VETERINARNI A FARMACEUTICKA UNIVERZITA BRNO

FAKULTA VETERINARNIHO LEKARSTVI
FAKULTA VETERINARNI HYGIENY A EKOLOGIE
FARMACEUTICKA FAKULTA

KONFERENCE
INTERNI GRANTOVE AGENTURY

SBORNIK

BRNO 2017



Konference Interni grantové agentury VFU Brno 2017

Fakulta veterinarniho lékafrstvi
Fakulta veterinarni hygieny a ekologie

Farmaceuticka fakulta

SBORNIK PRISPEVKU
z vysledk( reseni projektli IGA VFU Brno 2017 financovanych z prostfedk( ucelové podpory

na specificky vysokoskolsky vyzkum MSMT na rok 2017

Editovali:
doc. PharmDr. Ing. Radka Opattilova, Ph.D., MBA
prof. MVDr. Vladimir Celer, Ph.D.
prof. MVDr. Alois Cizek, CSc.
prof. Ing. Eva Strakova, Ph.D.
prof. MVDr. Jiti Pikula, Ph.D.
prof. RNDr. Jozef Csollei, CSc.
doc. MVDr. Pavel Suchy, Ph.D.

Za vécnou a jazykovou spravnost odpovidaji autofi
Vydani prvni

Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno 2017

ISBN 978-80-7305-795-4



Vazené kolegyné / Vazeni kolegové

Sbornik, ktery pravé otvirate, je vystupem, kde jsou prezentovany prispévky
k projektiim, které byly feSeny v rdmci specifického vyzkumu prostfednictvim

konference Interni grantové agentury Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno.

Pravé konference, je tou nejzajimavéjsi casti, kterd nam opét nabizi mnoho
inspirace v oblastech veterindrnich, veterinarné-hygienickych, potravinarskych,

farmaceutickych véd.

Spoluprace mladych pracovnikd a jejich védeckych Skoliteld podporuje
moznosti, jak navzdjem spolupracovat pfi riznorodém odborném zaméreni a tvofi

podstatu vyzkumu a usili vSech zapojenych.

Dékuji vsem
feSiteldm, spoluresitelim, Skolitelim, oponentlim, posuzovatelim,

a hlavné komisi IGA VFU za vzdjemnou spolupraci.

doc. PharmDr. Ing. Radka Opatfilova, Ph.D., MBA

predsedkyné IGA komise VFU



OBSAH
Piispévky FVL
Odbér semene a uméld inseminace Plazll ........coovvviiiiiiiiiiiii el 2

Prevalence equinniho sarkoidu u koni v Ceské republice a zhodnoceni rizikovych faktorti na

123 L LY A2/ J I 6
Objasnéni vyvojového cyklu a identifikace piivodce intranukledrni kokcididzy Zzelv...... 10
Charakterizace izolatd Escherichia coli z piipadt kolibacilozy driubeze ................... 15
Vliv ventila¢niho rezimu pii laparoskopii na nitroo¢ni tlak u pstt ................ceeveel 19
Studium etiopatogeneze laminitidy U dojniC .......coviiniii i 23

Vliv staii matek na kvalitu kolostra a na zmény hematologickych a biochemickych parametra
neonatalnich ktzlat pfed a po napiti kolostra .........ocooviiiiiiiiiiiniiiiiin 27
Ovliviiovani fijového cyklu u samic osla domaciho pomoci hCG, GnRH a PGFy, ............ 32

Antioxida¢ni stav a koncentrace malondialdehydu (MDA) u dojnic v peripartalnim

(0] 010 (6 o PP PPPUPPPING | o
Nové fyziologické funkce kaspaz v osteogennich drahach ...............coooiiiiii i, 41
Intrafolikularni transfer oocytii u mIEENEhO SKOtU .....ccveevviiiiiiiiii e e 45
Primoinfekce gamaherpesviry koni a variabilita virt v €ase ..........ocvviiiiiiiiiiiiininnens. 49

Morfometricka a histologickd analyza varlat morcete v pribéhu suprese pohlavni aktivity
vlivem GnRH agonisty deslorelinu .......coooiiiii 52
Analyza stresovych markerit u laboratornich kralika, uzivanych pro vyuku piedmétu
Farmakologie 11 Na VU BINO ... e e e e e e e e et e ae e 56
Uloha protilatok proti kapsularnemu polysacharidu v imunitnej reakcii prasa¢ich alveolarnych
makrofagov na in vitro infekciu rozliénymi sérovarmi Haemophilus parasuis ................ 58

Mechanické testovani $lach po sutuie noveé vyvinutymi biomateridly .................... ........ 63



Prispévky FVHE

Ekotoxicita nanostiibra pro organismy vodnich ekosystémull ..................coooiiiiiiii i 68
Vliv vybranych antidepresiv na genovou expresi antioxidacnich a biotransformacnich enzymu
V=T oY/ I = o o TN =] o [ 72
Porovnani toxického tucinku stfibrnych nanocastic a ionti na embrya dania pruhovaného
(0T oI (=T [ ) 75
Optimalizace testu blastické transformace lymfocytl u lososovitych ryb ...t 79

Diagnostika ptivodce proliferativniho onemocnéni ledvin u lososovitych ryb pomoci molekularné

DIolOgICKYCh  MetOd ... e e 84
Stanoveni rumindlni degradovatelnosti aminokyselin a isoflavonii u dvou rtzné technologicky
upravenych séjovych produkti metodou in SACCO .......ovivriiiniiiiit it 87
Prevalence a patogenita krevnich parazitii u evropskych netopyril ...........coooviiiiiiiiiiin.n. 91
Ovéfeni autenticity a nutri¢ni kvality vybranych druhti tundk....................ol 95

Charakterizace  enterokokll  rezistentnich k  vankomycinu a jejich  epidemiologie

V CeSKE TEPUDIICE. .. ..vee ettt e e esessnetssensssssessssensssssnsssenens o o2 e 100

Moznosti dlouhodobé konzervace spermatu dravell .......o.vvieiiiiiiiii i e 104
Vliv zimnich zasob na rozvoj infekce mikrosporidii Nosema ceranae u véelstev véely medonosné
(ApIS Mellifera) ......ooii i e e e e e neeane e 2022108
Aeromonady rezistentni k fluorochinolonim v ¢eskych chovech ryb ......................oo.. 113
Taxonomie vSenek rodu Myrsidea vybranych ¢eledi volné zijicich ptakt Latinské Ameriky.......117
Vliv rozdilného surovinového sloZeni diet na vybrané ukazatele krevniho profilu odstavenych
kralikti plemene zaKrsly beran ...........ocooiiiiiii e 121
Gramnegativni bakterie produkujici karbapenemazy z krkavcovitych ptak v Severni Americe ..125

Studie vlivu dvou vybranych herbicida (atrazinu a terbuthylazinu) a jejich metaboliti na vybrané

01T 10 11 Lo} Y/ PP 21
Plazmidy nesouci geny rezistence k fluorochinoloniim u izolat enterobakterii ze zvifat, cloveka a
prostiedi a role antibiotik v jejich STreni ...........ccooiiiiiii i 133
Vliv konzervantii na tdrZznost vajecnych melanzi ... 138

Snizeni obsahu soli v pekafskych vyrobcich: strategie snizovani obsahu sodiku a optimalizace

technologiCKYCh POSTUPTL ...\ veeii e e e 142



Prispévky FaF

Hodnoceni tabletovin a tablet ziskanych ze spolecné zpracovanych smési .............. 148
Izolacia a identifikacia flavonoidov a terpenoidov z Coleus caninus (Roth.) Vatke a Coleus
aromatiCus Benth ... 152
Izolace a identifikace obsahovych latek Sceletium tortuosum s ptedpokladanou
antiflogistickou  aktiVItoU ..........o.eieiiiiii i e e e e e e 1DT
Stereoselektivni  syntéza a  biologické hodnoceni sloucenin  postavenych na
arylaminoethanolovém strukturnim zaklad@............cccooviiiiiiiiiiii 162
In vitro hodnoceni vaginalnich inzertti s obsahem PGE; pro veterinarni vyziti .............. 166
VyuZziti magnesium alumino-metasilikatového nosi¢e pro snizeni burst efektu modelového
1é¢iva s vysokou rozpustnosti z hypromelosovych matric ............cccoovviiiiiiiiinnnnnn 171
Optimalizace nové in situ syntézy pyrroloimidazolidinonovych derivata prolinu jako
potencialnich lokalnich anestetik ............ccccoviiii i e e a0l 176

Molekularn€ biologické hodnoceni nové syntetizovanych nanotransportéri antracyklinovych

antibiotik ... e e 179
Biofyzikdlni a biochemicka charakteristika derivati hydronaftalenkarboxanilidu ....184
Utinky citalopramu na hladiny adipokind v eXperimentu ...............cocuvveveererunreennns 189
Hodnoceni bioaktivnich latek instrumentalnimi metodami .............cccooviii i, 192

Hodnoceni proapoptotickych ucinkd novych salicylanilidovych derivati na lidskych
leukemickych buiikdch THP-1 ... e 196
Syntéza derivata 1,3,5-triazinu obsahujicich nové triazoloveé, piperazinové a dalsi dusikaté
strukturni motivy a jejich prekurzorii s vyuzitim metod ,,zelené chemie ........................ 201
Stanoveni obsahu proanthokyanidinii v nutraceutickych piipravcich .......................205
Totalni syntéza Mulberrofuranu Y a jeho analog jako latek se slibnou protizanétlivou
AKEIVITOU oo e e e e e et e 209
Syntéza a charakterizace potencialnich inhibitorti acetylcholinesterazy .................... 213
Zinkem modifikovany Nanotransportér doxorubicinu pro cilenou 1é¢bu zhoubnych nadori

O] (011 =1 Y PP 217



Prispévky

Fakulty veterinarniho lékarstvi



Odbér semene a uméla inseminace plazi
Matteo Oliveri, Dita Viskova, Pavlina Veverkova, Aneta Puskasova

Klinika chorob ptakii, plazii a drobnych savcu, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni

a farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

Jedna pétina vSech druhti plazii nyni celi Vyhynutil. Moznost Setrného odbéru semene,
vySetfeni spermatu a jeho nasledné pouziti k umélé inseminaci predstavuje jednu z cest, které

mohou piispét k zachovani genofondu ohroZenych druhii plazi.
Material a metodika
a) Gekoncici, agamy, leguani

Experimentalni zvirata. Odbéry semene se provadély u 10 samcii gekoncika noc¢niho
(Eublepharis macularius), 3 samct agamy bradaté (Pogona vitticeps), 5 samci leguana
zeleného (lguana iguana). Agamy, gekoncici a leguani byli chovani na experimentalnim
oddéleni Kliniky chorob ptakd, plazt a drobnych savci v podminkéch ptizptisobenych témto

druhtim plazt.

Odbér semene. U agam, gekonciki a leguant se odbér provadi jemnou masazi baze
hemipenist tupou sondou. Zvife se fixuje ve sternalni poloze. Pfed odbérem je nutné vyvolat
defekaci vyplachem kloaky fyziologickym roztokem, aby se zabranilo kontaminaci semene.
Masaz provadime krouZivym pohybem sondy. Po chvili dochazi k vysunuti hemipenisu a k
ejakulaci. Semeno nasavame do insulinové injek¢ni stéikacky bez jehly. Elektroejakulace byla
provedena u dvou samcii leguana zeleného. Opét byl proveden vyplach kloaky, aby nedoslo
ke kontaminaci semene. Pro Gvod do anestezie byl pouZzit alfaxalon (5 mg/kg, 1V), ktery se
aplikoval do ventralni ocasni Zily. Nasledné probéhla intubace leguant a anestezie byla déle
vedena isofluranem (3 %). Sonda byla zavedena do kloaky 6—7 cm hluboko, elektrody
sméfovaly dorsalné. Celkova sekvence byla rozdélena na tfi Casti obsahujici 2 série
o 30 stimulacich 0,5 az 1 voltem. Stimulacni cyklus sestaval pfiblizn¢ z 1 sekundy
od 0 do pozadovanych voltl, nasledné 2 az 3 sekund na idedlni voltazi a pak rychlého navratu
na 0 voltd po dobu 3 sekund. Béhem stimulace byly zaznamenany silné z&Skuby panevnich

kondetin.



Redéni ejakuldtu a hodnoceni motility (Pogona vitticeps). Byla pouzita tfi rizna fedidla:
fyziologicky roztok, TRIS a 3,1% natrium citrat. VSechna tedidla se temperovala na teplotu
38 °C. Na podlozni sklicko byl nanesen jeden dil semene a ¢tyii dily fedidla, po smichani
jsme preparat prikryli krycim sklem. Motilita byla vyhodnocovana subjektivné pii zvétSeni
200x.

Barveni ejakulatu (Eublepharis macularius). Na barveni ejakulatu byly vybrany tii typy
barveni spermii pro morfologické vysetieni: Hemacolor, barveni dle Farellyho a barveni
dle Karrase. Pro tyto ucely jsme provadéli odbér semene u 10 gekonc¢ikii nocnich, u 7 jedinct

se odbér nezdatil. Morfologii jsme v kazdém vzorku hodnotili u 50 spermii.

b) Hadi

Experimentalni zvirata. Bylo pouZito deset dospélych klinicky zdravych hadd: 1.3 uzovky
Cervené (Pantherophis guttatus); 1.1 psohlavci orino¢ti (Corallus hortulanus); 1.1 hroznysi
psohlavi (Sanzinia madgascariensis) a 1.1 uZzovky obrovské (Hydrodynastes gigas). VSechna
zvitata pochazela ze soukromych chovii, kde byla chovdna v podminkach ptizpisobenych

témto druhtim hadu.

v

Odbér semene masazZi. Odbér spermatu zaciname Setrnym proplachem kloaky sterilnim
fyziologickym roztokem, aby se vyvolala defekace a zabranilo se kontaminaci semene. Masaz
ventralni ¢asti kaudalni tfetiny t€la hada se provadi manualng, vyvinutim tlaku palce na

gastrostezich a prejizdénim ruky po téle hada kranio-kaudalnim smérem.

Kontrola aktivity vajecnikii pomoct ultrasonografie. Za ucelem provedeni umélé inseminace
ve spravném okamziku byla ovarialni aktivita samic (pifitomnost pre-ovulac¢nich folikuli)
hodnocena pouzitim ultrasonografického pristroje. V dobé inseminace vSechny samice

vykazovaly pfitomnost pre-ovulacnich folikult.

Endoskopicky asistovana inseminace u hadii. V zavislosti na velikosti hada byl pouZit
uretroskop (4 mm, 6 °, 43 cm, endoskop Karl Storz, Tuttlingen, Germany) nebo artroskopicky
teleskop (4 mm, 0 °, 16 cm, Olympus Medical Systems, Tokyo, Japan). Cerstvy vzorek

semene byl do vejcovoda samice vpraven pomoci katétru.



Vysledky

Odbér semene. Agama bradata: u agam €. 1 a 2 byl odbér uspésny (pocet pohyblivych spermii
se pohyboval od 20 do 30 %). U agamy ¢. 3 doslo opakované k odbéru velmi malého objemu
semene a ke kontaminaci uraty, coz pravdépodobné vedlo k umrti spermii. Gekon¢ik no¢ni:
odbér semene se zdafil u tii z deseti jedincl. Leguan zeleny: odbér u leguanii nebyl uspésny
pii pouziti masaze, ani v piipadé elektroejakulace. Hadi: po dvou az tfech minutach masaze,
pti vyvinuti tlaku palcem nad kloakou, se podafilo odebrat nekolik kapek spermatu do
insulinové injekéni stiikacky. Odbér semene pomoci masaze se zdafil u vSech hadl, veskeré

odebrané vzorky obsahovaly pohyblivé spermie a malé mnozstvi urati.
Hodnoceni motility dle pouzitého redidla:

Tabulka €.1 Primérnd motilita spermii u agam bradatych pfi pouziti riznych fedidel

Agama Fyziologicky roztok TRIS 3,1% natrium citrat
1. 30 % 1% 175%
2. 20 % 5% 5%
3. 0% - 0%
priameér 16,7 % 3% 7,5%

Barveni na morfologii spermii:

Tabulka ¢.2 Vysledky morfologického barveni spermii

Farelly Hemacolor Karras
.2 | ¢4 |¢5| @ |¢c2|¢c4|¢5 | g |¢c4b4)| ¢5 %)
Abnormality hlavicky (%) 0 26 12 | 12,7 | 52 | 100 | 30 |60,7 | 42 64 53
Abnormality krcku (%) 44 6 70 | 40 28 10 66 |34,7| 36 98 67
Abnormality biciku (%) 4 36 2 14 8 14 8 10 0 0 0
Fyziologické spermie (%) 52 | 32 16 | 33,3| 8 0 2 3,3 | 22 2 12

Umeéla inseminace. DvE ze tii uzovek cervenych v Cervnu (dva mésice po provedeni umelé
inseminace) nakladly vejce (14 a 16 vajec). Primérny pocet vajec je u tohoto druhu 12-20.

VSechna vejce byla oplodnéna a k vylihnuti doSlo po dvou mésicich. V fijnu (Etyfi mésice po
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provedeni umélé inseminace) se narodila mlad’ata psohlavce — dva zdravi a pét slabsich
jedincu (pocet mlad’at pro tento druh je velmi variabilni, dle zkuSenosti autort je brano 4 az

14 za normalni pocet).

Zavér

Nejlepsi metodou pro barveni spermii u gekoncikii se jevi barveni dle Farellyho, kde bylo
zaznamenano 33 % fyziologickych spermii, pfi pouziti barveni Hemacolor pouze 3 %
a Vv ptipadé¢ barveni dle Karrase 12 %. Po pouziti barveni Hemacolor a dle Karrase také doslo
k vyraznym defektim piedev§im na hlavi¢ce a krcku. Pro fedéni semene je vhodné pouzit
fyziologicky roztok. Masaz baze hemipenisti u jestéri a masaz kaudalni tfetiny téla hadi jsou
vhodné metody k odbéru semene. Divodem netspéchu pii odbéru semene u leguanu byla
pravdépodobné jejich izolace od samic a stafi jedinct (13 let), coz vedlo k potlaceni stimula
pro tvorbu spermii. Metoda odbéru semene pomoci masaze u samci a endoskopicky
asistovana inseminace u samic muze byt uzite¢nou technikou v programech na zachranu
nékterych druhti plazii. Nicméné je zapotiebi dalSich studii zamétenych na druhové specifické

rozdily, coZ by nasledné mohlo zvysit ispéSnost umélé inseminace.
Seznam literatury

1. BOHM M, COLLEN B, BAILLIE JEM, BOWELS P et al: The conservation status of the
world’s reptiles. Biol Conserv 157: 372-385, 2013.

2. CLULOW J, CLULOW S: Cryopreservation and other assisted reproductive technologies

for the conservation of amphibians and reptiles: bringing the ARTs up to speed. Reprod Fertil
Dev 28: 1116-1132, 2016.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 102/2017/FVL.



Prevalence equinniho sarkoidu u koni v Ceské republice a zhodnoceni rizikovych
faktort na jejich vyvoj
Ronen Hoikhman, Petr Jahn

Klinika chorob koni, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a farmaceutickd

univerzita Brno

Uvod

Equinni sarkoid, lokaIln€ invazivni fibroblasticky kozni tumor, patii mezi celosvétove
nejcastéjsi tumory koni (Regland et al. 1966, Marti et al. 1993). Tyto nadory nepiiznivé
ovliviluji hodnotu a €asto i pracovni vyuziti kon¢ (Scott et al. 2011, Torrontegui a Reid 1994).
Etiopatogeneze equinnich sarkoidi neni stdle piesné znama a je pravdépodobné
multifaktorialni (Jandova et al. 2012). V zavislosti na geografické lokalizaci je nicméné za
kauzalni agens obecné povazovan bovinni papilomavirus (BPV) typ 1 a 2 (Taylor et al. 2012,
Knottenbelt et al. 2015). Svou roli v predispozici pro infekci BPV s naslednym vznikem
sarkoidu mohou hréat i genetické faktory, a to bud’ mechanismy sniZzené odolnosti organismu
k infekci, nebo jeho zvySené nachylnosti (Staiger et al. 2016, Knottenbelt et al. 2015). Nékteré
studie vyhodnocuji plemennou predispozici k infekci BPV a vzniku sarkoidi, pfi¢emz vétSina
se soustiedi na urc¢ita plemena (Angelos et al. 1988, Mohammed et al. 1992, Wobeser et al.
2010, Knottenbelt et al. 2015).

Cilem nasi studie bylo vyhodnoceni prevalence sarkoidi u vybranych plemen koni v Ceské
republice se zaméfenim na narodni plemena (starokladrubsky kun a slezsky norik) a ziskani
koznich stéri pro pozdéjsi prikaz BPV a jeho specifikaci pomoci sekvenovani virové DNA
metodou PCR (Angelos et al. 1988, Mohammed et al. 1992, in Knottenbelt et al. 2015,
Wobeser et al. 2010). Jako rizikovy faktor byla posuzovana pfitomnost chovi skotu v

bezprostiedni blizkosti vySetfovanych koni.

Material a metodika
Odbér vzorka

Pro dosazeni dostatecného poctu koni ke statistickému zpracovani bylo kazdé plemeno

posuzovano samostatné a zastupci danych plemen byli vybirani nahodné. Jednotlivi majitelé



dali souhlas k vySetieni a terapii koni v pfipad¢, Ze by vzorky byly pozitivni. Byla odebrana
anamnéza a kazdy kin byl klinicky vySetfen na pfitomnost sarkoidli, zejména na
predilekénich mistech. Pfi zachytu sarkoidl byla potizena fotodokumentace a nasledné byly
od postizenych koni odebrany kozni stéry z postizeného mista, které byly zamrazeny a dale

uchovany pfi teploté -80°C.

Jako rizikovy faktor byla zjiStovana pfitomnost chovii skotu v bezprostiedni blizkosti

vySetfovanych koni.
Statisticke vyhodnoceni

K ziskani statisticky dostacujiciho vzorku populace byl nejdiive zjistén celkovy pocet koni v
Ceské republice a pocet koni zapsanych pod jednotlivymi plemeny. Velikost minimalniho
poctu zvifat jako reprezentativniho vzorku pro jednotliva plemena koni byla vypoctena podle
nize uvedené rovnice s ptihlédnutim k ptedpokladané senzitivité 95 % a specifité klinického
vysetieni 95% (Cannon 2001).

(L-(L-a)"°)(N - 17 (seD-1))
Se

n

112

Vysledky

Celkem bylo klinicky vysetieno 524 koni ze 14 rtiznych staji Ceské republiky. Plemena, ktera
byla prozatim hodnocena, zahrnuji starokladrubského kon¢, anglického plnokrevnika,
arabského plnokrevnika, slezského norika, ¢eského teplokrevnika a appaloosu (Tab. 1). Ze
ziskanych dat byla vystavéna pilotni studie indikujici pocet koni, ktery bude dostacujici pro
epizootologickou studii. Tabulka 1 dale sumarizuje procentualni zastoupeni koni, u kterych
byl zjistén vyskyt sarkoidti a odebrany kozni stéry. Tato ¢isla byla vyuzita k vypoctim
minimalniho poc¢tu koni nutného pro spravné statistické vyhodnoceni. Studie bude dale

pokracovat sbérem dat a vzorkl (odbér maximalné dosazitelného poctu vzork).

Chov skotu byl zaznamenan v bezprostiedni blizkosti pouze jednoho z vySetiovanych chovi

(chov starokladrubského kon¢ s celkovym poctem 51 koni).



Zavér

Klinickym vySetfenim 524 koni byl zjiStén vyskyt sarkoidii u 33 koni (6,09 %). Nejvyssi

prevalence byla zaznamenana u plemene arabsky plnokrevnik (31,57 %). Od koni s klinickym

vyskytem sarkoidii byly odebrany kozni stéry pro priikaz BPV. Ziskané vysledky jsou

piredbézné a studie bude dale pokracovat.

Tabulka 1: Vyskyt sarkoidd u jednotlivych plemen koni v Ceské republice.

Plemeno Celkovy | Pocet Pocet koni | Praimérny | Procentudlni | PoZadované
podet klinicky se sarkoidy | vék koni | vyjadteni minimalni
koni v vySetienych | v rAmci s nalezem | prevalence mnozstvi
ramci koni v vySetienych | sarkoida | (%) vySetienych
daného | ramci koni (n) (rok) koni pro
plemene | daného dané
v CR plemene plemeno

(N)
Starokladrubsky | 1788 160 4 8.6 2.56 121
kan
Anglicky 8780 199 14 10 7.03 44
plnokrevnik
Arabsky 849 19 6 8.8 31.57 9
plnokrevnik
Cesky 17835 81 7 12.5 8.64 35
teplokrevnik
Appaloosa 802 54 2 6 3.7 80
Slezsky norik 1220 11 0 ? 0 ?

Literatura

Angelos J., Oppenheim Y., Rebhun W., Mohammed H. and Antczak D. F. 1988. Evaluation

of breed as a risk factor for sarcoid and uveitis in horses. Animal Genetics. 19: 417 — 425.

Cannon R.M., 2001. Sense and sensitivity — designing survey based on an imperfect test.
Prevent. Vet. Med. 49: 141 — 163.

Jandova V., Klukowska-Roétzler J., Dolf G., Janda J., Roosje P., Marti E., Koch C., Gerber V.,
Swinburne J., 2012. Whole genome scan identifies several chromosomal regions linked to
equine sarcoid. Schweitz. Arch. Tierhielk. 154: 19 — 25.

Knottenbelt D. C., Patterson —Kate J. C., Snalune K. L. 2015. Sarcoids. In Clinical Equine
Oncology. Elsevier. Pp 203 — 2109.




Marti E., Lazary S., Antczak D.F. and Gerber H., 1993. Report of the first international
workshop on equine sarcoid. Equine vet. J. 25: 397 — 407.

Mohammed H.O., Rebhun W.C. and Antczk D.F., 1992. Factors associated with the risk of
developing sarcoid tumours in horses. Equine. Vet. J. 24: 165 — 168.

Regland W. L., Keown G.H. and Gorham J. R., 1966. An epizootic of equine sarcoid. Nature
210: 1399.

Scott D.W. and Miller W. H. J., 2011. Neoplasms, Cysts, Hamartomas and Keratoses. In
Equine Dermatology. Elsevier. Pp 479 — 488.

Staiger E. A., Tseng C. T., Miller D., Cassano J. M., Nasir. L., Garrick D., Brooks S. A. and
Antczak D. F., 2016. Host genetic influence on Papillomavirus — induced tumors in the horse.
Int. J. Cancer. 139: 784 — 792.

Taylor S. and Haldorson G., 2013. A review of equine sarcoid. Equine vet. Edu. 25: 210 —
216.

Torrontegui B. O. and Reid S.W.J., 1994. Clinical and pathological epidemiology of the
equine sarcoid in a referral population. Equine Vet. Edu. 6: 85 — 88.

Wobeser B.K., Davies J. L., Hill J. E., Jackson M. L., Kidney B. A., Mayer M. N, Townsend
H.G.G., Allen A. L., 2010. Epidemiology of equine sarcoids in horses in western Canada.
Can. Vet. J., 51: 1103 — 1108.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 104/2017/FVL.



Objasnéni vyvojového cyklu a identifikace ptivodce intranuklearni kokcidiozy Zelv

Lada Hofmannova®, Kristyna Bizkové®, Jana Kvicerova®*
Ustav patologické morfologie a parazitologie, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni
a farmaceuticka univerzita Brno®
Parazitologicky Ustav, Prirodovédeckd fakulta, Jihoceska univerzita v Ceskéch Budéjovicich?

Parazitologicky Ustav, Biologické centrum Akademie véd Ceské republiky, Ceské Budéjovice®

Uvod

Fenomén Emerging infectious diseases (EIDs) je celosvétovym problémem ohrozujicim volné
zijici i chované druhy exotickych zvifat. Mezi vyznamné EIDs u plazi patii intranuklearni
kokcidiéza zelv (TINC) (Gibbons & Steffes, 2013), prvné zaznamenana v roce 1990 jako
zavazné a letalni onemocnéni u Zelv paprs€itych (Geochelone/Astrochelys radiata) v USA
(Jacobson et al., 1994). Infekce byla nasledn¢ opakované detekovana jako systémové letalni
onemocnéni Zelv chovanych v zajeti 1 u Zelv pochazejicich z volné ptirody (Garner et al.,
2006). V roce 2008 byl publikovan prvni a dosud jediny zachyt TINC v Evropé, a to v
Némecku u Zelv paprscitych odchovanych v zajeti (Schmidt et al., 2008). V souhrnné studii
infekéni onemocnéni postihujici zelvy v€. vysoce ohrozenych druhti (Gibbons & Steffes,
2013). Navzdory opakovanym nalezim intranuklearnich endogennich stadii za vyuZiti
elektronove mikroskopie, metod detekce pomoci PCR prakticky ve vSech organech uhynulych
zelv a snaze o zavedeni antemortem diagnostiky (Innis et al., 2007), nebyl dosud ptivodce
TINC a vyvojovy cyklus vcetné cesty prenosu jednoznacné identifikovan. Absence téchto
informaci komplikuje v€asnou diagnostiku a u¢innou prevenci TINC, mimo jiné pfedevsim v

chovech a populacich ohroZenych Zelv.

Material a metodika

Trus klinicky nemocnych Zelv pardalich (Stigmochelys pardalis) soukromého majitele byl
vySetfen centrifugacné flotaénim vySetfenim (Sheatherv roztokem o spec. hm. 1,3) vyuZitim
svételného mikroskopu Olympus BX53 vybaveného pro Nomarskiho diferencialni kontrast
(zvétseni 400-1000x) a kamerou Olympus DP73. V ném detekované oocysty byly, zméfeny,

sporulovany a nasledné morfologicky profilovany. Tyto vysporulované oocysty byly v davce
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1x10° pouZity k peroralni experimentalni infekci Zelv Testudo horsfieldii, T. hermanni, T.
graeca, Geochelone sulcata. Experimentalné infikovani klinicky nemocni jedinci byly
usmrceni 6-8 tydnt po infekci a jejich tkané byly podrobeny histopatologickému a PCR
vySetieni. Celkova DNA byla izolovana komerénim kitem a specifickd 18S rDNA byla
amplifikovana pomoci hemi-nested PCR s primery 18F, 1503R a INC-qPCR2R dle metodiky
Alvarez et al., 2013. PCR produkty byly oboustrann¢ sekvenovany (Macrogen, Netherlands) a

ziskané sekvence nasledné¢ analyzovany pomoci BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) a

DNASTAR Inc., Madison. Fylogenetické analyzy byly provedeny dle Javanbakht et al., 2015.

V ramci parazitologického screeningu cileneho na standardizaci mol. diagnostiky bylo vyse
uvedeny zpisobem koproskopicky a pomoci PCR vySetfeno dalSich 135 vzorkt trusu

zdravych i nespecifické klinické ptiznaky vykazujicich Zelv.
Vysledky

Koproskopické vySetfeni zelv S.pardalis vykazujicich pifiznaky TINC odhalilo sféricke
nevysporulované oocysty o velikosti ~ 6—7 pm. Po sporulaci (min. 3 dny) se tenkosténné
oocysty ukazaly jako eimeriidni, obsahovaly 4 astideélni sporocysty a v kazdé dva sporozoity.

Extrémné fragilni oocysty se béhem neékolika minut v cukerném roztoku rozpadaly.

Vsechny experimentalné infikované Zelvy byly k infekci vnimavé. Oocysty u nich byly
detekovany koproskopicky/PCR (v zavislosti na druhu) od 30. do 167. (180.) dne po infekci.
Histologické vySetfeni ukazalo pfitomnost vyvojovych stadii intranuklearnich kokcidii ve
stfevé, jatrech, ledvinach a plicich. PCR vySetfeni tkani prokazalo ptitomnost DNA TINC ve
vSech orgéanech i v krvi. VSechny sekvence spolu korespondovaly. Reprezantativni sekvence
(Usek 581 bp 18S rDNA) z puvodniho materialu byla alignovana se 44 vybranymi sekvencemi
kokcidii z databaze GenBank. Fylogeneticke analyzy ukéazaly jako nejblizsi sekvenci
intranuklearni kokcidie z Zelvy Indotestudo forsteni (AY728896), s kterou naSe sekvence
vytvofila samostatné separovanou a dobie podpotenou linii lokalizovanou bazéalné vici

ostatnim eimerioridnim kokcidiim (Obrazek 1).

