fakulta veterinarni
hygieny a ekologie, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

Med je jednou z nejstarSich potravin lidstva. Obsahuje celou Fadu nutrié¢né vyznamnych
latek, uplatiiujicich se v podpore a obnové zdravi. Je charakterizovan jako potravina pfirodniho
sacharidového charakteru, do které dle platné legislativy nesmi byt pfidany, s vyjimkou jiného
druhu medu, Zadné jiné latky ani aditiva (Codex Alimentarius, 2011).

V posledni dob¢ se med stava ¢im dal zadan€jsi a nedostatkovéjsi komoditou. Problémem nejsou
pouze nevyhovujici hodnoty fyzikalné-chemickych parametri, ale stile Castéjsi falSovani medu.
Spottebitel ¢asto konzumuje zcela bezcennou nahrazku, nékdy vSak i nebezpecnou smés antibiotik,
barviv a hydroxymethylfurfuralu (HMF) (Zabrodska a VVorlova, 2014).

Dle dozorovych organt je téméi polovina vzorkdi medu v obchodni siti CR né&jakym zptisobem
porusena. V Ceské republice pievlada falsovani medu pfidanim sacharidovych sirupii, vyrobenych
zejména z bramborového, kukuficného a pSeni¢ného Skrobu, dale sirupti invertovanych a
vysokofruktézovych. Dalsim problémem je piikrmovani vcel takovymito roztoky nebo krystalickou
sachardzou (SZPI, 2016).

Cilem prace bylo zjisténi vlivu pfimési riznych koncentraci sacharidovych sirupli na jakost a
zdravotni nezavadnost medu v pribéhu pul roku skladovéni.

Material a metodika
Vzorky
Kvétové (n = 4) a medovicové medy (n = 4) byly nakoupeny v obchodnich fetézcich dle
dostupnosti na &eském trhu v dubnu 2016. Jako deklarované zemé piivodu byly uvedeny Ceska
republika, Turecko — Egejska oblast, Toskansko — Italie, smés meda z zemi ES a zemi mimo ES a
smés medii ze zemi mimo ES. Sacharidové sirupy Apifood a Apivital byly také nakoupeny
Vv obchodnich fetézcich dle dostupnosti na ¢eském trhu v dubnu 2016. Medy i sirupy byly uchovany
ve sklenénych nebo plastovych prodejnich obalech pti pokojové teploté 25 + 5 °C.
Vytvoteni smési
Thned po nakupu byly vytvoreny smési medt se sirupy Apifood a Apivital v koncentracich 10%,
15% a 20% do vyslednych objemt 100 g.
Fyzikalné-chemicka analyza
U vzorkd medu, sirupii a u smési meda se sirupy byly stanoveny zakladni fyzikalné-chemicke
parametry, tj. obsah vody, elektricka vodivost, titracni kyselost, obsah 5-hydroxymethylfurfuralu
(HMF), aktivita diastazy a pH. Tyto parametry byly stanoveny dle metod popsanych
v Harmonizovanych metodach Evropské komise pro med (Bogdanov, 2009). Analyzy probé&hly
opakovan¢ a to v dubnu, ¢ervenci a fijnu 2016.
Zpracovani dat
Vysledky analyz byly zpracovany programem Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA)
a statistickym softwarem SPSS verze 20 pro Windows (SPSS IBM Corporation, Armonk, USA)
testem ANOVA.

Vysledky
Tabulka €. 1: Fyzikélné-chemické parametry vzorki medu, sirupli Apifood a Apivital a smési medi

se sirupy (zékladni statistické funkce) — 1. analyza
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Medy pH
Voda Vodivost Kyselost HMF Diastaza Diastaza
[%] [mS/m] [mekv/kg] [mg/kg] [Schade] | [Phadebas]

Primér 16,80° 77,40 27,63 16,15 16,52 15,24 4,29
Max 18,00 145,16 40,00 27,12 23,11 23,31 4,65
Min 15,80 21,24 14,00 5,41 11,13 7,61 3,96

Median 16,70 64,86 28,00 14,47 16,51 15,43 4,31

SD 0,73 49,51 11,04 8,52 4,44 5,94 0,23
Apifood 21,20 1,43 4,00 41,20 0,22 0,05 3,51
Apivital 27,30 1,92 3,00 4,93 0,00 0,50 6,67

Smési medy + Apifood - 10 %, 15 %, 20 %

Pramér 17,55b 62,83 23,79 17,28 14,99 12,74 4,27
Max 19,00 121,36 36,00 28,91 21,42 19,67 4,69
Min 16,40 17,70 11,00 5,90 10,11 5,84 3,96

Median 17,40 51,82 25,00 17,57 15,20 12,91 4,24
SD 0,71 37,60 9,06 7,13 3,63 4,77 0,25

Smési medy + Apivital - 10 %, 15 %, 20 %

PrGmér 18,36 63,70 24,33 13,50 14,85 12,98 4,22
Max 19,80 119,53 38,00 25,57 21,68 21,41 4,61
Min 17,00 17,24 11,00 4,67 9,70 6,15 3,90

Median 18,40 52,22 25,00 10,63 14,52 12,22 4,19
SD 0,67 38,42 9,59 7,08 3,90 5,05 0,23

* rozdilnd mald pismena (a, b, ¢) ukazuji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05); SD — smérodatnd odchylka

Tabulka €. 2: Fyzikalné-chemické parametry vzork( medu, sirup Apifood a Apivital a smési medU se sirupy

(zakladni statistické funkce) — 2. analyza

Medy Voda Vodivost Kyselost HMF Diastaza pH
[%] [mS/m] [mekv/kg] [mg/kg] [Phadebas]

Prumér 17,15° 66,91 30,38 21,33 14,79 4,33

Max 18,40 124,86 44,00 38,77 23,07 4,75

Min 16,20 18,55 15,00 7,66 7,61 3,98

Median 17,00 55,95 31,75 17,78 14,79 4,27

Sm. Odch. 0,78 42,65 12,09 11,71 5,74 0,27

Apifood 21,20 1,73 6,50 44,49 0,09 3,45

Apivital 28,00 1,92 4,50 4,36 0,00 5,36
Smési medy + Apifood - 10 %, 15 %, 20 %

Primér 17,93b 58,23 27,35 17,28 12,08 4,27

Max 19,20 114,35 40,50 29,10 19,68 4,65

Min 16,60 16,05 13,00 6,77 5,53 3,97

Median 17,80 48,25 29,25 16,22 12,14 4,24

Sm. Odch. 0,72 35,22 9,89 7,50 4,58 0,23
Smési medy + Apivital - 10 %, 15 %, 20 %
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* rozdilnd mala pismena (a, b, c) ukazuji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05)

Tabulka €. 3: Fyzikalné-chemické parametry vzork( medu, sirup Apifood a Apivital a smési medU se sirupy

Pramér 18,85° 62,33 27,52 14,98 12,27 4,27
Max 20,60 122,15 41,00 27,23 19,50 4,65
Min 17,60 16,61 13,00 5,94 5,87 3,95

Median 18,80 51,13 29,00 12,73 11,83 4,25

Sm. Odch. 0,70 38,08 9,93 6,88 4,73 0,22

(zakladni statistické funkce) — 3. analyza

* rozdilna mala pismena (a, b, c) ukazuji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05)

Tabulka €. 4: Procentudlni rozdily mezi primérnymi hodnotami med( a smésmi med0 se sirupy Apifood a

Apivital

Medy Voda Vodivost Kyselost HMF Diastaza pH
[%] [mS/m] [mekv/kg] [mg/kg] [Phadebas]

Pramér 16,95° 84,69 33,25 25,08° 14,25 4,29
Max 18,40 158,58 46,50 44,85 22,48 4,67
Min 15,80 23,55 17,00 8,95 6,84 4,00

Median 16,70 70,67 35,25 23,95 14,45 4,26

Sm. Odch. 0,85 54,16 12,30 13,00 5,94 0,25
Apifood 20,80 2,29 10,50 44,59 0,15 3,46
Apivital 27,90 2,34 5,50 3,77 0,15 5,07

Smési medy + Apifood - 10 %, 15 %, 20 %

PrGmér 17,76b 72,74 31,67 18,19 11,84 4,29
Max 19,00 141,42 47,00 30,76 18,90 4,68
Min 16,40 19,21 16,00 8,17 5,44 4,01

Median 17,60 59,50 33,25 15,12 11,96 4,25

Sm. Odch. 0,78 43,39 11,34 7,46 4,46 0,23

Smési medy + Apivital - 10 %, 15 %, 20 %

Primér 18,89° 74,37 29,08 15,58" 11,76 4,20
Max 20,60 145,81 41,00 28,38 19,19 4,59
Min 17,80 20,24 14,00 7,90 5,32 3,90

Median 18,90 61,33 31,75 13,41 11,64 4,18

Sm. Odch. 0,75 45,02 9,59 6,07 4,65 0,22

Analyt Smés 1. analyza 2. analyza 3. analyza
Voda Apifood +4,76 % +4,55% +4,78 %
(%] Apivital +9,52 % +9,91% +11,45 %
Vodivost Apifood - 18,90 % -12,97 % -14,11%
[mS/m] Apivital 217,77 % -6,85% -12,19%
Kyselost Apifood - 13,86 % -10,3% -4,75%
[mekv/ke] Apivital 12,05 % 9,47 % S12,54 %
Apifood +7% -18,99 % -27,47 %
HMF [mg/kg] pitoo (] (] (J
Apivital -16,41 % -29,77 % -37,88%

Diastaza Apifood -9,26% X X
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[Schade] Apivital -10,11 % X X
Diastaza Apifood -16,40 % -18,32 % -16,91 %
[Phadebas] Apivital 14,83 % 17,04 % -17,47 %
oH Apifood -0,47 % -1,39% 0%
Apivital -1,63% -1,39% -21%
Zavér

Med je jednou z nejzadanéjsich komodit, vzhledem k jeho pozitivnimu vlivu na lidské zdravi. Proto
je nezbytné zaobirat se vztahem poruSeni medu sacharidovymi sirupy ke zménam jeho
legislativnich parametrii pro odhaleni mozného falSovani. V pribéhu studie byl zjistén statisticky
vyznamny rozdil u obsahu vody meda a smési medu s ptidavkem sacharidovych sirupt v prabéhu
celé¢ doby skladovani a u obsahu HMF medt a smési medli a Apivitalu po ptl roce skladovani.
Nelze vSak opomenout ani vliv piimési sirupti na aktivitu diastdzy, vodivost a kyselost medu. Je
tedy dulezité pokracovat ve studii se zaméfenim na moznosti detekce sacharidovych sirupt v medu.
Seznam literatury

Seznam literatury je k dispozici u autora blankazabrodska@seznam.cz.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 214/2016/FVHE.
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Piiprava inovativniho nosic¢e pro enzymatickou detekci inhibitori cholinesteraz
Jiti Zeman®, David Vetch)'/1

Ustav technologie 1ékii, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno*

Uvod

Inhibitory cholinesteraz, jako jsou organofosfatové nervové plyny (soman, sarin, tabun, VX,
atd.), organofosfatové (parathion, malathion) a karbamatové (karbofuran) pesticidy, jsou velmi
nebezpecné latky, které u zvitat a lidi mohou vyvolat vazné zdravotni potize a mohou vest az
k amrti intoxikovaného organismu (1). V soucasné dob¢ je z diivodu Castych teroristickych toki a
neustalych boji na Blizkém vychodé vysoké riziko pouziti pravé takovychto bojovych plynt.
Z vyse uvedenych divodi je vysokd potieba levného, jednoduchého, ptenosného, citlivého a
spolehlivého detektoru téchto latek. Sklenéné detekéni trubiCky jsou pravé jednim z takovychto
detektorti vyuzivanych i Ceskou armadou (2). Detekce je zaloZena na enzymatické kolorimetrické
Ellmanove¢ reakci, jejiz nevyhodou je vSak malo intenzivni barevny prechod bila/zluta. Cilem prace
tedy bylo vyvinout inovativni nosi¢, ktery by mél pii detekci tuto barevnou zménu vyrazngjsi, pti

zachovani vysoké citlivosti detektoru a dostatecné rychlosti reakce.

Materiély

Mikrokrystalicka celulosa (Avicel PH 101, FCM Biopolymer, Irsko), mikrokrystalicka
celulosa a sodné stl karboxymethylcelulosy (Avicel RC 581, FCM Biopolymer, Belgie), laktosa
(Pharmatose® 200 M, DMV International, Nizozemsko), synteticky, amorfni magnesium
aluminometasilikat (Neusilin® US-2, Fuji Chemical Industry, Japonsko), polyvinylpyrrolidon
(Kollidon 90, AppliChem GmbH, Némecko) a tlumivy roztok o pH 7,4 (CL 2009) byly pouzity pro
pfipravu nosi¢e ve form¢ sférickych pelet. Dihydrogen fosfore¢nan draselny, dihydrat
hydrogenfosfore¢nanu sodného, dextran (Sigma-Aldrich, USA), minerdlni voda Magnesia®
(Karlovarské minerdlni vody, a. s., Ceska republika), butyrylcholinesteraza (Sigma-Aldrich,
Svycarsko), Slovasol SF-10 (Slovchema, Slovensko) byly pouZity pro impregnaci pelet. Pro uéely
zkousky aktivity a inhibice byla pouZzita 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoova) kyselina (Ellmanovo
ginidlo, Fluka Sigma-Aldrich, USA), S-butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich, Svycarsko),
fyzostigmin (Aldrich Chem. Co., USA) a ¢isténa voda (CL 2009). Viechny pouzité chemikalie byly

analytické Cistoty.

157



Metodika
Ptiprava pelet
PraSkova smés byla nejprve pomoci mixéru Stephan UMC 5 electronic zhomogenizovana
(5 min, 1500 rpm) a poté bylo ke smési pfidano vlh¢ivo (70 ml/min). Z navlhéené smési byly pelety
piipraveny metodou extruze/sferonizace na jednoSnekovém axidlnim extrudéru a sferonizéru
PharmTex 35T (extruze - 110 rpm, 1,00 mm mf#izka; sferonizace - 1000 rpm, 20 min). Bylo
ptipraveno dvakrat pét Sarzi o rizném sloZeni (Tab. 1), které byly suSeny v horkovzdu$né susarné

Horo 038A pii dvou riznych teplotach - 30 °C/72 hod a 60 °C/24 hod.

Vzorek NO-X N15-X N25-x  N35-X N45x
Praskova smés (g)

Pharmatose® 200 M 98,70 68,70 4870 28,70 28,70
Neusilin®US-2 - 30,00 50,00 70,00 90,00
Avicel PH 101 81,00 81,00 81,00 81,00 65,00
Avicel RC 581 20,30 20,30 20,30 20,30 16,30

Vlhcéivo (g)
Pufr pH 7,4 69,60 134,85 169,65 187,05 200,10
Kollidon 90 10,40 20,15 2535 27,95 29,90

Tab. 1: SloZeni pelet
* kde X je 30 nebo 60 dle teploty suseni

Impregnace pelet

Piipravené pelety se na 15 minut ponofily do impregna¢niho roztoku tvoiené¢ho 40 - 1200 pl
zasobniho roztoku butyrylcholinesterazy, 5 % dextranu, 0,5 % Slovasolu SF-10 a fosfatovym
pufrem o pH 7,6. Na 100 g pelet bylo pouzito 80 ml tohoto roztoku. Pelety se nasledné susily pii
35 °C/24 hod.

Metody hodnoceni pelet

Strredni velikost c¢astic (mm) byla vypocitana na zaklad¢ vysledki sitové analyzy dle vzorce:
d = (2 xi.d;)/100 [mm], kde x; je aritmeticky pramér (mm) velikosti ok dvou na sebe navazujicich
sit a dj je hmotnostni procento ¢astic o velikosti v rozmezi téchto dvou sit.

Pevnost (N) pelet byla zméfena na pfistroji pro méfeni pevnosti tablet s pouZzitim nastavce
pro méfeni pevnosti pelet. Zméfila se pevnost deseti ndhodné vybranych pelet a vypocital se

pramer.
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Intrapartikularni porozita (%) se vypocitala z pyknometrické hustoty pelet (pp) a jejich
praskové smési (pps) dle rovnice: Pintra = (1 - pp/pps)-100 [%].

Sféricita byla vyhodnocena optickou analyzou 200 pelet kazdé Sarze s pouZitim mikroskopu
a daného softwaru dle rovnice: S = 4z4/p? kde A je povrch pelet (mm?) a p je jejich obvod (mm).

Aktivita pelet byla vyhodnocena organolepticky dle Ellmanovy kolorimetrické reakce. Do
sklenéné detekcni trubicky o poloméru 0,5 cm byly nasypany pelety o vysce sloupce cca 1 cm.
Pelety se navlh¢ily 0,2 ml ¢isténé vody a po 2 minutach byl pfidan roztok detekéniho cinidla
0 stejném objemu. Sledovala se barevna zména v Casech 30, 60, 90, 120, 180 a 300 s. Enzym byl
aktivni, pokud doSlo kviditelnému Zlutému zabarveni do 2. minuty. Inhibice se hodnotila
obdobnym zptsobem, ale byly pelety nejprve inhibovany 0,2 ml roztoku fyzostigminu o ruznych
koncentracich po dobu 10 min. Nasledné byl pfidan stejny objem detek¢niho Cinidla. Enzym se

povazoval za inhibovany, pokud nedos$lo k vyvoji Zlutého zabarveni do konce 2. minuty.

Vysledky
Nameétené vysledky jakostnich parametrti, testl aktivity a inhibice pelet jsou shrnuty
Vv Tabulce 2. Vyraznéjsi barevny piechod u pelet Sarze N45-30 ve srovnani s SarZzi NO-30

neobsahujici Neusilin® je znazorn&n na Obréazcich 1 a 2.

Stiedni

Vzorek velikost Pevnost (N) Intrapar-tikulérni Sféricita Aktivita (s)* Inhibilce
gistic (mm) porozita (%) (ug.ml=)**
NO0-30 0,80 8,58+ 1,58 2,85 0,858 + 0,061 20 0,25
N15-30 1,14 15,26 + 3,07 4,74 0,944 + 0,028 15 0,25
N25-30 1,21 17,57 + 1,66 6,50 0,949 + 0,033 15 0,5
N35-30 1,18 16,14 + 3,11 6,62 0,908 + 0,046 15 0,5
N45-30 1,22 14,74 + 2,57 6,62 0,904 + 0,050 10 0,5
NO0-60 0,81 8,84 +1,34 3,19 0,841 + 0,070 20 0,25
N15-60 1,03 15,03+ 1,33 3,93 0,931 + 0,046 10 0,5
N25-60 1,05 14,07 £ 1,24 4,58 0,946 + 0,033 20 0,5
N35-60 1,05 16,27 £ 1,45 7,33 0,923 + 0,046 20 0,5
N45-60 1,07 16,22 + 2,04 14,91 0,932 £ 0,043 15 0,5

Tab. 2: Namétené vysledky provedenych zkousek

* Cas potiebny ke vzniku zlutého zabarveni pelet po aplikace Ellmanova ¢inidla

** koncentrace fyzostigminu, ktera inhibovala barevnou reakci po dobu alespon 2 minut
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Obr. 1: Test aktivity vzorku N0-30
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Obr. 2: Test aktivity vzorku N45-30

Zavér

Experimentem byl zjistén unikatni vliv Neusilinu® na vlastnosti pfipravenych nosi¢li pro
detekci inhibitorti cholinesteraz. Tento vliv se tyka hlavné zlepSeni pevnosti, intrapartikul&rni
porozity, sféricity a aktivity u vzorki obsahujicich Neusilin® ve srovnani se vzorky bez Neusilinu®.
Navic bylo dosazeno vyrazné€jsiho barevného piechodu bila/zlutd ve srovnani se vzorky bez
Neusilinu®. Vyssi teplota suseni pelet vedla k uzavieni vét§iho mnoZstvi pori ve struktufe nosice,
coz vedlo ke snizeni celkového povrchu pro impregnaci enzymem, a tim k niz8i enzymatické

aktivité u téchto pelet.

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 301/2016/FaF.
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Obsahové latky Coleus blumei Benth. a Coleus caninus (Roth.) Vatke

Sabina Jurkaninova, Renata Kubinova

Ustav prirodnich léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Rod Coleus (Lamiaceae) zahrna viac ako 300 druhov rastlin pochadzajtcich z tropickych
a subtropickych oblasti Azie a je Siroko distribuovany v Afrike, juznej Amerike a Australii. Rastliny
tohto druhu oplyvaju Sirokou Skalou farieb a réznym tvarom listov a pestuju sa ako okrasne rastliny
v Eurdpe.

Jednym z najvyraznejSich je druh Coleus blumei Benth., zdroj latok flavonoidnej povahy,
derivatov kyseliny kavovej a diterpénov. Coleus caninus (Vath.) Rotke obsahuje silice vykazujuce
Sirokospektralny antimikrobialny ucinok, Coleus aromaticus (Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng) je Siroko vyuZivany v ludovom lieCitel'stve pre svoju antibakterialnu, protinadorova

a antiflogistickd aktivitu (1).

Material a metodika

Extrakcia a separacia

Rastlinny material bol ziskany zo sklenika UPL FaF VFU v Brne.
200 g zmrazenych nadzemnych ¢asti rastlin C. blumei Benth. a Vatke bolo extrahovanych 1000 ml
methanolu. Zahusteny extrakt bol vytrepany s chloroformom a ethylacetdtom a ziskany
chloroformovy a ethylacetatovy podiel. Dalsich 100 g zmrazeného druhu C. blumei Benth. sa
extrahovalo 400 ml étheru. 200 g C. caninus (Vath.) Rotke a C. aromaticus Benth. sa extrahovalo
methanolom. Jednotlivé extrakty boli zahustené na rotacnej vakuovej odparke. 1zolacia jednotlivych
latok prebiehala pomocou preparativnej HPLC a kolonovej chromatografie.
InStrumentalne metddy

NMR spektra boli zaznamenavané pouzitim Bruker DRX-400 (400 MHz) (BRUKER, USA)
v CDCls. IC spektra boli zaznamenivané FTIR spektroskopiou 410 Nicolet (ThermoScientific,
USA). HPLC/DAD/MS analyza sa prevadzala pomocou zariadenia Agilent technologies 1100 na
koléne Supelcosil ABZ+Plus 150 x 4,6mm; velkost’ Castic 3um, gradientovou eltciou. Prietok 1
ml/min. Nastrek 10 ul. MS-ESI - negativny mod. Preparativna HPLC bola prevadzana na kolone
Ascentis 25 x 2,5 cm, velkost’ Castic 5 um, gradientovou eliciou. Priectok 4 ml/min. Nastrek 30 pl.

Stipcova chromatografia bola vykondvana v sklenenej kolone s pouzitim silikagélu, Eluovala
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sazmesou chloroformu s methanolom so vzrastajucou polaritou. Antioxidac¢nd, antiflogisticka a
hyaluroniddzové aktivita boli merané Reader-om (BioTek Synergy HT, USA).
Stanovenie antioxidacnej aktivity

Zhéasanie peroxynitritu produkovaného termolyzou (3-morfolinosydnonimin) SIN-1 (1mM)
a peroxyloveho radikalu generovaného termolyzou AAPH  (2,2"-diazobis(2-amidinopropan)
dichlorid) (ImM) bolo testované chemiluminiscen¢nou metédou s luminolom (1mM) (2,3).
Meranie sa prevadzalo po dobu 30 minat. ZhaSanie peroxidu vodika bolo testované taktiez
chemiluminiscenénou metédou s luminolom (4). Meranie sa prevadzalo po dobu 5 minut. ZhaSanie
superoxidového radikalu (4) generovaného systémom xantin-xantinoxidaza (xantin, 30uM) bolo
testované chemiluminiscen¢nou metddou s lucigeninom (1mM). Meranie sa prevadzalo po dobu 5
minut.

Pri testovani antioxidac¢nej aktivity sa stanovovala plocha pod krivkou (AUC). AUC vzorky
(AUC,.0ka) Sa stanovovala v Styroch opakovaniach. Ako kontrolny roztok sa pouzil methanol
(AUControla)- Zhasaci efekt (%) sa pocital podla vzorca: % = (1-(AUC,zorka / AUCkontrola))*100
Stanovenie antihyaluronidazovej aktivity

Antihyaluronidazova aktivita bola testovana Morgan-Elsonovou metédou (5) s menSimi
modifikaciami. Absorbancia zmesi sa stanovovala v 3 opakovaniach a bola merana pri 585 nm.
Slepéa vzorka obsahovala namiesto enzymu pufor, kontrola obsahovala methanol.

Enzymova aktivita (%) bola pocitana podl'a vzorca: % = [1-((Avzorka — Astepa)/Akontrola)] *100
Stanovenie anticyklooxygenazovej aktivity

Anticyklooxygendzova aktivita sa zameriava na peroxidazovu zlozku cyklooxygenazy
(COX). Peroxidazova aktivita bola stanovena kolorimetricky monitorovanim oxidacie N,N,N",N"-
tetrametyl-p-fenyléndiaminu (TMPD) pri 590 nm svyuzitim komeréne dodavaného kitu.
Absorbancia zmesi sa stanovovala v 3 opakovaniach a bola merana pri 590nm. Enzymova aktivita
(%) bola pocitana podla vzorca: % = [1-((Avzorka — Aslepa)/Akontrola)] *100

Vysledky
Z ethylacetatovej frakcie methanolického extraktu C. blumei Benth. (Obr. 1) sa nam
podarilo preparativnou HPLC vyizolovat’ 5 latok, kyselinu kavovu (1), luteolin-5-O-glukozid (2),
diterpenoid (13S,15S)-64,12a-dihydroxy-134,16-cyklo-8-abietén-11,14-dion-7-O--D-glukozid (3),
kyselinu rozmarinovu (4), apigenin-7-O-(3"-O-acetyl)-B-D-glukuronid (5), apigenin-5-O-(3"-O-
acetyl)-R-D-glukuronid (6). Identifikacia prebehla porovnanim so Standardmi, pomocou MS a FTIR
spektroskopie (1, 2, 4). Dalsie boli identifikované pomocou NMR (3, 5, 6). Latka 3 bola

pomenovana ako spirocoleon-7-O-4-D-glukozid. Z étherového extraktu C.blumei Benth. (Obr. 2) sa
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nam podarilo vyizolovat’ 2 latky, luteolin (7) a nepetoidin B (8), identifikované porovnanim so

Standardmi a pomocou MS spektroskopie (7) a NMR (8).

[T DADI A, Sig=254 4 Ref=900.100 (RENCAICBBDETOAC000011.D) (R R RENCAICBDAETE

Nom. 8 Nom. N
: 8
“ I
& 7 U ‘

e A e
0
25 5 15 10 125 15 175 20 25 25 __mi 8 1 12 1 1 18 il 2
Obr.¢.1: HPLC zaznam ethylacetatového extraktu C. blumei Benth. Obr.¢.2: HPLC zaznam étherového extraktu C. blumei Benth

Z chloroformovej frakcie methanolickeho extraktu C. blumei Benth. sa podarilo kolonovou
chromatografiou a preparativnou HPLC vyizolovat latku CBCh 19/14 (Mr=407). Bolo zmerané
NMR, identifikacia Struktiry vsak nie je eSte dokoncena. V. methanolickom extrakte C. caninus
(Vath.) Rotke (Obr. 3) sa nam podarilo identifikovat dve latky porovnanim so Standardmi
a literatdrou, kyselinu kavovd (1) a kyselinu rozmarinovu (4). Kolénovou chromatografiou
a preparativnou HPLC sa podarilo vyizolovat' latky CC8/11, CC8/16 a CC1, ktorych presnu
Strukturu zatial’ nepozname, na zaklade porovnania s literatirou vSak predpokladdme, Ze sa jedna
o latky terpenoidnej Struktdry. Rod Coleus je bohaty na diterpény atriterpény (1).
V methanolickom extrakte C. aromaticus (Obr. 4) sa podarilo identifikovat’ tri latky porovnanim
so Standardmi a literaturou, kyselinu kavova (1), kyselinu rozmarinovd (4) a nepetoidin B (8).

Preparativnou HPLC bol potom vyizolovany a identifikovany pomocou NMR vicenin-2 (9).

) cc1 9 4 8
ccs/11
2 1
1 CC8/16
LWWJM MWL JLJLL».J»M_MW

| Obr.¢.3: HPLC z&znam MeOH extraktu C. caninus (Vath.)Rotke Obr.¢.4: HPLC z. MeOH extraktu C. aromaticus. a UV spektra

Do stadie biologickej aktivity boli zaradené latky, ktorych identifikdcia bola dokoncena.
Latky boli podrobené testovaniu antioxidacnej aktivity (Tab. 1) a inhibicii enzymu hyaluronidaza

a cyklooxygenaza (Tab. 2).
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Tab. 1: Antioxidaéna aktivita latok, kvercetin bol pouzity ako Standard

60 uM/zhasanie (%) Perr:;\liléc‘)lvy Peroxynitrit Peroxid vodika Sup;r;)ligjlovy
Kyselina kavova 66,3 £ 3,9 75,8+2,6 51,1+2,9 97,6 £1,5
Kyselina rozmarinova 92,5+3,6 99,9+0,1 99,0+0,1 93,1+2,5
Luteolin-5-0-glukozid 66,1+3,4 89,2+3,4 52,1+6,3 96,8 0,3
Apigenin-7-0-(3"-0-acetyl)-8-D-glukuronid 89,8 +4,7 66,4 +3,3 29,1+2,5 87,7+1,3
Apigenin-5-0-(3"-0-acetyl)-8-D-glukuronid 63,6 +6,1 48,6 2,3 Nezhdsa 54,4 +3,9
Spirocoleon-7-0-$-D-glukozid 379+13 31,8+3,3 35,3+6,8 70,5+2,8
Nepetoidin B 81,6+2,8 99,3+0,2 94,2+1,5 97,2+0,2
Luteolin 84,9+1,0 99,4+0,1 78,9 1,5 97,9+1,3
Vicenin-2 62,614 22,6+3,4 Nezhasa 10,6+1,4
Kvercetin 92,4+2,3 99,8+0,1 98,7+0,1 90,0+0,8

Tab. 2: Inhibicia enzymov. Kvercetin a indometacin boli pouZité ako Standardy. Lé&tky si v koncentracii 200 uM pre hyaluronidazu
a 100 puM pre COX.

Latky Hyaluronidaza (%) COX-1 (%) COX-2 (%)
Kyselina kavova 11,7 +0,9 n.i. n.i.
Kyselina rozmarinova 29,5+0,7 n.i. n.i.
Luteolin-5-0-glukozid 10,6 +2,0 n.i. n.i.
Apigenin-7-0-(3"-0-acetyl)-8-D-glukuronid 10,0+4,3 n.i. n.i.
Apigenin-5-0-(3"-0-acetyl)-f-D-glukuronid 13,9t44 n.i. n.i.
Spirocoleon 7-0-8-D-glukozid 245+2,1 38.3+9.2 15.1+7.4
Nepetoidin-B 21,1+£19 10,9 £ 20,8 21,4+2,1
Luteolin 80,2+1,9 n.i. n.i.
Vicenin-2 33,7+4,8 17,8+1,8 n.i.
Kvercetin 89,5+0,7 - -
Indometacin - 99,9+3,6 99,4+3,4

Zaver

V rdmci Stadie sa ndm okrem zndmych polyfenolov podarilo z C. blumei izolovat
a identifikovat’ po prvykrat v rastlinnom materidli apigenin-7-O-(3"-O-acetyl)-R-D-glukuronid,
apigenin-5-O-(3"-O-acetyl)-R-D-glukuronid a spirocoleon-7-O-4-D-glukozid. Tento diterpenoidny
glykozid prispieva k antiflogistickej aktivite rastliny inhibiciou enzymov hyaluronidazy, COX-1 a
COX-2. Na biologickej aktivite C. aromaticus, vyuZivanej v l'udovom lieCitel'stve, Sa vyznamnou

mierou podiela vicenin-2, ktory bol vyizolovany z C. aromaticus po prvykrat.

Tato praca bola financovana grantom IGA VFU Brno 305/2016/FAF.
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Vyvoj vaginalni krouZzki pro veterinarni pouZiti
Veronika Tkadleckova, Katetina Kubova, Jakub Vyslouzil, Darja Buckova

Ustav technologie lékii, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Vaginalni krouzky jsou prstencové pevné lékové formy urcené pro vaginalni aplikaci. Umoznuji
dlouhodobé¢ uvolnovani 1é¢iva ¢i 1€¢iv s mistnim nebo systémovym u¢inkem. Zakladem krouzk je
netoxicky, biokompatibilni, stabilni, flexibilni a dlouhodobé nedrazdivy polymerni nosic.
Vhodnymi materialy jsou napf. polymery ze skupiny silikonu (1,2). Silikonove elastomery maji
vynikajici biokompatibilitu a dlouhou historii pouzivani v mediciné (3). Mezi vyhody vaginalni
aplikace patii redukce nezadoucich uc¢inkl, reverzibilita, neinvazivni zpisob podani, eliminace
interakci s potravou nebo 1éCivy a dalsi (4). V oblasti humanni mediciny se vaginalni krouzky
vyuzivaji zejména pro piivod Zenskych pohlavnich hormont za wcfelem kontracepce nebo
substituce, ve fazi vyzkumu také k terapii inkontinence nebo ochrany pied infekci virem HIV (1,2).
V oblasti veterinarni mediciny tato Iékova forma doposud pouzivana neni. Existuji vSak moznosti
vyuziti vaginalnich krouzkl v oblasti farmakoterapie pst. Jednou z nich je zanétlivé onemocnéni

délohy pyometra, ktera patii k ¢astym onemocnénim fen velkych i malych plemen.

Cilem projektu bylo navrzeni zpusobu pfipravy matricovych vaginalnich krouzkt pro veterinarni
aplikaci. Vytvofeni formy pro pfipravu krouzka, vybér vhodného polymerniho nosice a zapracovani
lé¢iva. Zaméfili jsme se také na navrzeni neinvazivniho zplsobu reinzerce vaginalniho krouzku

z vaginalni dutiny feny.

Material

Pro vytvofeni matrice vagindlnich krouzki byly pouzity silikonové elastomery Sylgard® 184
Sylgard® 164 (Dow Corning, USA). Pro reinzerci krouzku zvaginalni dutiny byla pouZita
polyamidova chirurgicka nit (tloustka 3, SERALON®). Pro zjisténi lokalizace krouzkli byla
zapracovana rentgen-kontrastni latka siran barnaty (SIGMA-ALDRICH, CZ). K omezeni
sedimentace 16¢iv v silikonu byl pridavan Aerosil® 106 (Evonik Industries, N). Jako 1&€ivo k 16b&
pyometry byl pofizen prostaglandin E, (Cayman Pharma, CZ). Vzhledem k enormni finan¢ni
nakladnosti 1é¢iva, bylo in-vitro testovani provadéno s modelovym lé¢ivem kofein anhydratem
(Zentiva, CZ). K modifikaci uvoliiovani 1éc¢iva zkrouzkli byla pouzita laktosa monohydrat
(SIGMA-ALDRICH, CZ), laktosa bezvoda (SIGMA-ALDRICH, CZ), Avicel PH 101 (FMC
BioPolymer, USA), Avicel PH 200 (FMC BioPolymer, USA), Kollidon® 17 (BASF, N).
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Metodika
Design formy: Vysledna velikost vaginalnich krouzka pro veterinarni pouziti byla zvolena 3 cm.
Pro jejich vyrobu krouzkl byla navrzena a sestrojena plastova forma o vné&j$im priméru 3 cm
a vysce 0,4 cm. Forma byla dale upravovana a pro zakomponovani reinzeréni pasky byly do sttedu
bocni strany ptidany dva otvory ve vzdalenosti 1,5 cm.
Vybér polymeru: Pro pripravu prvnich krouzki byl pouzit silikonovy elastomer Sylgard® 184 (doba
tuhnuti 48 hodin, pomér baze:katalyzator - 10:1). V dalSim experimentu byl nosny polymer
nahrazen silikonovym elastomerem Sylgard® 164 (doba tuhnuti 15 minut, pomér 1:1).
Inkorporace reinzercniho apardtu: Vzhledem k tomu, Ze se jedna o nebiodegradovatelny polymer,
zaméfili jsme se také na zpusob reinzerce krouzku zvaginalni dutiny. K tomuto ucelu byla
do krouzkl riiznymi zplisoby zakomponovana reinzercni nit (testovano na krouZzcich pfipravenych
ze Sylgard® 184). Nit byla piivazana k hotovym krouzkim, zalita do krouzké s nékolika uzliky na
niti a zalita po obvodu krouzk.
Ovéreni mechanické odolnosti reinzercniho aparatu: Sila potfebnad k vytrzeni reinzer¢ni nité
z krouzkt se hodnotila pomoci pfistroje Texture analyzer CT3 4500. Vzhledem k piekroceni limitd
vyse uvedeného pfistroje byl vybrany typ déle testovan na piistroji ZWICK ROELL Z 010
na Chemické fakulté Ustavu chemie materialti Vysokého uéeni technického v Brng.
Inkorporace rentgen-kontrastni latky: Pro mozZnost zjisténi lokalizace krouzkt v organismu byl do
krouzkti zapracovan rentgen-kontrastni siran barnaty v procentualnim zastoupeni 0,5%, 1%, 1,5%
a 2%. Na zaklad¢ testli na uhynulém zvifeti na Klinice malych zvifat Veterinarni a farmaceutické
univerzity Brno byla vybrana nejvhodnéjSi koncentrace pro zobrazeni.
Inkorporace modelového 1é¢iva: Pro sledovani uvoliiovani 16¢iva ze Sylgard® 184-krouzkd bylo
zapracovano 100 mg kofeinu jako modelového 1é€iva, a to ve formé 1) bez upravené velikosti ¢astic,
i) supravenou velikosti Castic pomoci rozmélnéni ve tience, iii) s upravenou velikosti Castic
v kulovém mlyné (KM) Retsch PM 200 v 50 ml achatovych mlecich nadobkéch s 200 achatovymi
kuli¢kami po dobu 30 min, 60 min nebo 120 min a iv) pfidanim Aerosilu® 106. Pro sledovéni
uvoliiovani 16&iva ze Sylgard® 164-krouzkii se opét pouzilo 100 mg kofeinu v kombinaci s riznymi
rozpustnymi i nerozpustnymi pomocnymi latkami.
In-vitro disolucni charakteristika: Ke zjisténi uvoliiovani 1é¢iva z krouzkl byla pouzita zkouSka
disoluce a nasledné meéfeni absorbance pii 275 nm na piistrojich Sotax AT7 Smart
a spektrofotometru Perkin Elmer Instruments. ZkouSka probihala 72 hodin v 500 g disolu¢niho

média pii pH 5,5 simulujici vaginalni tekutinu.
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Vysledky

Obréazek 1 ukazuje nejvyhodngjsi zakomponovani reinzeréni nité do vaginalniho krouzku (Sylgard®
184), nit je vedena po obvodu krouZku v jeho poloviné. K vytrzeni nité z takového krouzku byla
prumérné potieba sila 39 N. K zjisténi umisténi krouzku ve vaginalni dutin¢ byl do krouzku
zapracovan siran barnaty. Nejvhodnéjsi koncentrace umoznujici viditelnost krouzku byla 2 % siranu
barnatého (Obrazek 2).