Vysetteni klinického materidlu (trusu) cilene na standardizace mol. diagnostiky prokézalo
TINC v jediném chovu a to u étyt Zelv pardalich (klinické ptiznaky, koproskopie, PCR) a

jedné T. horsfieldii (bez symptoml, negativni koproskopie, opakované pozitivni PCR).
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Zavér

Detekce a morfologicky popis exogennich stadii TINC, priukaz jejich peroralniho pienosu,
infektivity pro vice druht zelv a fylogenetické zatazeni pivodce jsou zdsadnimi poznatky,
které umozni posun nejen ve v¢asné diagnostice, prevenci a feSeni Sifeni tohoto onemocnéni,

ale také umozni smétovat dal$i vyzkum zaméieny na ochranu ohrozenych druhii Zelv.
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Obrazek 1. Fylogeneticky strom znazoriujici postaveni ndmi izolované sekvence TINC
(tu¢né) a ostatnich kokcidii na zaklad€ useku 18S rDNA.
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Uvod

Escherichia coli je obecné znama jako komenzal stieva savcl a ptakd. Tyto bakterie vSak
mohou ziskat specifické vlastnosti, které jim umozni piezivat v organismu hostitelli, ptekonat
jejich obranné mechanismy a vyvolat charakteristicka stfevni nebo mimostfevni onemocnéni.
Kolibaciléza je Castou infek¢éni chorobou, ktera v dusledku zvySené nemocnosti a thynu
zpusobuje celosvétové znacné ekonomické ztraty v chovech intenzivné chované hrabavé
driibeze. Puvodcem kolibacilozy jsou kmeny E. coli patogenni pro ptaky (Avian Pathogenic
Escherichia coli - APEC), které¢ vyvolavaji rizné formy extraintestinalnich infekci dribeze
(sinusitida, aerosakulitida, perikarditida, perihepatitida, peritonitida, koliseptikémie,
salpingitida, koligranulomatoza, celulitida, Zloutkova peritonitida, panoftalmie a synovitida).
Patogenita APEC je urCovana tvorbou rtiznych faktort virulence, kterych bylo u APEC
doposud validovano 29 (Guabiraba and Schouler, 2015). Jednd se zejména o adheziny,
protektiny, toxiny, faktory pro ziskavani Zeleza a dalSi faktory. Kmeny APEC jsou velmi
riznorodé co do zastoupeni sérotypi a kombinaci faktorti virulence, které¢ umoznuji jejich
patogenni uplatnéni v organismu hostitele. Jednotlivé faktory virulence jsou determinovany
geny, které se mohou v omezeném poctu vyskytovat i u kmentt komenzalnich, coz komplikuje
interpretaci laboratornich vysledkii. V poslednich né¢kolika letech byla ovéfena rizna
diagnosticka schémata, ktera jsou zaloZena na prikazu kombinace vybranych genti, u nichz
byla potvrzena vysoka hodnota rozliseni APEC od komenzalni E. coli (Ewers et al., 2009;
Johnson et al., 2008; Schouler et al., 2012). Izolaty APEC byvaji soucasné multirezistentni
viuci ucinku antimikrobidlnich latek (Li et al., 2015), proto podrobnéjsi charakteristika gent
kodujicich mechanismy jejich antibiotické rezistence je dalSim nezbytnym krokem laboratorni
diagnostiky APEC. Podrobnéjsi charakterizace genetické vybavy izolatt E. coli ziskanych pfi
kultiva¢nim vySetieni klinického a sekéniho materialu z driibeze se zda byt z vySe uvedenych
duvodi nezbytna k tomu, aby bylo mozné ziskané vysledky pouZzit jako podklad pro cilenou

1é¢bu, prevenci a profylaxi kolibaciloézy v postizenych chovech driibeze.
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Material a metodika

Za uéelem podrobné charakterizace bylo z laboratorni sbirky mikroorganismi Ustavu
infekénich chorob a mikrobiologie vybrano celkem 95 E. coli izolovanych z organi a ser6z
stejného poctu jedinct kura domaciho s diagn6zou kolibacilozy. Vysetfovany soubor driibeze
tvofila jednodenni kufata se zanétem zloutkového vacku a sepsi a dale vykrmovi brojlefi a
nosnice s aerosakulitidou a polyserositidou, nebo peritonitidou. VétSina materialu byla
odebrana na 40 ruznych ceskych farmach, 8 izolati pochazelo takeé ze Slovenska a 10
z Rumunska. Kultivace probéhla za pouziti vybéroveé — diagnostickych a univerzalnich pid za

aerobnich podminek, k druhové identifikaci byla pouzita metoda MALDI — TOF MS.

U 95 izolata E. coli bylo metodou PCR prokazovano celkem osm genu kodujicich vybrané
faktory virulence (iss, ompT, cvaC, iroN, iutA, tsh, felA, frz), které byly zvoleny na zakladé
publikovanych 1udaji o jejich vysoké diskrimina¢ni hodnoté pro odliSeni APEC od
komenzalnich E. coli. Nésledovala identifikace fenotypu antimikrobiélni rezistence vici
zakladnim skupindm antimikrobiédlnich latek zahrnujicim beta-laktamy, chinolony,
tetracykliny a sulfonamidy diskovym difuznim testem v souladu s metodickymi pokyny
Institutu pro klinické a laboratorni standardy (CLSI). U izolatd vykazujicich fenotyp
rezistence alespon k jednomu antibiotiku byly metodou PCR identifikovany kddujici geny
rezistence a mobilni genetické elementy figurujici v moZzném horizontalnim transferu
rezistence, zejména integrony tiid 1 a 2. Molekularn¢ - geneticky bylo také stanoveno
zaClenéni jednotlivych izolati do fylogenetickych skupin A - F dle Clermontova schématu
(Clermont et al., 2013). Polymerazovou fetézovou reakci jsme dale u 95 izolatt prokazovali
pfitomnost plazmidli nejvyznamnéjSich skupin inkompatibility. VSechny izolaty byly také
sérotypizovany aglutinaci s komerénimi antiséry. Genomova DNA tficeti vybranych E. coli
byla izolovana a precisténa komerénim DNA kitem s cilem sekvenace genomu metodou Next

Generation Sequencing (NGS), ktera byla realizovéana pracovniky VUVeL Brno.
Vysledky

U vice nez 90 % izolati E. coli byl metodou PCR prokazan alespon jeden z hledanych genti
kodujicich vybrane faktory virulence, vétsina (58 %) jich nesla pét az sedm soucasné. Soubor
vsak obsahoval také 8 izolatt (8 %), u nichZ nebyl detekovan Zadny z nich. Vétsina izolath
v naSem souboru (94 %) vykazovala v diskovém difuznim testu rezistenci alesponi k jednomu
antibiotiku, Sest izolata (6 %) bylo citlivych ke vSem testovanym antimikrobnim latkam,

naopak 66 izolata (70 %) bylo multirezistentnich. Nejvice byla zastoupena rezistence
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k ampicilinu (83 %) a kyseliné nalidixové (65 %). Molekularné — genetickou analyzou byla u
rezistentnich izolatt E. coli prokazana pfitomnost kodujicich geni blatem, blasyy, tet(A),
tet(B), sull, sul2 a sul3. Fylogenetickou analyzou a za pouziti kvadruplex PCR jsme mezi 95
vybranymi izolaty identifikovali zastupce vSech fylogenetickych skupin E. coli sensu stricto,
tedy A, B1, B2, C, D, E a F. Nejvice jich nalezelo k fylogenetické skupiné B2 zahrnujici
izolaty s vyssi virulenci (27 %), na druhém misté byla skupina B1 s pfevazné komenzalnimi
zastupci (23 %). Pomoci metody PCR jsme u charakterizovanych izolatt dale prokazali
piitomnost plazmidt skupin inkompatibility B/O, P, A/C, Y, 11, HI1, HI2, K, X1, FIB, FIA a
FIIA. Vétsina nasich izolatd vykézala plazmidy typu FIB (73 %) a FIIA (92 %). Sedesat sedm
izolatt, tedy 71 %, neslo oba tyto plazmidy soucasné. Rychlou sklickovou aglutinaci jsme se
zaméfili na vyhledani ¢tyf konkrétnich sérotypt asociovanych s vyssi virulenci a to sérotypt
01, 08, 018 a O78. Timto zpusobem se podafilo otypovat 52 % izolat, 48 % nereagovalo
s Zadnym z pouZzitych antisér. Nej¢astéji byla v naSem souboru zastoupena séroskupina O1

(32 %), nasledovaly séroskupiny 08 (14 %), O78 (4 %) a séroskupina 018 (2 %).
Zaver

V ramci této studie byla shromazdéna sbirka izolatt E. coli z riznych kategorii dribeze a
zZ riznych typl projevi infekce timto patogenem a byla dokumentovana jejich velka geneticka
variabilita. Sbirka ukazuje, Ze kmeny zpUsobujici kolibacilozu driibeze pochdzeji z riznych
fylogenetickych skupin a nesou fadu gent virulence v riznych kombinacich. Vykazuji také
znacnou miru rezistence k bézné pouzivanym antimikrobidlnim latkam. Vysoky vyskyt
skupin plazmidt, znamych svou asociaci s determinantami virulence a rezistence, naznacuje,
ze APEC jsou pfipraveny tyto determinanty Sifit horizontdlnim transferem, coz mize
predstavovat komplikaci v terapii kolibacilézy dribeze a potencialné i jistou hrozbu pro
lidskou populaci. Charakterizované izolaty dale vykazaly rozstépeni do dvou skupin. 1zolaty
z nejmladSich vékovych kategorii se vyznacovaly piekvapivé vy$si mirou molekularnich
znaku virulence. Naopak izolaty z aerosakulitid a septikémii n¢kolikatydennich jedinct mély
téchto znakt obecné méné, ale vykazovaly vy$$i tendenci k rezistenci. Zda se tedy, Ze
generalizované infekce ptivodem ze Zloutkového vacku zpusobuji z velké ¢asti kmeny, které

jsou dobie vybaveny determinantami virulence.

17



Citovana literatura

Clermont O., Christenson J.K., Denamur E., Gordon D.M. The Clermont Escherichia coli
phylo-typing method revisited: improvement of specificity and detection of new phylo-
groups. Environmental Microbiology Reports. 2013;5(1):58-65.

Ewers C., Antao E.M., Diehl 1., Philipp H.C., Wieler L.H. Intestine and environment of the
chicken as reservoirs for extraintestinal pathogenic Escherichia coli strains with zoonotic
potential. Applied and Environmental Microbiology. 2009;75(1):184-192.

Guabiraba R. and Schouler C. Avian colibacillosis: still many black holes. FEMS
Microbiology Letters. 2015;362(15):fnv118.

Johnson T.J., Wannemuehler Y., Doetkott C., Johnson S.J., Rosenberg S.C., Nolan L.K.
Identification of minimal predictors of avian pathogenic Escherichia coli virulence for use as
a rapid diagnostic tool. Journal of Clinical Microbiology. 2008;46(12):3987-3996.

Li Y., Chen L., Wu X., Huo S. Molecular characterization of multidrug-resistant avian
pathogenic Escherichia coli isolated from septicemic broilers. Poultry Science.
2015;94(4):601-611.

Schouler C., Schaeffer B., Brée A., Mora A., Dahbi G., Biet F., Oswald E., Mainil J., Blanco
J., Moulin-Schouleur M. Diagnostic strategy for identifying avian pathogenic Escherichia coli
based on four patterns of virulence genes. Journal of Clinical Microbiology. 2012;50(5):1673-
1678.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno ¢ 107/2017/FVL.

18
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Petr Rauser, Markéta Mrézov4, Michal Crha, Martina VVychodilova
Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka

univerzita Brno

Uvod

Nitroo¢ni tlak (NOT) je tvofen tlakem nitroo¢ni tekutiny na fibrézni vrstvu o¢niho bulbu.
Muze byt ovlivnén fadou faktort — velikosti zornice (Almeida a kol. 2004), krevnim tlakem
(Cunningham a Barry 1986), parcialnim tlakem oxidu uhli¢itého v arteriich (P,CO;) (Cooper
a kol. 1979), pouZitymi medikamenty (Thomson 2007) a dalSimi faktory.

Laparoskopie je chirurgickd metoda, jejimiz pfednostmi jsou miniinvazivita a omezeni
pooperacni morbidity a diskomfortu pacienta (Shariati a kol. 2014). Laparoskopie docilena
nitrobfi$ni insuflaci CO, (tzv. kapnoperitoneem) naruSuje pacientovy kardiovaskularni a
respira¢ni funkce (Weil 2009) a zvySuje hladinu P,CO,. Toto zvyseni — hyperkapnie muze
vyvolat choroidalni vazodilataci a vzestup NOT (Hvidberg a kol. 1981). Pro udrzeni
fyziologické hladiny P,CO; pacienta je proto obvykle nutna ventila¢ni podpora.

Cilem této studie je posoudit vliv spontanniho dychani a dvou zptisobi umé¢lé plicni ventilace

na nitroo¢ni tlak u psi pii laparoskopii s kapnoperitoneem.

Material a metodika

Do studie bylo zatazeno 30 zdravych psu, ktefi podstoupili laparoskopii s kapnoperitoneem.
Vsichni psi byli klinicky zdravi bez o¢nich abnormalit s NOT 10 - 25 mmHg (Renwick
2002). M¢teni byla provadéna formou dvojité slepé prospektivni klinické studie.

Vsichni psi byli premedikovani medetomidinem (0,01 mg kg™ i.v.; Domitor 1 mg/ml, Orion,
Finsko) s butorfanolem (0,2 mg kg™ i.v.; Butomidor 10 mg/ml, Richter Pharma AG,
Rakousko), ivod byl proveden propofolem (1 —2 mg kg™ i.v.; Norofol 10 mg/ml, Norbrook,
S. Irsko) a anestezie vedena isofluranem (1,5 %, Isofluran, Torrex Chiesi, Rakousko) ve smési
kyslik — vzduch, vdechovana frakce kysliku byla 0,6.

Zvitata byla rozdélena do 3 skupin. Psi skupiny SPO (n = 10) dychali po celou dobu vykonu
spontanné. Psi druhé skupiny — skupiny NOR (n = 10) byli uméle po celou dobu vykonu
ventilovani tlakové kontrolovanou, objemové limitovanou automatickou ventilaci
s preruSovanym pietlakem (IPPV). Upravou dechové frekvence a inspiraéniho tlaku (PIP),
ktery nepiekroc¢il 20 cmH,0O, byla u pst skupiny NOR (n =10) udrZzovana po celou dobu
vykonu normokapnie 35 — 45 mmHg (Moens a Coppens 2007). Tlak na konci exspiria (PEEP)
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byl 2 cmH,O0. Psi tieti skupiny — skupiny KON (n = 10) byli po celou dobu vykonu uméle
ventilovani IPPV s konstantni frekvenci a PIP — dechova frekvence byla 10 decht/min, PIP 15
cmH,0 a PEEP 2 cmH,0.

Vsechny chirurgické vykony byly provedeny stejnym operatérem (Crha), ktery neveédél, o
kterou skupinu pacientil se jednd. Pfi operaci byl pouzit standardni laparoskopicky pfistup se
3 porty. Veressovou jehlou byl vhanén do dutiny biisni CO,, po ustaleni kapnoperitonea byl
udrZovan nitrobfisni tlak na 10 mmHg.

Sledované hodnoty zahrnovaly nitroo¢ni tlak (NOT), velikost zornice (VZ), tepovou
frekvenci (TF), systolicky a diastolicky krevni tlak (TKsys, TKgia), saturaci hemoglobinu
kyslikem (SpO,), dechovou frekvenci (DF), dechovy objem (V1) a endexspira¢ni koncentraci
CO; (EtCO,). Nitroo¢ni tlak byl méfen aplana¢nim tonometrem (TonoPen XL, Medtronic,
Jacksonville, FL USA) vZdy na stejném — levém oku pacienta. P¥i méfeni NOT byli psi
Vv dorzalni horizontalni pozici. Velikost zornicky byla meéfena zornickovym méfitkem
pfiloZenym na rohovku. Méfeni NOT a VZ byla provadéna stejnou osobou (Mrazova).
Srdec¢ni frekvence byla sniména 3 svodovym EKG se svody umisténymi na obou hrudnich a
levé panevni koncetiné pacienta. Krevni tlak byl méfen neinvazivné manzetou na levé hrudni
koncetiné monitorem (Cardel 9401, Midmark, UK). Saturace hemoglobinu kyslikem byla
meéfena Cidlem napojenym na jazyk pacienta. Dechova frekvence byla meéfena spolecné
s EtCO, pomoci side-stream techniky. Dechovy objem a tlaky v dychacich cestach (PIP,
PEEP) byly méieny spirometrickym kusem napojenym na konec endotrachealni rourky
pacienta (Pitotova trubice). Hodnoty TF, DF, EtCO, a SpO, byly zaznamenavany monitorem
(Datex Cardiocap |Il, Datex—-Ohmeda, Finland), hodnoty Vy, PIP a PEEP byly
zaznamenavany spirometrickym modulem inhalacniho anesteziologického pfistroje (Venar,
Chirana, Slovakia). VSechna méfeni byla provadéna stejnou osobou (Rauser).

Hodnoty NOT, VZ, TF, TKss, TKgia @ DF byly zméfeny a zaznamenany pred anestezii.
Stejné hodnoty navic doplnéné o SpO,, V1 a EtCO; byly zméfeny a zaznamenany 5 minut
pted insuflaci CO3 (Tpas), PO ukonceni insuflace CO; docilenim nitrobfisniho tlaku 10 mmHg
byly stejné hodnoty méfeny a zaznamenavany vzdy v 5 minutovych intervalech po dobu 30
minut (To — Ta3o).

Pro statistické zhodnoceni byl pouzit Anderson-Darling test, Bartlett test, ANOVA pro jeden

faktor a Dunnet test. Hladina vyznamnosti byla p < 0,05.
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Vysledky
Z 30 zvitat zahrnutych do studie méli psi ve skupiné SPO stafi 3,0 = 2,4 rokl (primér +
smérodatnd odchylka) a télesnou hmotnost 27,1 + 10,6 kg, psi ve skupiné¢ NOR stati 1,9 = 0,9
rokil a télesnou hmotnost 34,2 + 11,3 kg a psi ve skupiné¢ KON stafi 3,0 & 2,5 rokt a télesnou
hmotnost 28,8 £+ 9,1 kg. Signifikantni rozdil mezi skupinami zaznamenan nebyl.
U Zadné ze sledovanych skupin jsme nezaznamenali signifikantni rozdily v NOT v Zadném ze
sledovanych ¢asti oproti hodnotam pied kapnoperitoneem ani v jednotlivych sledovanych
¢asech mezi skupinami.
U psu skupiny SPO byly v T3y zaznamenany vysSi hodnoty VZ nezZ v ¢ase Thpas. Jiné rozdily
uvniti skupin ani mezi skupinami zaznamenéany nebyly.
U psu skupiny KON byly v T3g zaznamenany vyssi hodnoty TF neZ Tpas. Jiné rozdily uvnitt
skupin ani mezi skupinami zaznamenany nebyly.
U Zadné ze sledovanych skupin jsme nezaznamenali signifikantni rozdily v TKsys a TKgia ani
v SpO, vZadném ze sledovanych ¢asii oproti hodnotim v ¢ase Tpas ani Vv jednotlivych
sledovanych ¢asech mezi skupinami.
Hodnoty DF byly vyssi u psti skupiny NOR ve vSech sledovanych ¢asech kapnoperitonea (T
— Ta0) oproti psim skupiny KON. Dechova frekvence byla také vyssi u pst skupiny SPO
oproti pstim skupiny KON v Tys a T3p. U psti skupiny SPO byla zaznamenana vyssi DF v Ts
oproti hodnotam v ¢ase Tbas.
U psti skupiny SPO byl zaznamenan mensi V1 oproti psiim skupiny KON v ¢ase Tpas @ T10. U
pst skupiny SPO byl zaznamenan mensi VT také oproti psim skupiny NOR v ¢ase Ts, T1p. @
Tis.
U pst skupiny KON jsme v ¢ase Ts — T3p zaznamenali vy3si EtCO, oproti hodnotam v ¢ase
Thas-

Zavér
U psti podstupujici laparoskopii s kapnoperitoneem a nitrobfisSnim tlakem 10 mmHg béhem
30 minut pii anestezii medetomidin-butorfanol-propofol-isofluran nedochazi pii spontannim
dychani, ptfi ventilaci udrzujici normokapnii ani pii konstantni ventilaci k vyraznéjSimu
ovlivnéni nitroo¢niho tlaku. V pribéhu kapnoperitonea dochazi v zavislosti na ventilaénim
reZimu pouze k odchylkdm v dechové frekvenci, dechovém objemu a endexspiraéni
koncentraci CO,. Duvody muze byt relativné nizky nitrobfisni tlak pouzity pii laparoskopii

nebo kardiovaskularni u€inky medetomidinu maskujici rozsahlejsi zmény.
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Studium etiopatogeneze laminitidy u dojnic

Ivana Simkova', Karolina Pistkova?, Adriena Lauschmannova®,
Libuge Pacinkova®
Klinika chorob prezvykavci: a prasat, Fakulta veterindrniho lékarstvi, VFU Brno
2Klinickd laborator pro velka zvirata, VFU Brno
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Uvod

Vyskyt laminitidy — z&pal laminarnej Skary paznechtu vedlci k oslabeniu z&vesného aparétu
paznechtnej kosti a k vzniku lézii rohoviny paznechtu nie je u prezivavcov stéle uspokojivo
dokazany'. Podra niektorych zdrojov je viak laminitida stale oznadovana za ¢astd pri¢inu krivania
u dobytka’. Subakutna acid6za bachorového obsahu (SARA) je povaZovana za hlavny rizikovy faktor
vzniku laminitidy. Je spojend s uvolnenim endotoxinu, ktory vedie k systémovej zépalovej reakcii
organizmu ale presna patogenézia vnziku a pdsobenia laminitidy nie je stéle objasnena®?.

SARA je ochorenie prevazne vysokoprodukénych dojnic ktoré ma negativny dopad ako na zdravie
individualnych zvierat tak aj na ekonomiku celého stada’.

Sucasna definicia SARA je zaloZena na hodnote pH bachorového obsahu a v3ak terminoldgia a popis
tohoto ochorenia nie je Vv literattre stale jednotnd. Obecne sa za SARu oznacuje pripad, ked’ dbjde k
poklesu pH bachorového obsahu v rozmedzi 5,2 — 6 po dlhsie ¢asové obdobie. Tento pokles pH
nastava v dosledku akumulacie prchavych mastnych kyselin ( volatile fatty acids — VFA) v ramci
bachoru a to z niekol’kych pricin: a) zvySena tvorba VFA), d) znizena absorpcia VFA, c¢) znizené
pufrovanie bachorového obsahu slinami. VVzhl'adom na zna¢nu variaciu hodnoty pH v ramei bachoru
(zavislost’ na dobe kfmenia, miesto a spdsob odberu bachorovej tekutiny) nie je jednoduché tento

problém v chove diagnostikovat™.

Material a metodika
Na sledovanie bola vybrana farma s vysokou prevalenciou krivania a so systematickymi zdznamami
z Upravy paznechtov.

Podl'a terminu poérodu bolo z chovu vyselektovanych 20 dojnic. Do sledovania neboli zahrnuté

prvotelky.

U vybranych krav sa sledoval:

1. priebeh puerpéria — SARA (pH BT<5,9), ketéza (BHB >1,2 mmol/l), retencia placenty,
mastitis

2. BCS (body condition score) — 5 bodova stupnica®

3. vyskyt a skore krivania — 4 bodova stupnica®

4. metabolicky profil (sérum, bachorova tekutina) zo 4 odberov
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5. parametre z mesa¢nych kontrol uzitkovosti v intervale 0 - 100 dni

6. vyskyt a typ lézii na paznechtoch zo zdznamov z plo3nej Upravy paznechtov (Februar 2017,
Jun 2017, November 2017)

Z uvedenych dét sa Statisticky zhodnotia a porovnaju kravy so zaznamenanou SARA s kravami bez
SARA.

Schéma 1: Nacasovanie odberov krvi a bachorovej tekutiny
CALVIN
G
1. 2. 3. 4. .
1 [ | T
-21 7 21 30 60
DAYS DAYS DAYS DAYS DAYS
DAY
0

Tabulka 1: Metabolicky profil — stanovované parametre

Total pH Total Acidity ~ Valeric acid
. NEFA Lactate
Protein
Albumin BHB Histamine 2 VFA Acetate
AST Ca Haptoglobin Propionate Butyrate
Urea Zn LPS Lactate Ammonium

Tabulka 2: Pocet odobranych vzoriek

1. ODBER 2. ODBER 3. ODBER 1. ODBER

Sérum BT Sérum BT Sérum BT ABR Sérum BT

CELKOVO 18 10 20 9 20 10 8 19 10
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Vysledky

Tabul’ka 3: Klnicky priebeh sledovaného obdobia (0 — 60 dni post
partum)
DIAGNOZA POCET KLINICKY POCET KRAV
KRAV STATUS
SARA 9 Zdravé 1
Ketdza 8 1 ochorenie 5
Mastitis 2 2 ochorenia 11
Retencia placenty 6 3 ochorenia 3
Krivanie 11 4 ochorenia 0
Tabul'ka 4: Stav paznechtov

CELKOVY KRAVY S KRAVY BEZ

DATUM POCET KRAV LEZIAMI LEZIi

NAVSTEVY
R
214

Februar 2017 127 59,35 87 40,65
Jun 2017 251 91 36,25 160 63,75
Tabulka 5: Priemerné hodnoty vybranych parametrov u SARA+

skupiny v porovnani so SARA- skupinou

Pocet krav LPS Histamin Haptoglobin Laktat
N [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [mmol/1]
1,1

SARA + 9 11,8 0,8 1,0
SARA - 10 1,8 9,5 0,5 1,1
t-test
0,549 0,387 0,421 0,310
p-hodnota
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Z predbeznych vysledkov nami testovanych parametrov nie je zrejma Statistickd vyznmnost’ medzi
SARA+ skupinou s porovnani so SARA- skupinou. Vysledky st zatial’ len Ciastkové. Stale vSak nie st
k dispozicii vysledky dopadu SARA na stav paznechtov. Tieto data budu pristupné az po prebehnuti

poslednej plosnej Upravy paznechtov v chove, ktoré je naplanovana na koniec Novembra 2017.
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Vliv stari matek na kvalitu kolostra a na zmény hematologickych a biochemickych

parametri neonatalnich kiizlat pied a po napiti kolostra
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Uvod

V poslednich desetiletich se u piezvykavci zkoumal vliv kolostra na zdravi mlad’at. Aby byla
mladd’ata zdrava, byla imunitné vybavena a prosperovala, je nutné piijmout dostatecné
mnozstvi kolostra. Jednou z pfi¢in thynu neonatalnich kizlat je nedostate¢né napojeni
kolostra, kdy dochézi k hypoglykémii, hypotermii az ahynu nebo imunosupresi a mladé je
nachylné k infek¢nim onemocnénim. Po pfijmu kolostra se do organismu dostanou vitaminy,
mikroprvky, makroprvky, hormony a dalSi vyznamné latky, které jsou dulezité pro tepelnou
rovnovahu, udrzeni homeostdzy organismu, spravny rast a rozvoj mladéte. Cilem prace bylo
zhodnotit kvalitu kolostra v zavislosti na véku matky a ziskané¢ hodnoty jednotlivych
hematologickych, biochemickych a hormondlnich parametrt klizlat porovnat s vékem matek a

zjistit zda ma vliv stafi na zménu jednotlivych parametri.
Material a metodika

Material

Celkem jsme vySetfili 14 koz a 20 kuzlat mlééného plemene koza bild kratkosrsta.
Novorozenym kiizlatim byla odebirana krev ithned po porodu pfed napojenim kolostra. Poté
se kiizlata nechala matce, aby je odistila, osusila a dala jim napit kolostra. 2 hodiny po napiti
jim byla znovu odebréna krev jako druhy vzorek. Krev se odebirala z vena jugularis. Na
hematologické vySetfeni se krev odebirala do zkumavek s EDTA, na vysetieni selenu a GPx
do heparinizovanych zkumavek a na biochemické vySetteni do zkumavek typu hemos, kde se
nechalo vysrazet sérum. U kazdého kizlete bylo provedeno zakladni klinické vySetieni - zda
je vyvinut saci reflex, zda nedoSlo pti porodu k asfyxii nebo k aspiraci plodové tekutiny.
Kazdé koze (matce) byl po porodu oddojen vzorek kolostra. Kozy byly rozdéleny do dvou

skupin a to na prvorodicky (1,5 — 2 leté) a vicerorodicky (3-10leté).
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Metodika

Krev a kolostrum bylo po odbéru ihned odvezeno do Klinické laboratoie velkych zvifat na
VFU ke zpracovani. Vzorky byly zpracovany a vySetfeny do 24 hodin po odbéru. Stanovoval
se zakladni hematologicky profil na automatickém hematologickém analyzatoru BC-2800
Vet. Z biochemickych parametrti se métily celkova bilkovina, albumin, mocovina, kreatinin,
P, GMT, GPx a AST fotometricky na biochemickém analyzatoru Konelab 20i — Thermo
Scientific. Vitaminy A a E pomoci kapalinového chromatografu Ultimate 3000 DIONEX,
hormon T4 se stanovil chemiluminiscencni imunometrickou analyzou na analyzatoru
IMMULATE - IMMUNOASSAY ANALYZER. Ca, Mg a Se se stanovovaly pomoci
atomové absorpéni  spektrofotometrie (AAS) SOOLAR Thermo scientific. Glukoza se
stanovila na pfistroji Epoc Blood Analysis System. U mleziva byly stanoveny imunoglobuliny
a mérna hmotnost. Imunoglobuliny IgG se métily pomoci ELISY Goat 1gG ELISA
Quantitation set Bethyl Laboratiries, Inc. a mérma hmotnost se stanovila na digitalnim
refraktometru PAL-M. Dale se sledoval a vyhodnocoval zdravotni stav novorozenych kizlat

v navaznosti na podani kolostra.