U silikonovych krouzkd na bazi Sylgard® 184 byla pozorovana vyrazna sedimentace &astic 1é¢iva
béhem tuhnuti polymeru. Tuto sedimentaci jsme se pokouseli zmirnit Upravou velikosti Castic
1é¢iva. Zadna ztdchto uprav nevedla k omezeni sedimentace &astic v krouzku. Sedimentaci se
podafilo odstranit pridanim pomocné latky Aerosilu® 106 (obtizné zachazeni s materialem). B&hem
disolu¢ni zkousky (72 hodin, pH 5,5) byl u krouzkd s kofeinem bez upravy velikosti Castic
I supravou velikosti ¢astic pozorovan vyrazny burst efekt, zptisobeny sedimentaci Castic 1é¢iva
k jedne ze stran vaginalniho krouzku. Sedimentaci i burst efekt se vSak podatilo odstranit piidanim
Aerosilu® 106, a to v minimalni koncentraci 7,5 %, omezeni rychlosti uvoliiovani 16¢iva viak bylo
ptilis vyrazné (pouze 14,3 % b&hem 72 hodin).

U krouzkd piipravenych ze Sylgard® 164 k sedimentaci vzhledem k rychlému tuhnuti materialu
nedochazelo. Ke zvySeni uvolnovani 1éCiva z krouzka byly pfidavany rozpustné i nerozpustné
pomocné latky. Pfidani nerozpustnych latek v podobé Avicelu PH 101 a Avicelu PH 200 nevedlo
ke zvySeni uvolnovani léCiva. Uvolnovani se podafilo zvysSit pfidanim rozpustné laktosy
monohydratu v koncentraci 10 %, 20 %, 30 % a 40 %. Krouzky obsahujici 40 % ¢&astic byly velmi
kiehké a dochazelo k jejich 1dmani, maximalni koncentrace pomocnych latek proto byla stanovena
na 30 %. Pouziti laktosy anhydratu nevedlo Kk lepsim vysledk oproti monohydratu. Zvyseni
uvolnovani 1éciva se také podafilo docilit pfidanim rozpustného povidonu. Obrazek 3 ukazuje

prabéh uvoliovani 1é¢iva z vaginalnich krouzk.

2% BaSO0,

- ‘
Obrazek 1. Vysledny zptisob zakomponovani Obrazek 2. Umisténi vaginalniho krouzku pro
reinzer¢ni nité veterinarni pouZziti s obsahem 2% siranu barnatého
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Obrazek 3. Pribeh uvoliovani 1é¢iva z riznych typt vaginalnich krouzk

Zavér

V ramci projektu byla navrzena a sestrojena vhodnd forma pro pfipravu vaginalnich krouzkl pro
veterinarni  pouZiti. K vyjmuti krouzkt zvaginalni dutiny byl vybran nejlepsi zpusob
zakomponovani reinzeréni nité. Bylo zji§téno, Ze pfidavanim rozpustnych porogend lze zvysit
uvoliiovani lé¢iva z matricovych vagindlnich krouzkd. Déle budou do krouzkli zapracovany
prostaglandiny k 1é¢b¢é zanétu délohy.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 306/2016/FaF.
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Enzymatické stanoveni glukézy pro hodnoceni disolu¢niho profilu pelet
s Fizenym uvoliiovanim
Sylvie Pavlokovd, Jan Muselik, Ale$ Franc, Dana Sabadkova

Ustav technologie lékii, Farmaceuticka fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Hypoglykémie pifedstavuje zavaznou komplikaci pii 1écbé diabetes mellitus, casto muze
v kombinaci s pfijatou potravou a vydejem energie [1]. K prevenci hypoglykémie byly navrzeny
pelety sftizenym uvolnovanim glukézy, pro které je zamysleno podani po smiseni s polotuhou
potravou. Tato forma je vyhodnym feSenim piedev$im pro détské pacienty. Pelety jsou slozeny
Z inertniho jadra obsahujiciho smés glukézy a osmoticky aktivni latky a potazeny polopropustnou
membranou z ethylcelul6zy.

Tato studie navazuje na predchozi prace popisujici pfipravu a hodnoceni pelet o riznych
velikostech a sloZenich [2]. Z divodu vyhovujiciho disoluéniho profilu a piedev§im hodnoty
lag time odpovidajici diabetologické praxi byly vybrany dva vzorky (PEG, CMS) pro provedeni
stabilitnich studii. Testovan byl vliv pfidavného enterosolventniho potahu ve formé¢ Eudragitu L,
ktery by m¢l fungovat jako bariéra proti vlhkosti a k upraveé organoleptickych vlastnosti. Zaroven
bylo vyzkouSeno intenzivnéjsi oSetfeni obalu (tzv. curing) vystavenim pelet podminkdm zvy3ené
vlhkosti a teploty (40 °C / 75 % RV po dobu 24 hodin). Oba postupy by mély vést ke zvySeni
stability pelet. Soucasné byl tento projekt zaméfen na vyuziti enzymatické metody stanoveni
glukdzy ve vzorku pro dosazeni lep$ich valida¢nich parametri, uspory ¢asu a zjednoduSeni prace

pfi zjiStovani disolucnich profilt.

Material
Latky potfebné pro piipravu pelet: glukdza anhydrat (Dr. Kulich Pharma, Ceska republika);
mikrokrystalicka celuléza - MCC Avicel® PH 101 (FMC Biopolymer, Belgie);
karboxymethyl§kob sodna sul — Vivastar® P 5000 — CMS (JRS Pharma, Némecko); makrogol 6000
— PEG 6000 (Merck Schuchardt, Némecko); ethylceluléza vodna disperze — Surelease® typ B NF
(Colorcon, USA); Eudragit L30 D-55 (Evonik, Rakousko). Latky pro analyzu GOD-POD:
glukdzaoxidaza, peroxidaza (Sigma Aldrich, Velka Britanie).

169



Metodika

Priprava pelet

Peletova jadra o dvou sloZenich (Tab. 1) byla ptipravena metodou extruze-sféronizace (integrovana
jednotka Pharmex 35 T Wyss & Probst Eng, Korsch, Némecko) podle metodiky popsané v diive
publikované praci [2]. Vysledné potazeni ethylcelul6zou tvoii 35 % celkové hmotnosti pelety; ¢ast
vzorki byla modifikovana pfidavnym enterosolventnim potahem (3 % Eudragitu L). V poslednim
kroku byly pelety suseny v horkovzdusné susarné pti teploté 60 °C po dobu 4 h (neoSetiené vzorky)
a dalSich 24 hodin pti 40 °C a vlhkosti 75 % (oSetfené vzorky).

slozeni PEG CMS
Glukoza bezvoda 75 80
Avicel PH 101 - 15
PEG 6000 25 -
CMS - 5)

Tabulka 1. Procentualni sloZeni peletovych jader (% wi/w)

Stabilitni studie

Pelety byly adjustovany po 10 g do sklenénych lahvicek. Stabilitni studie byly provadény pii dvou
teplotach (40 °C / 75 % RV a 25 °C / 60 % RV) s vyuzitim stabilitniho boxu (Constant climate
chamber Binder KBF 240, Némecko). Porovnavany byly disolu¢ni profily vzorki po dobé¢
skladovani 3 a 6 mésict (vysledky v ramci doby trvani feseni projetu IGA, stabilitni studie probihaji

i nadale).

Disolucni testy

Stanoveni mnozstvi uvolnéné glukézy z pelet v ¢ase bylo provedeno pomoci disolu¢ni aparatury
(Sotax AT-7 Smart, Svycarsko) s nasledujicimi parametry: kosickovd metoda, otacky 100 rpm,
disolu¢ni médium voda v objemu 500 ml pfi teploté 37,0 + 0,5 °C v piipad¢ pH-nezavislé metody
nebo 0,1M HCI s postupnym pfidavanim Na,HPO, - 12 H,0 u pH-zavislé metody (pH 1,2 v case
0; pH 4,5 po 60 min a pH 6,8 po 120 min). Analyzovan byl piiblizné 1 g pelet. Vzorky byly
odebirany v ¢asovych intervalech 60, 120, 240, 360, 540 a 720 min a nasledné analyzovany na
obsah gluk6zy pomoci enzymatické GOD-POD metody: 20 pl vzorku bylo smichano s 1 ml
reakéniho roztoku (fenol, 4-aminoantipyrin, gluk6zaoxidaza, peroxidaza a fosfatovy pufr o pH 7,5
V definovaném poméru). Absorbance vysledného Cervené zbarveného chinonu v roztoku byla

méfena pii 500 nm (UV-VIS Spektrometr LAMBDA 25).
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Vysledky
Obrazek 1 zndzorfiuje mnozstvi uvolnéné glukozy v zavislosti na ¢ase u vzorku PEG bez osetieni
(PEG_N; pH-nezavisld metoda) a vzorky po stabilitnich testech PEG_N(25)_6M / PEG_N(40)_6M
— skladovano 6 mésicu pii teploté 25 °C a 60 % RV, piipadné 40 °C a 75 % RV. Na prvni pohled
je patrna podobnost disolu¢nich kiivek, coz je potvrzeno i matematickym vyhodnocenim pomoci
faktoru podobnosti f,. Vzorky po zatézovych testech mohou byt povaZzovany za shodné s ptivodnim
vzorkem pro obé¢ testované teploty (f = 59,9 pro 25 °C a 60 % RV; f, = 77,0 pro 40 °C).
Na zéklad¢ téchto vysledki bylo ptipadné oSetfeni vzorku PEG shledano jako nepotiebné.
Kvili nedostatecné stabilité v piipadé neosetienych vzorki CMS (CMS_N; pH-nezavisla metoda)
byla u tohoto sloZeni pelet testovana modifikace potahu enterosolventni vrstvou a nasledné oSetieni
(CMS_OE; pH-zavisld metoda). Z Obrédzku 2 je zjevné jisté zvySeni stability pelet (6 mésict, 25 °C
a 60 % RV) po modifikaci (f, = 48,0 pro neosetieny vzorek; f> = 57,7 pro vzorek po modifikaci).
Navic bylo modifikaci potahu s naslednym oSetfenim pelet dosazeno udrzeni lag time na stejné
hodnoté jako v Case 0, zatimco u neoSetienych vzorkli bylo pozorovano zrychleni uvoliiovani
glukdzy v case po stabilitnim testu.
Horsi stabilita vzorku CMS oproti PEG je pravdépodobné zpiisobena ptitomnosti bobtnajici latky,
ktera muze naruSit potah vlivem pisobeni vzdusné vlhkosti. Ptidavny enterosolventni potah
u vzorku CMS lze také s vyhodou vyuZit ke zlepSeni organoleptickych vlastnosti pelet (konkrétné
ke snizeni specifického pachu a chuti, které mohou byt zptisobeny piitomnosti plastifikatoru olejanu
amonneho v obalu).
V dalsi fazi vyvoje této l1ékové formy se predpoklada testovani modifikace pelet nanasenim disperze
potahového materidlu z organického rozpoustédla, kde dochazi k ptimé tvorbé filmu bez nutnosti
koalescence a obal je po nastiiku homogenni.
Z analytického hlediska byla prokazana funkcnost enzymatického stanoveni s néslednou
spektrofotometrickou detekci vysledného reakéniho produktu a tim i pfispéni k vyvoji 1ékové formy
s fizenym uvoliiovanim glukézy k prevenci hypoglykemickych stavi. Vyvinuta analytickd metoda
byla rovnéZz aplikovana ke srovnani vysledkd zkousky disoluce (in vitro) s vysledky in vivo
na pacientech (zajisténo FN Hradec Kralové). VyuZiti této analytické metody pro obdobné vzorky

se planuje i v budoucnu.
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Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 307/2016/FaF.
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Syntéza derivata 1,3,5-triazinu obsahujicich nové chalkonové, triazolové a dalsi dusikaté
strukturni motivy a jejich prekurzoru s vyuZitim metod ,,Zelené chemie*.
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Uvod

V soucasné dobé se analoga 1,3,5-triazinu (S-triazinu) stavaji predmétem zajmu tady
vyzkumnych tymu. Derivaty s-triazinu vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit, pfi¢emz v
nékolika poslednich letech jsou v poptedi zajmu zejména jejich anti-bakterialni, anti-tuberkuldzni a
anti-rakovinové vlastnosti. [1] U derivati s témito vlastnostmi se pak ¢asto vyskytuji strukturni
motivy typu substituovanych piperazinovych, substituovanych chalkonovych, substituovanych
triazolovych a dalSich dusikatych heterocyklickych kruhu. [2, 3] V poslednich letech bylo
prokazano, Ze zavedeni heterocyklického kruhu na chalkonovy nebo triazolovy substituent s-
triazinu zvysuje biologickou aktivitu takovychto derivath. [4] Pfi syntéze sloucenin uvedeného typu
a jejich prekurzorti je vSak v minimalnim mife vyuzivano metod ,,Zelené chemie®, jako jsou
organokatalyza, metalokatalyza a kombinace obou, katalyza s imobilizovanymi katalyzatory, rtizné
typy couplingovych reakci, atd. [5]

Pii syntéze chalkonovych a triazolovych derivati je mozné vyuzivat katalyzu d-kovy,
pfislusné katalyzatory (napf. nano méd’) jsou vSak pomérn¢ ekonomicky naro¢né a pro syntézu
farmaceuticky vyuzitelnych latek ne Gplné¢ vhodné. [6] d-Kovy imobilizované na slabé kyselém
katexu se tak pro tyto typy syntéz jevi jako vice nez vhodné katalytické systémy.

Pii soucasném vyvoji chemického a farmaceutického primyslu a tlaku na zaclefiovani
principti Zelené chemie do chemickych vyrob, je vyuziti téchto principt jiz pfi ndvrhu syntézy nové
u¢inné latky zna¢nou vyhodou. Vezmeme-li v Gvahu také Siroké spektrum biologickych aktivit
analogl s-triazinu, jejich potencidl a nekompletnost soucasného stavu jejich poznani, ziskdvame

velmi slibny a zajimavy predmét vyzkumu.

Vysledky a diskuse
K predikci struktur vybranych piperazinovych derivatd obsahujicich s-triazinovy skelet
s potencidlni  biologickou aktivitou proti isozymu karboanhydrazy hCAIX (spojeného
s nadorovym bujenim) byly pouzity doptedné umélé neuronové sité (Forwarded Artificial Neural
Networks — FANNS). [7, 8] Pro ovéfeni spravnosti ANN modelu byla také stejna datova sada
struktur podrobena predikci/dockingu selektivity K;(hCAIl)/K;(hCAIX) pomoci softwaroveho
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baliku Schrodinger. S ohledem na dil¢i vysledky predikce bylo navrzeno nékolik modelovych
struktur téchto derivat zahrnujicich mimo jiné nové chalkonové, triazolové a dal§i dusikaté
strukturni motivy (viz nize). Dale byl navrzen synteticky design pro syntézu téchto struktur a dané

derivaty byly pfipraveny a analyzovany pomoci ‘H-NMR, *C-NMR a IR spektroskopie.
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Obrazek 1. Ptiklady vybranych modelovych struktur substituovanych s-triazint (n=0-2).

Cilové substituenty byly zavadény na S-triazinovy skelet prostfednictvim substituce atomu
chloru ve vychozim, komeréné dostupném kyanurtrichloridu (2,4,6-trichlor-1,3,5-triazinu).
K substituci atomt chloru dochazi per partes pres atom dusiku alifatické primarni nebo sekundéarni
amino skupiny daného substituentu. Substituce prvniho, tedy nejreaktivnéjSiho, atomu chloru v
kyanurtrichloridu mize byt provedena cestou nukleofilni aromatické substituce nebo vyhodnéji
procesem katalyzovanym novym imobilizovanym Cu(I) komplexem (pfipravenym dle [9]).
V ptipadé katalyzy Cu(I) se jednd o cestu oxidativni adice - heterolytické adice - reduktivni
eliminace. Substituce druhého a tfetiho atomu chloru pak byla provadéna vyhradné cestou
oxidativni adice - heterogenni adice - reduktivni eliminace. V principu se jedna o vyuZiti
Ullmanovy syntézy (piipad Buchwaldova-Hartwigova C-N-couplingu) v niZz byl jako katalyzator
pouzit novy recyklovatelny, levny a stabilni katalyzator, tj. ionty Cu(I) imobilizované na slabé

kyselém makroporéznim katexu polyakrylatového typu. VSechny tfi substitu¢ni stupné lze provést
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jako one-pot reakce za kontrolovaného teplotniho rezimu, s gradaci teploty od prvniho ke t¥etimu
stupni. Gradace reakéni teploty je nutnd z diavodu poklesu reaktivity po zavedeni piislusného
dusikatého substituentu. Potadi zavedeni substituentd bylo provadéno s ohledem na reaktivitu
aminovych prekurzori tak, aby nejméné reaktivni reagoval v prvnim nejvice reaktivnim
syntetickém stupni, a naopak nejvice reaktivni amin pak v poslednim, nejméné reaktivnim

syntetickém stupni.

Zavér

K predikci s-triazinovych derivati vykazujicich potencialni biologickou aktivitu proti
hCAIX byly pouzity dopfedné ANNs. S ohledem na dil¢i vysledky predikce bylo provedeno
nékolik modelovych syntéz rizné substituovanych s-triazind (viz Obrdzek 1.). Design vSech syntéz
uvedenych modelovych struktur byl navrzen s ohledem na cile a principy Zelené chemie.
Vysledkem feSeni je one-pot synteticky proces, v némz je dosahovano vyssich vytézku pfti kratSich
reakénich cCasech, nez je obvyklé u podobnych substituci na kyanurtrichloridu. Takto
optimalizované syntetické postupy mohou byt aplikovany pii ptipravé vSech s-triazinovych derivata
s drobnymi obménami s ohledem na reaktivitu jednotlivych aminovych substituenti. DalSim

krokem naSeho tymu bude testovani biologické aktivity jiz pfipravenych derivata.
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Studium dualni inhibi¢ni aktivity prenylovanych sloucenin z M. alba

Marie Pokorna®, Karel Smejkal®, Alice Navratilova', Sarka Mrackova?
Ustav pfirodnich léciv, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno®, Ustav

molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie?