Vysledky a zavér

Vysledky hladin IgG a mérné hmotnosti z kolostra jsou znazornény v tabulce 1. Byl prokazan
vliv véku matky na mérnou hmotnost kolostra (P < 0,05) .Vliv véku matky na hladinu IgG
nebyl prokazan. Vysledky biochemickych parametri po napiti kolostra jsou znazornény
Vv tabulce 2 a 3. Vliv véku matky byl prokazan u parametri celkové bilkoviny (P < 0,01),
kreatinin (P < 0,01 ), GMT (P < 0,01 ), AST (P <0,001) a vitaminu A (P <0,001). U
ostatnich parametri mizeme vidét rozdily v jednotlivych priamérech, ale hodnoty nebyly
statisticky vyznamné. Vysledky hematologickych parametri po napiti kolostra jsou
znazornény v tabulce ¢. 4. Vliv véku matky byl prokdzan pouze u leukocyti (P < 0,01).
Ostatni hematologické parametry vékem ovlivnény nebyly. Novorozena kuzlata po podani
kolostra prospivala, neméla zadné zdravotni problémy. Byl pouze jeden tthyn po 7 dnech, kdy
pitvou byly zjistény vyvojové vady srdce. Ostatni kiizlata se odstavila od matky ve véku 3

meésici a 1 nadale prospivala.
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Tab. 1 Vliv v€ku matky na hladinu IgG a mérné hmotnosti kolostra
IgG (mg/ml) meérna hmotnost (Brix %)
kozy prvorodicky 40,48 £ 13,75 sn 24,47 + 4,00*
kozy vicerorodicky 34,04 £ 11,61 sn 19,85 + 3,91*

Data jsou vyjadiena jako pramér + smérodatna odchylka

Sn —statisticky nevyznamné, * P < 0,05

Tab. 2 Vliv véku matky na biochemické parametry po napiti kolostra

CB Albumin | Urea Crea GMT AST Vit A VitE
g/l g/l mmol/I umol/I ukat/I pmol/1l pumol/1 pumol/1

kizlata od 58,749,91** [ 24,1+2,18 | 6,85%1,99 | 96,7+27,62** | 11,03+6,36** | 1,52+0,43*** | 0,38+0,04*** | 0,79+0,79
prvorodicky

kuzlata od 43,9+9,00** [ 24,6+2,03 | 8,39+1,36 | 164,1+28,42** | 3,24+2,90** | 0,62+0,20*** | 0,19+0,10*** | 0,31+0,15

vicerorodic¢ky

Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka

** P <0,01 ***P<0,001

Tab. 3 Vliv véku matky na biochemické parametry po napiti kolostra

Ca P Mg Se GPx Glu T4

mmol/I mmol/I mmol/I ug/l pkat/1 mmol/l | nmol/l
kizlata od 2,75+0,1 | 2,42#0,2 | 1,15+0,2 | 1155+36,2 | 964,2+628,45 | 6,8+1,9 | 172,0+133,1
prvorodicky 7 5 3 7 9 2
kizlata od 2,68+0,1 | 2,13+0,3 | 1,03+0,1 | 122,0+35,2 | 1228,7+397,4 | 52+2,0 | 266,0+44,22
vicerorodick 0 9 2 9 9 1
y

Data jsou vyjadiena jako pramér + smérodatna odchylka
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Tab. 4 Vliv v€ku matky na hematologické parametry po napiti kolostra

WBC *107/I RBC*10"/| HGB g/l HCT I/l
kiizlata od 11,13+1,08** 9,22+0,88 110,0+16,97 39,6%3,27
prvorodicky
kiizlata od 6,15+2,46** 9,83+1,58 98,8+14,79 37,645,39
vicerorodicky

Data jsou vyjadiena jako pramér + smérodatna odchylka

** P <0,01
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Ovliviiovani Fijového cyklu u samic osla domaciho pomoci hCG, GnRH a PGF;,

Eliska Horackova, Miroslava Mrackova, Michal Vyvial, Monika Bradacova, Markéta
Sedlinska
Klinika chorob koni, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita

Brno

Uvod

Asistovana reprodukce je v dne$ni dobé nevyhnutelnou soucasti chovu koni a osla
v Ceské Republice. I piesto, Ze jsou osli evoluéné nejbliz§i piibuzni koni, maji rizné
odli$nosti jak v anatomickém utvéafeni reprodukcnich orgénd, tak ve farmakokinetice 1éCiv.
Soucasné studie se vénuji prvoradé reprodukci klisen a vyzkumy zamétené specidlné na
samice osla doméaciho jsou velmi omezené. Ovliviiovat fijovy cyklus mizeme ve dvou
fazich. Podanim hormonalnich piipravki lze urychlit jak proces ovulace, tak i zanik Zlutého
téliska, ¢imz zkratime dobu mezifijového obdobi. Zpiesnéni doby ovulace u oslic je stejné
jako v asistované reprodukci klisen esencialnim procesem. Indukci ovulace je mozné provadét
pomoci hormonalnich ptipravku s luteiniza¢nim G¢inkem, mezi které fadime hCG (humanni
choriovy gonadotropin) a analogy GnRH (gonadotropin stimulujici hormon) lecirelin a
buserelin, ale mnoho informaci o jejich fungovani u oslic nemame. Carluccio et al. (2007)
zabyval aplikaci hCG a lecirelinu a Camillo et al. (2014) studoval G¢inek buserelinu. Ve
vSech studiich bylo dosazeno vysokého procenta ovulace do 48 hodin po aplikaci, avsak
davka intravenozné apikovaného hCG (2500 IU) ve studii Carluccio et al. (2007) je pomérné
vysoka a naSim cilem tedy bylo ové&fit u oslic ucinek nizsi davky (1500 IU) dostacujici u
klisen (Davies Morel et al. 2008). Analogy GnRH se u klisen a skotu bézné aplikuji
intramuskularné, zatimco ve studii Carluccio et al. (2007) aplikovali lecirelin intraven6zné a
Camillo et al. (2014) pouzili aplikaci buserelinu subkutanni. Ob¢ tyto varianty aplikace 1é¢iv
u osli povazujeme za komplikovanéjsi pro hor§i manipulovatelnost a temperament osli. A
proto jsme ovéfovali u€innost analogu GnRH i hCG pfi intramuskularni aplikaci. K urychleni
nastupu dalSiho cyklu se b&zné pouziva luteolytikum cloprostenol Studie na oslicich
(Carluccio et al. 2008) popisuje funkéni regresi zlutého téliska po aplikaci nizké davky
cloprostenolu jiz 3. den po ovulaci. Vzhledem ke snaze zkratit meziovulacni obdobi na

minimum, jsme ovéfovali G¢innost cloprostenolu pii aplikaci jiz 2. den po ovulaci.
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Hlavnim cilem projektu bylo posoudit u oslic t¢innost hormonalnich ptipravkt bézné
pouzivanych k ovliviiovani fijového cyklu u klisen, jejich davkovani a zptsob aplikace. A v
neposledni fad€¢ bylo dulezitym cilem nasi studie efektivni nacasovani doby ovulace, coz

piinese pozitivni prakticky dopad jak pro terénni veterinarni 1€kare, tak i pro chovatele oslt.
Material a metodika
Pokusna zvitata

Do projektu bylo v prubéhu kvétna az srpna zatazeno 11 oslice od soukromych
majitelt ve véku 4 — 15 let. Byly ustajeny na Klinice chorob koni, kde projekt probihal. Oslice
byly 3x denné¢ krmeny senem a byl jim umoznén adlibitni pfistup k vod¢ a do venkovniho
padoku. Byly ustajeny po jedné az dvou oslicich v jednom boxu a mély moznost interakce
s dalSimi oslicemi ve venkovnich padocich. Projet pokusu byl schvélen rozhodnutim
Ministerstva $kolstvi, mladeze a télovychovy pod ¢islem jednacim: MSMT- 11921/2017-5.

Monitorovani ovarialni aktivity a aplikace hormonalnich pfipravki

Ovarialni aktivita u oslic byla monitorovana transrektalni ultrasonografii po dobu
minimaln¢ dvou fijovych cykll. Oslice byly vysSetfovany jedenkrat denné do velikosti folikulu
3 cm a vice. Pfi této velikosti folikulu bylo oslicim intramuskularné aplikovano GnRH
v davce 50 ug pro toto a dale byly vysettovany kazdych 24 hodin az do ovulace. Druhy den
po ovulaci byl oslicim intramuskularné aplikovan PGF,, v davce 0,125 mg pro toto a oslice
byly opét kazdych 24 hodin vySetfovany, ¢imz bylo zajisténo monitorovani folikularni
aktivity. Pfi dosazeni velikosti folikulu 3 cm a vice v druhém cyklu bylo oslicim aplikovano
intramuskularné hCG v davce 1500 [U. A vySetfovani dale pokra¢ovalo kazdych 24 hod az do
ovulace. Kazdé vySetieni jsme dikladné zaznamenali. Zaznam obsahoval popis zevnich
genitalii oslice, sonograficky nalez na vajecnicich i déloze a dale zmény v chovani samice

v z4vislosti na velikosti folikulu a tedy na estrogenizaci.

Vysledky

Vysledky vySetieni jsou znazornény v tabulce 1. V prvnim cyklu, kdy bylo oslicim
aplikovano GnRH, zareagovalo pozitivné na 1éébu 8 z 11 oslic. Za pozitivni reakci jsme
povazovali, kdyz oslice zovulovala do 48 hodin po aplikaci hormonalniho pfipravku. Za

pozitivni reakci na aplikaci PGF2a jsme povazovali zkraceni doby diestru (< 16 dni).
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Pozitivné na aplikaci PGF2a jiz druhy den po ovulaci zareagovaly 4 oslice z 11. Na aplikaci

hCG pozitovne zareagovaly 3 z 11 oslic.

Tabulka ¢.1: Vysledky transrektalniho vysetieni

doba od
: ovulace do .
. V.e“kOStv. 1. ovulace | aplikace hCG v.el|kostw
Oslice folikulu p¥i T folikulu p¥i | 2. ovulace (po
. o (po aplikaci (reakce na oL o
(Jméno) aplikaci GNRH) prostglandin aplikaci | aplikaci hCH)
GnRH AUV hCG
zkréaceni
diestru)
do 96 hod neovulujici
ANNA 32x34 (4 dny) 8 dni 33x33 | foliku po 30dni
HEDVIKA 33x37 do 72 hod 20 dni 33x38 do 48 hod
do 120 hod
LADY 33x33 do 48 hod 5 dni 32x32 (5 dni)
neovulujici
do 120 hod foliku,
MARINKA 30x33 (5dni) 18 dni 33x30 zmensil se
MERKETA 30x35 do 48 hod 21 dni 30x35 do 72 hod
26 do 96 hod
MADLA 31x30 do 48 hod 30x31 (4dny)
ORNEA 31x32 do 24 hod 22 dni 30,5x30 do 48 hod
COBA 32x34 do 48 hod 19 dni 32x34 do 72 hod
FLEUR 33x35 do 24 hod 16 dni 30x32 do 48 hod
do 120 hod
BARA 32x31 do 48 hod 8 dni 33x31 (5dni)
do 96 hod
JULCA 32x34 do 48 hod 10 dni 34x31 (4dny)
8/11 4/11 3/11
zareagovaly zareagovaly zareagovaly

Zavér

Tato studie ukdzala, Ze jednorazova aplikace analogi GnRH lecirelinu je
schopna v pribéhu 48 hodin indukovat ovulaci u samic osla doméciho. Aplikace GnRH byla
opakovanymi aplikacemi snizena kvili imunogennim vlastnostem proteini odvozenych od
Clovéka, takze pouziti analogi GnRH se jevi jako lep$im feSenim pii pouziti v asistovane
reprodukci. Luteolyticky ucinek cloprostenolu pii aplikaci jiz 2. den po ovulaci, ve snaze

zkratit meziovulacni obdobi na minimum, jsme nepotvrdili.
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Antioxidacni stav a koncentrace malondialdehydu (MDA) u dojnic v peripartalnim
obdobi
Pistkova K., Kazatelova Z., Prochazkova H., Danielova L.

Klinicka laborator pro velka zvirata, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni

a farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

V peripartalnim obdobi a obzvlasté v obdobi po porodu dochazi u dojnic k metabolickym
zménam z divodu vysSSich narokli na energii. Tyto zmény maji za nasledek zvySenou
produkei reaktivnich forem kysliku (ROS) a organismus se ¢asto dostava do tzv. oxidac¢niho
stresu?. Oxidaéni stres vyvolany béhem tranzitniho obdobi je nadale velkym problémem u
dojnic a diivodem fady onemocnéni, a proto je dilezité studie tykajici se této problematiky
stale prohlubovat®*. Cilem studie bylo stanoveni a vyhodnoceni antioxidanich parametrd,
markeru oxida¢niho stresu — malondialdehydu a metabolického profilu u dojnic ante partum a

post partum.
Material a metodika

V ramci pokusu bylo odebrano celkem 60 vzorkt krve od poc¢tu 10 krav Holstynského skotu
Vv pribéhu peripartalniho obdobi. Vzorky byly odebrany zvena coccygea media v Sesti
casovych intervalech - 6 tydnt a 3 tydny ante partum (a.p.), bezprodlen¢ po porodu, 1 tyden,
3 tydny a 6 tydnti post partum (p.p.). Vzorky krve byly ihned po odbéru zpracovany a pouzity
ke stanoveni parametrti v laboratofi nebo uskladnény v hlubokomrazicim boxu pii -70 °C pro
dalsi analyzy. Studie byla provedena na farmé Uher¢ice, okres Bieclav. Dojnice zastoupené
v pokusu byly na 2. a vyssi laktaci. Primérna hodnota body condition score (BCS) v obdobi
pied porodem byla 3,80. Slozeni krmné davky bylo piizpisobeno dle antepartdlniho a
postpartalniho obdobi. Stanoveni jednotlivych parametrti z krevniho sera, plazmy a piIné krve
byla provedena v Klinické laboratofi pro velka zvifata VFU Brno. Koncentrace
malondialdehydu (MDA) byla stanovena pomoci dvou riiznych metod. Metoda vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) byla provedena za pouZiti systému Ultimate 3000
(Dionex, USA)°. Pro spektrofotometrické stanoveni byl pouzit komeréni kit BIOXYTECH
LPO-586 od firmy OxisResearch, USA. Koncentrace glutathionu (GSH) v pIné krvi byla
méfena za pouziti komeréniho kitu BIOXYTECH GSH-420 (OxisResearch, USA).

Fotometricke stanoveni MDA a GSH bylo provedeno pomoci spektrofotometru Evolution 160
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(Thermo Scientific, USA). Ke stanoveni koncentrace vitaminu A, E a betakarotenu byla
vyuzita metoda HPLC - Ultimate 3000 (Dionex, USA). Aktivita enzymu glutathion
peroxidazy (GPx) vplné krvi, celkova antioxidacni kapacita (TAS), koncentrace
nenasycenych mastnych kyselin (NEMK) a beta-hydroxybutyratu (BHB) vseru byly
stanoveny za pouziti komercnich kith od firmy Randox Laboratories Ltd, UK. Dalsi
biochemické parametry (bilirubin, glukoza, urea, AST, P) byly méfeny za pouziti komer¢nich
kith od firmy Biovendor, CR. Ke stanoveni byly pouZity automatické biochemické
analyzatory Cobas Mira Plus (Roche, Svycarsko) a Lyasis (AMS, Italie). Koncentrace selenu
Vv plné krvi a koncentrace mineralnich prvka v séru (Ca, Zn, Cu, Mg) byly méfeny pomoci

metody atomové absorpcni spektrometrie (AAS) — SOLAAR (Thermo Scientific, USA).
Vysledky

Vysledné hodnoty markeru oxida¢niho stresu a antioxida¢nich parametrti jsou uvedeny v Tab
1. Nejvyssi stiedni hodnota koncentrace MDA 1 (0,276 umol/l) byla namétfena bezprodlené po
porodu. Tato hodnota byla vyznamné zvysena v porovnédni s 1. odbérem v 6. tydnu ante
partum (P < 0,01) a s 6. odbérem v 6. tydnu post partum (P < 0,05). SniZena aktivita enzymu
GPx byla zaznamenana v obdobi po porodu az do 6. tydni post partum. Statisticky vyznamny
rozdil byl zaznamenan u aktivity GPx naméfené ihned po porodu (1046,3 pkat/l) vici stiedni
hodnot¢ v 6. tydnu a.p. (P < 0,05), dale u stfednich hodnot aktivity GPx v 1. tydnu (872,3
ukat/l) a 3. tydnu p.p. (792,7 pkat/l) ve srovnani s naméfenymi hodnotami v 6. tydnu a.p. (P <
0,001), v 3. tydnu a.p. (P < 0,05; P < 0,01) a v 6. tydnu p.p. (P < 0,01; P <0,001). NejniZsi
sttedni koncentrace TAS byla stanovena u dojnic bezprodlené po porodu (0,77 mmol/l) a ve

srovnani se stfednimi hodnotami v 3. tydnu (P < 0,05)

Tab 1: Hodnoty markeru oxida¢niho stresu a antioxida¢nich parametr u dojnic v obdobi 6 tydnii pfed porodem

az 6 tydnt po porodu

odbér MDAI MDAII GPx GSH Se TAS  VvitA VIitE  p-kar
pmol/l pmol/l pkat/l pmol/l  pg/l mmol/l  pmol/l pmol/l  pmol/l
1 0,231% 0,701 11685*** 306,09 162,8 0,83 0,74 7,70 5,21
6tap. SD 0045 0,298 139,1 4420 193 0,10 0,22 2,15 2,60
2 X 0,234 0,601 10855 287,75 156,1 0,80%*  0,75" 6,38 5,27
3tap. SD 0068 0,277 106,2 5507 16,6 0,09 0,16 1,52 2,40
3 x 0276 0,561 1046,3* 291,37 1690 0,77 0,65 6,45 5,34
0.p. SD 0,066 0,388 246,5 3844 211 011 0,34 2,15 3,30
4 X 0,265 0,361 872,3*#® 27318 1559 086" 0,79 5,37° 4,56
1tpp. SD 0051 0,236 178,3 50,77 19,8 0,05 0,24 1,49 1,44
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5 X 0,272 0,680 792,7°A¢ 276,87 159,0 0,94%P 0,85 7,28 4,14

3tpp. SD 0,048 0,285 268,7 32,70 26,1 0,12 0,27 2,34 3,04
6 X 0,248 0,629 1153,08¢ 272,83 169,8 0,98*°A 1,04*F 12,14*"¢ 556
6tp.p. SD 0,034 0,366 158,5 2484 24,4 0,12 0,26 3,30 3,63

X — stiedni hodnota; SD — smérodatnd odchylka; signifikantni rozdily mezi skupinami v daném sloupci jsou
zaznamenany pomoci stejného znadeni: a, p — P < 0,05; A, B-P <0,01; a, b, c — P <0,001; a.p. — ante partum;
p.p. — post partum; MDA | — malondialdehyd (metoda HPLC); MDA Il — malondialdehyd (spektrofotometrické
stanoveni); GPx — glutathion peroxidaza; GSH — glutathion; Se — selen; TAS — celkova antioxida¢ni kapacita; vit
A —vitamin A; vit E — vitamin E; B-kar - betakaroten
Tab 2: Hodnoty koncentraci BHB a NEMK u dojnic
V obdobi 6 tydnt pfed porodem az 6 tydnii po porod

dbir BHB NEMK a 6. tydnu p.p. (P < 0,001) byla vyznamn¢
odbe mmol/l mmol/l o , . o
1 057 014 snizena. Vyznamné  snizena  koncentrace
X 1 L '

vitaminu A (0,65 pmol/l) byla naméfena u dojnic
6tap. SD 0,14 0,08 (0,65 pmol/l) by d
2 X 0,66 0,13%B¢ bezprodlen¢ po porodu v porovnani se stiedni
3tap. SD 0,10 0,14 hodnotou koncentrace v 6. tydnu po porodu (P =
3 X 0,53 0,33*4 0,01). Nejnizsi stfedni hodnota koncentrace
P-p- SD 0.9 0.17 vitaminu E stanovend u dojnic v 1. tydnu post
‘ ” 0% a8 1,49 pmol/l) byla signifik

artum (1, mo a signifikantn¢ snizena
ltpp. SD 0,18 0,16 pw ( ] hmol/l) by gn,
5 X 063 0328 vici hodnoté koncentrace v 6. tydnu post partum
3tpp SD 0,16 0,20 (P < 0,001). U nameéfenych koncentraci
6 X 0,49 0,27¢ betakarotenu, selenu, glutathionu a MDA I
6tpp. P 016 016 nebyly v pribéhu méfeni zaznamenany Zadné

signifikantni  rozdily vramci jednotlivych
odbérovych skupin.
X — stiedni hodnota; SD — smérodatnd odchylka; signifikantni rozdily mezi skupinami v daném sloupci jsou

zaznamenany pomoci stejného znaceni: A, B, C — P <0,01; a, b, c — P < 0,001; a.p. — ante partum; p.p. — post
partum; BHB — beta-hydroxybutyrat; NEMK — nenasycené mastné kyseliny

Tab 3: Hodnoty biochemickym parametrii a mineralnich prvkd u dojnic v obdobi 6 tydnt pied porodem az 6
tydni po porodu

. Bili Glu Urea AST Ca P Zn Cu Mg
odbér pmol/l  mmol/l. mmol/l. pmol/l mmol/l mmol/l pmol/l pmol/l  mmol/I
1 X 4,9% 3,14 457*** 858  2,32° 1,61%4 13,49% 11,96 0,82
6tap. SD 1,9 0,3 1,02 0,20 0,11 0,43 1,32 1,99 0,10
2 X 4,0 3,208 505~ 102 2,31° 1,718 13,00 10,99 0,98
3tap. SD 1,8 0,3 0,97 0,31 0,09 0,39 2,19 1,29 0,11
3 A 2,08%0¢ AB A B

X 4,0 31 3,20 0,99 e 1,29¢ 11,4288 1051F  1,05%
p.p. SD 1,8 0,6 1,13 0,25 0,20 0,42 2,31 1,40 0,21
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4 X 3,0 2,6%F 263 1317 2,29°  1,25MBRY 12,88 12,51%F  0,83°

1tpp. SD 23 0,5 1,07 0,31 0,14 0,30 2,07 1,14 0,10
5 x 24" 25 308" 113 231° 1,72 12,49 12,51 0,90
3tpp. SD 1,0 0,4 0,77 0,16 0,14 0,55 2,47 1,31 0,10
6 X 5,08 2,4 3,25 0,82 2,35° 1,49" 13,39® 11,34 097
6tpp SD 1,2 0,4 0,82 0,40 0,08 0,37 1,15 2,13 0,11

X — stfedni hodnota; SD — smérodatna odchylka; signifikantni rozdily mezi skupinami v daném sloupci jsou
zaznamenany pomoci stejného znaceni: a, B, y— P <0,05; A,B-P <0,01; a, b, ¢, d— P <0,001; a.p. — ante
partum; p.p. — post partum; Bili — bilirubin; Glu — glukéza; AST — aspartataminotransferaza; Ca — vapnik; P —
fosfor; Zn — zinek; Cu — m&d’; Mg — hot¢ik

Stanovené koncentrace BHB a NEMK u dojnic v priubéhu peripartalniho obdobi jsou uvedeny
v Tab 2. Nejvyssi hodnota koncentrace NEMK byla naméfena stiedni hodnotou koncentrace
v 6. tydnu a 3. tydnu a.p. (P < 0,001) a v 6. tydnu p.p. (P < 0,01) byla statisticky vyznamn¢
zvysend. Stiedni hodnoty koncentraci biochemickych parametrti a mineralnich prvku jsou

uvedeny v Tab 3.
Zavér

Zmény koncentraci jednotlivych parametri prokazaly vyskyt oxidacniho stresu u dojnic
v peripartalnim obdobi. Po porodu doSlo k signifikantnimu nartstu koncentrace MDA dle
ocekavani. Stanoveni MDA lze povazovat za vhodny marker oxida¢niho stresu. Z hlediska
pouziti a specifity metod se prozatim jevi jako vhodné€j$i metoda HPLC. Aktivita enzymu
GPx, jednoho z hlavnich komponentt antioxida¢niho obranného systému, byla signifikantné
sniZzena v obdobi po porodu, coz indikuje stav oxida¢niho stresu. SniZeni koncentrace TAS,
vitaminu A (ihned p.p.) a vitaminu E (1 t p.p.) souvisi s vyCerpanim antioxidaéni aktivity, coz
opét indikuje oxidacni stres. Dojnice v brzkém obdobi po porodu jsou vice nachylnéjsi vici
vyskytu oxidaéniho stresu a disponuji nizkou antioxida¢ni kapacitou. Pravidelnd kontrola
antioxida¢niho obranného systému a suplementace jednotlivymi antioxidanty miize byt

ndpomocna v ochrané proti fadé onemocnéni vyskytujicich se v tranzitnim obdobi u dojnic.
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Noveé fyziologické funkce kaspéaz v osteogennich drahach
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Uvod

Kaspazy, cysteinové protedzy, jsou molekuly dobie zndmé z oblasti apoptozy a zanéctu.
Stale Castéji se vSak objevuji udaje o jejich vyznamné roli mimo tyto procesy (Shalini et al.
2015). Ur¢ita evidence o novych funkcich kaspéaz se tyka také osteogeneze, vzniku a vyvoje
kosti. U savcl probihd dvéma zakladnimi mechanismy, endochondralni (typickou pro dlouhé
kosti) a intramembrandzni (typickou pro kosti lebky) osifikaci. Zasadnim rozdilem je, Ze u
intramembrandznich kosti diferencuji osteoblasty pfimo z mezenchymovych prekurzori,
zatimco u endochondralnich existuje chrupavcité stadium. V druhém piipadé vytvareji
chondrocyty extracelularni matrix, ktera je oporou pro invazi cév a diferenciaci kostnich
bunék. Mnohé z chondrocytli podstupuji bunéénou smrt, ale jak ukazuje nejnovéjsi vyzkum,
fada z nich se stava kostnimi bunkami (Jing et al. 2016), Ize u nich tedy ocekavat osteogenni
potencial. Je znama cela fada faktord, které se podileji na endochondrélni osifikaci (e.g.
Provot et al. 2004), o neapoptotickém uplatnéni kaspaz vsak v této souvislosti mnoho znamo
neni.

Hlavnim cilem vyzkumu proto byl piehledny screening osteogenniho potencialu

kaspaz na in vitro modelu chondrogeneze ve vztahu k endochondrélni osifikaci.

Material a metodika
Mikromasové kultury: Primdrni bunééné kultury odvozené z koncetinovych zéakladu,
Casto pouzivany in vitro model chondrogeneze ve vztahu k endochondralni osifikaci in vitro
(e.g. Mello et Tuan, 1999). Odbér tkané: mikrodisekce mysich piednich koncetin, prenatalni
den 12; rozvolnéni bun¢k: mechanicky, enzymaticky (dispaza); pfiprava spotii: naneseni na
kultivaéni misku, koncentrace 2x10’ bunék/ml; kultivace: médium (DMEM, sérum,
Pen/Strep, vyména po 48 h), 5% CO,, 37 °C.
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Inhibice kaspaz: Pan Caspase FMK inhibitor (R&D Systems, FMKO001) rozpustény v
DMSO, 100 uM (aplikace do kultivacniho média po stabilizaci kultur); kontrolni skupina
s aplikaci DSMO; paralelni kultivace po dobu 6 dnd, odbér vzorkd do lyza¢niho pufru pro
dalsi zpracovani.

PCRArrays analyza: 1zolace RNA z odebranych vzorkti (RNeasy Mini Kit, Qiagen);
ptepis do cDNA (SuperScript VILO, Invitrogen); Mouse Osteogenic PCRArray (PAMM-
026A-24, Qiagen), soucasti je program na statistickou analyzu pro tfi biologické replikace;
vysledky jsou hodnoceny jako rozdil/ndsobek exprese kontrola vs. experiment; statisticka

vyznamnost je hodnocena t-testem.

Vysledky
PCRArrays analyza 84 osteogennich genti prokadzala po inhibici kaspaz zménénou
expresi u nékolika desitek genti. U deviti z nich byla tato zména vice nez 5 -ti nasobnd. Jedna
se 0 CD36 antigen, matrixové metaloproteindzy (Mmp9 a Mmpl0), kolageny (Col2al,
Col14al), sklerostin (Sost), alfa M podjednotku integrinu (Itgam), secernovany fosfoprotein 1
(Spp 1) a transkrip¢ni faktor Glil. ZvySeni, resp. snizeni exprese téchto gent a jeho hodnota

jsou uvedeny v tab. 1.

Tabulka 1: Seznam genii se statisticky signifikantnim snizenim/zvySenim exprese vice nez 5x

po inhibici kaspaz.

Gen/zkratka | Gen/nazev Nasobek zmény
CD36 CD36 antigen -448,75
Mmp9 Matrix metallopeptidase 9 -26,49
Itgam Integrin alpha M -14,43
Glil GLI-Kruppel family member GLI1 -9,42
Coll4al Collagen type X1V, alpha 1 -8,57
Col2al Collagen type I, alpha 1 -8,21
Mmp10 Matrix metallopeptidase 10 +7,6
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Sost Sclerostin -6,94

Sppl Secreted phosphoprotein 1 +5,02

Diskuse a zavéry

Ziskané vysledky prokazaly tucéast kaspaz v osteogennich signalnich drahach a
poukazaly na kandidatni geny souvisejici s novymi funkcemi kaspaz v chondrogenezi ve
vztahu Kk endochondralni osifikaci. Nejvyraznéjsi zména se tykala exprese genu CD36,
markeru hypertrofickych chondrocytti (Cecil et al. 2009), je tedy zifejmé, ze kaspazy ovliviiuji
expresni profil téchto bunék. Zapojeni CD36 se predpoklada také v resorpci kosti, a to ptes c-
src signalizaci v osteoklastech (Carron et al. 2000). CD36 je navic receptorem pro kolageny
(Mercier et al. 1995), u kterych byla také zaznamenana zména exprese po inhibici kaspdz a
dokresluje impakt kaspaz na tvorbu/skladbu extracelularni matrix. Stou souvisi i zména
exprese matrixovych metaloproteinaz, ktera byla zvySena u Mmpl0 a snizena u MmpO.
Mmpl0 je vazéna na osteoklasty v ristové ploténce dlouhych kosti, Mmp9 je kli¢ova pro
invazi osteoklastli do mineralizované matrix a také pro vaskularizaci kostni tkané (Engsig et
al. 2000). Inhibici kaspaz byla zasazena exprese dalSich molekul extracelularni matrix,
zejména integrinil. Sklerostin, jehoz exprese byla sniZzena, je markerem osteocytti. Jedna se o
antagonistu BMP (bone morphogenetic protein) signalizace, jedné z nejvyznamnéjsich drah
souvisejici s osteogenezi; kaspazy tedy ziejmé mohou zasahovat i do téchto stézejnich

procest.

Dosazené¢ vysledky byly ovéfeny na organovych systémech (explantaty ulny),
propojeny s ¢asoprostorovym profilem aktivace proapoptotickych kaspaz v rastové ploténce a
byly pfijaty K publikaci v ¢asopise Journal of Histochemistry and Cytochemistry (IF=2,5) -
Janeckova E, Bilikovda P, Matalovda E: Osteogenic Potential of Caspases Related to

Endochondral Ossification (p. 1-12, in press, doi: 10.1369/0022155417739283).
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Uvod

Transvaginalni ultrasonografickd punkce vaje¢nik nachazi v asistované reprodukci u skotu
stéle SirSi vyuziti (1, 2, 3). V soucasnosti se metoda transvaginalni ultrasonografické punkce
vajecnikll za¢ind pouzivat k injekci oocyti do preovulacniho folikulu (intrafollicular oocyte
transfer, IFOT) (5, 6). Podstatou IFOT je pienos oocyttu ziskanych od darce do preovula¢niho
folikulu pfijemce a nasledna inseminace piijemce. Injektované oocyty podstupuji in vivo
maturaci ve folikulu, po ovulaci jsou ve vejcovodu oplozeny a pokracuji ve vyvoji. Osm dnil
po IFOT jsou vyplachem dé€lohy piijemce ziskana sedmidenni embrya, se kterymi lze déle
manipulovat. Tento postup obejde proces maturace, fertilizace a kultivace v prostiedi in vitro
a embrya takto ziskand maji na rozdil od IVP embryi vlastnosti shodné s ex vivo
produkovanymi embryi (5). Metoda IFOT vSak zatim neposkytuje vysledky kvantitativné
srovnatelné s IVP a neni metodicky zcela zvladnuta. Pouzivané nastroje vyzaduji pomérné
komplikovanou soucinnost nékolika pracovnikii.

Cilem piedkladaného projektu bylo vypracovat zcela nové instrumenty, kterymi bude mozné
provadét IFOT v terénnich podminkach bez nutnosti asistence dalSiho pracovnika.
Vypracovani instrumentaria k IFOT umozni soustiedit se v budoucnosti na modifikace vlastni
metodiky IFOT ve smyslu zvysSeni kvality a viability ziskanych struktur a pfistup k takto
produkovanym embryim roz§ifi moznosti studia vlivu zavéreéné faze zrani oocytu ve folikulu
na embryo.

Material a metodika

Pro IFOT byly zkonstruovdny 3 néastroje — aspirator, aplikator a injektor. Aspirator je
mikromanipulator, kterym lze aspirovat oocyty z Petriho misky do aplikatoru. Aplikator je
tvofen inzulinovou injek¢éni stfikackou, aplikatnim nastavcem a injekéni jehlou (25G,
0,55x40 mm). Aplika¢ni nastavec je kovovy valeéek, v jehoZ luminu je vloZzena zakracena
inseminacni pejeta. Na jeden konec nastavce se pfipevni inzulinova injekcéni stiikacka, na
druhy konec injekéni jehla. Oocyty jsou aspirovany tak, Ze se nachdzeji v samotné Spicce
jehly. Injektor je instrument umoznujici upevnéni aplikatoru, jeho zavedeni do pochvy
pfijemce a pohybem tahla zvenc¢i pod sonografickou kontrolou aplikovat obsah aplikatoru do
folikulu.
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Experiment 1: Ovéfeni nastroju K IFOT v laboratofi

K manipulaci byly vyuzity oocyty odebrané z jateénych vaje¢niktu. Jako nosné médium pro
IFOT byla vyuzita folikularni tekutina (FT). Aplikator byl naplnén mnozstvim 0,05 ml FT.
Poté bylo do aplikatoru pritazeno aspiratorem 10 oocytti v minimalnim mnozstvi FT (10-20
pl). Aplikator byl polohovan na 3 minuty s cilem zjistit, zda dojde k ovlivnéni mechaniky
pohybu oocytt. Jedna skupina byla polohovana jehlou dolti, druha jehlou nahoru a tieti ve
vodorovneé poloze. Obsah kazdé stiikacky byl vyprazdnén do Petriho misky pro zjisténi poctu
zpétné ziskanych oocytd. V pribehu sledovani navic vyplynula nutnost vyhodnotit vliv délky
zakracené inseminacni pejety v aplikatoru na pocet zpétné ziskanych oocytt.

Experiment 2: Ovéteni nastroju K IFOT in vivo

Nejprve byl testovan vliv intrafolikularni injekce fyziologického roztoku (IFT) na pribeh
ovulace u jalovic. Zvitata byla pted IFT synchronizovana podle ovéfeného protokolu (5), IFT
byla provedena pomoci nové vyvinutych nastroji a nastroji k sonografické transvaginalni
punkci vajeéniki. Za 24 - 30 hodin po IFT byl sonograficky zkontrolovan prubéh ovulace.
Dale byl provadén samotny IFOT, kdy ptiprava jalovic byla stejnd jako pro IFT, namisto
fyziologického roztoku vsak byly do folikulu injikovany oocyty, které byly piedem odebrany
z jatenych vaje¢nikt. Do aplikatoru byla aspiratorem nasata fijova folikularni tekutina a na
zaver aspirovany oocyty. Aplikatory byly polohovany v thlu 45° po dobu 3 minut. Za 16
hodin po IFOT byla provedena intrakornualni inseminace komerénimi insemina¢nimi
davkami. Odbér embryi 8 dnti po IFOT byl proveden konven¢nim vyplachem délohy jako pfi
transferu embryi. Po odbéru embryi byla u jalovic indukovéna luteolyza aplikaci
cloprostenolu a po tydenni ptestivce byla zahjena dalSi perioda synchronizace. Byla
hodnocena uspésnost intrafolikularni injekce (na zdkladé pozorovani dutiny folikulu a jeho
dalSi perzistence), vliv intrafolikularni injekce na ovulaci oSetfeného folikulu a pocet
ziskanych oocytti/embryi.

Vysledky

Podil oocytt ziskanych in vitro v zavislosti na vlastnostech aplikatoru je uveden v tabulkach 1
az2.

Tabulka 1: Podil oocyta ziskanych in vitro v zavislosti na délce pejety v aplikatoru

Délka pejety Aspirovano | Ziskano | %

15 mm 197 104 | 52,8% |a
18 mm 598 555 | 92,80 |b***
** 00,001

Tabulka 2: Podil oocyti ziskanych in vitro v zavislosti na délce pejety a
polohovani aplikatoru
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Délka pejety Oocyty

15 mm Poloha jehly Aspirovano | Ziskano | %
Vodorovné 107 46 43% |a
Svisle doli 90 58 64,4% |b**

18 mm Vodorovné 198 177 | 89,4% |c
Svisle dola 200 195 | 97,5% |d**
Svisle nahoru 200 183 | 91,5% |c

** p<0,01

Vsechny provedené intrafolikularni injekce byla hodnoceny jako tspésné (18/18, 100%).
Mira ovulace folikuli po IFT/IFOT byla 83,3% (18/15).

Zavér

V experimentu 1 byly testovany nové vyrobené instrumenty pro IFOT in vitro. Aspirator je po
nutnych Upravach vysky zavitu mikroSroubu plné funk¢ni a umoznuje nasat oocyty do
aplikatoru ve velmi malém objemu 0,1 ml. Testovani jinych objemu proto nebylo nutné. Byla
stanovena optimalni délka pejety (18 mm), ktera je vsunuta do kovového aplikacniho nastavce
a musi zasahovat az do konce konusu injekéni jehly. Pokud je pejeta zkracena az na délku
kovového aplikaéniho nastavce (15 mm), je zisk oocytd nizs$i (92,8% vs. 52,8%). Byl
proké&zéan vliv polohovani aplikatoru s aspirovanymi oocyty pied vlastnim IFOT na procento
znovuziskanych oocytl. Pfi polohovani injekéni soustavy jehlou dolt byl zisk oocytt 97,5%,
vodorovné 89,4%, nahoru 91,5%. Z nami ziskanych dat vyplyva, Ze injek¢ni souprava musi
byt po celou dobu ptedchazejici vlastnimu IFOT polohovana svisle, kdy dochézi
k sedimentaci oocyti do jednoho shluku. V dasledku adhezivity kumularnich bunék se oocyty
poté chovaji jako celek a jsou vypuzeny naraz. Pfi polohovani injek¢ni soustavy horizontalné
zustavaji pravdépodobné oocyty rozprostieny na vétsi plose a dochazi k jejich adhezi na
povrch injekéniho systému.

V experimentu 2 byly testovany instrumenty pro IFOT in vivo. Bylo zjisténo, ze injektor
s vlozenym aplikatorem pii vyuziti zadkladniho vybaveni pro transvaginalni sonongrafickou
punkci vajecnikli umoznuje provadét spolehlivé IFT/IFOT. Znadmky proudéni tekutiny
v oSetfeném folikulu byly pozorovany u vSech akci (100%), folikuly si ponechaly ptvodni
tvar a v naslednych kontroldch perzistovaly na vajecnicich az do ovulace. Mira ovulace
osetfenych folikulli je v podstaté stejnd (83,3%) jako je bézné u indukovanych fiji. Vliv
IFT/IFOT je tedy zanedbatelny, nicméné k plnému potvrzeni bude téeba provedeni vyssiho
poctu akci. Hodnoceni zisku ziskanych oocytli/embryi vyplachem délohy doposud nepodalo
jednoznacéné interpretovatelné vysledky a plné dokonceni metodiky IFOT proto vyzaduje
dalsi sledovani.

Realizaci projektu byly zkonstruovany a ovéfeny nové instrumenty umoznujici provadéni
IFOT a vypracovana ramcova metodika IFOT provadéného jednoduchym zplsobem
v terénnich podminkach. Po detailnim dopracovani bude metodika IFOT vyuZivana ve
vyzkumu i v terénni produkci embryi.
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Uvod

Gamaherpesviry koni (Equid gammaherpesvirus 2 a Equid gammaherpesvirus 5; EHV-2 a
EHV-5) se vyskytuji v populaci koni na celém svéte. Podle vybéru testované skupiny zvitat,
odebiranych vzorka a pouzité metody prikazu viru se prevalence pohybuje mezi 30 - 62,8%
pozitivnich jedinct u EHV-2 a 14,7 - 74% u EHV-5. Koinfekce jednoho hostitele obéma viry
je rovnéz moznad (Rushton et al., 2013; Marenzoni et al., 2014; Back et al., 2015). K
primoinfekci dochézi i pfes pfitomnost matetskych protilatek u hiibat ve véku mezi 6. a 10.
tydnem Zivota s projevy respiracniho onemocnéni (Fortier et al., 2010). Lze se vSak domnivat,
ze vétSina koni prodéla primoinfekci bez zjevnych piiznakli onemocnéni.

Klinickd manifestace gamaherpesvirovych infekci Casto nevykazuje specifické symptomy a
lze se setkat s inaparentnim prubéhem infekce, mirnym respiranim onemocnénim,
onemocnénim oka a snizenim vykonnosti, ale 1 horeckami, reproduk¢nimi problémy a
multinodularni plicni fibrézou (Fortier et al., 2010; Marenzoni et al., 2014; Williams 2014).
Vzhledem k faktu, ze oba viry infikuji kromé epitelidlnich budék hlavné¢ B-lymfocyty
hostitele, 1ze ptredpokladat, ze dilezitou roli ve variabilité¢ pfiznaki hraje u infikovaného
jedince stav jeho imunitniho systému a imunopatologické procesy. Dalsi moznou pfi¢inou
rizného klinického pribéhu infekce je wvariabilita gamaherpesvirti, kterd je mnohem
vyznamnéjsi, nez je tomu naptiklad u alfaherpesviri. Souvislost mezi zménami v DNA a
patogenitou terénnich izolati byla jiz prok&zana (Fortier et al., 2010), ale stale neni znamo,
jaké kmeny obou virii koluji na uzemi Ceské republiky a jak se populace virtt méni na nasem
uzemi v case.

Material a metodika

Byly odebrany nosni vytéry dvaceti hiibatim v chovu Starokladrubského koné ve véku 6 - 30
tydni. Celkovd DNA z nich byla vyizolovana kitem NucleoSpin DNA Blood (Macherey-
Nagel) a pro dalSi pouziti byla uchovavana zmraZzenim na -80°C. Spolu s dvaceti
srovnatelnymi vzorky DNA ze stejného chovu od stejné vékové kategorie hiibat odebranych
v r. 2009 byly podrobeny diagnostické qPCR na ptitomnost gamaherpesvirti koni (Krisova a
kol., 2016). Na zaklad¢ nejvyssiho stanoveného poctu virovych kopii byly vybrany 4 izolaty

49



EHV-2 z novych i archivovanych vzorki DNA (2+2) vhodné k sekvenaci genu pro
glykoproptein B (gB). Za timto uc¢elem bylo navrzeno 8 part oligonukleotidovych primert.
Sekvenace byla provedena Sangerovym sekvenovanim (Macrogen, Holandsko) i metodou
NGS (new generation sequencing) na piistroji MiSeq, Illumina (Ustav genetiky, VFU Brno).
Ziskane sekvence DNA byly pomoci programu Geneious srovnany s mezinarodni databazi
GenBank.

Vysledky
Pomoci kvantitativni diagnostické PCR bylo zji$téno, Ze hiibata v chovu Starokladrubskeho
koné prod¢lavaji primoinfekci EHV-2 bezptiznakové ve v€ku nejdiive mezi 6. a 12. tydnem
(12/20, 60 %), vyjimecné pozd&ji (Tab. 1). Primoinfekce EHV-5 byla posunuta u vétSiny
hiibat az do veéku 24. az 30. tydni (13/20, 65 %), mimotadné diive (Tab. 1) a rovnéZ neni
provazena zietelnymi klinickymi pfiznaky.
V obou sledovanych skupinach hiibat (2009 i 2017) doslo kinfekci alesponi jednim

Z gamaherpesvirt koni ve véku do 30 tydni u 100 % zvifat.

Tab. 1: Pocty hiibat pozitivnich na infekci EHV-2/5 v r. 2009 a 2017 vzhledem k véku.

Vek 6. tyden 12. tyden 24. tyden 30 tyden

Pozitivita v qPCR 5 koni 5 koni 5 koni 5 koni
EHV-2 3 3 0 0

2009 EHV-5 0 0 3 5
EHV-2 5 1 0 0

2017 EHV-5 0 0 0 5)

Dale se prace soustiedila na sekvenaci glykoproteinu B u EHV-2. Pomoci Sangerova
sekvenovani byla ziskana pouze 1 kompletni sekvence kmene EHV-2 a pomoci programu
Geneious byla potvrzena jeji ptibuznost s izolaty z Turecka a Velké Britanie ( GU065278 a
EF182700, GenBank).

Ke ziskdni kompletnich sekvenci gB u dalSich tfi pozitivnich vzorkti bylo pouzito NGS
vzhledem k ptedpokladané superinfekci vice kmeny viru EHV-2. Tato domnénka byla
potvrzena, stejné jako fakt, ze sekvence kmentt EHV-2 zachycenych v r. 2009 se ve variabilni
oblasti glykoproteinu B zisadné li§i od sekvenci aktualnich kment. Piesné sekvence

aktualnich kment jsou pfedmétem dalsSi bioinformatické a statistické analyzy.

50




Zavéry
Bylo prokazano, Ze na tizemi Ceské republiky cirkuluje vice kmenti gamaherpesviri koni,
které infikuji hiibata jiz od 6. tydne v€ku, pfi¢emz veék pii vrcholici infekci EHV-2 a EHV-5
se liSi. Jejich zastoupeni se na nasem zemi méni v ¢ase. Primoinfekce ma ve vétsing pripada
subklinicky prub&éh. Na vybraném vzorku populace koni zjednoho chovu koni bylo
poukdzano na fakt, Ze vzhledem ke schopnosti herpesviri navodit stav latence lze
pfedpokladat na naSem Uzemi vysokou promofenost koni obéma viry. Jejich podil na
patogenezi onemocnéni by mél byt zvazovan zvlasté u pacientii s onemocnénim dychacich

cest, oka nebo s celkové $patnou kondici.
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Morfometricka a histologicka analyza varlat morcete v priibéhu suprese pohlavni
aktivity vlivem GnRH agonisty deslorelinu
Kristyna Glocova', Petr Cizek!
Ustav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta veterindrniho Iékarstvi, Veterindrni

a farmaceuticka univerzita Brno !

Uvod
Mezi nejbeznéji pouzivané alternativy k ireverzibilni kastraci patti GnRH agonisté. Jedna se o
analoga pfirozeného GnRH, ktera pusobi na receptory GnRH v adenohypofyze. U samci
zpusobuji po¢ateéni hyperstimulaci sekrece FSH a LH (flare-up effect), doprovdzenou nékolik
dni trvajicim zvySenim produkce testosteronu (1). Pfi kontinualnim podavani GnRH agonisty
napt. u mysi (2), pst (3), kraliki (4), prasat (5) ¢i fretek (6) nésleduje desenzibilizace
hypofyzo-gonadalni osy. Tato alterace je spojend se supresi produkce LH a testosteronu,
zmenSenim varlat, popf. potlaCenim spermatogeneze, nezadouci agrese a znackovani.
Necitlivost vici inhibi¢nimu ucinku byla detekovéna u jelena lesniho (7), klokana damy (8) a
opice marmoset (9). U samic morcat byly v prubéhu pisobeni GnRH agonistii pozorované
mirné znaky proestru a potlacend produkce progesteronu. Naproti tomu koncentrace
estradiolu zlstala vysoka a epitelova vaginalni membréna, jez uzavird vchod do pochvy, byla
v diestru oteviena déle nez v estru (10). Vysledky autori Kohutova et al. tedy naznacuji
minimalni u¢inek GnRH analogu na samice morcat. Znalosti o ufinku GnRH agonistii na
samce morcat v8ak zcela chybi. Hlavnim cilem této prace bylo zjistit jejich u¢innost u samci

morcat domacich (Cavia aperea porcellus), popt. jejich vyuZitelnost v klinické praxi.

Material a metodika

Experimentalni design

Dvacet ctyfi pohlavné dospélych, klinicky zdravych samcii moréete domaciho rtznych
plemen (kratkosrstych — hladka, Rozeta; dlouhosrstych — Angora) ve véku 4 mésicti az 1 roku
bylo rozdéleno do dvou skupin:

1. Kontrolni skupina (n=4) pochazela od soukromych majitelt, ktefi pozadovali chirurgickou
kastraci. Zvifatim bylo provedeno v§eobecné klinické vySetieni nasledovano odbérem Krve,
métenim velikosti varlat (délka a Sitka) a kastraci v celkové inhala¢ni anestezii.

2. Experimentalni skupina (n=20) pfedstavovala zvitata ze zajmového chovu. Na pocatku Sest
meésict trvajiciho experimentu bylo morcatim provedeno vSeobecné klinické vySetfeni a

odbér vendzni krve v celkové inhalacni anestezii. Nasledné byl zvifatim zaveden subkutdnni
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implantat obsahujici deslorelin (Deslorelinum 4,7 mg, Suprelorin, Virbac). VSechna zvifata
vzdy v mési¢nich intervalech podstoupila v§eobecné klinické vysetieni, odbér krve v celkové
anestezii a méteni varlat, pficemz na zavér kazdé navstévy byla u 4 zvitat provedena kastrace.

Odbér vzorkt krve a stanoveni koncentrace testosteronu

Ke stanoveni koncentrace testosteronu byla odebirana krev z v. cava cranialis do plastovych
zkumavek. Sérum bylo nasledné ziskano centrifugaci (5000 otacek/5 min.) a odesldno k
diagnostice (Synlab czech s.r.o; Praha).

Meéfeni velikosti varlat

Prostfednictvim digitalniho posuvného métitka byla naméiena délka (a) a Sitka (b) pravého a
levého varlete véetné scrota. Velikost varlat (mm®?) byla vypo&itana podle rovnice:
plocha (mm?) =% a*¥%b*n

Histologické posouzeni varlat

Varlata byla histologicky zpracovana a pozorovéana pod svételnym mikroskopem Olympus
CX41. U kazdého varlete bylo na deviti fezech z oblasti margo cranialis, centralni ¢asti a
margo caudalis nahodné vybrano 200 pficnych fezli semenotvornymi kanalky. Podle
nejdiferencovanéjsi zarodecné bunky byly semenotvorné kanalky rozdéleny do nésledujicich
typu: tt0 - spermatogonie, ttl - spermatocyty, tt2 - kruhove spermatidy, tt3 - prodluzujici se
spermatidy, tt4 - prodlouzené spermatidy. Zvifata tak byla rozdélena do péti skupin (GO — G4)
podle ptitomnosti nejfrekventovangjsiho prifezu semenotvornym kanalkem.

Statistickd analyza

Deskriptivni statistika byla vyjadiena jako primér, maximum, minimum, SD, rozptyl u
nerovnomeérného rozlozeni dat (viz Tab. 1). Ke statistické analyze byl pouzit parovy t-test k
porovnani skupin. Statisticka analyza byla provedena v parech u vhodné skupiny zvitat. V
ramci statistické analyzy byla stanovena hladina vyznamnosti: statisticky vyznamné (p<

0.05), statisticky velmi vyznamne (p<0.01).

Vysledky
Prvni mésic po aplikaci implantatu byla koncentrace testosteronu (T) zvySena z 8,79 + 8,73 na
10,47 + 7,61 ng/mL (p > 0,05; n = 20). Druhy mésic po implantaci byla hodnota T zvySena z
9,35+9,53 nal1l,79 £ 6,72 ng/mL (p > 0,05; n = 16). Tteti mésic doslo ke zvyseni hladiny T
v krevnim séru z 8,15 + 9,35 na 10,75 + 5,86 ng/mL (p > 0,05; n = 12). Ctvrty mésic byla
redukovana z 10,11 + 10,94 na 7,84 + 3,90 ng/mL (p > 0,05; n = 8) a posledni, paty mésic
naseho meéfeni nésledoval opétovny pokles koncentrace T z 12,1 + 15,45 na 6,95 + 2,42

ng/mL (p > 0,05; n = 4). Zakladni deskriptivni statistika koncentrace T je popsana v Tab. 1.
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Absolutni velikost varlat v mm? byla v prvnim mésici o 15,3% snizena z 188,77 + 48,81 na
159,87 + 36,17 (p < 0,01; n = 20). Druhy mésic doslo ke snizeni 0 19,5% z 190,45 + 49,79 na
153,31 £ 26,27 (p < 0,01; n = 16) a tieti mé&sic se velikost snizila o 17,03% z 189,71 + 53,25
na 156,96 + 21,40 (p < 0,05; n = 12). Ctvrty byla naméfena hodnota nizsi o 22,5% z 212,74 +
28,74 na 164,95 £ 11,78 (p < 0,01; n = 8). Posledni mé&sic byla velikost snizena o 4% z 195,48
+ 25,88 na 187,71 + 7,81 (p > 0,05; n = 4).

Pii histologické analyze pificnych fezli semenotvornych kandlkd byly u kontrolni skupiny
zvifat nejvice zastoupené (> 66%) kanalky s prodlouzenymi spermatidami a morcata tak byla
zatazena do skupiny G4. Prvni i druhy mésic po aplikaci implantatu bylo vzezieni
semenotvorného epitelu totozné (> 59%; > 73,5%) a rovnéz tato zvifata byla zafazena do
skupiny G4. Tteti mésic po aplikaci byly v semenotvornych kanélcich u 3 zvifat pozorovany
pievladajici prodlouzené spermatidy (skupina G4). Jedno morce vykazovalo znaky potlaceni
spermatogeneze - nejbéznéjsi byly kanalky se spermatocyty (skupina G1). Ctvrty a paty mésic

byla vSechna morcata zatfazena do skupiny G4.

| I+1(1+2|1+3|1+4|1+5
Primér | 8,14 |10,47|11,79|10,75| 7,86 | 6,95

S.D. 8,10 | 7,61 | 6,72 | 5,86 | 3,90 | 2,42
Median |6,205| 9,69 |10,52|10,73| 7,51 | 7,58
Maximum | 34,08 | 31,93 | 23,62 |1 22,05 | 14,2 | 8,97
Minimum | 0,45 | 2,37 | 2,52 | 2,27 | 2,94 | 3,67

W

Pocet
24 20 16 12 8 4

zvirat

Tab. 1: Zakladni deskriptivni statistika stanoveni koncentrace testosteronu

Zavér
Porovnani hodnot koncentrace testosteronu jednotlivych morcat bylo prokazano jako
statisticky nevyznamné. Hodnoceni velikosti varlat vykazovalo z hlediska statistickée
pravdépodobnosti individualni responzibilitu. Na zdklad¢ histologického posouzeni bylo 19
zvitat zatazeno do skupiny G4 a jedno morce do skupiny G1. Lze se domnivat, Ze sniZzena
plodnost tohoto jedince byla zptisobena jinou pti¢inou. Bylo prokdzano, Ze pouziti deslorelinu

u samcu moréete domaciho nema kontraceptivni efekt.
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Analyza stresovych markert u laboratornich kraliki, uzivanych pro vyuku pifedmétu
Farmakologie 11 na VFU Brno.

Eva Kramafova®, Jan Chloupek®, Monika Urbanova®, Martina Najmanova*
Ustav farmakologie a farmacie , Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a farmaceuticka
univerzita Brno*, Ustav verejného a soudniho veterindrniho 1ékaistvi, Fakulta veterindrni

hygieny a ekologie, Veterinarni a farmaceutické univerzita Brno?

Uvod
Cilem studie je zmé&fit vybrané parametry stresové zatéze laboratornich zvitat ne dle
klasickych stresovych modelt, ale zméfit zatéZ zvirat béhem standardnich zakrokd v ramci
praktické vyuky predmétu Farmakologie II a objektivizovat vliv cvi¢ebnich zasahti na iroven
stresu a celkovy zdravotni stav pokusnych zvitat v danych chovnych podminkéch. Zadna
objektivni data stresové zatéze laboratornich zvifat pifi tomto typu vyuky dosud nejsou znama,
proto vysledky mohou pfispét k objektivnimu zjisténi Girovné stresové zatéze laboratornich
zvitat ve vyuce a nasledné k objektivni diskusi pii volbé v jaké mife a jakym zplisobem vést
praktickou vyuku s jejich vyuZitim. Laboratorni krélik je druh, ktery poskytuje velké
moznosti pro pouZziti pro vyuku i pro vyzkum v oblasti farmacie a pati mezi nejvhodné&jsi

modely pro dosazeni vyukovych i vyzkumnych cilti.

Material a metodika
Pro studii byla pouzita zvitata druhu Oryctolagus cuniculus (kralik domaci), zatazena do
vyuky pfedmétu Farmakologie IT v poétu 10 kust. DalSich 10 kust tvofi kontrolni skupinu,
ktera je chovana standardnim zptisobem v certifikovaném zvitetniku bez manipulace a bez
dalSich zasaht.
20 vzorki vendzni krve z vena auricularis marginalis bylo odebrano do zkumavek s EDTA a
s heparinem. Tento odbér prob&hl ve 2 tydnu po habituaci, v dobé&, kdy zadna ze skupin
nebyla pouzita pro vyuku, poté v 7 tydnu a posledni série bude odebrana ve 12 tydnu
nezbytné zvolit posledni odbér na konci semestru.
V odebranych vzorcich byly stanoveny biochemické parametry (ALT, AST, LDH, laktat,
glukdza, celkova bilkovina, albumin), byla zamraZena plazma na analyzu kortikosteronu a

kortizolu, které budou analyzovany po odbéru vSech vzorkt. Pro analyzu kortikosteronu byl
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zakoupen Corticosterone StressXpress EIA Kit firmy Biovendor. Stanoveni kortizolu v krevni
plazmé bude provedeno pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie spojené s
tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC/MS/MS). Ptiprava vzorku spociva v extrakci na
pevné fazi (SPE). Pro SPE jsou pouzity kolonky SPEC Cis AR (3 ml, 30 mg, 100Pk).
Standard kortizolu stejné tak jako standard kortizolu C3* byly zakoupeny u Sigma-Aldrich.

Detekeni limit pro kortizol je 1.5 ng/mL. Varia¢ni koeficient je 4.1%.

Pribézné vysledky
Z dosavadnich 2 odbérit srovnanim vysledkii biochemickych parametrii krve kontrolni
skupiny a skupiny ,,zasahové“, kterd byla podrobena proceduram ve vyuce, vyplyvaji
statisticky vyznamné rozdily: Hodnoty AST stoupaji v zasahové skupiné (0,357ukat/L) ve
srovnani s kontrolou (0,265), zvySeny obsah glukdzy v zasahové skupiné (7,19mmol/L) ve
srovnani s kontrolou (6,52), hodnoty celkové bilkoviny klesaji v zasahové skupiné (58,89 g/L)
ve srovnani s kontrolni skupinou (63,52), vSechny hodnoty na hladin¢ vyznamnosti p<0.05.
Hodnoty LDH, ALT, laktatu, albuminu po 6 tydnech nejsou statisticky odlisSné mezi

zasahovou a kontrolni skupinou.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 122/2017/FVL
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Uloha protilatok proti kapsularnemu polysacharidu v imunitnej reakcii prasacich alveolarnych

makrofagov na in vitro infekciu rozli¢nymi sérovarmi Haemophilus parasuis
Katarina Matiaskova', Martin Faldyna

Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterindrniho 1ékarstvi, Veterindrni

a farmaceuticka univerzita Brno*

Uvod

Haemophilus parasuis je gramnegativna ty¢inka z celadi Pasteurellaceae a je castym
komenzalom hornych ciest dychacich u prasiat. Za priaznivych podmienok dokaze prekonat’ obranné
mechanizmy v plicach a sposobit’ zavazné systémové ochorenie s vysokou morbiditou a mortalitou.
V stcasnosti je definovanych 15 seérovarov sr6znou virulenciou (Zhang akol., 2014). Aby H.
parasuis vyvolal systémové ochorenie, musi byt schopny uniknit pred ne$pecifickym imunitnym
systémom pltic. Ustrednymi bunkami prirodzenej imunity v dolnych dychacich cestach prasiat st
alveolarne makrofagy (PAMs), ktoré sprostredkovavaju zabijanie baktérii ich fagocyt6zou a regulaciu
zapalovej odpovedi hostitela uvolnenim rady cytokinov a chemokinov. K zvySeniu fagocytozy
extracelularnych baktérii mozu prispiet’ protilatky, ktoré sa viazu na ich povrch. Jednym z hlavnych
faktorov virulencie a povrchovych antigénov H. parasuis je kapsularny polysacharid (Perry a kol.,
2013). Preto cielom naSej Studie bolo uréenie role protilatok proti tomuto antigénu Vv imunitnej
odpovedi PAMs na in vitro infekciu rozliénymi kmefimi H. parasuis opsonizovanych tymito

protilatkami.
Material a metodika
Priprava prasacich alveolarnych makrofagov

Alveolarne makrofagy boli izolované bronchoalveolarnou lavazou z plac ziskanych bezprostredne po
porazeni troch klinicky zdravych prasiat vexperimentalnom bitinku Vyskumného Ustavu
veterinarneho lekarstva, v.v.i., Brno. Pred samotnou infekciou boli bunky nasadené na 24 - jamkové

mikrodosky v koncentracii 4 x 10° buniek na jamku a ponechané cez noc v termostate pri 37°C.
Izol4cia protilatok

Protilatky 1gG boli izolované pomocou kolény s proteinom A (Protein A 1gG Purification Kit, Thermo
Scientific) zo sér prasiat vakcinovanych kapsularnym polysacharidom ziskanym z kmetia H. parasuis
132.
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Priprava baktérii

Na infekciu PAMs boli pouZité referenéné kmene H. parasuis sérovarov 1 (HP1), 6 (HP6), 9 (HP9),
12 (HP12) a terénny kmen 132 (HP132, sérovar 5) izolovany z mozgu uhynutého prasata. Baktérie
boli pred infekciou kultivované cez noc na ¢okoladovych agaroch pri teplote 37 °C a v atmosfére s 5%
CO,. Pred samotnou infekciou boli bakteridlne kmene inkubované s alebo bez protilatok o
koncentracii 180 pg protilatok na 0,6 ml bakterialnej suspenzie obsahujticej 4 x 10® CFU po dobu 30
min. pri teplote 37 °C.

Infekcia PAMs

Po 24-hodinovej inkubacii PAMs boli bunky premyté v meédiu a infikované pripravenymi
bakteridlnymi kultdrami inkubovanymi s alebo bez protilatok tak, aby multiplicita infekcie (MOI) bola
10:1, ¢o znamena, ze jedna eukaryoticka bunka bola infikovana priblizne 10 baktériami. Na kazdej
doske boli ponechané 2 jamky neinfikovanych PAMs ako kontroly, do ktorych sa pridalo miesto
baktérii médium. Dosky boli inkubované v termostate pri 37°C v atmosfére s 5% CO, 1 hodinu, 4
hodiny alebo 24 hodin.

Test fagocytotickej schopnosti PAMs

Po 1- hodinovej inkubécii ne/infikovanych buniek boli tieto bunky 2-krat premyté mediom a
inkubované v médiu s gentamicinom (1mg/ml) 30 min. pri 37°C. Po uplynuti inkuba¢nej doby boli
bunky premyté od gentamicinu a lyzované 1% saponinom. Takto uvol'nené baktérie zo zlyzovanych

buniek boli nasledne kultivované na ¢okoladovych agaroch v desiatkovej riediacej rade.
Detekcia imunitnej odpovedi na molekularne-biologickej Grovni

Expresia mRNA pre- a proti-zapalovych cytokinov v ne/infikovanych PAMs po 4- alebo 24-
hodinovej inkubécii bola merand pomocou kvantitativnej real-time PCR (RT-PCR). Po uplynuti
prislu$nej inkubacnej doby boli bunky lyzované 350 ul RLT pufru (Qiagen). Celkovd RNA bola
ziskana pomocou RNeasy Mini Kitu (Quiagen) metodikou podl'a doporucenia vyrobcom. Pre reverznu
transkripciu bola pouZitd M-MLYV transkriptaza (Invitrogen) a oligo-dT primery (Generi Biotech). RT-
PCR reakcia prebiehala v zariadeni LightCycler 480 Il za pouzitia zmesi QuantiTect SYBR Green
PCR Kit (Qiagen) a Specifickych primerov pre IL-1B, TNFa, IL-8, IL-10, IL-1RN (Generi Biotech).
Miera expresie daného génu bola vyjadrend pomerom expresie cielového génu k expresii referenéného
génu pouZitim metody 2°T. Ako referenény gén bol pouzity gén kodujuci hypoxantin-guanin

fosforibosyltransferdzu (HPRT).
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Vysledky
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Graf 1: Pritomnost’ baktérie H. parasuis rozli¢nych kmetiov v lyzate alveolarnych makrofagov. V =
H. parasuis preinkubovany s IgG, HP = H. parasuis bez IgG, K = neinfikované PAMs.