Uvod

Predkladand studie je zaméfena na hleddni novych antimikrobidlnich a potencialné
slouceniny, které¢ v diive provedenych studiich vykazaly inhibicni efekt na expresi genti spojenych
S TNF-a, IL-1B a IL-1RA (Kollar et al., 2013) a pusobily jako inhibitory COX-1 a COX-2 (HoSek
et al., 2011). Flavonoidy a benzofurany substituované prenylovym a/nebo geranylovym fetézcem
vykazuji taktéZ zajimavy antibakterialni potencial a jsou povazovany za ucinnou antimikrobialni
skupinu, tzv. "Phytoanticipins" (Barron and Ibrahim, 1996). NaSe studie je zaméfena na testovani
prenylovanych latek proti vybranym kmenim MRSA (methicilin-rezistentni Staphylococcus

aureus).

Material a metodika

Testovani potencialni antiflogisticke aktivity

Inhibi¢ni potencial testovanych sloucenin na expresi genu COX-1 a COX-2 byl stanoven za vyuZiti
komeréné dostupného kitu kolorimetricky s vyuZitim Microplate readeru. Testy COX-1 a COX-2
byly provedeny ve dvou nezavislych experimentech se tiemi replikaty. U testovanych latek byla

stanovena ICsp, jako pozitivni kontrola byl zvolen cudraflavon B.

Testovani antibakterialni aktivity
Ttinact latek izolovanych z M. alba bylo testovano proti patnacti klinickym izolatim MRSA.
Hodnota minimdlni inhibi¢ni koncentrace MIC byla stanovena pomoci mikrodiluéni metody

v bujénu (CLSI 2009). Jako pozitivni kontrola byla vyuzita antibiotika ciprofloxacin a ampicilin.

Vysledky
1. Cudraflavon B, prenylovany flavonoid izolovany z M. alba, ptsobil v ptedchozich studiich jako
silny inhibitor obou COX-1 a COX-2 isoenzymu a zaroven vykazal vyssi selektivitu vac¢i COX-2
nez referen¢ni indometacin. Z tohoto duvodu jsme ho v nasi studii zvolili jako standard. Sanggenon

H a skupina derivatt kuwanonu vykazala pouze malou anebo Zadnou inhibi¢ni aktivitu proti COX-1
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a COX-2. Nov¢ izolovany benzofuran vykazal vyssi inhibi¢ni aktivitu nez standard cudraflavon B
vici obéma isoformam COX. Mulberrofuran A vykéazal ve studii taktéz vyznamny inhibicni

potencial.

Vysledky antimikrobialniho testovani izolovanych slouc¢enin jsou uvedeny v tabulce 2. Na zakladé
testovani se jako nejvice protiinfek¢ni jevi latky sanggenon E a kuwanon C s MIC 2—4 pg/mL
a patii tak mezi nejaktivnéjsi latky viici vSem testovanym kmenliim MRSA. VétsSina ostatnich latek
vykazala vEtSi nez stfedni antibakterialni aktivitu (4—16 pg/mL) a z uvedenych vysledki se jevi
pfitomnost prenylového/geranylového ftetézce spoleéné s hydroxylaci v pozici C-5, C-7 a C-
4’rozhodujici pro anti-MRSA aktivitu. Na zaklad¢ testovani mohou byt mnohé prenylované latky
z M. alba vhodné k terapeutické 1¢¢bé infekci zpisobenych MRSA a mohou najit uplatnéni pfi

vyvoji novych antibakterialnich latek.

rrrrr

IC50 [pM] + % SEM
latka Mw COX-1 COX-2
kuwanon U 438 57.4+49 >100.0
sanggenon H 354 90.0+£2.2 >100.0
kuwanon T 422 27.8+6.7 58.4+ 3.6
benzofuran 392 6.0+19 74+8.1
mulberrofuran A 392 176 +6.2 29317
kuwanon S 406 >100.0 >100.0
cudraflavon B 420 11.0+4.1 26.6 £10.3

Tabulka 2. Vysledky antimikrobialniho testovani izolovanych latek.

Grampozitivni bakterie

Slouéenina MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
67755 63718 62097 62059 1098 1380 1664 1679 1903 630 3202 4110 4211 287 6975

Mulberrofuran Y 8 8 8 8 8 8 8 8 8 4 4 8 8 8 8
Mulberrofuran J 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
Kuwanon C 4 4 2 4 4 2 4 4 2 4 4 4 4 4 4
Kuwanon E 16 8 16 16 16 >128 16 16 16 8 8 >128 16 16 16
Kuwanon L 32 64 32 32 32 64 64 64 64 32 32 32 32 64 >128
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Methylkuwanon E 16 8 16 16 16 16 16 16 16 16 8 32 32 16 16

Kuwanon O 8 8 4 8 8 4 8 2 4 8 4 4 8 8 4
Morusinol 64 64 32 64 64 64 64 64 64 32 64 64 64 64 64
Sanggenon E 2 4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 4 2 2
Cudraflavon B 8 8 4 8 8 4 8 4 8 8 4 8 8 4 4
Albanol B 8 8 4 8 8 4 8 4 4 4 8 8 8 16 4
Moracin M >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
Moracin C 16 16 8 8 16 8 16 16 8 16 16 16 16 16 8
Ampicillin >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 1 16 >16
Ciprofloxacin 0.25 >8 0.25 0.25 0.25 8 0.25 0.25 8 >8 >8 0.125 0.25 0.5 >8

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 310/2016/FaF.
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Hodnoceni nové syntetizovanych antibakterialnich chemoterapeutik
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Uvod
Zvysujici se rezistence pavodct infekénich onemocnéni vyvolava nutnost vyzkumu novych
ucinnych a bezpecnych antimikrobidlnich latek. V pfedchozich letech byl proveden screening fady
potencialnich antimikrobialnich chemoterapeutik!™®, z nichz nejuinngjsi byly salicylanilidové
(2-hydroxybenzamidové) derivaty. V navaznosti na tyto vysledky byl proveden screening fady nové
syntetizovanych latek, a to jak strukturnich derivati hydroxybenzoové kyseliny, tak i dalSich

struktur vytvofenych na zéklad¢ racionalniho designu.

Material a metodika

V ramci projektu bylo provedeno stanoveni antibakterialni a antifungalni aktivity latek
ze skupiny derivata thiosemikarbazonii, hydroxynaftalenkarboxamidi a arylkarbamoylnaftalen-2-yl
karbamatti. U salicylanilidovych derivatl, jejichz antimikrobialni ucinnost byla ovéfena
v piedchozich letech™, byla studovana jejich synergicka aktivita v kombinaci s b&Zn& uZivanymi
antimikrobialnimi latkami.

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla pouzita bujonova mikrodilu¢ni
metoda; pii vlastnim vySetfeni se postupovalo podle metodik CLSI™. Testované latky byly
rozpu$tény v DMSO a fedény na pozadovanou koncentraci (koncentra¢ni fada 256-0,008 pg/ml).
Mikrotitracni desticka byla zaockovana poZzadovanym mikroorganismem a kultivovana
koncentrace antimikrobialni latky, pii které nedoSlo k viditelnému nartstu mikroorganismu.
Pro stanoveni minimalni baktericidni koncentrace (MBC) byl obsah jamek pienesen na agarovou
k thynu >99,9 % CFU/ml vzhledem k pivodnimu inokulu. Antimikrobidlni aktivita noveé
syntetizovanych latek byla hodnocena proti souboru referen¢nich kmenu bakterii: Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922. Jako
zastupci multirezistentnich bakterii byly pouzity klinické izolaty methicilin-rezistentni S. aureus
(MRSA) avankomycin-rezistentni E. faecalis (VRE). Rychlerostouci Mycobacterium smegmatis
ATCC 700084 a zastupci pomalu rostoucich mykobakterii M. marinum CAMP 5644 a M. kansasii
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DSM 44162 slouzily jako modelové druhy k ovéfeni t€inku potencidlnich chemoterapeutik k 1€cbé
tuberkuldzy. Antifungalni u¢inek byl testovan na kulturach Candida albicans ATCC 90028,
C. krusei ATCC 6258 a C. parapsilosis ATCC 22019.

Aktivni karbamatové derivaty byly v ramci stdZze na Farmaceutické fakult¢ Univerzity
v Ljublani testovany jako inhibitory gyrasy B a topoisomerasy.

Pro stanoveni synergického ucinku byla vyuzita 96-jamkova mikrotitracni desticka, kdy bylo
postupnym fedénim dosazeno v kazdé jamce unikatni koncentrace testované latky a konvencéné
uzivanych antimikrobidlnich latek (vankomycinu, tetracyklinu a ciprofloxacinu). Vzajemny ucinek

kombinace dvou testovanych latek byl vyhodnocen prostfednictvim hodnoty FIC indexul®.

Vysledky

N-Fenyl-2-hydroxynaftalen-1-karboxamidy vykazovaly aktivitu proti S. aureus a MRSA
aZ stonasobn¢ vyssi nez referenéni chemoterapeutikum ciprofloxacin. Nejucinnéjsi latky byly
na fenylovém jadfe substituované strukturné objemnou elektron-akceptorovou skupinou CFs.
Lipofilita molekuly je tedy zékladnim predpokladem pro jeji aktivitul®. Podobna zévislost byla
zjisténa u antimykobakterialni aktivity N-(alkoxyfenyl)-2-hydroxynaftalen-1-karboxamidid a jejich
polohovych izometi N-(alkoxyfenyl)-1-hydroxynaftalen-2-karboxamidal”.

Z 26 hodnocenych nitro- a chlor-substituovanych karbamati vykazovaly nejvyssi aktivitu
vuci stafylokokum derivaty substituované na dusiku ethylovou skupinou, jejichZ aktivita byla
srovnatelnd s ampicilinem. Derivaty substituované nitroskupinou na anilidovém jadie vykazovaly
oproti chlorovanym substituentim aktivitu 4-8x vyssi proti methicilin-citlivému kmeni S. aureus
ATCC 29213. To je pravdépodobné zpisobeno interakcemi nitroskupiny se specifickymi
biologickymi strukturami vyskytujicimi se u S. aureus, ale ne u MRSA. Tyto interakce jsou
pravdépodobné mozné pouze u molekul s nepfili§ objemnymi substituenty, jako je ethyl-, propyl-
nebo isopropyl-karbamat. Z hlediska antimykobakterialni aktivity byly nejaktivnéjsi ethyl-
karbamaty; propyl- a butyl-karbamaty vykazovaly stiedni aktivitu. Na rozdil od pfedchozich studii
se tedy aktivita nezvysuje se zvysujici se lipofilitou, a nepfedpoklada se tedy povrchova aktivita
téchto latek jako jejich zakladni mechanismus uc¢inku. Vzhledem ke strukturnim podobnostem
se salicylanilidy je piedpokladanym mechanismem ucinku interakce s dychacim fetézcem,
energetickym metabolismem nebo specifické poskozeni bundiné stény bakterii®®. Vyrazna
interakce s enzymy gyrasa B a topoisomerasa IV nebyla prokdzana.

Antifungalni aktivita byla zjisténa u thiosemikarbazonovych derivata, kdy 12 ze 13
hodnocenych latek vykazovalo aktivitu v rozmezi 0,25-8 pg/ml alespont na jeden z testovanych

kmenti Candida spp. Z hlediska vztahu struktury a G¢inku se prokazalo, ze pro aktivitu je nutna
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pritomnost piperazinu a substituce arylu elektron-akceptorovou skupinou. Piedpokladanym
mechanismem tu¢inku je chelatace kovti v metaloenzymech, coZ vede k inhibici metabolickych drah
v bunce. Za vlastni ucinek je pravdépodobné odpoveédna thiosemikarbazonova cast molekuly
konjugovana s aminopyridinem, lipofilni ¢ast zodpovida za prinik do buflky[g].

Salicylanilidové derivaty, u kterych byla v minulych studiich prokazana silna

antistafylokokova¥ a antienterokokova™”

aktivita, byly hodnoceny z hlediska schopnosti
synergického ucinku v kombinaci s konvencné uzivanymi antimikrobialnimi latkami. Prokazalo se,
ze dané latky vykazuji silny bakteriostaticky u¢inek na vSechny VRE izolaty, ktery je aditivni nebo

synergicky s vankomycinem. 4

Zavér

Zvysledki projektu je patrné, Ze hodnocené substituované thiosemikarbazony,
hydroxynaftalenkarboxamidy a arylkarbamoylnaftalen-2-yl karbamaty mohou piedstavovat slibné
kandidaty antibakterialnich a antifungalnich latek Gc¢innych 1 proti  multirezistentnim
mikroorganismim. Zjisténé vysledky budou dale rozpracovany, a to formou studia dynamiky
antibakterialniho uc¢inku latek, jejich schopnosti ptisobit v kombinaci s jinymi antimikrobialnimi
latkami nebo schopnosti inhibovat a degradovat bakterialni biofilm. Na zaklad¢é ziskanych dat
budou dale vyhodnoceny vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou SAR/QSAR, coZ je
nezbytny piedpoklad pro smérovani daldiho vyzkumu Ustavu chemickych 1é¢iv v oblasti syntézy
potencidlnich antimikrobidlnich chemoterapeutik.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 311/2016/FaF.
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Vplyv olanzapinu na sérové koncentracie adipokinov u animalneho modelu schizofrénie.
Petra Pokrivéakova, Hana Kotolova, Karolina Sochorova, Jifi Prochazka, Katefina Horska
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univerzita Brno

UvoD
Olanzapin ako atypické antipsychotikum (AAP) sa pouZiva pri terapii schizofrénie. Benefitom AAP
oproti 1. generdcii typickych antipsychotik je niZSia pritomnost’ extrapyramidového syndromu,
avSak rozvijaju sa unich metabolické neZiadice ucinky. Vplyvom tychto metabolickych
neziaducich ucinkou, rozvoja metabolického syndromu a kardioavaskularnej mmorbidity je
u schizofrenikov zaznamenana zvySend mortalita. Mechanizmy, ktorymi AAP vyvolavaja tieto
metabolické neziaduce ucinky zatial' nie st Uplne objasné. Pozornost’ sa upriamuje na rolu

metabolizmu tukového tkaniva a neuohormonalnu reguléciu.

MATERIAL A METODIKA
V experimente bolo pouzitych 40 samic laboratérneho potkana (albino Sprague-Dawley) vo veku 8
tyzdiov, 0 hmotnosti 200-225¢.
Zvierata boli rozdelené do 4 skupin:
- kratkodoba Studia : kontrolna skupina (n=7)
skupina lieCena olanzapinom (n=8)
- dlohodoba Studia: kontrolna skupina (n=10)

skupina lie¢ena olanzapinom (n=15)

Olanzapin (Zypadhera®) bol zvieratdm podavany v depotnej forme, intramuskularne v davke
100mg/kg kazdych 14 dni po dobu 8 tyzdiiov.

V priebehu experimentu bola zvieratam odoberana periférna krv z retrobulbarneho plexu kazdé 2
tyzdne (v 14. dni, 28. dni, 43. dni a 57. dni) a nasledne pouZité na analyzu. Zvierata boli po kratkej
anestézii  isofluranom usmrtené dekapitaciou a to v8. a 57. dni experimentu.
Zékladné biochemické parametre boli stanovené spektrofotometricky pomocou automatického
biochemického analyzatora (Dimension Xpand Plus®, kity Siemens®). Adipokiny, hormény a
cytokiny boli stanovené pouzitim imunochemickej metody (ELISA) s vyuzitim komerénych suprav
(BioVendor®) a Bio-Plex® Multiplex systém (imunoassay kity Bio-Rad®).

Vsetky ¢innosti v ramci experimentu boli uskuto¢nené v stlade s platnou legislativou upravujlicou

ochranu zvierat proti tyraniu.
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VYSLEDKY

Spotreba krmiva a hmotnost’ zvierat

Pri sledovani zmien v hmotnosti laboratornych zvierat lie¢enych olanzapinom oproti kontrolnej
skupine v priebehu celého experimentu, sme zaznamenali Statisticky vyznamny narast hmotnosti
u liecenej skupiny. Tento narast bol zaznamenany od 6. dna, okrem posledného tyzdna
experimentu, kedy nebola zaznamenana $tatistickda vyznamnost’. Napriek Statisticky vyznamnému
narastu hmotnosti v olanzapinom lieenej skupine sme nezaznamenali rozdiel v spotrebe krmiva pri

porovnani tychto dvoch skupin.

Lipidovy profil

V priebehu experimentu boli zaznamenané Statisticky vyznamné zmeny lipidového spektra,
znizenie hladiny LDL a zvySenie hladiny TAG u skupiny lieCenej olanzapinom iba na zaciatku
(v 8.dni) experimentu. V d’al$ich meraniach nedoslo k Statisticky vyznamnych zmenam lipidového

spektra.

Hladiny cytokinov a horménov

Zaznamenali sme Statisticku vyznamnost’ pri porovnavani hladin leptinu medzi lieCenou
a kontrolnou skupinou, a to na konci experimentu, v 57 dni. Statisticky vyznamny pokles sérovych
hladin GLP-1 a glukagonu u lie¢enej skupiny oproti kontrolnej skupine bol zaznamenany v 29.dni

experimentu.

ZAVER

V nasej $tadii sme pocas celej doby jej trvania zaznamenali zvySenie hmotnosti u skupiny lieCene;j
olanzapinom, napriek Statisticky nevyznamnym zmendm v spotrebe krmiva. Narozdiel od inych
Studii, ktoré udavali hyperfagiu a vyssiu spotrebu krmiva za sprievodny jav k narastu hmmotnosti
sme v naSej Stadii toto tvrdenie nepotvrdili. Existuju vSak Stadie, ktoré zaznamenali podobné
vysledky a nepotvrdili Statisticky vyznamn( spotrebu krmiva aani narast hmotnosti napriek
zvySenému mnozstvu tukoveho tkaniva.

Chronicky podavané AAP maju vplyv na lipidové spektrum, zvySuja hladiny TAG a to nezavisle na
naraste hmotnosti (Zugno et al., 2012). Akutne podanie olanzapinu ma taktieZz vplyv na zmeny
lipidového spektra, kedy dochddza k zvySeniu sérovej hladiny volnych mastnych kyselin, TAG
a znizeniu hladin cholesterolu (Jassim et al., 2012), ¢o sme potvrdili aj v naSom experimente. AAP

modzu sposobovat’ hypertriglyceridémiu priamym pdsobeni AAP na TAG metabolizmus rovnako
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ako aj nepriamo prostrednictvom regulédcie energetickej homeostazy centralnym nervovym
systémom (Yan et al.,2013).

Leptin je anorexigénny hormon, ktorého hladina je zvySena u obezity v dosledku leptinovej
rezistencie (Klok et al., 2007). V zaciato¢nej faze $tudie sme zaznamenali zvySenu hladinu leptinu
bez vyznamného zvySenia hmotnosti. V d’al§ich meraniach bola zvySena hladina leptinu
zaznamenana spolu so signifikantnym narastom hmotnosti. Existuja rozne vysledky Stadii,
u ktorych efekt AAP na hladiny leptinu je bud’ bez zmien alebo hladina leptinu je signifikantne
zvySena po chronickom podani AAP. Vysledky sa mézu lisSit v zavislosti od metodoldgie, davky
AAP a trvania experimentu.