IL-1B 4h IL-1RN 4h
10001 2.57

IL-1RN/ HPRT fold

i
o
=]
S

Pomer expresii mRNA
S
8

60



IL-1B 24h IL-1RN 24h
6001 2.0

IL-1B / HPRT fold
[
i

IL-1RN / HPRT fold
=
o

o
o
1

0.0k

5000+
4000+

3000+

T d o

Pomer expresii mMRNA

[N
o
1

Graf 2: Grafy A, B, D, E znazoriuju expresiu mRNA pre IL-18 a IL-1Ra po 4h a24h v PAMs

infikovanych rozli¢nymi kmenimi H. parasuis preinkubovanych s 1gG (V) alebo bez IgG (HP), vratane

neinfikovanych PAMs (K). Grafy C a F znazoriiuji pomer expresii tychto cytokinov. €3 p; &
HP6 8 HP9 M Hp12 & HP132

Vysledky fagocytotickej schopnosti alveolarnych makrofagov st zobrazené na grafe 1. Graf
znazoriiuje mnozstvo baktérii vykultivovanych zo zlyzovanych buniek. Z grafu vyplyva, Ze
pritomnost’ protilatok proti kapsularnemu polysacharidu zvysila schopnost makrofagov baktérie
fagocytovat. Vysledky expresie mRNA pre IL-1B ako zastupcu pre-zapalovych cytokinov a IL-1Ra
ako antagonistu receptoru pre IL-1p a zastupcu proti-zapalovych cytokinov meranych v PAMs sU
znazornené na grafe 2. Z grafu (graf 2 A, B, D, E) je viditelna zvySena expresia mMRNA pre tieto
cytokiny v PAMs infikovanych kmenimi H. parasuis preinkubovanych s protilatkami oproti expresie
v PAMs infikovanych kmefimi preinkubovanych bez pritomnosti protilatok v oboch ¢asoch. Z pomeru
expresii tychto dvoch cytokinov (graf 2 C, F) vyplyva zvySena expresia pre-zapalového cytokinu po 4
hodinach suvisiaca s pravdepodobne silnejSou v€asnou imunitnou reakciou makrofagov vdaka
pritomnosti protilatok opsonizujdcich H. parasuis. Zaroven v pritomnosti protilatok tato vcasna
imunitnu reakciu vystrieda po 24 hodindch zvySena expresia mMRNA antagonistu receptoru pre IL-1p,
ktory inhibuje negativne u¢inky predtym produkovaného pre-zapalového IL-1B na okolité tkaniva v
plicach. ZvySena expresia mMRNA v PAMs infikovanych H. parasuis v pritomnosti protilatok bola
pozorovana aj u d’alsich pre-zapalovych (TNFa, IL-8) a proti-zapalovych (IL-10) cytokinov (vysledky
nie s zobrazené).
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Zaver

Z vysledkov vyplyva, Ze protilatky proti kapsularnemu polysacharidu st schopné rozli¢né
kmene H. parasuis opsonizovat aulah¢it tak ich fagocytdozu alveolarnymi makrofagmi
v podmienkach in vitro, ktord spolu s v€asnou expresiou pre-zapalovych cytokinov tymito bunkami
vedie pravdepodobne k rychlejSiemu a acinnejSiemu znieniu patogéna. Zaroven st protilatky schopné
zvysit’ expresiu i proti-zapalovych cytokinov, ¢im umoziuju rychlejsie znizenie negativnych uéinkov

pre-zépalovych cytokinov na okolité prostredie.
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Uvod

Poranéni §lach je ve veterinarni medicin€é u malych zvifat relativné Casté a z velké
¢asti je spojeno s feznymi ranami flexort prsti v palmérni/plantarni oblasti metakarpti nebo
metatarzll jako nasledek naslapu na ostry predmét. Dalsi Castou oblasti poranéni Slach u psii je
spole¢na patni Slacha (tendo calcaneus communis) — Achillova Slacha (Butler 1965). V lidské
medicing analogicky nejvice poranéni §lach vznika na hornich koncetinach pfi préci s ostrymi
pfedméty a na dolnich koncetinach v souvislosti s poranénim Achillovy $lachy. Chirurgicka
rekonstrukce Slach u lidi spoléha na uzkou spolupraci pacienta — dobra pooperaéni péce, lepsi
mechanickd ochrana sutury pacientem, rehabilitacni spoluprace. I pies aplikaci obdobnych
postupt sutury $lach do oblasti veterinarni péée, je pooperacni spolupréce pacienta omezena.
Tim se do popiedi dostava zejména dokonala mechanicka ochrana sutury a podpora rychlosti
hojeni Slachy. Sutury jsou casto doplnény o fadu systémut docasné stabilizace. Stejné tak i na
samotnou suturu jsou zostieny pozadavky na mechanickou pevnost. Mechanickd pevnost
sutury je ovlivnéna zejména vybérem vhodného stehu, technikou provedeni sutury, tloustkou
Siciho vldkna a vhodnym Sicim materidlem. Mezi mechanickou pevnosti sutury a mirou
poskozeni Slachy suturou jsou velmi pevné vztahy (Savage 2014). Na pracovisti autort ¢lanku
se kolektiv vyzkumnych pracovnikll jiz nékolik let vénuje vyzkumu v oblasti novych
materiall a taktéz mechanickym testovanim néhrad vazi a Slach (Fedorova 2014, Fedorova
2015, Harazinova 2016). Ziskané poznatky z téchto studii byly v této praci obohaceny a
roz$ifeny, zejména se zaméfenim na vyvoj noveho vlakna vhodného pro sutury Slach. Nové
materidly mohou pak pfispét k lepSi rovnovdze mezi dostatecnou mechanickou pevnosti

sutury a podporou biologické stranky hojeni Slachy.
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Material a metodika

Studie mechanickych vlastnosti sutury Slach byla provedena jako ex vivo experiment
na modelech $lach extenzorii/flexord prstd hrudni a panevni koncetiny ziskanych z mladych
jateénych prasat. Z Cerstvé porazenych zvitfat byl odebran segment §lachy pfiblizné¢ 10cm
dlouhy a byl v gaze vlhéené NaCl uloZen pii -20°C az do doby méfeni. Tim byly ziskany
modelové preparaty Slach s uniformnimi vlastnostmi. Po rozmrazeni vzorkil pii pokojové
teploté¢ byla imitovana totalni ruptura slachy ostrym pietnutim celého priméru $lachy v
centralni ¢asti skalpelem. Nasledné byla $lacha reparovana chirurgickou rekonstrukci suturou
jednim typem stehu se ¢tyfmi longitudindlnimi segmety (Adelaide) splétanym potahovanym
polyesterem (Ethibond, Ethicon, Johnson and Johnson) a dvou typti novych vladken na bazi
polyamidu 6 (PAG6). Prvni vlakno bylo vytvofeno jako koncept nevstiebatelného jadra z
polyesteru (PES hedvabi) opleteného vstiecbatelnymi PA6 nanovldkny. Podobna koncepce
materidlu byla jiZz v naSich studiich testovana (Harazinova 2016) a nyni byla modifikovana ke
zlepSeni mechanickych vlastnosti. Bylo provedeno hustéjsi a té€snéjsi opleteni jadra
nanovlakny s jinym typem pouzitych adheziv. Druhé vldkno bylo vytvoteno spletenim
jednoho PES hedvabného vldkna a dvou viskézovych ptizi s PA6 nanovlakny v kompozitni
Sici material. Testované Sici materialy byly totoZného priméru 2/0 (3metric). Soucasti studie
bylo také sledovani pevnosti sutury jinych stehtt s vice longitudinalnimi segmenty
(McLarney, Adelaide, Savage) pii stejném typu materialu a velikosti Siciho vlakna (Ethibond
3/0, Ethicon, Johnson and Johnson), vliv tvaru hrotu jehly na pevnost ukotveni sutury ve tkani
Slachy (Silon 3/0 s feznou jehlou a Silon 3/0 s kulatou jehlou) a dale byl sledovan vliv
zajisténé matracové peritendinozni sutury (Prolene 5/0, Ethicon, Johnson and Johnson) na
mechanickou podporu sutury jadra Slachy. V kazdé testovaci skupiné bylo méfeno 10 vzorkd.
Sutura byla testovana v tahu na trhacim stroji FP 10 s postupnym zatézovanim az do selhani
sutury. Byly sledovany kritické body selhani sutury a sledovana dosaZzend hodnota
maximalniho zatiZzeni sutury v tahu az do jejiho selhani. Ziskana data byla statisticky
vyhodnocena zékladni deskriptivni statistikou a z hlediska vyznamnosti posouzena
neparametrickym Wilcoxon (Mann-Whitney) testem pro neparova data (KyPlot version 2.0
beta 15 — 32 bit).
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Vysledky

V piipadé sutury materidlem Ethibond 3/0 riznym typem stehu byl nejméné pevnym
steh McLarney-4core (primérna dosazena sila 68,8 = 18,7 N). PevnéjSim stehem (P<=0.05)
byl steh Adelaide-4core (prumérna dosazena sila 83,6 £ 11,2 N). Nejpevnéjsim stehem byla
6core sutura Savage (primérna dosazena sila 147,4 £22,7 N) svysokou statistickou
prukaznosti (P<=0.001).

Pfi testovani vlivu typu jehly byl u sutury Silon 3/0 stehem Adelaide pozorovan
statisticky vyznamny rozdil (P<=0.05) mezi jehlou s kulatym hrotem (primérna dosazena sila

72,0 £ 7,0 N) a jehlou s obracenym feznym hrotem (primérna dosazena sila 63,3 + 9,6 N).

Peritendin6zni sutura byla provedena zamc¢enym matracovym stehem Prolene 5/0 u
core sutury McLarney a Adelaide. V ptipad¢ sutury McLarney se statisticky vyznamné
(P<=0.01) =zvysila pevnost sutury. Samotnd nosna sutura dosahovala pramérné sily
68,8 £ 18,7 N. V kombinaci s epitendin6znim stehem se primérna dosazena sila zvysila na
100,6 £ 31,8 N) tj. o 46,2%. Obdobn¢ u sutury Adelaide se statisticky velmi vyznamné
(P<=0.001) zvysila pevnost sutury a to o 48,3%. Samotny steh Adelaide dosahoval primérné
sily 83,6 +11,2N a v kombinaci s epitendindzni suturou byla primérna dosazena sila
1239+ 11,1 N.

VIakno koncipované jako PES jadro s PA6 nanovlakennym opletenim vykazovalo pfi
sutufe stehem Adelaide mensi pevnost (primérna dosazena sila 28,5 £5,2 N) nez vlakno
splétané (primérnd dosazena sila 45,7 +6,7 N) pii vysoké statistické vyznamnosti
(P<=0.001). Ob¢ noveé vyvinutd vlakna vsSak nedosahuji pevnosti stejné silného
nevstiebatelného splétaného materialu Ethibond (primérna dosazena sila 100,3 + 19,1 N) pfi

vysokeé statisticke vyznamnosti (P<=0.001).

Zavér

K sutufe jadra Slachy se zpohledu mechanické odolnosti jevi vhodnéjsi pouziti
slozitéjSich sutur svice longitudinalnimi segmenty. Epitendinéni sutura pak muze jesté
vyrazné posilit zdkladni nosnou core suturu. Obdobné vysledky poukazuji i literarni zdroje
(Justan 2010). Zaznamenali jsme u stejného materidlu a stehu i nezanedbatelny vliv profilu

jehly na vyslednou pevnost cel¢ sutury. U nédmi vyvinutych materiald se ukazuje jako
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mechanicky i prakticky vyhodnéjsi koncepce splétani vstiebatelnych nanovlaken s nosnym

nevstiebatelnym vlaknem. I kdyz mechanicka pevnost je nizsi nez u komeréné dostupnych

nevstiebatelnych vldken, ptfedpokladdme protivahou vyhody na strané biologické podpory

V hojeni Slachy. Navic mohou byt nanovldkna vyuzita jako nosi¢ biologickych substanci a

terapeutickych latek. Na zakladé ziskanych poznatki, 1ze predpokladat dalsi mozné zlepSeni

mechanickych vlastnosti nov€é vyvinutého biomateridlu, zménou materidlu nosného

nevstiebatelného vlakna.
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Uvod

Stiibrné nanocastice se dnes pouzivaji v Siroké Skdle produktt predevsim z diivodu jejich
antibakterialniho u¢inku. Zaujimaji vyznamné misto v 1ékafstvi, kosmetice, farmacii, textilnim
prumyslu, elektrotechnice a dalsi (1, 2). V medicin€ se pouzivaji k potlaceni infekci pti 1écbé
popalenin, dezinfekci chirurgickych nastroji nebo vody (3). ZvySujici se vyuzivani nanocastic
vSak soucasné piedstavuje rizika. Predpokladé se, ze se environmentélni koncentrace stiibra ve
vodnim prostiedi pohybuje v rozmezi od 0,03-1 pg.I™* (4). Vzhledem k tomu, Ze neznéme
spolehlivou odpovéd na otazku, zda stiibrné Castice nepfedstavuji zvySené nebezpeci pro
jednotlivé slozky Zivotniho prostfedi, je potfeba ziskat spolehlivé informace o jejich vlivu nejen
na lidské zdravi, ale i biotickou slozku vodnich a terestrickych ekosystémt. V popiedi zajmu
veédeckého zkoumani je objasnéni potencialni toxicity nanocastic stfibra zejména na organismy

vodniho prostiedi.
Material a metodika

Cilem projektu bylo objasnit vliv nanostfibra pro organismy vodniho prostiedi. Pro
posouzeni toxického pusobeni stfibra byla stanovena akutni toxicita koloidniho stiibra o
riznych velikostech nanocéstic a toxicita dusi¢nanu stfibrného. Pro provadéni testi bylo
zakoupeno koloidni stfibro o koncentraci 20 ppm od vyrobce Koloidni stfibro s.r.o., dusi¢nan
stiibrny p.a. od firmy Sigma-Aldrich a pfistroj na vyrobu koloidniho stfibra od firmy Silver
medic, kterym lze vyrobit nanoéastice o velikosti 100 nm. Na Ustavu chemie a biochemie AF
Mendelovy univerzity v Brn¢€ byly vyrobeny nanocéstice stiibra o velikosti ¢astic 0,7-2,7 nm a

6,5-18,2 nm.

Pro posouzeni vlivu stiibra na vodni organismy byly zvoleny testy akutni toxicity
na sladkovodnich fasach Pseudokirchneriella subcapitata, na sladkovodnich korysSich Daphnia
magna a na moiskych svétélkujicich bakteriich Vibrio fischeri. Metodicky se postupovalo dle
piislusnych norem (CSN EN ISO 8692, CSN EN ISO 6341 a CSN EN ISO 11348). Testy byly
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vybrany tak, aby byla zastoupena troficka aroven producenta (Pseudokirchneriella subcapitata),
konzumenta (Daphnia magna) i destruenta (Vibrio fischeri).

Princip testu inhibice rastu fas Pseudokirchneriella subcapitata spociva v jejich kultivaci
v Zivném médiu, které obsahuje testovanou latku v riiznych koncentracich. Uginek testované
latky na fasovou kulturu se projevi jako inhibice ristové rychlosti v porovnani s kontrolnimi
kulturami v ¢istém Zivném roztoku. Vypocet hodnoty 72hErCsy byl proveden s vyuZitim
programu TOXICITA 3.1 (VUV Ostrava, Ceska republika), ktery pracuje pomoci regresni
analyzy dat s 95 % intervaly spolehlivosti.

Akutni test na perloo¢kach Daphnia magna spociva ve sledovani jejich imobilizace
ve zvoleném rozsahu koncentraci testované latky a v kontrole. Nasledné byla ve 24hodinovém
intervalu sledovéana inhibice pohybu perloocek a zaznamenani jak uhynuli, tak imobilizovani
jedinci. Ze ziskanych hodnot byla stanovena 24h a 48 h ECso probitovou analyzou pomoci
pocitadového programu (PROBITY VURH Vodiany).

Principem bakterialniho bioluminiscen¢niho testu toxicity je zména luminiscence moiskych
svétélkujicich bakterii Vibrio fischeri vyvolana negativnim pusobenim toxického vzorku.
Pomoci ptistroje LUMIStox 300 byla zmétena intenzita jejich svétla a vypoctena hodnota ECyg
nebo ECsp, Méfeni bylo provadéno ve zkuSebnich kyvetach s riznymi koncentracemi testované

latky. Intenzita luminiscence bakterii byla méfena po 15 a 30 minutéch.

Na zaklad¢ hodnot ECsy (ErCsp) byl vyhodnocen toxicky ucinek nanocCastic —stiibra

z hlediska jejich velikosti.
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Vysledky

Vysledné hodnoty EC pro hodnocené nanocastice stiibra i dusi¢nan stfibrny jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tab.1: Hodnoty ECsy pro dafnie; ErCsy, ErCyo pro fasy a ECsg pro bakterie

Testovaci Nanoéastice stiibra — velikost nm

organismus AgNOs
9 0,7-2,7 6,5-18,2 100 10 - 100**

D. magna 2338 gl | 1,68uglt | 14,78 uglt | 1,47 uglt | 1,96 pg.l*t

P. subcapitata | 1,97 pg.I™ | 43,45 ug.I" | 24,88 pg.I™ | 4,48 pg.I" | 36,65 pg.l™"

V. fischeri 9,09mg.l* | 126 mg.I" | 250mg.l* | 2,10 mg.l" | 16,49 mg.I*

*(ErCz)

** Zakoupené koloidni stiibro s velikosti nano¢astic (10-100 nm) deklarovanych vyrobcem.

v v

fischeri. Naméfené hodnoty EC, které zpusobily 50% (ECsp ) inhibici emise svétla ve srovnani
s kontrolou byly fadové vyssi (mg.l'l) nez u ostatnich testovacich organismu, kdy zjisténé hodnoty
EC byly v pg.I™. Tato skute¢nost souvisi ziejmé s tim, Ze Vibrio fischeri je motska bakterie
vyzadujici salinitu prostedi, kterd je zajiStovana chloridem sodnym, ktery reaguje se stiibrnymi
ionty za tvorby sraZeniny. Vysrazené stiibro tak vykazuje niZsi toxicitu pro V. fischeri. Nejvyssi
toxicitu pro V. fischeri vykazovaly nanocastice o velikosti 6,5-18,2 nm, kdy byla efektivni

koncentrace, ktera zptisobila 50% inhibici luminiscence oproti kontrole ECsg 1,26 mg.l'1 .

Testy akutni toxicity testovanych vzorku stiibra prokazaly vyssi citlivost D. magna ve srovnani
s citlivosti P. subcapitata. Akutni toxicita dusi¢nanu stfibrného pro perloocky &inila 1,96 pg.1™
pro fasy 36,65 pgl™.Vyssi toxicita stifbrnych nanodéstic pro perloocky byla zaznamenéna i na
zaklad¢ hodnot stiedni efektivni koncentrace stanovenych pro nanostiibro dle velikosti ¢astic.
Toxicita nanoc¢éstic o velikosti 6,5-18,2 nm byla na zdkladé hodnoty 48hECsq pro perloocky
1,68 ug.I™ , pro fasy na zaklads 72hErCso 43,45 pg.l™ . Obdobné vysledky byly dosaZeny i u

ostatnich skupin zkoumanych nanocéstic.

Na zaklad¢ dosazenych vysledkl nelze jednoznacné vyvodit, Ze ¢im mensi Castice stiibra, tim je

vysSi jejich toxicita a naopak.
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Zavér

Nizkeé hodnoty ECsy (ErCsp) potvrzuji silné baktericidni a algicidni G¢inky nanocastic stiibra.
Nase zjisténé hodnoty ECsp (ErCsp) Vv pfipadé dafnii a fas se bliZzi zaznamenanym koncentracim
nanocastic stiibra ve vodnim prostiedi. Da se pfedpokladat, Ze se v dohledné dobé¢ tato kontaminace
latek bude nadale zvySovat, z divodu jejich stale se narustajici produkce. Je tedy mozno fici, Ze
nanocastice stfibra pro dafnie predstavuji v zavislosti na zjisténych environmentéalnich
koncentracich akutni ekotoxikologické riziko. V piipadé moiskych bakterii Vibrio fischeri je
hodnota ECsp pro nanocastice stiibra zna¢né vysoka. V realném vodnim prostiedi se takto vysoké
koncentrace téchto nanoc¢astic nevyskytuji. Nase vysledky ukazuji, ze baktericidni vlastnosti zavisi i
na velikosti nanocastic. Nelze vSak jednoznaéné fici, Ze plati, ¢im menSi nanocastice, tim veétsi

baktericidni schopnost.
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u embryi Danio rerio
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Uvod
Stejné jako u ostatnich skupin 1é¢iv, psychoaktivni latky nejsou zcela metabolizovany v lidském
organismu, ale ¢astecné se vyluCuji z téla bud’ nezménéné, nebo ve form¢ metabolitt (Heberer,
2002). Nizka ucinnost odstranéni 1é¢iv v Cistirnach odpadnich vod je nasledné ptic¢inou vyskytu
téchto latek v podzemnich a povrchovych vodéach. 1 kdyz se rezidua téchto latek vyskytuji
v odpadnich a povrchovych vodach v pomérné nizkych koncentracich (okolo 300 ng/l pro
amitriptylin a venlafaxin — Baker and Kasprzyk-Hordern, 2013), jedna se o bioaktivni latky, které
mohou mit nezanedbatelné ucinky na organismy vodniho prostiedi. Cilem studie bylo posoudit vliv

tricyklického antidepresiva amitriptylinu (AMI) na embrya déania pruhovaného (Danio rerio).

Material a metodika
Cerstvé oplozené jikry D. rerio v poétu 1 500 kust byly nahodné rozprostieny do Petriho misek (50
jiker v kazdé misce). Prvni skupina jiker (10 Petriho misek, 500 jiker) byly exponovany AMI
(Sigma Aldrich, Ceska republika, &istota > 98 %) v environmentaln&-relevantni koncentraci 300
ng/l, druha skupina jiker (500 ks) byla exponovana AMI o koncentraci 30 ug/l. Kontrolni skupina
(500 ks jiker) byla exponovana pouze Vv fedici vod¢, ktera byla ptipravena dle normy ISO 7346
(1ISO, 1996). Po 24 hodinach po oplozeni jiker (hpf) bylo z kazdé experimentélni i kontrolni
skupiny odebrano 80 mg vzorku. Toto mnozstvi bylo rozdéleno do 8 zkumavek, pfic¢emz bylo 10
mg vzorku v kazdé zkumavce (celkové 24 zkumavek — 2 experimentalni a 1 kontrolni skupina). Do
zkumavek byly pfidany 2 ml RNA lateru (ThermoFisher Scientific, Némecko) za tcelem fixace
RNA, vzorky byly nasledn¢ ulozeny v teploté¢ + 4°C po dobu 12 hodin a nésledné uloZeny pfi
teploté — 80 °C az do analyzy. Stejny postup byl rovnéz zopakovan 48, 96 a 144 hpf. Nasledné byla
ze vzorkl izolovana RNA pomoci RNeasy Mini Kit (Qiagen, Némecko) a ziskand RNA byla
pouzita pro hodnoceni genové exprese vybranych geni — CYP1AL, GST p2, GPx 4b, SOD 2, CAT
a EF la pomoci kvantitativni PCR v realném case (qPCR). Statisticka analyza byla provedena

v programu Unistat 5.6. pro Excel pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu.
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Vysledky

CYP
24 hpf 48 hpf 96 hpf 144 hpf
Kontrola 0,30+0,02** 0,37+0,01** 1,43+0,11%* 1,26+0,08*Y
300 ng/l 0,36+0,04%* 0,46+0,03%* 1,32+0,14%* 1,32+0,08%Y
30 pgl/l 0,32+0,02%* 0,45+0,03%* 1,60+0,19** 1,51+0,17%Y

Tabulka 1: Koncentrace mRNA CYT v zavislosti na koncentraci AMI a délce expozice. (a, b, ¢
indikuji statisticky vyznamny rozdil mezi koncentracemi; X, y, z indikuji statisticky vyznamny
rozdil v ptipad¢ délky expozice).

SOD
24 hpf 48 hpf 96 hpf 144 hpf
Kontrola 0.59+0.07%Y 0.75+0.04%Y 1.57+0.07** 0.91+0.07%Y
300 ng/l 0.61+0.03** 0.72+0.06*Y* 1.74+0.20** 1.06+0.14*Y
30 pg/l 0.58+0.07%Y 0.62+0.05*Y 1.56+0.07** 1.01+0.07%Y

Tabulka 2: Koncentrace mRNA SOD v zavislosti na koncentraci AMI a délce expozice. (a, b, ¢
indikuji statisticky vyznamny rozdil mezi koncentracemi; X, y, z indikuji statisticky vyznamny
rozdil v ptipadé délky expozice).

CAT
24 hpf 48 hpf 96 hpf 144 hpf
Kontrola 0.29 + 0.04*” 0.68 + 0.04%7 2.42 +0.11% 1.44 +0.04°Y
300 ng/I 0.30 + 0.03%* 0.63 + 0.04%* 2.31+0.07** 1.44 +0.07°*
30 pgl/l 0.23 +0.03*Y 0.99 +0.27*Y 2.32 +0.08% 2.03 +0.32%

Tabulka 3: Koncentrace mRNA CAT v zavislosti na koncentraci AMI a délce expozice. (a, b, ¢
indikuji statisticky vyznamny rozdil mezi koncentracemi; X, y, z indikuji statisticky vyznamny
rozdil v ptipad¢ délky expozice).

GPx
24 hpf 48 hpf 96 hpf 144 hpf
Kontrola 0.81+0.05*Y 0.86+0.04*Y 2.00+0.11%* 1.07+0.10*Y
300 ng/l 0.81+0.04*Y 0.83+0.07*Y 1.59+0.11%* 1.15+0.11%Y
30 pg/l 0.74+0.03*Y 0.96+0.90%Y 1.62+0.07%* 1.38+0.18%Y

Tabulka 4: Koncentrace mMRNA GPx v zavislosti na koncentraci AMI a délce expozice. (a, b, ¢
indikuji statisticky vyznamny rozdil mezi koncentracemi; X, y, z indikuji statisticky vyznamny
rozdil v ptipadé¢ délky expozice).
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GST

24 hpf 48 hpf 96 hpf 144 hpf
Kontrola 0.39+0.02%** 1.08+0.04%Y 2.22+0.11%* 0.89+0.02%Y
300 ng/l 0.40+0.02** 1.01+0.08*Y 2.10+0.11%* 0.85+0.03*Y
30 pg/l 0.34+0.01%* 1.17+0.09%Y 1.96+0.03** 1.19+0.20*Y

Tabulka 5: Koncentrace mRNA GST v zavislosti na koncentraci AMI a délce expozice. (a, b, ¢
indikuji statisticky vyznamny rozdil mezi koncentracemi; X, y, z indikuji statisticky vyznamny
rozdil v ptipad¢ délky expozice).

Zavér
Cilem studie bylo posoudit vliv tricyklického antidepresiva amitriptylinu na genovou expresi
vybranych antioxida¢nich a biotransformacnich enzymi. mRNA koncentrace CAT byla 144 hpf
statisticky vyznamné vys$si ve skupiné exponované 30 pg/l AMI ve srovnani s kontrolou. Dale byly
roz§iteny poznatky o schopnosti indukce antioxidacnich a biotransformaénich enzymut u ranych

vyvojovych stadii ryb.
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Uvod

Stiibrné nanocastice se fadi mezi nejcastéji pouzivané nanocastice, jejich ro¢ni produkce je
celosvétové odhadovana na 320 tun za rok, a to diky jejich vlastnostem, jakymi jsou vysokéa
elektrickd a tepelna vodivost, nelinearni optické chovani a zejména antibakterialni, antiviroticka
a antimykotickd aktivita (Nowack et al., 2011). Vyuziti nachazeji naptiklad v primyslu a
zemedélstvi jako desinfekce, dale ve zdravotnictvi, potravinafstvi, stavebnictvi ¢i pfi vyrobé
Siroké tady spotifebniho zbozi, od odévi po tapety (SCENIHR, 2014). S jejich vzrustajici
vyrobou a spotiebou lze ocekavat i jejich zvySeny vyskyt v zivotnim prostiedi, kde mohou
predstavovat riziko pro necilové druhy, jakymi jsou ryby, které predstavuji vrchol potravniho
fetézce ve vodnim prosttedi. Pfedpokladané koncentrace nanocastic stfibra v evropskych fekach
se pohybuji v rozmezi 0,03-0,08 ug/l (Mueller et al., 2008). Proto byly provedeny testy
embryondlni toxicity dle modifikované metodiky OECD 236, které jsou vhodnou alternativou k
akutnimu testu toxicity na rybach OECD 203 (Belanger et al., 2013).

Materialy a metodika

Modifikovany test akutni toxicity byl proveden na embryich dania pruhovaného (Danio
rerio). Byla provedena selekce oplozenych, spravné se vyvijejicich embryi ve stadiu blastuly 4
hodiny po fertilizaci. Testy byly provadény v mikrotitracnich deskach semistatickou metodou, s
vyménou lazn¢ kazdych 24 hodin. Embrya byla inkubovdna 96 hodin pii teplot¢ 26 °C s
vyuzitim svételného cyklu 12 hodin svétlo, 12 hodin tma. Mortalita a subletalni zmény byly
zaznamenavany kazdych 24 hodin. Test byl proveden v triplikatu, v kazdé kontrolni i expoziéni
skupiné bylo pouzito 12 embryi. K expozicim byl pouzit dusi¢nan stiibrny v koncentracich 1-
120 pg/l a dva druhy sttibrnych nanocastic (AgNP). Prvnim z nich byly stfibrné nanocastice
syntetizované Regionalnim centrem pokrocilych technologii a materialti s velikostni distribuci
30,7 £ 0,6 nm stabilizované 0,01% roztokem malt6zy a Zelatiny v koncentracich 0,01-10 mg/I.
Tyto stfibrné nanocéstice se vyznacuji zlutym zabarvenim s absorpénim maximem 408 nm,
které je specifické pro tuto velikost nanoCastic, proto byla vyuzita opticka spektrometrie k

ovéteni stability nanocastic. Dalsi nanocastice byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich,
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jejich deklarovana velikost byla < 100 nm, ke stabilizaci byl pouzit polyvinylpyrrolidon (PVP).
Testovany byly v koncentracich 1-100 mg/I.
Vysledky

Vysledkem testii bylo stanoveni hodnot LC50. Pro dusi¢nan stiibrny byla stanovena hodnota
96hLC50 56,50 pg/l, pro stfibrné nanocastice stabilizované maltézou a Zelatinou hodnota
96hLC50 témei stonasobné vyssi, 5,16 mg/l. Nejméné toxické byly nanocastice stabilizované
PVP, jejich 96hLC50 byla vyssi nez 100 mg/l. Dusi¢nan stfibrny navic krom¢ vyznamné nizsi
hodnoty LC50 vyvolal také vice subletalnich zmén. Piitomny byly edémy srdce a zloutkového
vacku a deformace patefe. Expozice dusi¢nanu stiibrnému vedla ve vétsi mife také k zaostavani
ve vyvoji, kdy namisto fyziologického hrudniho postaveni ve vodnim sloupci a unikové reakci
na podnét (jemny dotyk jehlou) embryo leZelo na boku a neprojevovalo Zadnou reakci.

Graf & 1: Cetnost vyskytu subletalnich zmén, mortalita a netsp&nost lihnuti embryi
exponovanych AgNO3
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Graf & 2: Cetnost vyskytu subletalnich zmén, mortalita a netsp&nost lihnuti embryi
exponovanych stfibrnym nanodasticim stabilizovanym maltézou a Zelatinou
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Graf & 3: Cetnost vyskytu subletalnich zmén, mortalita a netisp&nost lihnuti embryi
exponovanych stfibrnymnanoc¢asticim stabilizovanym polyvinylpyrrolidonem (PVP)
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Neuspésnost lihnuti ve skupindch exponovanych dusi¢nanu stiibrnému a nanocasticim
stabilizovanych malt6zou a Zelatinou korelovala s mortalitou embryi, ve skupiné exponované

nanocasticim stabilizovanym PVP mira netspésnosti lihnuti pfevySovala mortalitu.

U embryi exponovanych dusi¢nanu stfibrnému v koncentracich prevysujicich 30 pg/l byla
pozorovana depozice stiibra na povrchu a také uvniti chorionu, a to 1 v ptipadé, kdy se embryo
vyvijelo bez dalSich zmén. V piipadé nanocastic stabilizovanych PVP byla depozice stiibra na
povrchu chorionu pozorovéna v koncentracich pfevySujicich 25 mg/l, v pfipadé¢ nanocastic

stabilizovanych malt6zou a Zelatinou v koncentracich vysSich nez 1 mg/I.

Ziskané vysledky jsou v souladu s dostupnou literaturou, podle které je toxicita iontl
zpravidla vyssi nez toxicita nanocastic (Griffitt et al., 2008; Ribeiro et al., 2014). Hodnoty LC50
pro stiibrné nanocCastice se v literatufe pohybuji v Sirokém rozmezi hodnot — od desitek
mikrogrami po desitkymiligramii (Bilberg et al., 2012; Katuli et al., 2014). Rozdily v toxicité
vysvétluje skutecnost, ze na stiibrné nanocastice nelze nahlizet jako na jedinou chemickou
latku, jako je tomu v piipadé dusi¢nanu stiibrného, ale spiSe jako na celou skupinu latek.
Vyrazny vliv na toxicitu nanocastic ma jejich velikost a tvar. VE&tsi Castice byvaji zpravidla
méné toxické, nebot’ maji mensi povrch pii stejné koncentraci roztoku a na jejich povrchu se
tedy nachazi méné¢ atomu, které mohou interagovat s organismy, zarovenl dochézi k mensi
disoluci iontl z povrchu. Vyznamné odliSné mize byt setrvavani nanocastic v suspenzi —
rychlost a mira agregace, aglomerace, nebo ionizace. Dal§im kritériem je pifitomnost nebo
nepiitomnost povrchové tpravy — coatingu a reakce s dalSimi ionty a ligandy obsazenymi v
roztoku (Angel et al., 2013).
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Zavér

Ze ziskanych vysledkii vyplyva, Ze stfibrné nanocastice jsou pro ryby mén¢ toxické nez
dusi¢nan stifibrny a pifi zohlednéni environmentalnich koncentraci v soucasné dobé

neptedstavuji akutni riziko naruSeni zdravi ryb.
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Uvod
Vzhledem k celosvétovému rozvoji akvakultury a vzrustajici poptavce po rybim mase se zvysuji
I pozadavky na diagnostiku a prevenci chorob a chorobnych stavi. Aplikovanych imunologickych
metod je mnoho, velice vhodné jsou vSak funkéni testy, které nam zobrazi nejen aktudlni stav
slozek imunitniho systému, ale i jejich schopnost aktivné reagovat na podnéty. Jednim z té€chto testd
je 1 test blastické transformace lymfocyt. Jeho principem je stimulace pomoci mitogenti, ¢imz
dochazi k pfeméné lymfocyti na lymfoblasty (Scapigliati 2013). Mitogeny selektivné stimuluji T-
buitkky (PHA, ConA), B-bunky (LPS) nebo oba typy lymfocytd (PWM) (Kehrer et al. 1998). Tento
test mtize slouzit jako ukazatel reakce organizmu ryb na negativni faktory (Ottinger et al. 2014) ¢i
na profylaktické a terapeutické zasahy v chovu. Je tedy naptiklad mozné pozorovat sniZzenou
proliferaci lymfocyta v pfipadé¢ imunosuprese. Mezi jednotlivymi druhy ryb (a ¢asto
také mezi individualnimi rybami v ramci druhu) vSak nachazime vyrazné rozdily, coz je nutné
béhem diagnostiky zohlednit. Metodika se mezi jednotlivymi autory 1isi — je tieba zjistit optimalni
typ vzorku, séra, vhodné mitogeny a jejich koncentraci, délku inkubace, inkubaéni teplotu a dalSi

parametry.

Material a metodika

Ryby a podminky chovu

Pstruzi duhovi (Oncorhynchus mykiss) o pramérné hmotnosti 194,77 + 68,44 g a celkové délce
24,14 + 2,64 cm byli odchovavéni ve tiech nadrzich o objemu 1000 litrGi a jedné nadrzi o objemu
1270 1 (Mendelova univerzita v Brn¢). Voda byla nasycena kyslikem na primérnou hodnotu
8,11 mg/l (tj. 87,1 %), pramérna teplota byla 17,6 °C, pH 7,10, N-NH;" 0,36 mg/l a CI
140,40 mg/l. Byl pouzit biofiltr Nexus 310 a UV-C lampa. Ryby byly krmeny dvakrat denné
krmivem BioMar EFICO Enviro 920 (standardni extrudované krmivo pro chov lososovitych ryb).
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Odbeér vzorkl, izolace mononuklearnich bunék

Odebrané vzorky zahrnovaly organy (hlavova ledvina, slezina) a krev odebranou z ocasni Zily za
pouziti riznych antikoagulancii (heparin, EDTA). Organy byly nastiihany, mechanicky protlaceny
sitkem (monofil) a dvakrat proplachnuty odsttedénim v PBS (fosfatovy pufr; 10 min, 450 g). Krev
byla nafedéna médiem RPMI-1640 v poméru 1:2 (s timto fedénim byly zaznamenany nejlepsi
vysledky). Mononuklearni buniky byly nésledné izolovany centrifugaci na denzitnim gradientu
(Histopaque 1077 g/ml; 40 min, 800 g). Nad denzitnim médiem se po odstfedéni odd¢lil prstenec
bun¢k (lymfocyty a malé mnozstvi monocyti), které byly odebrany a nékolikrat proplachnuty
dal$im odstiedénim v PBS (10 min, 450 g), spo¢itany (Mindray) a resuspendovany v kultiva¢nim
médiu (L-15) na pozadovanou koncentraci (2 x 10° bungk/jamku).

Pocet timto zpisobem izolovanych bunék byl srovnan s poc¢tem bunék ziskanych hemolyzou
destilovanou vodou; rovnéz byla provedena kontrola pomoci prutokového cytometru (BD

LSRFortessa) a test fagocytarni aktivity (pohlcovani ¢astic — zymosan AF 488, Texas Red).

Test blastické transformace lymfocytt

Buné¢éna suspenze (180 pl) byla spole¢né s inaktivovanym sérem (20 pl; FBS/pstruzi sérum)
a prislusnym mitogenem (20 pul) napipetovana v triplikatech do 96-jamkové mikrotitraéni desticky.
Pouzité mitogeny zahrnovaly PWM (pokeweed mitogen; 5, 10 a 50 pg/ml), ConA (konkanavalin A,
1, 10 a 20 pg/ml), PHA (fytohemaglutinin; 25, 50 a 100 pg/ml) a LPS (lipopolysacharid; 1, 50 a
100 ug/ml). Po uplynuti inkuba¢ni doby (2-8 dnt, 10-20 °C) byl do jamek pfidan thymidin
znadeny radioaktivnim izotopem vodiku (3H), ktery byl zakomponovan do nové vznikajici DNA, a
za dalSich 20 h byly bunky sklizeny pomoci harvesteru (Packard) na filtra¢ni papir. Po aplikaci
scintila¢niho roztoku jsme pomoci pfistroje pro kapalnou scintilaci (Packard) ziskali vysledky
Vv podobé CPM (pocty zableski za minutu).

Vysledky
Nejvyssi hodnoty proliferace byly pozorovany po 6 dnech inkubace s lymfocyty periferni krve
(= PBL) a 7 dnech inkubace s lymfocyty hlavoveé ledviny (= HKL; Obr. 1). V jinych studiich pfitom
byva inkuba¢ni doba kratSi (Harford et al. 2007, Miller et al. 2009). U PBL byly namé&feny nejlepsi
vysledky s PWM (50 pg/ml), zatimco HKL byly Iépe stimulovany PHA (100 pg/ml) neZ ostatnimi
mitogeny (rozdily vSak nebyly pfili§ vyrazné, v dalSim experimentu navic byly u HKL zjistény
nejlepsi vysledky za pouziti PWM 10 pg/ml). Nejnizsi hodnoty byly zaznamenany s ConA (Obr. 2).
V disledku nedostate¢ného mnoZstvi izolovanych bunék bylo nutné provést experiment s LPS

samostatné. Podobné jako u heparinizované krve byla EDTA dobfe stimulovana PWM (50 pg/ml),
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CPM

stimulace PHA (100 ug/ml) vSak neméla na buiiky zadny efekt. Nalezy jinych autord se od naSich
liSi (Chilmonczyk 1978, Tillitt et al. 1988, Agbede et al. 2005). Navzdory opaénym zkuSenostem
nékterych autorti (DeKoning et al. 1991) jsme stimulaci bunék zaznamenali pouze s FBS (fetélni
bovinni sérum) (Obr. 3). Nejlepsi vysledky byly u PBL ziskany pfi teploté 15 °C (Obr. 4), u HKL
byly naméfeny méné vyrazné rozdily mezi inkubacnimi teplotami. Optimdlnim vzorkem byla
heparinizovana krev, ktera poskytovala nejlepsi vysledky (Obr. 5). Slezina nemohla byt vysetiena
kvuli velmi nizkému poctu izolovanych buné¢k. 1zolace na denzitnim gradientu méla vyssi vytéznost

nez izolace hemolyzou (¢as potiebny k dokonalé hemolyze = 10 s).
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Obrézek 1. Délka inkubace (3-8 dnti; HKL/PBL-heparin, 15 °C, PWM10, FBS; n = 4/5).

o

Obréazek 2. Mitogeny — standardni (c), nizsi (c-) a vysSi (c+) koncentrace (PBL-heparin — vlevo,
HKL - vpravo; 7 dnii, 15 °C, FBS; n = 8/6). NS = nestimulované bunky.
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Obrézek 3. FBS, autologni a homologni pstruzi sérum (HKL, 7 dnti, PHA100, 15 °C; n = 8/HS 6).

NS = nestimulované bunky.

Obrézek 4. Teplota (PBL-heparin, 7 dni, PWM50, FBS; n = 8). Stimula¢ni index (SI) =

stimulované/nestimulované burnky.
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Obréazek 5. HKL, PBL-heparin a EDTA (7 dnt, 15 °C, FBS; n = 9). Stimula¢ni index (SI) =

stimulované/nestimulované bunky.

Zavér
Optimalnim vzorkem pro test blastické transformace byla v naSem experimentu heparinizovana
krev. Pfi manipulaci s rybimi buiikami je zasadni dodrzovani spravné teploty a je také tieba vzit v
uvahu pfirozenou variabilitu. Tento test byl optimalizovan a bude vyuZzit v dalSim vyzkumu i

v praxi k vysetfeni zdravotniho stavu lososovitych ryb (pfedevs§im pstruha duhového).
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Diagnostika piivodce proliferativniho onemocnéni ledvin u lososovitych ryb pomoci
molekularné biologickych metod

Eva Syrova (Jelinkova), Veronika Kovacova, Hana Minatov4, Iva Papezikova, Miroslava Palikova

Ustav ekologie a chorob zvéie, ryb a véel, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterinarni

a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Tetracapsuloides bryosalmonae je pivodcem proliferativniho onemocnéni ledvin (PKD) u
lososovitych ryb. Toto onemocnéni pasobi ztraty jak v chovech lososovitych ryb, tak i ve volnych
vodach. Bylo zjiSténo, Ze mezi lososovitymi druhy ryb existuji urcité rozdily ve vnimavosti k
tomuto onemocnéni (1). Vznikd tak snaha najit vhodny lososovity druh pro chov z hlediska
odlonosti vi¢i PKD, a tim minimalizovat ztraty zpusobené timto onemocnénim. Cilem této studie
bylo molekularné biologickych metod identifikovat plivodce ve tkénich lososovitych ryb
z intenzivniho chovu v Ceské republice. Na zékladé vyskytu pivodce a srovnanim s patologicko-
anatomickym nalezem jsme zjistili rozdily ve vnimavosti rtiznych druht a linii chovanych ryb v

daném recirkula¢nim systému.

Material a metodika

Odbér vzorkt

Vzorky byly ziskany z intenzivniho chovu lososovitych ryb v Ceské republice. V roce 2015 bylo v
intenzivnim chovu lososovitych ryb (recirkula¢ni akvakulturni systém - RAS) odebrano 50 vzorki
ledvin od lososovitych ryb: siven americky (Salvelinus fontinalis) dvouro¢ek — 10 vzorki, kiiZzenec
sivena amerického a sivena a arktickeho (Salvelinus alpinus) dvouroc¢ek — 10 vzorkd, pstruh duhovy
(Oncorhynchus mykiss) — 30 vzorkt roc¢kt a dvourocka (dvourocci chovani na RAS 1. a 2. rok). V
roce 2017 bylo z tohoto chovu odebrano dalSich 50 vzorka ledvin od téchto druhli ryb: siven
americky (Salvelinus fontinalis), ptivod Italie — 10 vzorku, siven americky (Salvelinus fontinalis),
puvod Dansko — 10 vzorki, pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss), pavod Irsko — 10 vzorkd, pstruh
duhovy (Oncorhynchus mykiss), puvod Dansko — 10 vzorkt, pstruh duhovy (Oncorhynchus
mykiss), puvod Dansko, mladsi v€kova kategoriec — 10 vzorki. Ryby byly usmrceny, byly

posouzeny patologicko-anatomické zmény a odebrany vzorky pro vysetieni.
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Izolace DNA a polymerazova fetézova reakce

V laboratoti Ustavu ekologie a chorob zvéfe, ryb a véel bylo odebrano malé mnozstvi tkan& (do 25
ug) ze vSech vzorki ledvin (z roku 2015 i 2017) pro homogenizaci a extrakci DNA pomoci DNeasy
Blood and Tissue kitu (QIAGEN) na zaklad¢ protokolu od vyrobce. Ziskand DNA byla vyuzita do
polymerazové fetézové reakce (PCR) pro kvalitativni otestovani piitomnosti T. bryosalmonae. U
nékterych vzorkli odebranych v roce 2015 PCR zatim neni dokonceno. Dale bylo provedeno
kvantitativni vySetieni pfitomnosti tohoto parazita pomoci gqRT-PCR — dokoncuje se. K vizualizaci

produkta PCR byla pouzita gelova elektroforéza (1, 2).

Vysledky
Vysledky patologicko-anatomického nalezu a PCR u 50 vzorki ledvin odebranych z ryb z RAS v
roce 2015 shrnuje Tabulka 1. Nejvyssi procento pozitvnich vzorki bylo na zadkladé PCR zjisténo u
skupiny jednoletého O. mykiss, u této skupiny byly rovnéZz pozorovany vyrazné patologicko —
anatomické zmény. Vysledky PCR ukazuji rozdily ve vnimavosti vySetfovanych druhti ryb viaci
PKD. Vysledky patologicko-anatomického nalezu a PCR u 50 vzorku ledvin odebranych z ryb z
RAS v roce 2017 shrnuje Tabulka 2.

Piedbézné vysledky gRT-PCR ukazuji kvantitativni variabilitu patogena v ledvinné tkani.

Druh ryby, ptivod Patologicko- Prevalence PCR - procento

anatomické zmény « P o
zmén pozitivnich vzorki

S. fontinalis, dvouroéek - 0% 89%,n=9

S. fontinalis x S. alpinus - 0% 80 %, n=10

O. mykiss, dvourocek, 2. rok na RAS + 70 % 13%,n=38

O. mykiss, dvourocek, 1. rok na RAS ++ 100 % 0%,n=4

0. mykiss, ro¢ek +++ 100 % 100 %,n=6

Tabulka 1. Patologicko-anatomické zmény a PCR u ryb odebranych z RAS v roce 2015

Druh ryby, ptivod Patologicko- Prevalence PCR - procento
anatomické zmény . e . o
zmén pozitivnich vzorki
S. fontinalis, ptivod Italie - 0% 80 %
0. mykiss, ptivod Déansko, mladsi vek. kat. - 0% 100 %
S. fontinalis, ptivod Dansko + 20 % 100 %
0. mykiss, ptivod Irsko ++ 70 % 100 %
O. mykiss, ptivod Dansko +++ 100 % 100 %

Tabulka 2. Patologicko-anatomické zmény a PCR u ryb odebranych z RAS v roce 2017
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Zavér
Zavérem lze konstatovat, ze vysledky PCR potvrdily rozdily v druhové i liniové odolnosti
lososovitych ryb k onemocnéni PKD Vyrazné patologicko- anatomické zmény byly zachyceny v
rizném rozsahu u pstruha duhového. Jako odolnégjsi se jevi pstruh duhovy ptivodem z Irska. Ryby,
které se s patogenem setkaly podruhé, mély vyrazné mensi patologicko-anatomicky nalez. U sivena
amerického byly zachyceny nevyrazné¢ zmény v ledvinach pouze u dvou kust, ale PCR potvrdila
pfitomnost parazita v roce 2017 téméf u vSech kust. Z téchto vysledkt je videt, Ze 1 kdyz je parazit

T. bryosalmonae v téle ryby piitomen, nemusi se nemoc klinicky projevit.
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Stanoveni ruminalni degradovatelnosti aminokyselin a isoflavonti u dvou rizné technologicky

upravenych séjovych produktia metodou in sacco

Zuzana Némcova, Ludmila K#izova
Ustav vyzivy zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a farmaceutickd univerzita

Brno

Uvod

Soja je dilezitou slozkou vyzivy prezvykavcl. Z hlediska nutriéni hodnoty je podstatnym
zdrojem aminokyselin (Radivojevi¢ et al. 2011). Obsahuje vSak i dal$i vyznamné latky, napf.
isoflavony (IF), které vykazuji silné estrogenni G¢inky (Flachowsky et al. 2011). Nejéast&jsimi
sojovymi isoflavony jsou daidzein, glycitein a genistein. Stravitelnost isoflavontl a dal$ich latek se
meéni v zavislosti na technologickém zpracovani soji. Ke zkrmovéani se vyuziva tepelné upravenych
sojovych komponentt, z nichZ nejcastéji pouZivanym je sojovy extrahovany Srot a extrudovana séja
(Radivojevi¢ et al. 2011). Ruminélni degradovatelnost je dilezitym ukazatelem vyzivové hodnoty
krmiv (Belanche et al. 2014). Pfi jejim stanovovani je pouziti bachorové tekutiny nenahraditelné,
stejn¢ jako proménlivé prostfedi bachoru, které nelze vytvofit in vitro metodami (Schadt et al.

2014). Stéle se proto vyuZziva in sacco metod (Homolka et al. 2007).

Material a metodika
Vzorky
Stanoveni degradovatelnosti aminokyselin a isoflavonti bylo provedeno u séjového Srotu (S)
a s6jového extrahovaného §rotu (SES). Vzorky byly pomlety na mlynku pfes sito s velikosti otvort
2 mm a nasledné navdzeny po 2 g do nylonovych sacki (o rozmérech 5x14 cm s velikosti port

42 um).

Zvitata

Pro stanoveni degradovatelnosti byly pouzity dvé ruminalné kanylované ovce. VSechny zakroky na
zvitatech byly provadény v souladu s platnou legislativou (projekt pokusu ¢. 28987/2017-MZE-
17214). Ovce byly krmeny dvakrat denn¢ a mély volny pfistup k pitné vodé. Jejich denni krmna
davka sestavala ze sena (0,95 kg) a doplitkkové krmné smési (0,65 kg). Slozeni doplitkové krmné
smési bylo nasledujici: jeCmen 20 %, sladovy kvét 10 %, extrahovany Srot slune¢nicovy neloupany

30 %, ususek vojtéskovy 30 %, klicky obilni 3 %, melasa 0,5 %, krmna stl 0,5 %, vapenec 2,5 %,
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MCP 2 %, premix stopovych prvki a vitamini 0,3%, PROBIOSTAN E10 1,2%. Na krmnou davku
byly ovce adaptovéany vice nez dva tydny pied zahajenim inkubace.

Sacky s krmivy byly inkubovany v prostiedi bachoru po dobu 0, 2, 4, 8, 16 a 24 hodin. Po inkubaci
V bachoru byly sa¢ky 1 min propirany od hrubych necistot pod tekouci studenou vodou, dale byly
propirany v automatické pracce po dobu 10 min bez odstfed’ovani. Sacky s 0 h inkubace nebyly
inkubovany v bachoru, ale namoceny v teplé vodé (37 °C) po dobu 10 min a poté propirany stejnym
zpisobem jako ostatni sacky. Po vyprani byly vSechny sacky suSeny pii teploté 60 °C po dobu
48 hod. Rezidua krmiv byla analyzovana na obsah susiny, NL, aminokyselin a isoflavond.

Z vysledku analyz byla vypoétena degradovatelnost jednotlivych isoflavonii, aminokyselin, susiny a
NL dle rovnice podle @rskov a McDonald (1979). Pii vypoctu byly zohlednény ztraty pti prani
vzorki.

Vysledky

U obou testovanych krmiv byla zjisténa vysoka ruminalni degradovatelnost susiny a NL (Némcova,
Kiizova, 2017). Vy3§i hodnoty byly zaznamenany vzdy u S ve srovnani se SES. Hodnoty
degradovatelnosti aminokyselin po 16 hod inkubace jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. U skupiny S se
degradovatelnost aminokyselin pohybovala v rozmezi od 90,45 % (methionin) do 95,90 %
(arginin). Degradovatelnost aminokyselin u SES nabyvala hodnot od 74,23 % (methionin) a

nepiesahovala 88,51 % (kyselina glutamova).

Parametr Jednotky S SES
Asp % 95,66 86,12
Thre % 95,56 83,27
Ser % 95,11 84,50
Glu % 95,49 88,51
Pro % 94,75 84,75
Gly % 93,86 83,30
Ala % 95,35 83,18
Val % 95,30 82,96
Met % 90,45 74,23
Iso % 95,19 83,45
Leu % 95,38 83,73
Tyr % 95,79 83,57
Phe % 95,56 84,89
His % 94,05 85,85
Lys % 95,68 85,86
Arg % 95,90 88,14

Tabulka 1 Degradovatelnost aminokyselin (%) po 16 hod inkubace
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Degradovatelnost isoflavonti u S a SES je znazornéna v grafech &. 1 - 4. S rostouci inkubaé¢ni dobou
vzdy rostla i ruminalni degradovatelnost celkovych isoflavont, v ¢ase 24 hod se blizila t¢émét 100 %
(99,99 % u S a 99,95 % u SES). Pii porovnavani hodnot obou séjovych krmiv byly zjistény nejvétsi
rozdily v asech 2, 4 a 8 hod, kdy degradovatelnost jednotlivych isoflavonti u SES nabyvala vyssich
hodnot nez u S. Po 16 hod inkubace byly hodnoty degradovatelnosti jednotlivych isoflavonti u obou
sledovanych krmiv obdobné. Pti porovnani degradovatelnosti jednotlivych isoflavoni se u S ve
vSech inkubacnich Casech ukézal jako nejlépe degradovatelny daidzein. Obdobné vysledky byly
zjistény i u SES, svyjimkou 2 hod inkubace, kdy byla zjiiténa nejvy$si degradovatelnost u
glyciteinu.
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Zavér
Zjistili jsme, Ze ruminalni degradovatelnost suSiny, dusikatych latek a aminokyselin byla
vysSi u sbjového Srotu ve srovnani se séjovym extrahovanym Srotem. Naproti tomu
degradovatelnost jednotlivych isoflavoni po 2, 4 a 8 hod inkubace byla vyssi u sojoveho
extrahovaného Srotu nez u sojového Srotu, ale po 16 hod inkubace byly hodnoty
degradovatelnosti jednotlivych isoflavonti u obou sledovanych krmiv obdobné. Nejvyssi

degradovatelnost byla zaznamenana u daidzeinu.
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Uvod

Parazitizmus piedstavuje Zivotni strategii, kdy parazit Zije na Ukor svého hostitele.
Jejich vztah charakterizuje jistd mira rovnovahy mezi obéma zucastnénymi, kdy strategii
parazita je se co nejefektivnéji Sifit na dal$i hostitele. Stav, kdy dochazi k pfemnozeni parazita
a jeho pfitomnost negativné ptisobi na hostitele je ndsledkem selhani regula¢nich mechanizmt
hostitele (Chauvin et al., 2009). Mirnéd parazitarni infekce je tedy obecné u volné Zijicich

Netopyti predstavuji 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 viru (Calisher et al., 2006), ale v souc¢asné dobé se
predpoklada, ze jsou i ptivodnimi hostiteli trypanosom podrodu Schizotrypanum (Hamilton et
al., 2012). Co se ty¢e dalSich krevnich parazit, existuji pouze anekdotické zminky o
jednotlivych nalezech pievazné neidentifikovanych babesii a hemosporidii. Krypticky zivot
netopyri a jejich mira ochrany v Evropé je ziejmé¢ hlavni piicinou absence informaci
tykajicich se vyskytu krevnich parazitl, jejich patogenity a ptenosu prostfednictvim vektort u

evropskych netopyri.
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Material a metodika

V ramci projektu byly zpracovany vzorky krve 113 netopyri rezavych (Nyctalus
noctula), kteti byli na zacatku zimovani pfedani pracovnikim zachranné stanice z divodu
naruseni hibernakula, nebo byli odchyceni pomoci narazovych siti v ramci planovanych
odchyti, které provedli pracovnici Ustavu biologie obratlovett AV CR (povoleni AOPK CR
¢.j. 01662/MK/2012 S/00775/MK/2012, &.j. 866/JS/2012). Netopyrim byla odebrana krev
Zv. saphena a misto odbéru bylo oSetieno tkanovym lepidlem, aby nedoslo k nechténym
ztratam krve. Pred vypusténim byly netopyrim doplnény tekutiny a energie peroralni aplikaci
roztoku glukozy. Zvitatim, ktera byla zimovéana v umélém hibernakulu, byla za¢atkem unora
a na konci hibernace odebréana krev na hematologii a biochemii. VVzorky krve byly zpracovéany
analyzatory iISTAT a VetScan (Abaxis, USA). Cast krevniho vzorku byla pouZita na izolaci
DNA a nested PCR diagnostiku babesii. Pozitivni vzorky byly odeslany na sekvenaci. Byly

rovnéz analyzovany vzorky krve ziskané od mlad’at jedné pozitivni samice.

Vysledky

V ramci této studie byly odebrany vzorky krve od celkem 113 netopyri rezavych
(Nyctalus noctula), a od 2 mlad’at babesia-pozitivni samice. Celkova prevalence babesii u
netopyrt rezavych (Nyctalus noctula) zjisténa pomoci nested PCR je 5,31% (113/6), v ramci
hibernace byla prevalence vyskytu trypanosom vkrvi 6,98% (86/6) a u zvifat
normotermickych, odchycenych b&hem swarmingu nebyla zjiSténa pfitomnost babesii
v krevnich vzorcich (27/0). Na zéklad¢ sekvenace byly vSechny nami vyizolované babesie u
netopyra rezavych z CR uréeny jako Babesia vesperuginis. Ob& mlad’ata babesia-pozitivni
samice byla na PCR negativni. V ramci studie byly stanovovany rovnéz hematologické a
biochemické parametry krve. Pii statistické analyze ziskanych dat byly zjiStény statisticky
prukazné rozdily u parametrti acidobazické rovnovahy. Tyto zmény byly prukazné pouze u
vzorkli ze zaCatku unora, na konci hibernace uz nebyly Zadné rozdily mezi krevnimi

parametry babesia-pozitivnich a negativnich zvifat.
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Graf 1: Srovnani hodnot BE (base excess) u babesia-pozitivnich a negativnich netopyri

rezavych (Nyctalus noctula)
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Graf 2: Srovnani hodnot AnGap (anion gap) u babesia-pozitivnich a negativnich netopyri

rezavych (Nyctalus noctula)
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Zavér

V ramci této studie byla poprvé pomoci PCR na evropském kontinentu potvrzena
Babesia vesperuginis v krvi netopyri. Diivéjsi zminky o vyskytu babesii u evropskych
netopyrt jsou zalozeny pouze na zakladé néalezl v krevnich natérech. Diive byl molekularné
biologickymi metodami tento druh potvrzen v krvi netopyrii pouze ve Velké Britanii a to u
Pipistrellus spp. (Cancannon et al., 2005). Oproti diive studovanym trypanosomam jsme
Vv ptipad¢ babesii zjistili vyrazné nizsi prevalenci. Tento nalez ukazuje na vyS$i patogenitu
tohoto parazita pro netopyry. Pro toto tvrzeni svéd¢i i zjisténé rozdily v hematologickych
hodnotach, konkrétné acidobazické rovnovahy. Trend téchto zmén je shodny se zménami
zjisténymi u psi trpicich klinickou babesiosou (Leisewitz et al., 2001). Zajimavé je, Ze efekt
pfitomnosti babesii jsme zaznamenali pouze u vzorkli od jedinct z hluboké hibernace,
zatimco na konci uz tyto rozdily mezi pozitivnimi a negativnimi zvifaty u krevnich parametri
zjistény nebyly. Toto muize byt zplsobeno tim, ze na konci hibernace se postupné zvysi
metabolismus a babesie jsou imunitnim systémem potlaceny a omezi se tak i jejich negativni

vliv na organismus.
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Ovéieni autenticity a nutri¢ni kvality vybranych druht tunakua
Eliska Servusova %, Zora Piskata *, Iva Steinhauserova
Vyzkumny Ustav veterindrniho lékaistvi Brno*, Ustav hygieny a technologie masa, Veterinarni
a farmaceuticka univerzita Brno®
Uvod

Ovéfovani autenticity potravin patii k zdsadnim otdzkdm v oblasti bezpecnosti
potravin. Podle Natizeni Rady (EHS) 1536/1992 se tuiidci rozd€luji na pravé tundky a
nepravé tunaky bonita, pficemz nazev druhu tunaka musi byt uveden na obalu vyrobku.
Vzhledem k nartstu poptavky a spotieby tunakovych produkti a vysokym nakladim na
vyrobu miize dochazet k zdméné¢ jednotlivych druht tundki rozdilné kvality, coz mlze vést
ke klamani spotiebitele. Detekce DNA Zivo¢isného druhu patii mezi zakladni postupy pro
odhaleni zpiisobll falSovani potravin spocivajicich v zamén¢ jednotlivych druhta ryb rozdilné
nutricni hodnoty 1 komer¢ni ceny (Espineira et al.,, 2009). DNA je vSak vlivem
technologickych procesii pouzivanych v potravinaistvi degradovdna na mensi fragmenty
(Lockley and Bardsley, 2000), jejichz velikost je limitujicim faktorem pro néslednou PCR
(Mackie et al., 1999). Cilem projektu bylo najit vhodné sekvence pro rozliSeni ¢tyi druhti
tunakt a bonit nejcastéji dostupnych na ¢eském trhu a dale provést zakladni chemickou a
nutriéni analyzu téchto druht a vyrobk.

Material a metodika

Priprava vzorku

Vzorky tunakt byly zakoupeny na ¢eském trhu. Jednalo se o chlazené steaky na ledu-svaloveé
tkan¢ tunaka zlutoploutvého (Thunnus albacares) a tunaka pruhovaného (Katsuwonus
pelamis), a celé cerstvé ryby chlazené na ledu pelamidy obecné (Sarda sarda) a tunaka
makrelovitého (Auxis rochei). Tyto vzorky slouzily jednak pro ovéfeni autenticity, tak i
k chemické analyze. Pro kazdy druh byla pfipravena fedici fada (10; 5; 1; 0,5; 0,1; 0,05
ng/ul). Déle bylo na ceském trhu zakoupeno k vySetieni n¢kolik komerénich vyrobkt k
ovéfeni druhu (shoda/neshoda) a k porovnani chemické analyzy s deklaraci na obale.

Dna izolace

Izolace DNA byla provedena pomoci komeréné dostupné extrakéni metody: DNeasy mericon
Food Kit (Qiagen, Némecko). I1zolace probihala podle navodi vyrobce.

PCR analyza
Pomoci online dostupného programu na internetu Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

byly navrZeny dva systémy PCR (polymerazova fetézova reakce) k odliSeni ¢ty dostupnych

druht tunaku. Jedna se o konvenéni PCR pro Thunnus albacares a Auxis spp. a real-time PCR
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pro Katsuwonus pelamis a Sarda spp. Reak¢ni smés pro konvenéni PCR se skladala
z celkového objemu 20 pl: 10 pl Master mixu, 4 ul PCR vody, 10 pmol kazdého primeru a 4
ul templatové DNA. Soucasti analyzy je rovnéz pozitivni a negativni kontrola. Amplifikace
byla provedena s Uvodni denaturaci 3 min 95 °C, nasledovanou 34 cykly 30 s 95 °C, 20 s pfi
65 °C (pro T. albacares) a 67 °C (pro Auxis spp.) a 60 s pii 72 °C, s finalni extenzi pii 72 °C
po dobu 5 min a kone¢né zchlazeni na 12 °C. Vizualizace PCR produkti byla provedena
elektroforeticky v 1,5 % agarézovém gelu v 0,5 X TBE pufru s obsahem 8 pl gel greenu. Jako
marker byl pouzit 50 bp Ladder. Reak¢ni smés pro real-time PCR se skladala z celkového
objemu 20 pl: 10 pul LC Probe, 0,2 ul uracyl DNA enzymu, 0,1 pl kazdého primeru, 0,05 pl
sondy, 4,55 ul PCR vody a 5 pl teplatové DNA. PCR analyza je provadéna na pfistroji
LightCycler 480 1l (Roche, Dansko) s uvodni denaturaci 95 °C 7 min, néasledovanou
denaturaci se 45 cykly 95 °C 10 s, elongaci 60 °C 30 sa extenzi 72 °C 1 sa kone¢né
zchlazeni 40 °C 10 s. Vystupem tohoto systému jsou amplifika¢ni kiivky pro dané druhy.

Chemicka analyza
Chemicky profil spoc¢ival ve stanoveni obsahu tuku, mastnych kyselin n-3 a n-6 a celkového
obsahu bilkovin. Chemicka analyza byla provedena jednak na syrovych vzorcich a jednak po
procesu konzervace na stejnych vzorcich ve vlastni §tavé za definovanych podminek (121 °C,
tlaku 200 kPa po dobu 15 minut) z divodu technologického vlivu na potencialni nutri¢ni
zménu. Dale bylo zakoupeno 7 vzorku tunidkovych konzerv ve vlastni §tavé k nasledné
analyze a porovnani s deklaraci na obale. Tuk a mastné kyseliny byly vySetieny dle
standardnich operacnich postupl akreditovanou laboratoii v Praze (ALS Czech Republic,
s.r.0.). Tuk byl stanoven pomoci metody NMR (nuklearni magneticka rezonance). Mastné
kyseliny byly stanoveny metodou plynové chromatografie s FID detekci (plamenovy
ionizacni detektor). Celkovy obsah bilkovin byl stanoven pomoci pfistroje Kjeltec 2300 (Foss,
Svédsko) na Ustavu hygieny a technologie masa VFU Brno.
Vysledky

Na obrazku 1 je uvedena detekce Thunnus albacares (81 bp) a Auxis spp. (80 bp), které
nasledn¢ slouzily jako pozitivni kontrola k dalSim analyzdm. Na obréazcich 1 a 2 jsou
znazornény amplifikacni kiivky fedici fady pro detekci Katsuwonus pelamis a Sarda spp. (10;
5; 1, 0,5; 0,1; 0,05 ng/ul). Tabulka 1 shromazd’uje vySetfeni 15 komer¢nich vzork na shodu
¢i neshodu pro vsechny Ctyfi druhy tundkda.