Ghrelin podobne ako leptin je zapojeny do regulacie funkcii CNS aje spajany taktiez
s psychiatrickymi ochoreniami (Wittekind et al., 2015). Podl’a klinickych stadii sa hladina ghrelinu
znizuje na zaciatku terapie AAP, naopak dlhodobé podanie AAP zvySuje jeho hladinu (Hegedus et
al., 2015, Zhang et al., 2013). V naSom experimente sme nezaznamenali dysregulaciu ghrelinu po
chornickom podani olanzapinu. Leptin spolu s ghrelinom su schopné modulovat’ anorexigénny
ucinok GLP-1, avSak nie je uplne jasné akym spdsobom dochadza k tymto interakciam (Ronveaux
et al., 2015). Leptin stimuluje sekreciu GLP-1 v zavislosti na jeho mnoZstve. Hladina GLP-1 je
u obéznych jedincov na zéklade koncepcie leptinovej rezistensie zniZzena (Anini and Brubaker,
2003). Na zaklade zvySenej hladiny leptinu v naSej Studii sme predpokladali, Ze ddjde k znizeniu
sérovej koncentracie GLP-1. Tato domnienku sme potvrdili iba Ciastoéne a to v 29. dni
experimentu. Vysvetlenim moéze byt mozna interakcia a Casovo zavisld zmena sekrécie GLP-1
pocas chronického podania olanzapinu. Napriek tomu, Ze u obezity sa hladina FGF-21 zvySuje a to
nezavisle na lipidovom profile (Zhang et al., 2008) sme v naSej Studii podobné vysledky
nezaznamenali.

Chronické podanie olanzapinu u potkanov v stadii Victoriano et al.,, 2010 viedlo k zvySeniu
tukového tkaniva avzniku nizkeho stupna zapalu sprevadzaného zvySenou expresiou TNF-o
v tukovom tkanive azvySenymi hladinami TNF- o alIL-1 v plazme. (Victoriano et al., 2010)
Napriek tomuto zisteniu sme v naSej Studii nezaznamenali Statisticky vyznamné zmeny v hladinach
IL-1a, IL-6 a TNF-a. Efekt AAP moze prispievat’ k pro-zapalovému stavu, ktory je spajany so
schizofréniou (Kucerova et al., 2015), avSak chronické podanie AAP mdze zvysit' signalizaciu
proti-zapalovych cytokinov (Meyer et al., 2011).

Zhor8enda endokrinna funkcia tukového tkaniva prispieva k mechanizmom, ktoré st zodpovedna za
vznik metabolickych neziaducich wU¢inkov AAP. Pre stanovenie vhodnych markerov ako
prediktorov metabolickych nezidicich ucinkov AAP je nevyhnutné IlepSie porozumiet

neurohumoralnej regulécii a mechanizmom, ktoré su zapojené do tejto regulacie.
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Vliv risperidonu na sérové hladiny adipokini u animalniho modelu schizofrenie
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Uvod

Risperidon je léCivo pattici do skupiny atypickych antipsychotik (AAP). AAP maji nezastupitelnou
roli v terapii psychiatrickych onemocnéni, ale jejich pouziti je spojeno s ¢etnymi metabolickymi
nezadoucimi ucinky, mezi néz patii pribyvani na vaze, dyslipidémie, inzulinova rezistence a rozvoj
metabolického syndromu. Zaroven, metabolické komorbidity jsou ve srovnani se zdravou populaci
Castéj$i u psychiatricky nemocnych a znaéné se u nich podili na zkraceni ocekdvané doby doziti.

Zmény v produkcei adipokinti (hormont tukové tkan€) a hormonu gastrointestinalniho traktu
jsou zkoumany v souvislosti s metabolickymi nezadoucimi ucinky AAP. Leptin je adipokin, ktery
sniZzuje apetit a jeho hladiny odrdZzi mnoZstvi tukovych zadsob v organizmu [1]. Grelin je
gastrointestinalni hormon, ktery je vyznamny pro zachovani energetické homeostazy [2]. Cilem
experimentu bylo objasnit vliv risperidonu na adipokiny a dalSi hormony zapojené do regulace

energetické homeostazy organizmu.

Material a metodika
25 samic potkana Sprague-Dawley (v€k 8 tydnl, m=225-250 g na pocatku experimentu) bylo
umisténo ve standardnich polykarbonatovych boxech po Ctyfech. Standardni krmivo a voda byly
k dispozici ad libitum. VeSkeré ¢innosti v ramci experimentu byly provedeny v souladu s platnou
legislativou upravujici ochranu zvirat proti tyrani.

Zvitata byla rozdé€lena do ¢tyt pokusnych skupin:

e kontrolni, 4 tydny — VEH-4 (n=5)
e risperidon, 4 tydny — RIS-4 (n=7)
e kontrolni, 6 tydni — VEH-6 (n=5)
e risperidon, 6 tydnt — RIS-6 (n=8)

Risperidon byl podan v depotni formé (Risperdal Consta®) i.m. v davce 40 mg/kg 4tydenni
skupiné jednorazové a 6tydenni skupiné dvé aplikace v rozestupu 14 dni. Kontrolnim skupindm
bylo aplikovano vehikulum. Zvitata byla usmrcena vzdy mésic po posledni aplikaci.

Hmotnost zvifat byla monitorovana tydné a ode¢itinim hodnoty z tydne 0 od hodnot ziskanych

déle byly vypocitany kumulativni hmotnostni pfirtstky.
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Zvitata byla usmrcena vykrvenim pod vlivem celkového anestetika (isofluran) po piedeslém
12hodinovém laénéni. Krev byla zachycena a centrifugaci ziskané sérum bylo podrobeno
biochemickeé analyze. Z&kladni biochemické parametry, stanovené pomoci automatického
spektrofotometrického analyzatoru (Dimension Xpand Plus®, kity Siemens®), byly: glukoza,
celkovy cholesterol, LDL, HDL a triacylglyceridy (TAG). Adipokiny, hormony a cytokiny byly
stanoveny pomoci Bio-Plex® Multiplex  System  (imunoanalytické kity Bio-Rad®)
a imunochemickou metodou ELISA za pouziti komerc¢nich kit (BioVendor®).

Zakladni statistické metody (t-test a Mann-Whitney U test) byly doplnény o ANOVA analyzu

dat kumulativni hmotnosti, kde pii detekci signifikantniho rozdilu byl pouZit Tukey post-test.

Vysledky
Obrazek 1 znazorniuje kumulativni hmotnostni piirGstek po 4 a 6 tydnech od prvni aplikace
depotniho risperidonu. V piipadé 4tydenni studie odhalila ANOVA signifikantni efekt tydne
(p=0,000) a efekt interakce 1é¢by a tydne (p=0,005). Tukey post-hoc test zde nepodal dalSi
signifikantni rozdil. Data z delsi, 6tydenni studic dle ANOVA prokazuji signifikantni vliv 1é¢by
(p=0,000), tydne (p=0,000) a interakce 1é¢by a tydne (p=0,000). Tukey post-hoc testem interakce
1é¢by a tydne byly zjistény vysoce signifikantni rozdily pocinaje tydnem 3 az po tyden 6.

V lipidovém profilu jsme nalezli sniZzeni koncentrace LDL v tydnu 4 (MWU test, p=0,05), které
je graficky znazornéno na obrazku 2. Vtydnu 6 doSlo ke zvySeni koncentrace TAG (t-test,
p=0,008), viz obrazek 3, v dusledku ¢ehoz vzrostl i AIP (aterogenni index plazmy, t-test, p=0,031).
Celkovy cholesterol, ani HDL ovlivnény nebyly.

Depotni aplikace RIS vedla k pfedpokladanému nartstu leptinu v tydnech 4 i 6 (MWU test,
p=0,03 a p=0,004), coz znazorhuje obrazek 4. Obrdzek 5 ilustruje detekované zvyseni grelinu
(t-test, p=0,04) v tydnu 6, kdy jsme zaznamenali rovnéz signifikantné zvySenou koncentraci 1L-6
(MWU test, p=0,004). Glukagon, glucagon-like peptid (GLP) a IL-1 ztstaly bez vyznamné zmény.

1A: Kumulativni hmotnostni pfirtistek v tydnu 4 1B: Kumulativni hmotnostni prirGstek v tydnu 6

120 120
Osaline Osaline

BRIS 40mg aRIS 40 mg

5

I
20
L week 1 week 2 week 3

week 0 week 4 week 0 week 1 week 2 week 3 week 4

L) L) 1

Obrézek 1: Kumulativni hmotnostni pfirastky po depotni aplikaci RIS v 4. a 6. tydnu
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Zavér
V této praci jsme se zaméfili na metabolické nezadouci ucinky a zmény adipokinti a dalSich
hormonti v hdvaznosti na depotni podavani risperidonu u samic potkana Sprague-Dawley v davce
40 mg/kg Vv experimentu trvajicim 4 a 6 tydnd. Efekt risperidonu na hmotnostni pfirtstek byl
signifikantni po druhé aplikaci od tydne 3 a ptetrvaval do tydne 6, jednorazova aplikace v 4tydenni
skupin¢ vSak tento efekt neméla. Nami zjistény pokles LDL cholesterolu v tydnu 4 je ve shodé
s literaturou a podporuje hypotézu, Ze po podani risperidonu dochazi kinhibici biosyntézy
cholesterolu [3]. Dale jsme pozorovali zvyseni TAG a AIP po 6 tydnech u zvifat exponovanych
40 mg/kg RIS. Diskutuje se mozny mechanizmus navySeni TAG skrze aktivaci sterol-regulatory
binding proteinu (SREBP), ktera by vznikala pravé v reakci na inhibici syntézy cholesterolu [3].
Elevace leptinu byla pozorovana v tydnu 4 a6, nezavisle na ptirastku hmotnosti, coz znaéi, zZe
zmény v plazmatické koncentraci leptinu tomuto pfirtistku pfedchazi. Koncentrace grelinu byla
signifikantné¢ vys$§i vtydnu 4, ale ne uz vtydnu 6, podobny vysledek po administraci RIS

osmotickou pumpou samciim potkana uvadi jina prace [4]. Divodem nasledného poklesu grelinu
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muze byt snizeni jeho sekrece pfimym supresivnim ucinkem leptinu, které bylo jiz diive popsano

[5]. Prezentovana prace prinesla prvni data 0 hormonalni dysregulaci indukované depotné

podavanym risperidonem.
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Syntéza inhibitori protein kinas jako novych potencialnich antimikrobialnich
sloucenin
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Uvod

Od 90. let 20. stoleti Ize zaznamenat postupné zvySovani vyskytu infekci zpusobované
riznymi skupinami patogent 1 piivodné nepatogennimi kmeny. Za touto skuteCnosti stoji jednak
celkové snizend imunita svétové populace zpisobena genetickym vyvojem 1 lécbou jinych
onemocnéni, ale predev§im exponencialné rostouci rezistence na stavajici protiinfekéni 1é€iva,
pfi¢emz se nejednd pouze o rezistenci proti chemoterapeutikiim 1. volby, ale i proti 1é€ivim 2. a 3.
fady. Castym jevem je vyskyt rezistentnich, resp. multirezistentnich bakterialnich,
mykobakterialnich i fungalnich kmend®. Neni piili§ obtizné navrhnout, s vyuZitim poznatkéi o
vztazich mezi strukturou a aktivitou, potencidlné ucinnou proiinvazivni slouceninu ze znamych
skupin 1é¢iv a ptipravit tak ,,me-too* 1é¢ivo. V soucasné dobé¢ i pies pokroky molekularni biologie a
piibuznych obortu je ale stale t€z$i projektovat nova protiinfek¢ni chemoterapeutika s novym
mechanismem G&inku®. Velmi slibnym cilem se jevi protein kinasy, enzymy katalyzujici pfenos
fosfatu a ovliviujici fadu vitalnich pochodii jak eukaryotni tak prokaryotni buiiky®. Kromé& znamych
a k terapii onkologickych nemoci pouzivanych inhibitord tyrosin kinas®, existuji i dalsi kinasy,
napft. serin, threonin, prolin, histidin kinasy, z nichz mnohé vykazuji specificitu pro prokaryotni
buiiky a jejich inhibice miize vést k inhibici proliferace téchto organismﬁ3'5.

Metodika

Cilem prace byla piiprava série 25 monosubstituovanych derivati Z-L-prolinu s rtznou
substituci na aromatickém jadie anilidu (tj. fluor, chlor, brom, nitro, methoxy, methyl,
trifluoromethyl a hydroxy skupina).

Syntéza vychazela z (2S)-1-[(benzyloxy)karbonyl]pyrrolidin-2-karboxylove kyseliny (Z-L-
prolinu). V prvnim kroku byl pfipraven z kyseliny anilid reakci s vhodné substituovanym anilinem
pomoci T3P® (Schéma 1). Metoda byla jiz dfive ovefena na reakci s nesubstituovanym anilinem a
probihala v jednom kroku ve vysoké &istotd s 86 % vytézkem®. Pro piipravu derivati s hydroxy
skupinou na aromatickém jadie anilinu byla tato metoda neuspésna. Ty byly pfipraveny reakci pies
smésny anhydrid pomoci ethylchlorformiatu a triethylaminu v THF'. Ve druhém stupni bylo
plénované odstranovani benzyloxykarbonylové chranici skupiny z dusiku v kruhu pyrrolidinu

hydrogenaci s katalyzatorem Pd/C v methanolu’.
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Vysledky

Prvni krok syntézy byl optimalizovan a bylo dosazeno relativné vysokych vytézki: Z-L-
prolin (2,0059 mmol) byl rozpustén v5 ml bezvodého ethylacetatu. Byl pfidan piislusny
substituovany anilin (3,0089 mmol, 1,5 eq) a katalyzator - 50% roztok T3P v ethylacetatu (4,0119
mmol, 2 eq). Reakéni smés byla zahtivana pii 80°C 24 hodin pod atmosférou inertniho plynu.
Konverze reakce byla sledovana pomoci TLC. Po zpracovani reak¢ni smési bylo rozpoustédlo
odpafeno na rotaéni vakuové odparce a surovy produkt byl vycistén trituraci
(diethylether/petrolether), nebo sloupcovou chromatografii.

V piipadé hydroxy derivati byl predchozi postup neuspésny a byl nahrazen nasledujici
metodou: V baiice byl rozpustén Z-L-prolin (2,0059 mmol) v bezvodém THF. Reakéni smés byla
zchlazena na -5°C. Za stalého michani byl pfidan ethylchlorformiat (1 eq) a pfislusny anilin a smés
byla michana 1 hodinu p#i -5°C a dalSich 16 hodin pii laboratorni teploté. Reakce byla
monitorovana pomoci TLC. Reakéni smés byla zpracovana a produkty piecistény.

Vzniklé produkty byly charakterizovany spektralnimi metodami (NMR, IR a HRMS).
Pichled prvnich 25 latek je uveden v Tabulce 1. Na partnerskych pracovistich bylo provadéno
testovani biologické aktivity. Latky byly testovany in vitro proti Mycobacterium marinum CAMP
5644, M. kansasii DSM 44162 a M. smegmatis ATCC 700084. Z vysledku Ize vidét, Ze pro zvyseni
antimykobakterialni aktivity je nezbytna piitomnost lipofilni nebo elektron-akceptorni skupiny v

poloze 4 na anilidovém kruhu.
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Sloucenina

Vytézek [%]

tt. [°C]

MIC [uM]

M. smegmatis M. kansasii M. marinum
ATCC 700084 DSM 44162 CAMP 5644
2a H 80 140-141 790 395 395
2b 2-OH 98 olej 753 753 753
2c 3-OH 81 153-157 753 753 753
2d 4-OH 60 193-194 753 753 753
2e 2-OCH3 67 74-76 723 723 723
2f 3-OCH3 79 118-120 723 362 723
29 4-OCH3 58 122-124 723 181 181
2h 2-CH3 72 115-117 757 757 757
2i 3-CH3 65 101-103 757 379 757
2j 4-CHj; 76 143-146 757 379 757
2k 2-F 96 113-115 749 749 749
2l 3-F 96 82-84 749 374 374
2m 4-F 96 122-124 749 374 749
2n 2-Cl 85 76-78 715 358 358
20 3-Cl 79 101-103 715 179 179
2p 4-Cl 76 121-123 715 179 179
2q 2-Br 83 77-79 635 318 635
2r 3-Br 75 124-126 635 159 159
2s 4-Br 93 109-111 635 159 159
2t 2-CF3 65 82-84 653 327 653
2u 3-CF3 63 86-88 653 163 163
2v 4-CF3 62 106-109 82 82 82
2X 2-NO;, 72 olej 694 173 694
2y 3-NO;, 60 101-104 694 347 694
2z 4-NO;, 99 144-148 694 694 694
INH - - - 117 29 467
Tabulka 1
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V druhém kroku syntézy se odstraniovala chranici benzyloxykarbonylova skupina
hydrogenaci za pomoci 10 % Pd/C v methanolu. Pii této reakci vznikala smés latek a proto je

potieba optimalizovat reakéni podminky.

Zavér
Podafilo se ziskat 25 riizné monosubstituovanych anilidi Z-L-prolinu v dobrych vytézcich a
vysoké Cistoté. Syntéza byla optimalizovand a latky byly plné charakterizovany pomoci
instrumentalnich metod. Tyto latky byly podrobeny biologickému testovani. Ukazalo se, Ze latka
2v, tedy derivat s 4-CF3 substituci, vykazoval nejvétsi aktivitu proti M. marinum a M. smegmatis.

Tato latka mtze byt pouzita jako model pro budouci optimalizace struktury.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 315/2016/FAF.
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Uvod

Infekéni onemocnéni zplisobena patogeny rezistentnimi na dosud znamou lécbu predstavuji
celosvétovou hrozbu, proto je dulezité vénovat se vyvoji novych latek s moznym antimikrobialnim
potencidlem, jako jsou derivaty hydroxynaftealenkarboxanilidu. Ve své zakladni struktufe maji
v tésné blizkosti hydrofobniho zbytku amidovou skupinu, kterd je charakteristickd pro spoustu
antibakterialnich, antimykobakterialnich a antiparazitickych latek [1, 2]. Bakterialni topoizomerazy
jsou enzymy nezbytné pro regulaci topologie DNA béhem klicovych bunéénych procesi, jako je
replikace nebo transkripce, coZ z nich déla vhodné cile v rozvoji novych antibakteridlnich latek a
zéaroven 1 latek s moznou protirakovinnou aktivitou. Cilem prace bylo testovani vlivu derivata
hydroxynaftalenkarboxanilidu na funkci enzyma ovliviiujicich superhelikdlni vinuti DNA. Za
potencialni cile antibakterialniho piisobeni testovanych derivati byla vybrana DNA topoizomeraza,
katalyzujici rozvolnéni negativniho superhelikalniho vinuti DNA, a enzym DNA gyraza, ktery
naopak negativni vinuti zavadi. Bylo ukazano, Ze aktivita eukaryotické DNA topoizomerazy muize
byt vyraznym zpusobem modulovana proteinem p53, kdy tento nadorovy supresor ovlivituje afinitu
DNA topoizomeréazy k superhelikalni DNA [3]. Proto byl dale testovan inhibi¢ni u¢inek latek na

eukaryotickou topoizomerazu I a vliv proteinu p53 na ucinek eukaryotické DNA topoizomerazy I.