M TA TA K- As As K-

Obrazek 1: Thunnus albacares (TA), Auxis spp. (As)
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Obrazek 3: Sarda spp. (fedici fada)

Tabulka 1: VySetieni komer¢nich vyrobki

Cislo Druhova deklarace g PCR Konvenéni PCR
vzorku K. pelamis Sarda spp. T. albacares Auxis spp.
1 K. pelamis + - - -
2 K. pelamis - - - -
3 K. pelamis + - - -
4 K. pelamis + - - -
5 K. pelamis + + - -
6 K. pelamis + + - -
7 K. pelamis + - - -
8 K. pelamis + - - -
9 K. pelamis + - - -
10 K. pelamis + - - -
11 K. pelamis + - - -
12 K. pelamis + - +- -
13 T. albacares +- - + -
14 Tunak - - - -
15 T. albacares + - + -

Co se tyka chemické analyzy, tak v tabulce 2 jsou znazornény pramérné hodnoty pro celkové
bilkoviny, obsah tuku a mastné kyseliny vySetfenych vzorkli syrovych a pozdé¢ji tepelné
opracovanych vzorki. Z tabulky vyplyva, Ze procesem sterilovanim se hodnoty navysuji.
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V tabulce 3 uvadime chemickou analyzu 7 komerénich vyrobkl zakoupenych na ¢eském trhu.
V porovnani s uvedenim na obalu se hodnoty nejvice lisily u vzorka 1, 3 a 6.

Tabulka 2: Primérné hodnoty vySetienych vzorki pro celkové bilkoviny, tuky a mastné

kyseliny
Celkové Bilkoviny Obsah tuku [%0] Mastné kyseliny [g /
Druh | Opracovani | Syrové Konzerva | Syrové Konzerva | Syrové Konzerva
Thunnus albacares 25,5 27,7 0,4 0,8 631 511
Katsuwonus pelamis 20,5 21 0,2 0,2 450 438
Sarda sarda 24,8 24,9 13,3 15,8 673 652
Auxis rochei 27,1 27,5 2,2 2,4 442 500
Tabulka 3: VySetfeni komer¢nich vyrobkii na bilkoviny a tuky
Cislo Druh konzervy ve Deklarace na obale Stanovené hodnoty
vzorku vlastni §£ave BK Tuky BK Tuky | n-3MK | n-6 MK
1 Tunak drceny 23 1,1 19 0,28 |<0,10 <0,10
2 Tunak kousky 27 0,8 26 0,86 0,19 0,19
3 Tuna steak 26 15 21 0,44 0,16 <0,10
4 Tuna in brine 24 0,5 24 0,35 0,12 <0,10
5 Tonno al Naturale 17 1,8 18 1,86 0,65 <0,10
6 Tunish drceny 17 2 27 1,10 0,29 <0,10
7 Tunak kousky 22 0,2 20 0,47 0,15 <0,10
Zavér

Tundci patiici do Celedé makrelovitych jsou si velmi geneticky podobni a najit odlisSné
sekvence gent pro jednotlivé druhy je obtizné. Nami stanovené¢ PCR systémy urcily zdkladni
odliseni ¢tyf druhii tundkd. Screening komercnich vyrobkll ukazal ve vétsiné pripadi shodu
s deklaraci uvedenou na obale. AvSak metoda bude nadale optimalizovana a validovana, proto
je zapotiebi stale vyvijet metody schopné detekce velmi pifibuznych druhli. Na zakladé
chemické analyzy jsme urcily tundky pravé za velmi nizkotucné ryby. Bonita obsahuji zase
vice tukl a tim paddem i vice nenasycenym mastnych kyseliny. VSechny druhy tundka jsou
vysokym zdrojem plné stravitelnych zivocisnych bilkovin. Z hlediska nutri¢ni kvality jsou
tunaci pravi, nepravi, ale i konzervované tunakové vyrobky povazovani za plnohodnotné a

cenéné potraviny pro lidskou stravu.

98



Seznam literatury
Espineira, M., Gonzalez-Lavin, N., Vieites, J., M., Santaclara, F., J. (2009): Development of
method for identification of sromboid and common substitute species in seafood products by
Fins. Food Chemistry. vol. 117, p. 698-704.
Lockley, A., K., Bardsley, R., G. (2000): DNA-based methods for food authentication. Trends
in Food Science and Technology, vol. 11, p. 67-77.
Mackie, I. M., Pryde, S. E., Gonzales-Scotelo, C., Medina, I., Peréz-Martin, R., Quentiero, J.,
Rey-Mendez, M., Rehbein, H. (1999): Challenges in the identification of species of canned
fish. Trends in Food Science and Technology, vol.10, p. 9-14.
Natizeni Rady (EHS) 1536/1992, kterym se stanovi spole¢né obchodni normy pro

konzervované tunaky a bonita.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno ¢ 214/2017 FVHE.

99
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Uvod

Enterokoky so ziskanou rezistenciou k vankomycinu (VRE) s zodpovedné za vazne
ochorenia I'udi a za nozkomialne infekcie, ¢o predstavuje vyznamny medicinsky problém
(Simjee et al., 2006). S ich vyskytom sa ale stretavame aj u hospodarskych zvierat (napr.
hydina a oSipané), mézu sa dostavat’ do zivotného prostredia ¢i kolonizovat’ volne Zijuce
zvierata (napr. Oravcova et al., 2013), a vytvarat’ tak rezervoar VRE mimo nemocni¢né

prostredie.

Vysledky z EARS-Net preukazuju, Ze v mnohych krajindch doch&dza k vyznamnému
narastu zavaznych enterokokovych infekcii. V Ceskej republike sa zvysil vyskyt vankomycin
rezistentnych Enterococcus faecium z3,8 % (v roku 2006) na 11,5 % vroku 2012
(http://ecdc.europa.eu/en/
healthtopics/antimicrobialresistance/database/Pages/graphreports.aspx, navstivené diia
15/11/2016). V minulosti bol vyskyt VRE v Eurépe davany do suavislosti s niekdajSim
pouZivanim avoparcinu ako stimulatoru rastu u hospodarskych zvierat (Bager et al., 1997).
V sucasnosti sa VRE ¢asto objavuji aj v nemocniciach, a to najma kvoli vyznamnému narastu
spotreby vankomycinu na lie¢bu klostridiovych kolitid a infekcii spésobenych meticilin
rezistentnym Staphylococcus aureus.

U enterokokov bolo popisanych 9 réznych génov (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE,
vanG, vanL, vanM avanN) zodpovednych za rezistenciu k vankomycinu. Z nich klinicky
najvyznamnejSie st vanA a vanB, ktoré su najrozsirenejSie a si schopné sa horizontalne §irit’
(Kristich et al, 2014). Rezistencia k vankomycinu byva asociovana s klinicky vyznamnymi
sekvenénymi typmi (ST), ako je napriklad ST17, ST18 a ST78 uE. faecium a ST6 uE.
faecalis, pricom vyskyt rezistencie k vankomycinu je omnoho ¢astej$i u druhu E. faecium.
Okrem klonélnej dynamiky vSak vyznamn( Glohu zohréva aj horizontéalne Sirenie plazmidov

nesucich gény rezistencie k vankomycinu, azaroven gény vyznamné pre efektivnu
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kolonizéciu, zvySenu virulenciu ¢i perzistenciu. Rezistencia k vankomycinu byva najcastejSie
spbsobend rozSirenim transpozonu Tn1546 (vanA genotyp) a Tn1549 (vanB genotyp), ktoré sa
obvykle vyskytuji na plazmidoch, zvycajne zo skupiny RepA N (derivaty pRUM a pLG1),
Inc18 a pHTP, o potvrdzuje promiskuitu tohto transpozénu ovplyviiujucu jeho rozSirenie

naprie¢ populaciou enterokokov (Freitas et al., 2013).

K pochopeniu a objasneniu ciest 3irenia VRE v Ceskej republike by vyznamne
prispela detailnd molekularno-biologicka charakterizacia takychto kmenov =ziskanych
z rdznych zdrojov jednej lokality, ako aj Stadium ich mobilnych genetickych elementov.
Aktualnost’ a nalichavost’ tematiky globalneho rozsirenia epidemiologicky vyznamnych
klonov VRE je dand predovSetkym komplikaciami v lie¢be nimi sposobenych infekecii,

obzvlast’ v nemocni¢nom prostredi a v lieCebniach dlhodobo chorych.

Material a metodika

Do projektu bolo zahrnutych vySe 100 selektivne ziskanych VRE z reprezentativneho suboru
vzoriek (>1500 vzoriek) z precistenej odpadovej vody vytekajucej z Cistiarne odpadovych
vod (COV), zo skladky komunédlneho odpadu, od ludi z komunity, nemocniéné kmene,
hospodarske, domace a volne zijiice zvieratd, lovna zver zo severnej Moravy (prevazne v
okoli Pferova), odobrané v roku 2012/2013. Ziskané izolaty boli druhovo identifikované
pomocou MALDI-TOF MS. Nasledne bola stanovena citlivost’ izolatov k 14 antibiotikam
pomocou diskovej difuznej metddy (ampicilin, streptomycin, erytromycin, tetracyklin,
vankomycin, chloramfenikol, teikoplanin, quinupristin/dalfopristin, rifampicin, gentamycin,
tigecyklin, linezolid, nitrofurantoin, ciprofloxacin) a minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC)
vankomycinu. Bola testovana pritomnost’ génov rezistencie k vankomycinu a k ostatnym
antibiotikam pomocou PCR [vanA, vanB, vanCl, vanC2/3, erm(A), erm(B), mef(A/E),
ant(4*)-la, aac(6‘)-le-aph(2*‘)-la, aph(3‘)-1lla, tet(M), tet(L), tet(O), tet(K)] a vyskyt génov
virulencie pomocou PCR (esp, asal, gelE, cylA, hyl). Epidemiologicka pribuznost’ izolatov
bola stanovend pomocou pulznej gélovej elektroforézy (restrikéné Stiepenia pomocou enzymu
Smal) a nésledne softvérovo analyzovana (BioNumerics). 1zolaty E. faecium boli zaradené do
klonalnych komplexov pomocou analyzy MLST — "multilocus sequence typing" (aplifikacia a
sekvenovanie génov adk, atpA, ddl, gdh, gyd, purK, pstS. Porovnanie s medzinarodnou
databazou, vyhodnotenie ST typov, eBURST analyza, zaradenie ST do BAPS skupin).

Plazmidy boli charakterizované na zéklade pritomnosti génov kddujucich replikazy (repl-22),
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relaxazy a genov zodpovednych za stabilitu plazmidov (toxin-antitoxin systémy).
Transpozonu Tn1546 nesdci vanA gén bol typizovany pomocou PCR mapovania 10 na seba

nadvazujucich Usekov.

Vysledky

Celkom bolo ziskanych 121 izoladtov vankomycin rezistentnych enterokokov zo
severnej Moravy, z nich 55 pochadzalo z COV Pierov — Henélov, 36 z havranov zimujucich
v okoli Pierova, 4 zlesnej zveri, 1 bol ziskany od psa, 20 izolatov bolo z nemocnice
v Olomouci a 5 z hydinarskej farmy. Okrem dvoch izolatov E. faecalis z lesnej zveri, patrili

vSetky izolaty k druhu E. faecium.

Ziskane izolaty vykazovali MIC vankomycinu vysSiu ako 32 mg/l az do 1024mg/I.
VSetky izolaty E. faecium boli multirezistentné s rezistenciou k pat a viac antibiotikam.
Rezistencia k vankomycinu bola koddvana génom vanA, k erytromycinu génom erm(B),
k tetracyklinu genmi tet(M) a/alebo tet(L) aku gentamicinu génmi aac(3)-1l1la a/alebo
aac(6')-aph(2"’). 95 % izolatov E. faecium z nemocnice (19/20) nieslo gény virulencie esp
a/alebo hyl, zatial'¢o u ustatnych vzoriek sa tieto gény vyskytovali iba sporadicky (10 %,

10/99). Oba izolaty E. faecalis niesli gény virulencie gelE, cylA, esp a asal.

Na zéklade MLST analyzy boli izolaty E. faecium zaradené do sekvencnych typov
(ST). VSetky izolaty z Olomouckej nemocnice patrili k ST549, izolaty z havranov patrili
do ST5, ST18, ST38, ST92, ST273 a ST640. Vietky izolaty z COV boli na zéklade PFGE
analyzy epidemiologicky velmi pribuzné (CS > 95 %) a patrili k ST273. Jeden izoléat
z hydiny bol ST18 a ostatné patrili k novému sekvenénému typu pribuznému ST10, izolat
z psa patrili k ST64.

Izolaty ziskané z havranov niesli plazmidy skupiny rep20pc1 (67 %),
rep2loveri, rep2prezs (Oba po 61 %) arepldapr; (42 %). NajcastejSie sa unich
vyskytovala relaxaza relper; (97 %) arelyic: (33 %). Len 17 % izolatov nieslo e-{a 6 %
axe-txe toxin antitoxin systemy. AZ 61 % izolatov z havranov nieslo vanA gén na
transpozone Tnl1546 typu A a25 % na type D, ostatné typy transpozénov Tn1546 boli
zastUpené iba minoritne. Naopak, u vSetkych vzoriek z nemocnice sa vyskytovali plazmidy
z rodiny repl7,rum a rep2loveri, frekventne boli zastipené aj plazmidy typu rep2,rezs,

rep18cy2000 (0ba po 90 %), repl8aperais (75 %). VSetky tiez niesli relaxazu relpcizz a toxin
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antitoxin systém axe-txe. V3etky izolaty z COV niesli plazmidy typu rep2lpveris
a rep2prezs, zatial'¢o repl7,rum bOli zastipené len u 14 % tychto izolatov. V3etky izolaty
obsahovali relaxazu relyer1, axe-txe systém sa vyskytoval u29 % izolatov. U izolatov
z hydiny sa vyskytovali iba plazmidy typu rep21l,veri, arep2prezs arelaxazu relyress.
Izolat z psa obsahoval repl7prum, rep20pc1 @) rep2prezs plazmid, relaxazy relprezs,
relorum, Telpici, relpcizz aj axe-txe systém. Aj medzi izolatmi z nemocnice a z COV

dominoval vyskyt vanA genu na transpozéne Tn1546 typu A a/alebo D.
Zaver

V lokalite Pferov sa VRE dlhodobo vyskytujt, uhavranov sme preukazali
opakovanu kolonizaciu epidemiologicky pribuznymi kmenmi (po dvoch rokoch)
s pribuznymi plazmidmi atypmi Tnl546 transpozonov. PFGE analyza nepreukazala
jednozna¢ny zdroj VRE vradmci tejto lokality. Na zaklade MLST analyzy sa ako
epidemiologicky pribuzne javia vybrané izolaty ziskané z havranov a z COV. U izolaty z
havranov dominovali rep20,.c1 megaplazmidy, ktoré sa u ostatnych izolatov
nevyskytovali. Naprie¢ vSetkymi prostrediami sme preukdzali pritomnost’ transpozénu
Tn1546 typu AaD, ¢o potvrdzuje ich vysokd promiskuitu a rozSirenie v populdcii

enterokokov ako aj u roznych typov plazmidov.
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Moznosti dlouhodobé konzervace spermatu dravcu
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Uvod

V poslednich letech vzriistd v CR snaha o zachranu ohroZenych druhd volné Zijicich
dravcil a sov. S rozvojem osobitych postupti v umélém odchovu téchto na stres nachylnych
zvifat se zvySuje potieba dlouhodobého skladovani spermatu, zejména z divodu nemoznosti
synchronizovani pohlavniho cyklu (Berry, 1972). V mnohych chovech dravci a sov nastava
situace, kdy je mozné odebrat semeno od samcii az nckolik tydni po ukonceni sezdnni
pohlavni aktivity samic. Primarnim cilem chovu dravci v zajeti je vypousténi novych
generaci téchto ohrozenych druhti do volné ptirody. Pomoci pfirozeného odchovu neni mozné
Vv kratkém Casovém useku odchovat dostate¢né mnozstvi vhodnych jedinct pro vypusténi. Pti
vyuziti imprintovanych jedincti a um¢lé inseminace se pocet odchovii nékolikanasobné
zvysuje (Boyd, 1983). Ne¢kdy je vSak odchov mlad’at dravcli a sov mozny pouze za
predpokladu umélé inseminace (Weawer, 1991). Cilem projektu bylo posouzeni moznosti
dlouhodobeho skladovani spermatu dravcu. Diléi cile byly: 1. Provedeni klinického vySetieni,
veetné biochemického a hematologického rozboru krve dérce, 2. Posouzeni u¢innosti metod
pouZivanych k uchovavani spermatu savcti na ptaci spermie, vliv dlouhodobého skladovani na
kvalitu inseminaéni davky.

Material a metodika

Pfed samotnym odbérem spermatu bylo provedeno kompletni klinické vySetfeni
odebiranych jedincd, vcetné hematologického a biochemického vySetteni krve. Byly
zhotoveny vytéry zdutiny zobakove, trachey a kloaky, které byly podrobeny
mikrobiologickému vySetfeni. AZ po vyhodnoceni konkrétniho jedince jako zdravého byl
proveden odbér ejakulatu. Vyuzivani byli samci orla skalniho (Aquila chrysaetos) a sokola
st€éhovavého (Falco peregrinus) pochazejici z umélého odchovu. Odbér probihal dvéma
zpiisoby, dobrovolnou kopulaci a masazi. U orli skalnich byla ve vSech ptipadech vyuzita
dobrovolna kopulace. U sokold st€éhovavych byl provadén odbér i za pomoci manualni

masaze.
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Kompletnimu klinickému vySetieni byli podrobeni celkem 4 orli skalni, a 3 sokoli
st€éhovavi. Z testované skupiny byli ze zdravotnich divodl vyfazeni celkem dva jedinci, po
jednom z obou druhii, z divodu enterokolitidy zptisobené Clostridium perfringens. Celkoveé
bylo vySetfeno 39 vzorkl ejakulatu od tfi orli skalnich a dvou sokolii st¢hovavych. Objem
jednotlivych davek byl v rozmezi 30-120 pl.

Ejakulat byl neprodlen¢ podroben kompletnimu  makroskopickému a
mikroskopickému vySetfeni na temperované podlozce. Po vyhodnoceni semene jako
vhodného k dalSimu zpracovani byl ejakulat nafedén dvéma druhy fedidel vytvoienych
kombinaci bunécnych médii a kryoprotektiv. Jako fedidlo ¢.1. bylo pouzito DMSO-free
Cryopreservation Medium a bunééné médium DMEM F12, fedidlo ¢. 2. tvoril glycerol a
bunééné médium DMEM F12. Ejakuldt bez piimési byl nafedén jednotlivymi fedidly
v poméru 1:1,5. Po natfedéni byl nasan do pejet o objemu 0,1 ml, které byly zataveny a
umistnény do termoboxu. Zde byla provedena equilibrace pti teplot¢ 20 °C, po dobu Sesti
hodin. Pejety byly vlozeny do termoboxu o teploté 5 °C, kde se dale equilibrovaly po dobu
dvaceti minut a poté byly pozvolna zmrazovany v parach dusiku s poklesem teploty 5 °C za
minutu aZ do dosazeni teploty -80 °C. Poté byly ponotfeny do tekutého dusiku o teploté -195
°C. Vzorky byly rozmrazovany v intervalu dvou mésict. Samotnému rozmrazeni ve vodni
lazni o teploté 38 °C piedchazelo ohtati pejety na vzduchu pii pokojové teploté po dobu deseti
sekund. U jednotlivych vzorkl bylo neprodlen¢ po rozmrazeni provedeno vysetfeni motility a
obarveni eosin/nigrosinem pro stanoveni miry Zivotaschopnosti spermii po dlouhodobém
skladovani.

Vysledky

Pro zmraZeni bylo vhodnych celkové 28 vzorki, 16 vzorkl od orli skalnich, zbytek
vzorkli pochéazel od sokolii stéhovavych. VySetfeny nativni ejakulat od sokoll st¢hovavych
vykazoval primérné hodnoty koncentrace 100x 10%/ml, celkového poétu 3,5x 10° v dévce a
motilitu 52,92%. U orld skalnich byla prim&ma koncentrace 330x 10%ml, celkovy podet
16,5x10° v dévce a motilita 52,81%.

Motilita u zmrazenych vzorka spermii klesala po rozmrazeni za pouziti média DMSO
+ DMEM u orla skalniho praimérmné na 38,87% vzhledem k vychozimu procentu pohyblivosti.
U sokola sté¢hovavého to bylo na 18,26%. Pii pouziti media slozeného z glycerolu a DMEM

tomu bylo u orla skalniho na 7,41% a u sokola st€¢hovavého na 9,37%.
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Graf &. 1. Porovnani motility spermii nativniho vzorku a vzorki po kryokonzervaci za

pouziti riznych Fedidel u orla skalniho (Aquila chrysaetos).

80
70
60

40
30
20 é

10 :

nativni vzorek fedidlo ¢. 1. DMSO +  fedidlo ¢.2. glycerol +
DMEM DMEM

Graf &. 2. Porovnani motility spermii nativniho vzorku a vzorki po kryokonzervaci za
pouZiti riznych Fedidel u sokola stéhovavého (Falco peregrinus).

Naproti standardnimu postupu pro mrazeni sav¢ich spermii byla upravena teplota a ¢as
equilibrace. Pti equilibraci ptacich spermii se teplota v termoboxu zvysila ze 7°C na 20°C a
¢as ze 4 hodin na 6. Bylo tak zvySeno ptezivani spermii. Bylo zjisténo, ze pii kratkodobém
skladovani vzorku ejakulatu, tj. 2-3 hodiny, je daleko pfiznivéjsi teplota v rozmezi 20-23°C,
na rozdil od sav¢ich pohlavnich bunék, kde je ve vétsiné pfipadii optimum teplotniho rozmezi

pro kratkodobé skladovani 5-7°C.
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Zavér

Pti porovnani vybranych fedidel jsme zjistili, Ze fedidlo ¢.1 DMSO + DMEM je pro
dlouhodobé skladovani spermii dravci daleko vhodnéjsi nez pouziti fedidla ¢. 2. Glycerol +
DMEM. U orla skalniho je fedidlo ¢. 1. vhodné ke kryokonzervaci semene vzhledem k tomu,
ze prumérna motilita po rozmrazeni ¢ini 38,87% (tab.c. 1.). Je znamo, Ze bovinni ID se
povazuje za plnohodnotnou pii motilité¢ 35-36%. Lze tedy piedpokladat, Ze orli ID v takovéto
procentu motility bude fertility schopna. Redidlo &. 2. na bézi glycerolu, nelze k tomuto t&elu
doporucit. U sokola stéhovavého, bylo v obou piipadech zaznamendno nizké procento
motility spermii (tab.¢.2.). Do budoucna bude proto u tohoto druhu potiebné pozmeénit slozeni
a koncentraci jednotlivych slozek pouzitych medii. Pii kratkodobém skladovani a také pii
equilibraci vyzaduji spermie dravcl vyssi teplotu nez je tomu u savéich pohlavnich bunék.
Vhodné rozmezi teplot je 20-23°C, to je nutné zohlednit jiz pfi samotném odbéru a piepravé
vzorkd.

Pro odbér ejakulatu se pouzivaji pouze zdravi jedinci v plné fyzické kondici, bez
ndznaku naruseného zdravotniho stavu. V prub&hu toku, ktery probiha od tinora do dubna, je
nutné zdravotni stav pravideln¢ kontrolovat. V ptipad¢ jeho naruSeni, prestdva byt ejakulat
vhodny k dalSimu zpracovani.

Odbér spermii od dravcl za vyuziti dobrovolné kopulace je efektivnéjsi vzhledem
k mensi kontaminaci vzorku kyselinou mo¢ovou, nebo jinou slozkou trusu, jak tomu byva pfi
manualnim odbéru. Odpada také stresova zatéz jedince.
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Uvod

Nosematoza je onemocnéni dospélych vcel, zptsobované mikrosporidiemi Nosema apis
a/nebo Nosema ceranae. Puvodnim parazitem vcely medonosné (Apis mellifera) je druh N.
apis. V poslednich letech je vSak tento druh po celém svété vytlacovan druhem N. ceranae,
ktery pochazi od vcely vychodni (A. cerana) (Gisder a kol., 2010). Oba druhy mikrosporidii
napadaji Zalude¢ni epitel a zpusobuji jeho destrukci. Vysledkem jsou poruchy traveni,
podvyziva a zkraceni zivota infikovanych vcel. Mladé veely kojicky nejsou schopny dokonale
travit proteiny, coz vede k atrofii hltanovych zlaz, produkujicich mateti kasicku, nezbytnou
pro vyzivu larev. Dusledkem infekce je zhorSena kondice véelstev, pomaly jarni rozvoj,

nedostate¢né vyuziti dostupné pastvy a snizeni medného vynosu (Goblirsch a kol., 2013).

Jednim z faktord, ovliviiujicich kondici v€elstev a nachylnost k chorobam je vyziva - béhem
sezony pylova a nektarova pastva a v pribéhu zimovani zasoby krmiva, poskytnutého v
podleti véelafem. Vétsina véelatt v Ceské republice pouziva k doplnéni zasob pied
zimovanim cukerny roztok (fepny cukr s vodou v poméru 3 : 2). V posledni dob¢ ziskéavaji
stale vétsi oblibu invertni cukry - sirupy, ziskané hydrolyzou sachar6zy nebo Skrobu. Hlavni
pfi¢inou jejich stoupajici obliby je fakt, zZe se tato krmiva nekazi - vcelam lze podat
jednorazove velké mnozstvi sirupu, coz snizuje naroky na lidskou praci. Vliv téchto krmiv na
kondici a zdravotni stav vcelstev je pfedmétem diskusi mezi odborniky 1 mezi praktickymi
véelafi. Na trhu jsou k dispozici inverty rizné kvality. U nékterych invertl ptedstavuje
potencialni riziko vysoky obsah HMF (hydroxymethylfurfuralu), ktery je toxicky pro vcely
(Zirbes a kol., 2013). DalSim problémem miize byt vysoky obsah nestravitelnych slozek,
piredevsim vysSich cukrt, které se béhem zimovani ukladaji ve vykalovém vacku. Pieplnény
vykalovy vacek a nemoznost proletu béhem zimovani vede ke kaleni v tle a k promotovani

ulového prostiedi pavodci chorob, mimo jiné i sporami mikrosporidii rodu Nosema.
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Hlavnim cilem tohoto projektu bylo srovnani intenzity a prevalence infekce N. ceranae u
vcelstev, zimujicich na medu, na cukru, na sachar6zovém invertu a na skrobovém invertu a
vyhodnoceni jejich kondice po pfezimovani a medného vynosu. Dalsim cilem bylo sledovani

sezonni dynamiky infekce N. ceranae.

Material a metodika

Experiment byl proveden na dvaceti v¢elstvech o srovnatelné sile, umisténych na spole¢ném
stanovisti. Ve vcelstvech byly mladé matky shodného piivodu (vSechny matky byly dcerami
jedné inseminované matky). Po vytoceni posledniho medu byly ze vSech vcelstev odebrany
vzorky véel a mikroskopicky vySetfeny na piitomnost mikrosporidii rodu Nosema. Kromé¢
mikroskopického vySetieni byla provedena i PCR analyza smésného vzorku z celé vCelnice a
druhové urceni ptitomné mikrosporidie. Poté byla vcelstva rozdélena do Ctyt skupin po péti.
U prvni skupiny byl k doplnéni zésob pted zimovanim pouzit kvétovy med, u druhé skupiny

cukerny roztok, u tfeti sachar6zovy invert (Apiinvert) a u ¢tvrté Skrobovy invert (Apifood).

Ze vSech vcelstev byly ve tfiméesi¢nich intervalech odebirany délnice (na jafe a v 1été 1étavky,
nachytané na cesné, na podzim vcely, setiesené z okrajovych plasti zimniho chumace a
v zim¢ mrtvolky, nalezené na dné Glu. Odebrané vcely byly vySetfeny na ptitomnost spor N.
ceranae. U kazdého vcelstva (a u kazdého odbéru) bylo provedeno hromadné mikroskopické
vySetfeni 50 vcel. Déle bylo u kazdého vcelstva provedeno individudlni mikroskopické

vySetieni 30 vcel, pomoci kterého bylo zjisténo procento infikovanych véel ve vzorku.

Byla sledovana sila v¢elstev po prezimovani (pocet obsednutych plastil) a dalsi ukazatele
kondice - pocet vystavénych a zakladenych stavebnich ramki, pocet vystavénych mezistén a

medny vynos.

V¢elstva byla sledovana po dobu dvou let. Postup krmeni, odbéru vzorki a vySetiovani byl ve

druhém roce stejny jako v prvnim roce.

K analyze dat byla pouZita jednofaktorovda ANOVA; k hodnoceni statisticky vyznamnych
rozdilti byl pouzit Tukeytiv post-hoc test.

Vysledky a diskuze

Ani jedno ze sledovanych vcelstev v pritbéhu experimentu neuhynulo a ani u jednoho nedoslo

k vyméné matky. Na stanovisti byla na pocatku experimentu zjisténa 100% prevalence nosemat6zy.
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Pritomna mikrosporidie byla pomoci PCR identifikovana jako N. ceranae, nebyla zjisténa infekce N.
apis (Obrazek 1A, 1B).

Obrézek 1A, 1B: Analyza ziskanych spor pomoci PCR. 1A: N. apis, 1B: N. ceranae.

Mezi skupinami vcelstev, krmenymi riznymi krmivy byly zjiStény rozdily v intenzité a prevalenci
nosematozy (Obrazek 2A, 2B) i rozdily v kondici véelstev. Jako nejvhodnéjsi krmivo se ukazal med,
ktery je pro véely pfirozenou potravou, nasledoval sacharozovy invert (Tabulka 1, Tabulka 2). Rozdily
mezi experimentalnimi skupinami vSak ve vétSingé piipadii nebyly statisticky vyznamné. Vliv
pouziteho krmiva se statisticky vyznamné projevil pouze v prvnim experimentalnim roce u parametru
% napadenych vcel. U skupiny, krmené cukernym roztokem bylo toto procento statisticky vyznamné

niz§i nez u ostatnich tii skupin.

Sila v&elstev (pocet Podet vystavénych | Podet vystavénych Medny vynos
obsednutych ramki na stavebnich ramk mezistén (kg)
jare)
Med 7,7+0,27 3,6+0,22 8,2+0,77 20,2+ 4,54
Cukr 7,1+0,54 2,2+0,38 6,2+1,10 11,4+ 3,87
Invert sacharézovy 74+054 3,6+0,31 8,2+0,78 14,2 + 3,69
Invert Skrobovy 7,3+£0,51 3,0+0,38 5,8+0,72 9,6 £3,52

Tabulka 1. Kondi¢ni parametry v prvnim roce sledovani. Data predstavuji priméry = SEM

Sila veelstev (pocet Podet vystavénych | Podet vystavénych | Medny vynos
obsednutych ramku na stavebnich ramkt mezistén (kg)
jare)
Med 7,7+0,27 1,8+0,33 5,6 £0,61 11,0+1,85
Cukr 7,1+0,54 1,8+0,31 4,0+0,86 9,6+2,39
Invert sacharézovy 7,410,554 1,8+0,40 50x0,70 11,0+ 2,45
Invert Skrobovy 7,1+0,54 1,6 £0,20 3,6+0,48 8,6 £0,83

Tabulka 2. Kondi¢ni parametry ve druhém roce sledovani. Data ptedstavuji priméry + SEM.
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Byl zjistén vysoky stupeii korelace (R? = 0,736) mezi vysledky hromadného a individuélniho
vySetfeni (pocCet spor na vcelu x % infikovanych vcel), proto jsou dale uvedeny pouze
vysledky individualniho vySetifeni. Byla pozorovana vyrazna sezénni dynamika infekce N.
ceranae, kterd byla podobna u vSech experimentalnich skupin, ale mirné se lisila v prvnim a

ve druhém roce sledovani (Obrazek 2A, 2B).
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Obrézek 1A, 1B. Prevalence infekce N. ceranae ve véelstvech a sezénni dynamika choroby. M:
krmeni medem; C: krmeni cukernym roztokem; IC: krmeni sachar6zovym invertem; IS: krmeni

Skrobovym invertem. Data ptedstavuji praimér + SEM ze ziskanych hodnot.