Material a metodika

Derivaty hydroxynaftalenkarboxanilidu byly syntetizovany na Ustavu chemickych 1é¢iv FaF
VFU Brno pod vedenim Doc. Jampilka. Zasobni vzorky testovanych latek byly rozpustény v
dimethylsulfoxidu (DMSQO) na vyslednou koncentraci 100 mM. DNA topoizomerase | (E.coli),
DNA gyrase (E.coli) a DNA topoisomerase | (Calf thymus) byly zakoupeny od firmy New England
BioLabs. Plasmidy pBluescript, pMK47 a pMK90 (pro produkci rekombinantni DNA gyrazy) byly
izolovany z TOP10 E.coli bunék pomoci kitu Nucleospin Plasmid od firmy Macherey-Nagel.
Ptiprava relaxované DNA, substratu pro DNA gyrdzu, byla provedena dle [4].

Pro inhibi¢ni test enzymové aktivity bylo pouzito 200 ng DNA a po optimalizaci postupu

0,5 U/ug DNA topoizomerazy | a 3,75 U/ug DNA gyrdzy. Testované latky byly nejprve
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preinkubovany 15 minut s enzymem pii pokojové teploté a nasledné byla smés inkubovana se
substratem po dobu 30 min pti 37 °C. Latky byly testovany v rozmezi koncentraci 25 — 500 uM
a srovndvany s ciprofloxacinem [5]. Ziskané vysledky byly vyhodnocovany denzitometricky v
programu Image J, jehoZ pomoci byla stanovena rezidualni aktivita enzymu. Déle byl testovan
inhibi¢ni ucinek latek na eukaryotickou topoizomerazu I a vliv nddorového supresorového proteinu

p53 na ucinek DNA topoizomerazy I.

Vysledky
Celkem bylo testovano 53 nové syntetizovnych derivati majicich stejnou zakladni strukturu.
Latky se liSily pouze v pozici karboxanilidové a hydroxylové skupiny na naftalenovém kruhu
struktury. Prvni dv¢ skupiny latek (BG a CP) obsahuji karboxanilidovou skupinu v poloze 1, latky
skupiny CP maji navic ve struktufe i hydroxylovou skupinu v pozici 2. Skupina latek BG
hydroxylovou skupinu postrada. Latky skupiny JK a NM obsahuji v poloze 2 karboxanilidovou

skupinu a lisi se pouze polohou hydroxylové skupiny, kterd je v piipadé latek NM vazana v poloze

1, zatimco u latek JK Vv poloze 3 (obr. ¢. 1).
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Obrazek & 1.: Zakladni struktury testovanych derivatii hydroxynaftalenkarboxanilidu: a) BG b) CP ¢) JK d) NM.

Schopnost latek inhibovat bakteridlni enzymy DNA topoizomerdzu | a DNA gyrazu byla
zkoumdna pomoci inhibi¢niho enzymového testu zalozeného na detekci zmén elektroforetické
mobility subtratu DNA (obr. €. 2). Experiment spocival ve sledovani zmény superhelicity DNA po
preinkubaci sledovanych latek s enzymem a inkubaci s DNA substratem, vliv latek na superhelicitu
DNA po pusobeni enzymu byl sledovan na agar6zovém gelu. Inhibicni ucinek latek byl srovnavan
se znadmym inhibitorem bakteridlnich topoizomerdz, ciprofloxacinem [5]. Mezi nejaéinngjsi
studované latky pattil derivat NM25 (obr. €. 3 a-C). Zjistili jsme, Ze inhibi¢ni u¢inek latek je zavisly
na mnozstvi enzymu, které vstupuje do reakce. V piipadé¢ DNA topoizomerazy I (E. coli) (obr. ¢. 3
a) byl inhibi¢ni efekt latek pozorovan v rozmezi aktivit enzymu 0,25 — 1,25 U/ug substratu DNA.
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Obr. ¢ 2: Schéma piisobeni DNA
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byla z testovanych enzymi nejméné citliva, ale také relativné nejméné acinna, bylo nutno pouzivat
2,5 - 3,75 U/ug DNA substratu (obr. €. 3 ¢). Byly srovnavany strukturné ptibuzné latky BG s CP a
JK s NM. Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze jak typ latky BG, CP, JK ¢i NM, tak i substituent
1 inhibici DNA topoizomeraz (obr. €. 4). Nejucinngjsi byly latky NM25, JK25 a CP25.
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Obr. ¢. 3: Stanoveni optimdlni koncentrace a) bakteridlni topoizomerazy 1 b) eukaryotické topoizomerdzy I a c)

gyrazy.
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Obr. & 4: Srovnani vlivu latek BG/CP na aktivitu DNA topoizomerazy | (E.coli) v koncentraci 0,5 U/ug.

Zavéry
Cilem projektu bylo zjistit, jaky vliv maji derivaty hydroxynaftalenkarboxanilidu na
schopnost DNA topoizomeraz a DNA gyrazy ovliviiovat nadSroubovicové vinuti DNA. Z vysledka
vyplyva, ze derivaty ovliviiuyji jak aktivitu bakteridlni, tak i eukaryotické DNA topoizomerazy I, i
bakterialni DNA gyrdzy. Pusobeni latek na DNA topoizomerazy je vyrazné ovlivnéno dobou
expozice a koncentraci enzymu. Zjistili jsme, Ze jak charakter latky, typ derivatu JK, NM, CP a BG,

tak i typ substituentu ¢i efektoru (protein p53), ovliviiyje aktivitu studovanych enzymi.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 316/2016/FaF.
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Stanoveni vybranych fyzikalné-chemickych vlastnosti derivati

arylkarbonyloxyaminopropanoli separa¢nimi technikami
Filip Dlouhy, Klara Odehnalova

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno,

Ceskda republika

Uvod

Fyzikalné-chemické vlastnosti aktivnich farmaceutickych latek jakymi jsou lipofilita (log P),
distribu¢ni koeficient (log D) a disocia¢ni konstanta (pK,) patii ke kliCovym parametrim, které
ovliviluji osud 1é¢iva v biologickém systému, jeho absorpci, distribuci, metabolismus a vylucovani
(ADME) [1,2]. Existuje zde fada komerén¢ dostupnych vypocetnich programi, pomoci kterych
muzeme tyto parametry predikovat, ale vysledky predikci se mohou od sebe navzajem liSit
V zavislosti na algoritmu pouzitém pii vypocétu [3]. Ackoliv jsou predikované hodnoty cennymi
parametry pii navrhovani designu nového léCiva, méli by byt v brzkém stadiu vyvoje 1€Civ
nahrazeny daty naméfenymi.

Cilem tohoto projektu bylo stanoveni disociaénich konstant a indexi lipofility log ky'* @ log ky
novych derivata arylkarbonyloxyaminopropanolu, latek s potencialni kardiovaskularni aktivitou.
Disociacni konstanty 1é¢iv byly stanoveny metodou kapilarni zonové elektroforézy (CE), kdy jsou
hodnoty pK, stanoveny na zakladé monitorovani zavislosti efektivni mobility analytu na pH
zakladniho elektrolytu (BGE) [4,5]. Pro stanoveni indexu lipofility byla pouZita metoda
vysokou¢inné kapalinové chromatografic na reverzni fazi (RP-HPLC). Principem stanoveni je
sledovani logaritmu reten¢niho faktoru analytu jako funkce obsahu organického podilu v mobilni
fazi [6,7].

Material a metody

Disocia¢ni konstanty byly stanoveny pomoci pfistroje Agilent 3D CE (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) vybaveném detektorem diodového pole, ovladaném 3D-CE ChemStation
softwarem. Separace byla provedena v kiemenné kapilate (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) s celkovou délkou 33 cm (délka k detektoru byla 24,5 ¢cm) a vnitinim primérem 50 pm.
V priib&hu separace byla kapilara chlazena vzduchem na teplotu 25°C. Roztok vzorku (¢ ~ 5.10*M,
v z&kladnim elektrolytu) byl davkovan hydrodynamicky s pouZitim tlaku 40 mbar po dobu 4 s.
K separaci bylo pouzito napéti 15 kV, latky byly detekovany pii 254 nm. Jako marker
elektroosmotického toku byl pouzit mesityloxid. Mobilita kazdého analytu byla méfena v systému

deviti pufri s konstantni iontovou silou (I = 10 mM) v rozsahu pH 4 — 8,5. Hodnoty log k., byly
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méfeny na piistroji Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, CA, USA) HPLC
kontrolovaném Chromeleon® Chromatography Data systémem (verze 7.2). Separace byla
provedena na kolon¢ Zorbax Extended-C18 (3,5 pm, 3 x 150 mm; Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). Mobilni faze se skladala z pufru (0,02 M 3-morpholinopropansulfonova
kyselina s pridavkem 0,15% n-decylaminu; pH = 7,4; slozka A) a metanolu, ke kterému bylo
ptidano 0,25 % n-octanolu (slozka B). Pritok mobilni faze kolonou byl nastaven na hodnotu
0,4 ml/min, teplota kolony byla 25°C. K detekci byla vybrana vinova délka 254 nm. Objem néstiiku
byl 1 ul vzorku (c = 0,1 mg/ml v 50% metanolu). Reten¢ni faktory byly méfeny isokraticky v
rozsahu 20:80 — 50:50 (A:B; V/v). Linearni regresni analyzou byly vypogitany hodnoty log k,'*, a

z téchto nasledn¢ hodnoty log ky, dle nasledujici rovnice: logk,, = logky?? + log(1 + 10PKa-PH)

Vysledky
Struktury jednotlivych analyzovanych derivati arylkarbonyloxyaminopropanolti jsou uvedeny

v tabulce (Tab. 1) a jejich schéma znazornéno na Obr. 1.

oznaceni R R1
B1 propoxyethoxy bez subst. = |
B2 propoxyethoxy p-methoxy | Ry
B3 propoxyethoxy 0-methoxy OH (\N A
B4 propoxyethoxy p-fluoro
B5 propoxyethoxy o-fluoro o\ 0 \)\/N \)
B6 isopropoxyethoxy bez subst. N
B7 isopropoxyethoxy p-methoxy
B8 isopropoxyethoxy 0-methoxy
B9 isopropoxyethoxy p-fluoro
B10 isopropoxyethoxy o-fluoro
B11 alyloxyethoxy bez subst.
B12 alyloxyethoxy p-methoxy
B13 alyloxyethoxy 0-methoxy O\R
B14 alyloxyethoxy p-fluoro
B15 alyloxyethoxy o-fluoro
B16 methoxyethoxy 0-methoxy
B17 methoxyethoxy p-methoxy
B18 methoxyethoxy 2,6-dimethoxy obr. 1
B19 ethoxyethoxy 0-methoxy '
B20 ethoxyethoxy p-methoxy
B21 ethoxyethoxy 2,6-dimethoxy
B22 propoxy bez subst.
B23 propoxy p-methoxy
B24 propoxy 0-methoxy
B25 isopropoxy bez subst.
B26 isopropoxy p-methoxy
B27 isopropoxy 0-methoxy

Tab. 1: Prehled analyzovanych derivata
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Experimentalné stanovené hodnoty pK, metodou CE jsou znazornény na Obr. 2. Determinaéni
koeficienty stanoveni jsou > 0,99 a smérodatné¢ odchylky méteni pak < 0,03 (n = 4). Disociacni
konstanty derivati obsahujicich piperazinovou strukturni jednotku se pohybuji v rozmezi 6,33 az
6,88.

Disociac¢ni konstanty arylkarbonyloxyaminopropanoli
7,50

7,00

6,50

6,00

5,50

5,00

Obr. 2: Experimentalni hodnoty pK, (n = 4)

Indexy lipofility arylkarbonyloxyaminopropanolii
5,00
4,80
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3,60
3,40
3,20
3,00

mlog kw7.4 mlog kw

Obr. 3: Experimentalni hodnoty log k,,"* (n = 2) a hodnoty log ki,
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Naméfené hodnoty log ky'* a vypocitané hodnoty log kw jsou znazornény na Obr. 3.
Determinacni koeficienty stanoveni jsou > 0,99 a smérodatné odchylky méfeni < 0,03 (n =2).

Hodnoty log ky sledovanych derivatt se pohybuji v rozmezi 3,72 az 4,65.

Zavéry
V ramci projektu byly naméteny disociacni konstanty 27 novych potencialnich 1é¢iv a indexy
lipofility 21 latek. Byla vypracovana metodika méteni fyzikalné-chemickych vlastnosti téchto typt

latek, kterd bude v budoucnu pouzita pro analyzu obdobnych struktur.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 318/2016/FaF.
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Izolace obsahovych latek Sceletium tortuosum a stanoveni jejich protizanétlivé a

antibakterialni aktivity

Veronika Rjaskova, PharmDr. Karel Smejkal, Petra Kaucka

Ustav prirodnich 1é¢iv, Farmaceutickd fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Sceletium tortuosum (Aizoaceae) je sukulentni trvalka vyskytujici se v Jizni Africe."?
Doposud provedena fytochemickd analyza této rostliny prokédzala pfitomnost riznych alkaloidd
(napf. mesembrin, mesembrenon, mesembrenol, mesembranol). N¢které =z téchto alkaloidu
(mesembrin, mesembrenol) inhibuji zpétné vychytavani serotoninu, u mesembrenonu byla kromé
toho prokézana i inhibice fosfodiesterazy 4A a 4B.%** Obsahové latky vak zatim nebyly testovany
na protizanétlivou aktivitu. V patologii zanétu ma dulezitou funkci enzym cyklooxygenaza (COX)
vyskytujici se ve dvou formach. Pomoci konstitutivni cyklooxygenazy (COX1) vznikaji produkty
s mnoha fyziologickymi funkcemi. Inducibilni cyklooxygenaza (COX2) se aktivuje pii zanétu a
produkuje zapalové medidtory jako prostaglandiny. V soucasnosti nejsou znamy selektivni
inhibitory COX2, které by zaroven nemély zdvazné nezadouci u¢inky.> Cilem préce byla separace

rrrrr

aktivity.

Material a metodika

Jako vzorek €. 1 byla pouzita cela suSena rostlina S. tortuosum ziskana v Jizni Africe. Sbér,
suSeni a identifikaci rostliny provedl profesor Alvaro Viljoen (Department of Pharmaceutical

Sciences, Tshwane University of Technology).

Vzorek €. 2 byl prasek z rostliny S. tortuosum o hmotnosti 3 kg, zakoupeny pfes internetovy
obchod na strance http://sceletiumtortuosum.co.za/.

Z obou vzorkl byl ptipraven methanolicky extrakt (SCT1, SCT2), ktery byl vytfepavanim
s nemisitelnymi kapalinami rozdélen na extrakt hexanovy (SCT1A, SCT2A), chloroformovy
(SCT1B, SCT2B), etylacetatovy a vodni. Zbytek rostlinného materialu byl extrahovan 10% H,SO,.
Tento extrakt byl pak po filtraci alkalizovan a vytiepan do chloroformu. Celkem tak bylo ziskano 5

extraktl na kazdy vzorek.

204



Osm extraktii bylo testovano na protizanétlivou aktivitu metodou inhibice cyklooxygenazy.
Na testovani byl pouzit COX Colorimetric Inhibitor Screening Assay Kit (Cayman Chemical Co.,
Ann Arbor, MI, USA), ktery méfi aktivitu peroxidazového komponentu COX. Aktivita peroxidazy
je vyhodnocovana kolorimetricky na zaklade pfitomnosti oxidovaného N,N,N’,N’-tetramethyl-p-

fenylendiaminu p#i 590 nm.

Na zaklade vysledku testu inhibice COX byly k separaci latek vybrany 3 extrakty: SCT1A,
SCT2A a SCT1B. Tyto byly dale zpracovany sloupcovou chromatografii. Pro separaci extraktu
SCT1A byla pouzita kolona o rozmérech 7 x 88 cm a mobilni faze ve sloZeni benzen-chloroform
V poc¢ateCnim poméru 40:60 (v/v). Pro separaci extraktu SCT2A byla pouzita kolona o rozmérech
3,8 x 70 cm a mobilni faze ve sloZeni benzen-chloroform v po¢ate¢nim poméru 40:60 (v/v). Pro
separaci extraktu SCT1B byla pouzita kolona o0 rozmérech 3,8 x 70 cm a mobilni faze ve sloZeni
benzen-chloroform v pocate¢nim poméru 25:75 (v/v). Na urychleni separace byli viechny mobilni

faze nékolikrat spolarnény. Pro vSechny tfi separace byl pouzit silikagel o velikosti zrn 40-63 pm.

Tenkovrstevni chromatografie byla provedena za pouZiti desek Silikagel 60 F3s4, 20%20 cm,
0,2 mm (Merck). Byli pouzity mobilni faze ve sloZeni benzen-chloroform-methanol a toluen-

chloroform-methanol v raznych pomérech.

Vysledky

rrrrr

lipofilnich extraktt hexanovych a chloroformovych (tab. ¢.1). Chloroformovy extrakt celé rostliny
byl schopen inhibovat obé formy COX, suritou preferenci vic¢i COX2. Naproti tomu
chloroformovy extrakt komeréniho vzorku inhiboval jenom COXI1. Vzhledem k tomu, Ze COX1
produkuje latky s fadou fyziologickych funkci, neni jeji selektivni inhibice Zadouci. U hexanovych
extraktii to bylo podobné, s tim rozdilem, ze hexanovy extrakt komeréniho vzorku byl selektivnéjsi
vici COX2. U polarnéjsich extraktl etylacetatovych a vodnich nebyla prokazana inhibice COX
v méfitelné koncentraci. Vyjimkou byl etylacetatovy extrakt komeréniho vzorku, u kterého byla

zjisténa schopnost inhibice COX pii koncentraci na horni hranici méfitelnosti.

-----

je enzym inhibovéan z 50 %. SEM je smérodatna odchylka udavana v %.

205



IC50 [mg/ml] + % SEM*

COX1 COX2
SCT1 CHCI3 45+83 <1.25
SCT2 CHCI3 <1.25 >5.0
SCT1 AcOEt >5.0 >5.0
SCT2 AcOEt 4.6 +10.0 >5.0
SCT1 HEX 13+7.0 <1.25
SCT2 HEX >5.0 28126
SCT1 H20 >5.0 >5.0
SCT2 H20 >5.0 >5.0

K separaci obsahovych latek byly pouZzity hexanova a chloroformova frakce methanolického
extraktu celé rostliny a hexdnové frakce methanolického extraktu komeréniho vzorku. Tyto frakce
byly podrobeny sloupcové chromatografii za pouziti riznych mobilnich fazi. Separaci extraktu
SCT1A bylo ziskano 308 frakci, SCT2A 136 frakci a SCT1B 259 frakci. Jednotlive frakce jsou v
soucasnosti analyzovany tenkovrstevnou chromatografii a na zaklade podobnosti jsou spojovany. U
spojenych frakci bude dal provedeno opétovné testovani antiflogistické aktivity. Na zaklad¢ jeho
vysledkl se pak vyberou frakce k dalSi separaci latek. U téchto frakci, ptip. u izolovanych latek

bude také otestovana antimikrobialni aktivita.

Vzhledem k ¢asové naro¢nosti sloupcové chromatografic a nasledného spojovani frakci
jsme nestihli provést testovani antibakterialni aktivity. Tato bude proto otestovana v navazujicim

projektu.

Zavér

V praci jsme se zaméfili na separaci obsahovych latek Sceletium tortuosum a testovani jejich

rrrrr

lipofilnich latek. Tyto extrakty pak byli separovany sloupcovou chromatografii. Ziskané frakce jsou

Vv soucasné dob¢ spojovany na zaklade podobnosti zjisténych pomoci tenkovrstevné chromatografie.

-----

aktivity.
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Testovani nové syntetizovanych lokalné hemostatickych latek
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Uvod
V chirurgii je stale vice vyzadovana rychld zastava krvaceni. B&zné aplikované fyzikalni metody
jsou casto v tomto ohledu nedostacujici, coz dava prostor nové vyvijenym hemostatickym latkdm.
V soucasnosti je vyzadovana nejen UCinnd hemostdza, ale také pfiznivy ucinek na obnovu
poskozené tkan¢, ktery umozni potiebné hojeni rany [1]. Zaroven se stupiiuji dalSi pozadavky, napf.
na biodegradabilitu materidlu, ve snaze pfiblizit se parametrim ,,idedlniho hemostatika® pro
chirurgické ucely. Vzhledem k rozliénym vlastnostem je tieba dané latky pfed vstupem do praxe
fadn¢ otestovat na vhodném animalnim modelu. Cilem na$i prace bylo zhodnotit efekt nove

vytvoienych lokdln¢ hemostatickych latek na modelu parcialni nefrektomie potkana [2,3].

Material a metodika
Testované vzorky
V experimentu byly pouZzity latky na bazi oxidované celulézy s riznym stupném substituce (P03,
PO7) a spiidavkem viskozy (VCSP) a materialy sloZzené =z oxycelulozy (OX), nebo
karboxymethylcelul6zy s kyselinou hyaluronovou s ptipadnym pievrstvenim aktivni hemostatickou

latkou etamsylatem (ET).

In vivo provedeni pokusu

Experiment byl proveden na 50 laboratornich potkanech kmene Wistar. Zvitata byla rozdélena do 5
skupin po 10 kusech. Prvni den pokusu byli potkani uvedeni do celkové anestezie intramuskularni
aplikaci tiletaminu a zolazepamu (Zoletil® inj. sicc. ad us. vet.) v davce 65 mg/kg, nasledné bylo
otevieno peritoneum a provedena excise kaudalniho pélu levé ledviny. U zvitat jednotlivych
pokusnych skupin byla na krvacejici ranu aplikovana nové vyvijena lokalné pusobici hemostatika.
Vzdy byl sledovan a zaznamenavan Cas do Gplné hemostazy spolu se spoticbou dané latky. Poté
byla ledvina reponovana zpét do retroperitonea S naslednou suturou peritonea a kuze. Po 72
hodindch od provedeni zadkroku byla polovina experimentalnich zvitat z kazdé dané skupiny
utracena aplikaci ptipravku T61 v celkové inhala¢ni anestezii (Isofluran). Druhd polovina potkanti

zatfazenych do experimentu byla stejnym zptisobem utracena po 30 dnech od zah4jeni pokusu.
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Analyzy

U utracenych zvifat bylo provedeno patologickoanatomické vySetieni s odbérem tkané pro nasledna
histologicka vySetieni a molekularné biologicka vySetieni a s odbérem krve pro stanoveni
parametri krevniho obrazu za pouziti hematologického analyzatoru Mythic 18 (Orphee,
Svycarsko). Pii molekuldrné biologickém stanoveni budou v zavislosti na informacich ziskanych

Z histologického hodnoceni sledovany predevsim markery zanétu, tvorby vaziva a angiogeneze.

Vysledky
Na zaklad¢ provedeného experimentu byly zjistény Casy nutné k zastaveé krvaceni pii zadkroku (graf
1) a mnozstvi materialu potiebného k dosazeni hemostazy (graf 2). Obé veli¢iny spole¢né poukazuji
na nejlepsi efekt u latky VCSP s piidavkem viskozy a materialu ET s obsahem aktivni hemostatické
latky etamsylatu. Se vzorkem ET se také dobie manipulovalo béhem zakroku a pfi ukonceni pokusu
po 30 dnech nebyla ani Vvjednom pfipad¢ latka nalezena, coz zna¢i pravdépodobnou
biodegradabilitu materialu (tabulka 1).

Cas do zastavy krvaceni [s] Spotifeba hemostatika 1 cm? [ks]

ap [ e
50,1 45

80
70 7 3,3 2,4
60 4 -
50 )
20 28,5 28,6 3 ; 2.3
23,8 23,3
30 1 . I ) 27 l
20 I
1 4
-
o+ [V

rO3 POF VCSP 0x ET PO3 POF VCSP 0x ET

)

s

Graf 1 Cas do hemostazy u testovanych latek  Graf 2 Spotieba testovanych latek pii zakroku

Tabulka 1 Hodnoceni patologickych nalezi po 3 a 30 dnech u danych skupin — vstiebatelnost latky

OX 1xne, 4xano ano

ET 2Xne, 3xano ano
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Krevni obraz nepoukézal na signifikantni rozdily mezi sledovanymi skupinami. Ztraty krve
korelovaly u skupiny OX se snizenym poctem erytrocytii i trombocytt, tento vysledek se vSak u
skupiny ET nepotvrdil. U zvitat s delsim ¢asem do hemostazy se ztraty krve promitly pfedevsim do
cervené¢ho krevniho obrazu, ve kterém byly patrny po tfech dnech od zakroku nizs§i hladiny
erytrocyti, spolu se snizenym hematokritem a mnozstvim hemoglobinu. Po 30 dnech od zékroku
byly jiz hodnoty stabilizovany v norm¢. Pomérové nejnizsi hladina leukocyti byla zaznamenana u

skupiny ET. Jednotlivé hematologické parametry po 3 a 30 dnech znazornuji grafy 4 az 8.

Pocet leukocytl Pocet trombocytl

25 1200
20 1000
= = 800
% 15 g w00
5 200
o o

vesP vCsP

H3idny = 30dni H3idny = 30dni

Graf 4 Pocet leukocytt u danych skupin Graf 5 Pocet trombocytii u danych skupin
Pocet erytrocyti Mnoistvi hemoglobinu
10 180
: =
§ 6 § 100
2
o
VCSP VCSP
H3idny = 30dni H3idny = 30dni
Graf 6 Pocet erytrocytti u danych skupin Graf 7 MnoZstvi hemoglobinu u danych skupin
Hematokrit

HCT (1]
=)
W

11T

VCSP

H3idny = 30dni

Graf 8 Hodnota hematokritu u danych skupin

Do hodnoceni experimentu budou dale zahrnuty vysledKy z histologického a molekularné

biologického vysetfeni, které nyni probiha.
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Zavér
Dosazene vysledky poukazuji na ptiznivy efekt latky s obsahem viskozy a materialu prevrstveném
aktivni hemostatickou substanci etamsylatem. Ob¢ latky projevily velice dobrou G¢innost z hlediska
rychlosti zastavy krvaceni a spotfeba materialu byla ve srovnani se zbylymi skupinami také nizsi.
Druha ze jmenovanych latek téZz vykazovala potencialni biodegradabilitu. S ohledem na
hematologické parametry nebyly zaznamenany signifikantni rozdily mezi testovanymi skupinami.
Celkové  zhodnoceni  experimentu probé¢hne po doplnéni vysledkli  ziskanych z

probihajiciho histologického a molekularné biologického vySetieni odebranych tkani.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 322/2016/FaF.
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Stereoselektivni syntéza derivati arylkarbonyloxyaminopropanolu a stanoveni jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti
Pavlina Marvanovéa, Ondrej Hosik, Tereza Padrtova

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Antagonisté B-adrenergnich receptorti, ,.f-blokatory”, jsou esencidlni léCiva Siroce pouZzivana
Vv terapii  kardiovaskuldrnich 1 dalSich indikaci vice nez 50 let. U nov¢jSich sloucenin se
B-adrenolyticky efekt svyhodou kombinuje s aj-adrenolytickym vazodilatatnim ucinkem,
zprosttedkovanym napt. fenylpiperazinovym skeletem v bazické ¢asti molekuly. Tyto ,,dualni (-
blokatory* (napi. karvedilol, labetalol, vanylidilol) vykazuji zlepSeni hemodynamického profilu,
napf. snizenim periferniho cévniho odporu, zlepSenim funkce levé komory a srde¢niho vydeje, coz
piinasi benefity napi. v 1é¢bé arterialni hypertenze [1,2].

Charakteristickou vlastnosti jiz pouzivanych B-blokatort i navrhovanych struktur je pifitomnost
alesponi jednoho chiralniho centra v molekule, pfi¢emz jednotlivé enantiomery se ve svych tcincich
Casto podstatné odlisuji [3,4]. Pfiprava Cistych enantiomert, at’ uz stereoselektivni syntézou ¢i
chiralni separaci, a analyza optické Cistoty je tedy velmi vyznamna. K piipravé enantiomerné
Cistych B-adrenolytik lze pouzit fadu postupd, ke kterym patii i syntézy s vyuzitim komercné
dostupnych enantiomerné cistych reagenti. Vyhodou je, Ze tyto syntézy jsou relativné rychlé a
mén¢ nakladné [5].

Acidobazicka disocia¢ni konstanta (pK,) patii ke klicovym parametrim pro odhad biodostupnosti,
farmakokinetickych vlastnosti a toxicity lé¢iva v organismu. Je mozné ji vypocitat pomoci
komer¢né dostupnych software a experimentalné stanovit fadou analytickych metod (NMR, CZE,

RP-HPLC, potenciometrie, UV-VIS spektroskopie) [6,7].

Material a metodika
Ptiprava cilovych sloucenin byla provedena vicestupnovou syntézou podle Schématu ¢&.1.
Substituované kyseliny byly pievedeny na odpovidajici oxiran-2-yl-methyl 4-alkoxybenzoaty,
jejichz oxiranovy kruh byl otevien reakci s rizné substituovanym fenylpiperazinem. Pro zvySeni
rozpustnosti findlnich slouc¢enin byly vzniklé baze pifevedeny na hydrochloridy pomoci nasyceného

roztoku étherického chlorovodiku [8].
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5 MeOH IPA 5

Pro ptevedeni kyseliny na ptislusny oxiranovy meziprodukt nabizi literatura nékolik moznosti, které

N\/ 2¢Cl
HCI (eth), DEE (eth) DEE gv;

R: -H; 2/4-MeO; 2/4-F
R;: propoxy-; propoxyethoxy-;
isopropoxyethoxy-; allyloxyethoxy-
Schéma ¢.1

byly postupné vyzkouseny pro kyselinu 4-propoxybenzoovou (Schéma ¢.2). Jako nejslibngjsi byla

vybrana Metoda B a byla pouzita pro pﬁpravu dalsich racemickych derivati.

Metoda A. 0 O

O O\,.N"JA
(0] OH thlonyl chlorid THF, TEA
toluen
O\/\
-+
(@] O K e
KOH ?és/o\wQ
MeOH, IPA © 0
(0] y \/\
\/\CH3 L, CH3
Metoda B. DMF
O\/\
CHg
Schéma ¢.2

Stereoselektivni syntéza jednotlivych enantiomert byla provedena za vyuziti komeréné dostupnych
chiralnich glycidyl-tosylata taktéz metodou B.

Substituované kyseliny, které nebyly komercéné dostupné, byly ptipraveny podle Schématu ¢&. 3.

Tosylatové reagenty byly pfipraveny reakci piislusnych alkoholi s p-toluensulfonyl chloridem
v dichlormethanu. Ty potom reagovaly sethyl p-hydroxybenzoatem a uhli¢itanem draselnym
Vv acetonu za vzniku pFislusnych substituovanych esteru, které byly podrobeny hydrolyze a poskytly

prislusné kyseliny.
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i 0=5—0
O=S—¢cClI \_\
HO 1
L 0—R Ow_ _OH
\ 1
DCM
1. K,COg; aceton
CH3
CHz 2. NaOH, HCI
H, —!
o O\/C 3 ! Rl
\/\o/
Rl: propoxy-; isopropoxy-; allyloxy-
OH

Schéma €.3
Pro stanoveni disocia¢ni konstanty pK, byla pouzita metoda nuklearni magnetické rezonance
(pristroj JEOL ECZR 400 (JEOL, Japonsko)). Metoda NMR vyuziva ke stanoveni pK,; zménu
chemickych posunt jader blizkych mistu, kde dochazi k ionizaci pfi zméné pH. Postupnym
piidavanim zéasady k hydrochloridim méfenych latek dochazelo ke zméné ionizace molekuly
analytu. Zména naboje ovlivni elektronové obaly atomt v nejbliz§im okoli, dojde ke zmén¢ stinéni
jédra elektronovym obalem a tim padem i chemického posunu skupiny vodikli ve spektru. Vznikla
zavislost posunu na pH byla vnesena do grafu a vyhodnocena programem Sigma Plot v. 10.0,

pii¢emz pKj je hodnotou pH v inflexnim bodé ziskané sigmoidy.

Vysledky
V ramci projektu byla optimalizovdna pifiprava derivatii arylkarbonyloxyaminopropanolt podle
literatury a celkem bylo pfipraveno 28 vyslednych hydrochloridi, ztoho 20 racemickych a 8
enantiomernich. Vysledné latky byly charakterizovany teplotou tani, HPLC ¢istotou a zakladnimi
spektralnimi metodami (1D a 2D-NMR, IR a MS), u chirdlnich produkti a meziprodukti byla
zmeéfena optickd otacivost a spektrum cirkularniho dichroismu. Déle byla stanovena jejich lipofilita

a disocia¢ni konstanta pomoci NMR spektroskopie.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 323/2016/FaF.
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Syntéza vybranych synthoni Largazolu a totalni syntéza jeho analogi
Anna Faustmannova, Michal Fedor, Alexander Jurik, Pavel Bobal’

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Largazol je slouc¢enina piirodniho ptivodu, kterou poprvé izoloval Luesch se svymi spolupracovniky
v roce 2008 z moiské fasy rodu Symploca sp. v Key Largo (Florida, USA). Jedna se o cyklicky
depsipeptid, ktery je kvili své zajimavé struktufe predmétem mnoha vyzkumii. Kromé cytotoxické

aktivity' je popsana i osteogenni aktivita®. Dale je potencialnim 1é&ivem jaterni fibrozy. ®

Mechanismus G¢inku spoc¢iva v selektivni inhibici tfidy I histon deacetylas (HDAC). Do organismu
se largazol dostane jako prolécivo, in vivo je hydrolyzovan na aktivni metabolit largazol thiol, ktery

chelatuje zinek v aktivnim mistg, a tim inhibuje samotny enzym. *

),’h NH :§_¥ HDAC )/’z, NH =§_¥
O (@)

/I/i hydrolysis /I/i —

o o j/ in vivo Zn2+ oo o j/
S/VWLN "'s/\/\/'\)LN
H H
Largazole = prodrug Largazole thiol

Molekulu largazolu lze rozdélit do péti synthonti. Cilem nasi prace bylo pfipravit synthony A, B
a C. Synthon D a E jsou komer¢né dostupné latky.
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Material a metodika

Veskeré meziprodukty a produkty byly charakterizovany pomoci ‘*H NMR, *C NMR, IC, MS.

Cistota opticky aktivnich slougenin byla ovéfena HPLC a zméfenim optické otagivosti.
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Vysledky
Synthon A

Puvodné planovana Sestistupiiova syntéza synthonu A vychazejici z 1,3-thiazolidin-2,4-dionu byla
modifikovana a synthon A byl v zavéru Gispé$né piipraven ve tfech krocich. Cilem bylo ptipravit (4-
brom-1,3-thiazol-2-yl)methanamin. V prvnim kroku produktem bromace s P,0s a BusN*Br~ byl
2,4-dibromthiazol ve vytézku 88 %. V dalsim kroku probéhla selektivni transmetalace s Turbo
Grignardovym ¢inidlem a N-formylmorfolinem pii -78 °C a byl izolovan 4-bromothiazol-

2-karbaldehyd s vytézkem 53 %. Nasledovala reduktivni aminace a byl pfipraven pozadovany

synthon A.
1. i-PrMgCIL.LiCl
@) Br Br Br.
/N .
>—\ ® o >=\ 2. 45N 0 >=\ reduktivni >=\
HN. .S P,0s, BuyN . Br NS g N .S aminace NS
\f( PhMe, reflux \|/ THF j/ ]/
o Br  78°c—o0°Cc 7 H,N
88 % 53 % Synthon A
Synthon B

Vychozi latkou pro piipravu synthonu B byl (R)-cystein. Ve dvou krocich byl pfeménén na derivat
N-formyl-terc-butylthiazolidinu a poté methylovan. Pfi methylaci pravdépodobné doslo

k B-eliminaci, tato reakce se nezdafila ani po zméné reak¢énich podminek.

10 SH %CHO o HCOOH CHgsl
>\@/_ ®,/S HCOONa >x_/\ LDA, DMPU Ws
HCO 1 TEA  H,cO ”NJ\7< AcO AR THF, -90°C x AR
H

° N ,
pentan 0-5°C /< oHd /<
95% 65% .
CHgl :
LDA, DMPU HCI;
THF, - 90°C HO .
o €] ¥
A
produkty O>—< S QY /S < ®,/ M
- (R) - (R) K
rozkladu HsCO /NJ H,CO /NJ H;CO NH;
OHC OHC /<

Byla vyzkouSena nova syntéza vychazejici z dimethyl malonatu pifes N-Boc C-methylovany
aminomalonat. Nasledovala enantioselektivni enzymaticka desymetrizace katalyzovana PLE s
vytézkem 40 %. Po redukci esterové skupiny na alkohol a néasledné cyklizaci (Mitsunobuova

reakce) byl izolovan chiralni oxetan-2-on. Po reakci se sirovodikem vznikd opticky d&isty
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2-methylcystein.  Synthon B muze byt posléze pripraven cyklizaci na  derivat
2-aminodihydrothiazolu s néslednou diazotaci a nukleofilni substituci. Posledni kroky syntézy

synthonu B, jsou v sou¢asné dob¢ pfedmétem vyzkumu.

o o 0o o o o
S NaNO,, AcOH 1. Hy, Pd/C, MeOH
HaCO OCHs ™ H,0.5°C H3COMOCH3 2. HCI, EL,0 H3COMOSH3
o ® NH; |
72 %
o o o o
Boc,0, TEA M CHjl, NaOMe PLE, MeOH
CH,Cl, H3CO OCH;  MeOH, reflux H3COMOCH3 fosfatovy pufr
HN HN  CHj pH 7.5-8.0
)0 )0
° N AN
68 % 70 %
0 o 0
NaBH,, THF . DEAD o™ oim OMS
R R N () P NI > R
HOMOC% FtOH HoJ\fg(\OH PhyP Xo T d n=(
HN HN HN

) )—Q Q o
O)T O)T O)T

40 % 20 % Synthon B

Synthon C

K vytvofeni uhlikatého fetézce synthonu C byla aplikovana olefinovd metateze a Lewisovou

kyselinou katalyzovéna aldolizace Nagaova chiralniho thiazolidinthionu.’

S o S
HN  on Metodal HN O N )LNJ\S
R

LiAlH,, THF H CS,, KOH HN 'S Accl, n-BuLi
ﬁo Metoda 2 A%T/ EtOH R) THF, -80 °C )
Red-Al, PhMe

65 % (35 %)

0, 0,
[a]zDo = 100 78 % 94 %
OCHj,
OCH
_~_ _TeDMSC 4 N \)\ocm 4 ’
2N P XN
HO o DMF o o Grubbs Il kat. o OCHs
98 % PhMe
| OCH; 0 j\ OH O
Si.

-~ O/\/\)\OCHS . N s oo ’ HS - “0H

R)
\8_/ Synthon C

Vychozi D-valin byl redukovan dvéma metodami na (R)-valinol, nasledovala reakce se sirouhlikem
v piitomnosti hydroxidu draselného. Pfipraveny (R)-4-isopropylthiazolidin-2-thion byl acetylovan
acetylchloridem v pfitomnosti n-butyllithia. Vytézek reakce byl 94 %.
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But-3-en-1-ol byl ochranén pomoci terc-butyldimethylsilyl chloridu v piitomnosti imidazolu
ve vytézku 98 %. Reakce terc-butyl(but-3-enyloxy)dimethylsilanu s akroleindiethylacetalem v
pritomnosti  Grubbsova katalyzatoru 2. generace poskytla ((E)-5,5-dimethoxypent-3-
enyloxy)(terc-butyl)dimethylsilan. Timto zptisobem pfipraveny linearni aldehyd, resp. jeho
dimethylacetal muze v piitomnosti vybrané Lewisovy kyseliny reagovat s Nagaovym chirdlnim

thiazolidinthionem za vzniku synthonu C.

Zavér

Cilem prace bylo piipravit prekurzory cytotoxického 1é¢iva prirodniho piivodu largazolu. Synthon
A je jiz uspésné dokoncen. Pro synthon B byly vyzkousSeny dva piistupy k syntéze, jeden z nich se
nezdafil kvili B-eliminaci. Posledni kroky syntézy synthonit B a C jsou nadéle piedmétem

vyzkumu.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 327/2016/FaF.
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Studium antiprolifera¢nich u¢inki prenylovanych flavonoidi z Paulownia tomentosa u lidské
nadorové bunécné linie
Lucie Holanova, Peter Kollar
Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceutické

univerzita Brno

Uvod

Paulownia tomentosa je listnaty strom z ¢eledi Paulowniaceae. Ptivodné pochazi z vychodni
Asie, kde je v tradi¢ni ¢inské mediciné vyuzivan k 1€€bé zanéth, hypertenze a onemocnéni hornich
dychacich cest. Paulownia tomentosa je bohatym zdrojem sekundarnich metabolitt, zejména
fenolickych sloucenin, které se vyskytuji v kvétech, plodech, listech, kiife 1 dfeve. Mezi vyznamné
zastupce patii prenylované flavonoidy, ktere diky enzymatické adici postranniho lipofilniho
uhlikatého fetézce k hydrofilni struktufe flavonoida vykazuji vysokou afinitu k biomembranam, coz
umoziiuje jejich interakci s cilovymi proteiny. Postranni fetézce mohou byt rizné modifikovany,
naptiklad hydroxylaci, methoxylaci nebo cyklizaci [1]. Bylo prokézano, Ze prenylované flavonoidy
antiviroticky [2]. U prenylovaného flavonoidu tomentodiplakonu B izolovaného z Paulownia
tomentosa byla in vitro prokazana schopnost inhibovat proliferaci bunék lidské monocytarni

leukemie, a to akumulaci bunék v G1 fazi bunééného cyklu a inhibici jejich pfechodu do S-faze [3].

Na Ustavu piirodnich 1é¢iv FaF VFU Bro bylo z plodi Paulownia tomentosa izolovano
dvacet prenylovanych flavonoidu, jejichz biologické G¢inky byly v rdmci tohoto projektu testovany
na Ustavu humanni farmakologie a toxikologie FaF VFU Brno. Cilem bylo porovnani
antiproliferacnich a cytotoxickych u¢inku vuci bunééné linii THP-1 (lidska monocytarni leukemie),
vytipovani latek s potencialnim cytostatickym tc¢inkem a detekce cilovych molekul téchto latek na

subcelularni drovni.

Material a metodika
Bunécna linie

Pro hodnoceni studovanych uc¢inkl testovanych latek byla zvolena lidska nadorova bunécna
linie THP-1 (lidska monocytarni leukemie). Tato byla kultivovana v inkubatoru pii teploté 37 °C a
5% CO, ve vzduchu. Kultivace probihala v médiu RPMI 1640 obohaceném o 10% FBS a 1%

antibiotikum. Bunky byly subkultivovany v intervalu jednou za tyden.
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Testovane latky

Testovano bylo dvacet prenylovanych flavonoidi izolovanych zplodi Paulownia
tomentosa, konkrétné L1 (tomentodiplakon L), L2 (tomentodiplakon M), L3 (3°,4"-O-dimethyl-5"-
hydroxydiplakon), L4 (mimulon F), L5 (mimulon G), L6 (tomentodiplakon N), L7 (tomenton), L8
(3"-O-methyldiplakon), L9 (tomentodiplakon G), L10 (tomentodiplakon B), L11 (6-prenyl-3"-O-
methyleriodyctiol), L12 (mimulon), L13 (3 -O-methyl-5"-methoxydiplakon), L14 (diplakon), L15
(3"-O-methyldiplakol), L16 (5,7-dihydroxy-6-geranylchromon), L17 (paulownion C), L18 (3"-O-
methyl-5"-hydroxydiplakon), L19 (bonnadiol A), L20 (tomentodiplakon O). Tyto latky byly
testovany v kone¢nych koncentracich 0; 5; 10; 15; 20; 30 umol/I. Latky byly rozpoustény v DMSO,
findlni koncentrace DMSO ve vzorku neptesahla 0.1%. Jako kontrolni vzorek byla vzdy pouzita

bunééna suspenze inkubovana s 0.1% DMSO [4].
Hodnoceni bunécné proliferace a viability

Bunécna proliferace a viabilita byla hodnocena hemocytometricky, WST-1 analyzou a LDH
analyzou. Hemocytometrické stanoveni probihalo po obarveni bunééné suspenze 0,1 % roztokem
erythrosinu B v PBS. Pocet a viabilita bun¢k byly uréeny pfimym pocitanim v Biirkerové komiirce.
Antiprolifera¢ni ucinky testovanych latek byly stanoveny také pomoci WST-1 analyzy (Cell
proliferation reagent WST-1, Roche Life Sciences). Cytotoxické piisobeni bylo stanoveno také

pomoci LDH analyzy (Cytotoxicity detection kit, Roche Life Sciences).
Analyza vlivu na bunécny cyklus

Procentudlni zastoupeni bunck v jednotlivych fazich bunééného cyklu bylo méfeno pomoci
prutokového cytometru Cell Lab Quanta SC (Beckman Coulter). Buiky byly znaceny propidium
iodidem. Inkubace bunék s testovanymi latkami trvala 24 hodin.

Westernovy prenos

Buiiky byly po 24-hodinoveé inkubaci s testovanymi latkami lyzovany RIPA pufrem (Cell
Signaling Technology) obohacenym o PMSF (Cell Signaling Technology) a inhibitory proteaz a
fosfataz (Roche Life Sciences), sonikovany a sto¢eny na centrifuze pii 12 000 rpm,20 min, 4°C.
V odebraném supernatantu byla stanovena koncentrace proteinti pomoci kitu Roti-Quant Universal
(Carl Roth). Vzorky byly denaturovany v p-merkaptoethanolu a SDS pti 95 °C po dobu 5 min a
nanéSeny na 12% SDS-polyakrylamidovy gel, kde byly podrobeny elektroforéze (140 V, 0.4 A, 90
min) a naslednému pienosu proteinli na nitrocelul6zovou membranu (100 V, 0.4 A, 60 min). Ta

byla 1 h blokovana v 5% roztoku odtuénéneho mléka nebo 5% BSA v 1IXxTBST a poté inkubovéna
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pies noc pii 4 °C s roztokem primarni protilatky (1:1000). Po promyvani 1x TBST byla membrana
inkubovéna 1 h s roztokem sekundarni protilatky (1:1000) pti pokojové teploté. Cilové proteiny
byly vizualizovany pomoci Opti-4CN Substrate Kit (Bio-Rad). Intenzita jednotlivych bandt byla
vyhodnocena pomoci Image Studio Lite (Li-COr Biotechnology).

Statisticka analyza
Vysledky byly hodnoceny neparametrickym one-way ANOVA testem v kombinaci s
Dunnettovym testem na vSech hladinach statistické vyznamnosti (*P < 0.05, **P < 0.01,

***pP < 0.001). Vysledné hodnoty jsou vzdy primérem ti experimentl provedenych v triplikatu.

Vysledky

Na bunkach lidské nadorové bunécéné linie THP-1 bylo v koncentra¢nim rozmezi
5 -30 pmol/l testovano antiproliferaéni a cytotoxické plisobeni dvaceti prenylovanych flavonoidi
izolovanych z Paulownia tomentosa. Na zakladé téchto experimentt bylo vytipovano nékolik latek,
u nichz byl pozorovan potencialni antiprolifera¢ni ucinek pii relativné nizké cytotoxicité. Nejvyssi
potencial vykazaly L18, L14, L13 a L3 (hodnoty ICsy a LDsg viz Tabulka 1). Hodnoceny byly také
ucinky vybranych latek v zavislosti na Case. Pozorované efekty byly koncentracné i casové
dependentni.

Pro analyzu bunééného cyklu byly bunky inkubovany s testovanymi latkami po dobu 24
hodin. Zvoleny byly netoxicke koncentrace s jiz signifikantnim antiproliferanim u¢inkem. L18
bunécného cyklu a to na nejvyssi hladin€ statistické vyznamnosti (p<<0.001), cemuz odpovidal
analogicky pokles bunééné masy v S fazi. U ostatnich latek nebyly pozorované efekty natolik
vyrazné. U L3 byl analogicky efekt detekovan az pfi koncentraci 15 pM. Podil bun¢k v G2/M fazi
zustal vlivem plsobeni obou latek nezménén.

Westernovy pienos u L18 byl zaméfen na detekci proteinit podilejicich se na zastaveé
bunééného cyklu v GO/G1 fazi. Vlivem této latky byl pozorovan koncentracné dependentni pokles
hladiny cyklinu E, ktery plni funkci aktivatoru cyklin-dependentni kindzy 2 (viz Obrazek 1).
Aktivace této signalni kaskady je nezbytnd pro pfesun buiiky do S-faze bunééného cyklu.
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L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
L9
L10
L11
L12
L13
L14
L15
L16
L17
L18
L19

Hodnoty ICsp a LDsp testovanych latek
e It B-aktin - e —— —
15,85 + 0,80 > 30
> 30 > 30
> 30 > 30 o 5 10 15 20 30uM
> 30 > 30 ‘
> 30 > 30 Obrazek 1: Koncentracné dependentni pokles
> 30 > 30 hladiny cyklinu E1 vlivem L18.
> 30 > 30
> 30 > 30
> 30 > 30
2459 311 24,05+ 4,71
15,32+ 1,76 29,93 + 0,80
9,89 £ 0,83 18,97 £ 0,28
18,3+ 0,57 20,37 £ 2,92
> 30 > 30
> 30 > 30
12,97 £ 0,75 21,67 +2,12
26,12 + 2,20 28,04 £ 0,54
> 30 > 30

L20

Tabulka 1: Vysledné hodnoty I1Csy a LDsg testovanych latek

Zavér

Z dvaceti testovanych prenylovanych flavonoidt bylo vybrano nékolik latek s potencidlnim

cytostatickym pasobenim. U téch byla provedena analyza vlivu na pribéh bunécného cyklu a

Westernovy pienos za tcelem detekce cilovych molekul v buiice. V soucasné dobé déle probihaji

experimenty zaméfené na vliv testovanych latek na dalSi regulacni proteiny fidici progresi

bunécného cyklu za icelem blizS§iho objasnéni mechanismu u¢inku na molekularni urovni.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 328/2016/FaF.
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Syntéza a charakterizace alkylesteri arylaminopropanoli a jejich prekurzora

Anna Hudcova?, Ale$ Kroutil*

’. . r rov. . 1 . ’ . ’ . . 1
Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Potencialnimi 1éCivy typu antidysrytmik se zabyva fada vyzkumnych tymu. Pfi 1é€bé srdecnich
arytmii jsou hojné vyuZzivany latky typu blokatort draslikovych kanald (dle Vaughan-Williamse
tiida III). V poslednich letech Siroce zkoumanou skupinu piedstavuji analoga dofetilidu a ibutilidu
a nov¢ji klinicky hodnocené latky typu ,,kalantd* napt. almokalant. (1, 2) Dalsi latky jsou vyvijeny

a testovany, do terapeutické praxe pro své nezadouci u€inky se doposud nedostaly. (3)

Strukturni motivy arylalkylaminu jsou v molekulach antidysrytmickych 1é¢iv ¢asté. Obmény
substituentli amini, pfedevs§im tercidrnich, a obmény formy a délky alkylového spojovaciho fetézce
maji velky vliv na aktivitu, selektivitu i vyskyt nezddoucich ucinkd. (4) Z téchto diivodu je ptiprava
a studium vztahu struktury a biologické aktivity v popiedi zajmu vyzkumnych pracovist. Derivaty
vzniklé zaménou methansulfonamidové skupiny za karbamovou kyselinu, pfipadné jeji alkylester,
zatim popsany nebyly. TaktéZ derivaty arylaminopropanolu nejsou v oblasti kardiovaskularnich

1€¢iv témer zminovany.
Metodika
Syntéza probéhla v n€kolika na sebe navazujicich krocich.

Jako vychozi latky byly reakci 4-aminoacetofenonu a pfislusného chlorformiatu ptipraveny
alkylestery kyseliny 4-acetylfenylkarbamové — methyl (1m), ethyl (1e), propyl (1p) a butyl (1b). (5)
Komeréné dostupné sekundarni aminy — N-butylmethylamin (BuMe), N-butylethylamin(BuEt),
N-methylpropylamin (MePro), N-methylpentylamin (MePe) — byly pfevedeny do formy soli
s kyselinou chlorovodikovou.

Mannichovou reakci byly pfipraven alkylestery kyseliny 4-[3-(N, N-dialkylamino)-propyl-1-on]-
fenylkarbamové: v prostiedi tetrahydrofuranu byl suspendovan hydrochlorid pfislusného
sekundarniho aminu, piislusny alkylester kyseliny 4-acetylfenylkarbamové a paraformaldehyd (v
trojnasobném molarnim prebytku), roztok byl okyselen konc. HCI. Reakce probihala za varu,
ukoncena byla na zdkladé TLC po 8 hod. Vzniklé krystaly byly piefiltrovany, rozpustény ve 2M
vodném roztoku HCI, roztok byl zalkalizovan 2M vodnym roztokem NaOH, lipofilni produkt byl
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vytfepan do dichlormethanu. Po odpateni rozpoustédla byl odparek (baze ptislusné latky) rozpustén
v diethyletheru, po pfidani HCI v etheru z roztoku vypadl pfislusny alkylester kyseliny 4-[3-(N, N-
dialkylamino)-propyl-1-on]-fenylkarbamové ve formé¢ soli s HCIL Tyto meziprodukty byly

charakterizovany.

Nésledna redukce na alkylestery kyseliny 4-[3-(N, N-dialkylamino)-1-hydroxy-propyl]-fenylkarba-
mov¢ byla provedena dvéma metodami: Metoda A: latka byla opét pfevedena na bazi a rozpusténa
Vv methanolu, béhem 30 min. byl postupné pfidavan tetrahydridoboritan sodny (v trojnasobném
molarnim pfebytku) jako redukéni Cinidlo. Reakce probihala za varu, ukonéena byla na zakladé
TLC po 3 hod. Methanol byl odpafen, odparek byl rozpustén v dichlormethanu a promyt vodou,
rozpoustédlo bylo oddestilovano. Metoda B: latka byla ve form¢ hydrochloridu za varu rozpusténa
Vv methanolu, béhem 30 min. byl postupné pfidavan tetrahydridoboritan sodny (v trojnasobném
molarnim pfebytku) jako redukéni Cinidlo. Reakce probihala za varu, ukoncena byla na zakladé
TLC po 3 hod. Methanol byl odpatfen, odparek byl rozpustén v dichlormethanu a promyt vodou,
rozpoustédlo bylo oddestilovano. Tyto baze produktu byly charakterizovany.

Vysledky, diskuze

Probéhla syntéza alkylesterd kyseliny 4-[3-(N, N-dialkylamino)-propyl-1-on]-fenylkarbamové
(tabulka 1), vétsinou s uspokojivymi vytézky. Nizka vytéznost byla piedevs§im u latek 1bBuMe.HCI
a 1bBuEt.HCI, pravdépodobné¢ zpiisobena butylovym fetézcem v pozici R1.

Velka cast téchto latek je ve formé soli Spatné rozpustna ve vétsiné standardnich rozpoustédel, proto

bylo obtizné jejich zpétné pfevedeni na baze pro ucely precisténi, popt. dalsi krok syntézy.

O

Obréazek 1 Obecna struktura alkylesterti kyseliny 4-[3-(N, N-dialkylamino)-propyl-1-on]-fenylkarbamové.

Kod R1 R2 R3 Vytézek [%]
1mBuMe . HCI | -CH3 “CH3 CsHo | 745
1eBuMe. HCI |-C,Hs | -CHs CiHs | 52,9
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1pBuMe . HCI -C3H7 -CH3 -C4H9 43,2

1bBuMe . HCI -C4Hg -CH3 -C4H9 6,28

1ImBuUEt . HCI -CHj; -C,Hs5 -C4Hg 33,6

1leBuEt . HCI -C2H5 -C2H5 -C4H9 67,8

1pBUEt . HCI -C3H7 -C2H5 -C4H9 449

1bBuEt . HCI -C4H9 -C2H5 -C4H9 9,4

ImMePro . HCI -CH3 -CH3 -C3H7 74,6
leMePro . HCI -C2H5 -CH3 -C3H7 57,7
leMePe . HCI -CsoHs5 -CH3; -CsH11 47.8

Tabulka 3 Piehled nové syntetizovanych latek.

Spatna rozpustnost meziprodukti byla diivodem vytvoieni dvou metod pro redukci. Vysledky obou
metod byly srovnatelné. Pti charakterizaci redukovanych latek (bazi) bylo ovSem zjisténo, Ze

dochézi k jejich rozkladu. Toto znemoznilo naslednou piipravu stabilnich soli cilovych latek.
Zavér

Bylo pfipraveno 11 latek - alkylesterat kyseliny 4-[3-(N, N-dialkylamino)-propyl-1-on]-
fenylkarbamové ve formé hydrochloridu. Tyto latky byly charakterizovany pomoci 1H-NMR,
13C-NMR, TLC a byla stanovena jejich teplota tani. Na partnerskych pracovistich probiha
stanoveni jejich inhibi¢ni aktivity vii¢i enzymu acetylcholinesteraza. U redukovanych forem téchto

latek probiha optimalizace jejich syntézy.
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