Zjisténéd sezonni dynamika infekce N. ceranae se vyrazné liSila od popisované dynamiky
pavodniho patogena N. apis (Mussen, 2011). Zatimco infekce N. apis vrcholi v piedjaii a
v 1été obvykle vymizi, v tomto experimentu byla nejvyssi prevalence infekce (% napadenych
vCel ve veelstvu) zjisténa na jafe a v Iét€. Na podzim dosSlo u vSech vcelstev k vyraznému
sniZeni prevalence. Toto ozdraveni pravdépodobné souviselo s obménou generaci ve veelstvu.
Ve druhé poloviné léta se zacinaji lihnout dlouhoveké zimni véely, které jsou ndkazy prosté

(Suwannapong a kol., 2010); kratkovékeé letni v¢ely (mezi nimiz je velky podil infikovanych)

111



postupné hynou. K Ghynu dochazi obvykle venku v terénu, takze uhynulé infikované véely

nekontaminuji prostfedi ulu.

Mezi procentem infikovanych véel v 1ét¢ a nasledujici rok na jafe nebyla zjisténa vyznamna
korelace (R?= -0,00274; R? =0,028). Podle miry napadeni v podleti tedy nelze usuzovat na miru
napadeni Vv nasledujici sezoné. Ani vjedné sezoné nebyla zjisténa vyznamna korelace mezi
procentem napadenych létavek pii jarnim odb&ru a mezi mednym vynosem (R?= -0,164; R? = 0,0196).

Velstva jsou tedy schopna se s infekci do znaéné miry vyrovnat.

Zavér

Byla zjisténa vyrazna sezénnost infekce N. ceranae, zcela odliSna od sezonnosti, popisovane
u mikrosporidie N. apis. Nejvyssi pocty spor i nejvyssi pocty infikovanych véel ve veelstvech
byly zjistény na jafe a v 1ét&, na podzim doslo k Utlumu infekce. Mezi experimentalnimi
skupinami, krmenymi riznymi krmivy, nebyly zjistény vyznamné rozdily v kondici anebo
v medném vynosu a u vétSiny odbéru ani v pribéhu infekce N. ceranae. VSechna testovana

krmiva se tedy ukazala jako vhodna.

Citovana literatura je k dispozici u autord.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 217/2017/FVHE.
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Aeromonddy rezistentni k fluorochinoloniim v ¢eskych chovech ryb

Monika Dolejska’, Katefina Rehakova', Andrea Koutnikova', Marie Komarkova®, Alois
Cizek®
YWstav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno®, Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie,

Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno?

Uvod

Ceska republika je tradiénim producentem trznich ryb, pfedev§im kapra obecného chovaného
pro domaci spotiebu i export v tradi¢nim rybnikafstvi s extenzivnim nebo polointenzivnim
typem chovu. Chinolony jsou dilezitou skupinou antimikrobialnich latek pro terapii
infekénich onemocnéni clovéka 1 zvifat. Bakteridlni rezistence k témto latkam vSak
celosvétoveé nardsta a zaroven se zvySuje vyskyt mechanismi rezistence k chinoloniim
pfenaSenych plazmidy. Aeromonady jsou vyznamnymi oportunnimi patogeny clovéka a
dalsich teplokrevnych i studenokrevnych Zivo¢ichu, u kterych zpisobuji fadu
onemocnéni.’ Informace o prevalenci plazmidy kédované rezistence (zkracend PMQR, z angl.
plasmid-mediated quinolone resistance) k fluorochinolonim u aeromonad v chovech trznich
ryb pro potravinové uéely jsou omezené a v Ceské republice tato data doposud chybi. Cilem
prace bylo prokézat prevalenci této rezistence ve sbirce izolati Aeromonas spp. a zhodnotit
dopady pouziti antibiotik v chovech kaprovitych a lososovitych ryb na selekci aeromonad

rezistentnich ke klinicky vyznamnym skupindm antimikrobialnich latek.

Material a metodika

Bakterialni izolaty a prukaz genit PMQOR

Do vysetieni byl zahrnut soubor 400 izolath Aeromonas spp. ze stéri kize, dutiny télni, stfev
a zeberni drté uzitkovych ryb (kaprt obecnych, pstruhii duhovych a siveni americkych).
Izolaty pochézely z chovnych rybnikii a farmovych chovil z réiznych oblasti CR. Izolaty byly
selektivné kultivovany na krevnim agaru s ciprofloxacinem (0,05 mg/l) a do dalSich analyz
byly zatazeny pouze izolaty rostouci na tomto médiu a tedy vykazujici sniZenou citlivost
k fluorochinoloniim. Byla provedena detekce genii qnrA, qnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gepA,
0gxAB a aac(6’)-Ib-cr za vyuziti polymerizové fetdzové reakce (PCR) a sekvenovéni.’
Chromozomalni mechanismy rezistence Kk fluorochinolonim jako mutace gyraz a

topoizomeraz nebyly sledovany. Do dalsiho vySetieni byly zahrnuty pouze izolaty s genem
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PMQR, kter¢ byly nasledné identifikovany do druhu MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii
a fylogenetickou analyzou sekvenci genu rpoB v programu MEGA.*
Citlivosti k antimikrobidlnim latkam a pritkaz genii rezistence a virulence
Byla stanovena citlivosti k oxytetracyklinu, florfenikolu, kyseliné oxolinové a flumekvinu za
vyuziti mikrodiluéni metody. K detekci genu rezistence, integronti a 7 faktor virulence byla
pouzita PCR a sekvenovani.?*
Stanoveni klonalni pribuznosti izolatit a pritkaz plazmidii
Pfibuznost kment byla stanovena restrikénim $tépenim genomové DNA enzymem Spel a jeji
separaci metodou pulzni gelové elektroforézy s naslednou analyzou makrorestrikénich
profilii a tvorbou dendrogramil softwarem BioNumerics 6.6.> Byly vybrany reprezentativni
izolaty, u kterych byla provedena multilokusova sekven¢ni analyza (MLST) zaloZzend na PCR
detekci housekeeping gent s cilem zaradit tyto izolaty k sekvenénim typim (ST).4 Ptitomnost
plazmidi byla u izolatd ov&fovana PCR detekci replikonii.?

Vysledky

Celkem 257 (64 %, n=400) izolath vykazovalo snizenou citlivost k fluorochinoloniim,
212 (65 %, n=327) pochazelo z kaprovitych ryb a 45 z lososovitych ryb (62 %, n=73). U
téchto izolatt byla provedena PCR detekce a sekvenovani geni PMQR, ktera ukazala na
pfitomnost genu qnrS2 u 36 izolatd. V ptipad¢ kaprovitych ryb byl tento gen prokazan u 11
izolata (5 %, n=212), zatimco v souboru z lososovitych bylo zastoupeni vyrazn¢ vyssi a
bylo ziskdno 25 izolati aeromonad (56 %, n=45) sgenem qnrS2. VSechny izolaty
z lososovitych ryb byly identifikovany jako Aeromonas salmonicida, zatimco izolaty
z kaprovitych ryb jako Aeromonas veronii (Obr. 1). Metoda sekvenovani rpoB vykazovala
vyssi piesnost identifikace v porovnani s MALDI-TOFF.

VétSina izolati aeromonad nesoucich gen qnrS2 vykazovala rezistenci k né€kolika
testovanym antimikrobidlnim latkam; nejCastéji se vyskytovala rezistence ke kyseliné
oxolinové (100 %), nésledovala rezistence k flumekvinu (86 %) a oxytetracyklinu (67 %).
K florfenikolu byly vSechny izoléaty citlivé. Izolaty A. veronii rezistentni k tetracyklinu nesly
gen tetE, zatimco u rezistentnich izolatd A. salmonicida byl prokazan vyhradné gen tetA.
Integrony byly detekovany pouze u 13 izolatd A. salmonicida a vykazovaly identickou
strukturu s genovou kazetou dfrAl4 pro rezistenci Kk trimetoprimu a genem sull
v konzervovane oblasti tohoto mobilniho elementu pro rezistenci k sulfonamidim. U vSech
izolatt byly prokazany alesponi dva z nésledujicich faktord virulence: Act (kodujici

cytotoxicky enterotoxin), Eno (povrchovy glykolyticky enzym enolaza), AsvC (sekre¢nim
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systtmu 3), AexT (ADP-ribosyla¢ni toxin) a Aahhl (hemolyzin). Gen pro cytotoxicky
enterotoxin Alt nebyl prokazan a gen pro hemolyzin byl zji§tén pouze u A. salmonicida.
Restrik¢ni analyza genomové DNA ukazala na vysokou diverzitu izolati A. veronii,

ktere nalezely k 6 riznym PFGE profilim s celkovou podobnosti >62 %. lzolaty A.
salmonicida vykazovaly pouze 3 odlisné restrik¢ni profily a vSechny naleZely ke klonalni linii
ST511. Izolaty A. veronii byly metodou MLST netypovatelné s vyjimkou jednoho izolatu.
Celkem 33 (92 %, n=36) testovanych izolatd s qnrS2 neslo plazmid skupiny inkompatibility
U.
isolate 701/1
isolate 701/2
isolate 699
isolate_681

isolate 697

_I- A._veronii ATCC_51106_(AY851120)*
A._veronii_ATCC_35624 (AY851122)*

isolate_696
~{ isolate 704

isolate 698

isolate_680

isolate_686

isolate_687

A._sobria_CCM_2807_(MG098881)
A._enteropelogenes__ ATCC_49657_(_AY851131)*
A._jandaei_ATCC_49568_(AY851121)*
A._hydrophila_subsp._hydrophila_ATCC_7966_(AY851091)*
A._hydrophila_subsp._dhakensis__CIP_107500_(DQ448289)*
A._bestiarum_CCM_4707_(MG098880)
A._popoffii_F548B_(AY851141)*
A._salmonicida_ATCC_33658 (AY851098)*

isolate 96213 O

isolate 90656 O

isolate 95832 O
A._media_ATCC_33907_(AY851112)*

[~ A._simiae_S6874_(AY851143)"
| A._schubertii ATCC_43700_(AY851129)*

——
0.0100

Obréazek 1. Fylogeneticka analyza sekvence genu rpoB u vybranych izolatd Aeromonas spp.
sgenem gnrS2 pochazejicich z lososovitych ( O) a kaprovitych ( ®) ryb a srovnani

s referen¢nimi a typovymi kmeny.
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Zavéry
Fluorochinolony jsou vyznamnou skupinou antimikrobialnich latek humanni i veterinarni
mediciny a jsou rovnéz vyuzivany pro terapii infekénich onemocnéni ryb chovanych pro
potravinové Gcely. Ve vysetfenych chovech kaprovitych i lososovitych ryb z CR byla
prokazana vysoka prevalence patogennich kment aeromonad se sniZzenou citlivosti k této
skupiné antibiotik véetné plazmidy nesené rezistence Kk fluorochinolontim. Soucasna
rezistence téchto izolati také k tetracyklinu a potencovanym sulfonamidum ukazuje na riziko
pouziti riznych skupin antimikrobialnich latek na selekci izolata s geny qnrS2 v chovech ryb.
Testovani klonalni pfibuznosti A. salmonicida prokazalo vysokou uniformitu genotypovych
profild a vyznamnou tlohu $ifeni dominantnich kment aeromonad mezi lososovitymi rybami
ve vySetftenych chovech. Pro udrZeni citlivosti bakterii zplsobujicich onemocnéni v
akvakulturach je dulezité ve vSech zemich zavést regulaci pouzivani antimikrobialnich latek,
sjednotit metodiky pro chov ryb, zajistit diagnostiku ptivodce onemocnéni, testovani citlivosti

a spravnou indikaci 1é¢iv.
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Taxonomie vienek rodu Myrsidea vybranych ¢eledi volné Zijicich ptaka Latinské
Ameriky
Stanislav Kolen¢ik, Ivan Literak
Ustav biologie a chorob volné Zijicich zviFat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Rod Myrsidea Waterston, 1915 Ize charakterizovat jako jeden z nejdiverzifikovanéjSich rodu
vramci fadu Phthiraptera, svice nez 350 popsanymi druhy, pficemz témét 200 druht
parazituje na ptacich Neotropické oblasti. Pfes neustale se zvySujici mnozstvi vyzkumu
vénujicich se této oblasti, jSOU tyto pocty jesté pofad jen fragmentem skute¢né diverzity rodu
Myrsidea (Valim & Weckstein 2013). Sbéry vSenek (Phthiraptera) u ptaki Neotropické
oblasti byly provedeny pracovniky Ustavu biologie a chorob volné Zijicich zvitat FVHE VFU
Brno v letech 2004-2014 na celkem na 19 lokalitach 5 statd (Brazilie, Honduras, Kostarika,
Paraguay, Peru), pficemz bylo vySetfeno 3013 ptaka (Sychra et al. 2006, 2007, 2010;
Kolencik et al. 2016, 2017). Cilem prace bylo blize se vénovat vSenkam rodu Myrsidea
ziskanych z hostiteld z ¢eledé Formicariidae, Furnaridae, Pipridae, Thamnophilidae, Tityridae
a Tyrannidae, coz jsou posledni Celedé, ktera chybély k doplnéni naSich vysledkd z vySe

zminénych sbért.

Material a metodika

Sbér materidlu
Na rtznych lokalitach v péti zemich neotropické oblasti — Brazilie, Honduras, Kostarika,
Paraguay, Peru — byly pouzity narazové sit¢ na odchyceni volné Zijicich ptaka, kteti byli

nasledn¢ vysetfeni na pfitomnost vsenek.

Tvorba preparatii

Pro tvorbu preparati byl zvolen standardni prepara¢ni proces podle Palmy (1978), ktery byl
modifikovan nasledovné: (1) minimalné¢ 5 hodin v KOH, (2) pitva vSenky pod
stereomikroskopem pro odstranéni nestravenych zbytkd z divodu lepsi vizualizace
morfometrickych znaka (Obr. 1), (3) 30 minut v H,0, (4) 30 minut v CH3COOH, (5) 30

minut v 50% etanole, (6) 30 minut v 70% etanole, (7) 30 minut v 96% etanole, (8) nejméné 24
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hodin v hiebickovém oleji. Preparaty byly zhotoveny za pomoci krycich a podloznych sklicek

a kanadského balzamu.

Taxonomie

Preparaty vsenek byly nasledné¢ podrobeny morfometrické analyze za pouziti mikroskopu,
pfiCemz jsme pouzili metodiku pocitani $tétin podle prace Valim & Weckstein (2013).
Taxonomie a nomenklatura ptakt byla pouzita podle prace Clements et al. (2016) a vSenky

byly urCovany podle relevantni literatury.

Vysledky

Celkem bylo vySetfeno 848 ptaka 124 druhl z podiadu kiikavi (Tyranni, Suboscines). 151
ptakt (18%) z 35 druht bylo parazitovano 813 vSenkami (primérnd intenzita = 5,4 vSenek na
ptaka) patiicich do 25 druht rodu Myrsidea (Tab. 1). Prevalence druhi Myrsidea byla
v rozsahu od 4 % do 100 %, primérna intenzita napadeni 1-17 a pramérna abundance 0,4—
10,3.

V ramci ziskanych vysledktl bylo také popsano osm novych druhii vSenek rodu Myrsidea
(Obr. 2) z hostiteld Automolus leucophthalmus (Wied, 1821), Furnarius rufus (Gmelin, J. F.,
1788), Chiroxiphia caudata (Shaw, 1793), Leptopogon superciliaris Tschudi, 1844,
Pachyramphus polychopterus (Vieillot, 1818), Philydor rufum (Vieillot, 1818), Pyriglena
leucoptera (Vieillot, 1818) a Sclerurus scansor (Menetries, 1835). Pét dalsich druhu bylo

uréeno pouze do rodu kvili nedostatku odpovidajiciho materialu.

VySetieny Parazitovany Po¢et  Pramérna

Pocet Pocet Pocet (%) Pocet (%) vSenek intenzita

ptaki  druhd ptaka druhi napadeni
Formicariidae 5 1 3 60 1 100 16 5,3
Furnariidae 214 45 18 8 12 27 106 5,9
Pipridae 216 11 20 9 3 27 102 51
Thamnophilidae 67 17 7 10 5 29 29 4,1
Tityridae 12 3 4 33 1 33 13 3,3
Tyrannidae 334 47 99 30 13 28 547 5,5
SPOLU 848 124 151 18% 35 28% 813 54

Tabulka 1 Souhrn vyskytu vSenek rodu Myrsidea na ptacich z podiadu kiikavi z nasi

studie.
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Pitva vSenek rodu Myrsidea. A — pied pitvou, B — odstraiiovani nestravenych

Obrazek 1.
zbytkt, C — po pitvé.
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Obrazek 2.  Ukazka ilustrace nové popsanych druhti rodu Myrsidea z Automolus

leucophthalmus (2) a z Philydor rufum (3).
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Vliv rozdilného surovinového sloZeni diet na vybrané ukazatele krevniho profilu
odstavenych kralikii plemene zakrsly beran
Vlastimil Simek®, Lenka Kudé&lkova®, Karel Tvrdon?, David Zapletal*
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Uvod

V podminkach zajmového chovu kralikti jsou rozsifeni predevSim zakrsli kralici,
pfiCemz mezi vefejnosti vykazuji nejvyssi popularitu zejména plemena zakrsly barevny a
zakrsly beran (Gonzéalez-Redondo a Contréraz-Chacon, 2012). Ovéfovani praktického vyuziti
alternativnich krmnych komponent pro vyrobu krali¢ich pelet bylo dosud intenzivné
studovano vyhradné¢ u brojlerovych kralika (Volek a Marounek, 2009). V nedavné dobé bylo
zjisténo, ze dietarni zaclenéni lupinovych semen vykazovalo zdravotni benefity ve vybranych
ukazatelich lipidového metabolismu u pokusnych, experimentalné chovanych zvitat
(Marchesi et al., 2008; Fontanari et al., 2012). Mimoto, dietarni zaclenéni glycerolu u
brojlerovych kralikii nevykazovalo zZadny nepiiznivy vliv na jejich reprodukci a rust (Ifigo et
al., 2011). Vliv dietarniho zaclenéni semen lupiny bilé na SirSi profil ukazatelt krve u kralikt
byl dosud studovan pouze omezené, pficemz nejsou znama data z praci na pet krélicich
chovanych v béznych chovatelskych podminkach. Vliv dietarniho zaclenéni glycerolu na
krevni ukazatele kraliki nebyl vibec studovan. Cilem této studie bylo zhodnotit vliv
zac¢lenéni celych semen lupiny bilé a rozdilného pojidla v dietach na vybrané krevni ukazatele

mladych rostoucich zakrslych kraliki.

Material a metodika
Zvitata
Studie byla provedena na celkem 36 kralicich plemene zakrsly beran. Tito krélici pochazeli
z bézného chovu zaméfeného na vystavnickou c¢innost. VSichni kralici byli ustajeni a
oSetfovani za shodnych podminek. Experimentalni procedury souvisejici s odbérem
biologickych materiald byly schvaleny Komisi pro ochranu zvifat VFU Brno (¢.
66/2016/2230/FVHE).
Design experimentu a diety
V ramci jednotlivych vrht byli mladi krélici po narozeni nahodné rozdéleni do dvou
dietarnich skupin (kontrolni skupina, n=12 a experimentalni skupina, n=24). Mladi krélici

v obou skupinach byli do v€ku 8 tydni ustajeni spoleéné s kralicemi. Mladi kralici
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V experimentalni skupin€ pfijimali spoleéné s kralicemi experimentalni pied-odstavovou
kompletni dietu do 8. tydne jejich véku. Poté byl realizovan odstav a mlad’ata byla ustajena po
dvou v kotci. Odstaveni kralici z experimentalni skupiny byli rovnomérné rozdéleni do dvou
po-odstavovych dietarnich skupin M a G (12 kraliku ve skupiné), pticemz kralici piijimali
tyto diety az do v€ku 15 tydnl. S ohledem na fyziologii trdveni kraliki byl proveden
jednotydenni pozvolny piechod z piedodstavové diety na po-odstavové typy diet. Kralici
Vv kontrolni skupiné pfijimali po celou sledovanou dobu kompletni dietu pro zakrslé kraliky
zahrani¢ni provenience Berkel-Futter Light 6008. VSechny pouZité experimentalni diety
obsahovaly vyznamny podil Srotu z celych semen lupiny bilé. Surovinové sloZeni obou
experimentalnich po-odstavovych diet bylo stejné, s vyjimkou pojidla (skupina M — melasa,
skupina G — glycerol). Vsichni kralici piijimali diety v mnoZstvi zhruba 20 — 30 g na kg Zivé
hmotnosti a den. Luc¢ni seno bylo piedkladano tfikrat tydne. Kréalici méli neomezeny piistup

K pitné vode.

Odbér krve a laboratorni vySetieni

Odbér krve byl realizovan ve véku 15 tydnl. Tésné pred odbérem byl zhodnocen zdravotni
stav kralikti, pficemz tito nevykazovali klinické ptiznaky nemoci. Vzorky krve (cca 2 ml)
byly odebrany mezi 9. — 10. hodinou ranni z vena saphaena lateralis. Krev byla pfemisténa
do vzorkovnic s heparinem a transportovana do laboratofe. Hematologické vysetieni bylo
realizovano manualné v laboratofi Ustavu zootechniky a zoohygieny FVHE VFU Brno.
V ramci hematologického profilu byly stanoveny nasledujici ukazatele: pocet erytrocytu
(RBC), pocet leukocyti (WBC), hematokritova hodnota (HCT) a koncentrace hemoglobinu
(HGB). Posléze byly vypocteny vybrané erytrocytarni ukazatele: stiedni objem erytrocytu
(MCYV) a stiedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (MCHC). V ramci biochemického
panelu byly v krevni plazmé determinovany zakladni ukazatele: celkovy protein, albumin,
glukéza, celkovy cholesterol, triacylglyceroly (TAG), kreatinin, mocovina, katalytické
aktivity alkalické fosfatazy (ALP), alaninaminotransferazy (ALT) a aspartadtaminotransferazy
(AST) a rovnéz obsah vapniku, anorganického fosforu, sodiku, drasliku a chloridii. Mimoto,

byl kalkulovan pomér albumin:globulin.
Statisticka analyza

Statistické zhodnoceni rozdili mezi skupinami (vliv pouZité diety) bylo provedeno

jednofaktorovou Anovou v programu Statistica CZ, verze 10. Pro nasledné testovani
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prukaznosti mezi priméry byl pouzit Tukeyiiv test. Statisticky pritkazné rozdily jsou znaCeny
jako P < 0,05. Statisticky vysoce prukazné rozdily jsou znaceny jako P < 0,01.

Vysledky
Vysledky hematologického a biochemického vySetfeni krve jsou uvedeny v tabulce 1.
Tabulka 1. Ziva hmotnost a ukazatele hematologického a biochemického vysetieni krve u

mladych kralik plemene zakrsly beran ve véku 15 tydnt.

Dietarni skupina
Ukazatel (jednotky) K (n=12) M (n=12) G (n=12) P
X SEM X SEM X SEM

Ziva hmotnost (g) 1075,42°*° 2821  1321,75°° 55,74  1167,58"°* 20,1 o
Hematologické vysetreni

RBC (x10%/L) 5,89 0,21 534 0,31 5,62 0,19 ns
HCT (L/L) 0,39 0,01 037 001 0,37 0,01 ns
HGB (g/L) 126,88 3,75 131,87 285 130,60 4,36 ns
MCV (fL) 66,21 1,00 72,72 5,00 66,35 2,79 ns
MCHC (g/L) 334,28 12,05 353,61 4,80 35532 9,58 ns
WBC (x10%L) 6,77 0,60 498 0,53 4,58 0,42 ns
Biochemicke vysetreni

Celk. protein (g/L) 56,82 1,43 55,33 1,39 54,76 1,26 ns
Albumin (g/L) 31,29° 1,32 27,00° 0,97 27,73* 0,71 *
AlG 1,33° 0,14 0,99° 0,06 1,05%" 0,05 *
Glukéza (mmol/L) 6,77 0,31 6,64 0,25 6,93 0,18 ns
Celk. cholesterol 099 012 097 0,09 0,86 007  ns
(mmol/L)

TAG (mmol/L) 1,12 0,13 078 011 0,74 0,07 ns
Kreatinin (umol/L) 85,87 5,28 8543 2,22 84,35 3,10 ns
Modovina (mmol/L) 5,48 0,43 6,16 0,26 6,03 0,29 ns
ALP (pkat/L) 1,96 0,21 220 0,33 2,47 0,26 ns
ALT (ukat/L) 1,17°® 0,20 0,46" 0,03 0,41* 0,03 ok
AST (pkat/L) 0,75 0,12 083 013 0,68 0,09 ns
Ca (mmol/L) 3,09° 0,05 2,91*° 0,06 2,84° 0,07 *
P; (mmol/L) 1,77 0,16 1,89 0,15 1,87 0,19 ns
Na (mmol/L) 14513 1,50 143,70 0,71 143,96 0,63 ns
K (mmol/L) 4,72 0,12 455 0,07 4,47 0,07 ns
Cl (mmol/L) 108,20 1,08 111,81 0,72 110,34 1,50 ns

2. p < 0,05,*; *°: P < 0,01,**; K, kontrolni skupina; M, skupina s melasou; G, skupina s
glycerolem; x, aritmeticky primér; SEM, stiedni chyba priiméru; A/G, pomér albumin:globulin

vvvvv

(P < 0,05). Vsechny zjisténé hodnoty hematologického a biochemického profilu byly
v referenénich rozmezich pro zdravé kraliky (Wesche, 2014). Statisticky vyznamné rozdily
mezi sledovanymi dietarnimi skupinami byly nalezeny pouze u vybranych ukazateli
biochemického vysetieni, konkrétné u koncentrace albuminu, v poméru albumin:globulin,

v aktivit¢ ALT a vobsahu véapniku. Pfestoze se obsah celkového proteinu statisticky
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vyznamné neodliSoval mezi sledovanymi skupinami, koncentrace albuminu byla jiz dietou
ovlivnéna. Nejvyssi koncentraci albuminu vykazovali kralici z kontrolni skupiny oproti
kralikim v obou experimentalnich skupinach. Coz také 1 signifikantné¢ ovlivnilo
proporcionalitu hlavnich bilkovinnych frakei. Statisticky prukazné snizeni v Katalytické
koncentraci ALT bylo zaznamenano u obou experimentalnich diet oproti kontrolni skupiné.
Signifikantni snizeni plasmatického vapniku bylo nalezeno u kralikd skupin B vuci kontrolni
skupiné, coz muze souviset s vlastnim obsahem tohoto makroelementu v celych semenech
lupiny bilé.
Zavér

Na zéaklad¢ naSich zjisténi lze konstatovat, ze zalenéni Srotu z celych semen lupiny bilé
v dietdch pro zakrslé kraliky mélo signifikantni vliv na koncentraci albuminu, pomér
albumin:globulin, aktivitu ALT a obsah Ca v krevni plazm¢ sledovaného genofondu kralika.
Zda se, ze vyvazené zaclenéni semen lupiny bilé v kompletnich dietach vedlo k zdravotné
prospésnym tendencim v ohledu pfevazné proteinového metabolizmu kralikti. Pouziti
glycerolu jakoZto alternativniho pojidla nemélo prikazny vliv na sledované ukazatele
vnitiniho prostfedi zakrslych kralikt, a proto jej lze v mnozstvi 30 g/kg diet doporucit pro
vyrobu peletovaneho krmiva pro zakrslé kraliky. K ovéieni specifickych vlastnosti lupiny bilé

na metabolizmus kralikii bude nezbytné provedeni dalSich rozsitujicich studii.
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Uvod

Karbapenemy jsou Sirokospektralni beta-laktamova antibiotika, ktera patii mezi
rezervni antimikrobialni latky humanni mediciny. ZvysSujici se vyskyt rezistentnich bakterii
produkujicich karbapenemdazy, enzymy hydrolyzujici beta-laktamovy kruh antibiotika,
predstavuje jednu z nejvétSich hrozeb soucasné mediciny. Mezi vyznamné geny kodujici
karbapenemazy fadime serinové karbapenemazy (zejména KPC, skupina OXA-48) a metalo-
beta-laktamazy (VIM, IMP, NDM). Tyto geny jsou obvykle lokalizovany na plazmidech,
které umozituji jejich snadné horizontalni §ifeni mezi bakteriemi'. Zachyt multirezistentnich
kmenid s produkci karbapenemdaz je charakteristicky pro nemocni¢nim prostiedi. Ve
veterinarni mediciné nejsou karbapenemy povoleny, proto je vyskyt enterobakterii
produkujici karbapenemazy u zvirat alarmujicil’z. Vlivem antropogenniho znecisténi jsou
rezidua antimikrobialnich latek a rezistentni bakterie nalézdny napi. v odpadnich vodéach a na
skladkach odpadt. Volné Zijici zvitata, ziskavajici potravu v blizkosti lidskych obydlich a
zem&délskych oblasti, mohou byt témito bakteriemi kolonizovana. U synantropnich volné
zijicich ptakt, jako naptiklad krkavcovitych, je riziko nasledného Siteni klinicky vyznamnych
rezistentnich bakterii do vzdalenych zemépisnych lokalit, z divodu schopnosti téchto ptaki
uletdt velké vzdalenosti.

Cilem studie bylo stanoveni prevalence gramnegativnich bakterii produkujici
karbapenemazy a naslednd molekularni typizace ziskanych izolati ze vzorkli trusu

krkavcovitych ptaka v Severni Americe.
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Material a metodika
Byl vySetfen soubor 1039 vzorkd trusu krkavcovitych ptaki (Corvus brachyrhynchos, Corvus
corax) v riznych lokalitich v USA a Kanad&®. Vzorky trusu byly pomnoZeny v peptonové vodé a
selektovany na MacConkey agaru s meropenemem (0,125 mg/l) a ZnSO, (100 mg/l) pro ziskani
izolatd se snizenou citlivosti ke karbapenemiim. Izolaty byly druhové identifikovany metodou
MALDI-TOF MS a testovany metodou PCR a sekvenovani na pfitomnost genti karbapenemaz (blap,

bIaKpc, bIaNDM, Skupina bIaOXA_43 a blaV|M)4.

U izolati s genem rezistence ke karbapenemiim byla stanovena karbapenemazova aktivita
spektofotometrickou metodou HRC assay (BioVendor) a wuréen fenotyp rezistence k 14
antimikrobialnim 1atkdm®. Piibuznost izolatd byla stanovena metodou pulzni gelové elektroforézy
(PFGE)* za pouZiti enzymu Sfil. Po&et, velikost plazmidi a lokace geni karbapenemaz byly stanoveny
metodou PFGE* za pouziti nukle4zy S1 a hybridizaci®. Horizontalni ptenos genii karbapenemaz byl

testovan konjugaci do E. coli MT102".

Z celogenomové DNA bakterialnich izolatl byla pfipravena knihovna kitem QIAseq FX DNA
Library Kit (QIAGEN) nebo Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina) a sekvenovana na pfistroji
MiSeq nebo NextSeq (Illumina). Data byla zpracovana programy Trimmomatic-0.36, IDBA-UD 1.1.1,
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), Geneious software 9.0.5. adal$imi volné dostupnymi
bioinformatickymi nastroji (ResFinder 3.0; PlasmidFinder 1.3; MLST 1.8;

http://www.genomicepidemiology.orq).

Vysledky
Ziskano bylo 277 izolatt zUSA a 242 izolatd zKanady se sniZzenou citlivosti
ke karbapenemiim. Geny odpovédné za produkci karbapenemdz byly detekovany u 11 izolatd
Providencia rettgeri (gen blawp27), 1 izolatu Klebsiella pneumoniae (gen blakec2) a 1 izolatu
Enterobacter aerogenes (gen blakec3). VSechny izolaty s detekovanymi geny karbapenemaz

vykazovaly pozitivni karbapenemazovou aktivitu.

Izolaty P. rettgerii byly na zakladé PFGE rozdéleny do dvou skupin, v rdmci kterych se
piibuznost restrikénich profilti pohybovala v rozmezi 89 — 100 %. lzolaty z prvni skupiny pochazely
ze dvou geograficky rozdilnych mist v USA, nesly gen Inu(F) pro rezistenci k linkosamidim a
plazmid o velikosti 40-60 kb (Tabulka ¢. 1). Pro izolaty druhé skupiny byl charakteristicky 120 kb
plazmid, pivod ze stejné lokality v USA a nepfitomnost genu Inu(F). Plazmidy nepatiily do zadné ze
znamych skupin inkompatibility. Hybridizace se specifickou sondou, konjugaéni experiment a detailni
analyza genetického okoli ukazaly, Ze gen bla,up.,7 byl u vSech izolati lokalizovan na chromozému

jako genova kazeta integronu tiidy 2.
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Izoldt K. pneumoniae 680m/10 byl zafazen do sekven¢niho typu ST258 a jeho

charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce ¢. 2. Horizontalni ptenos genu blakpc.z nebyl tspésny.

Charakteristiky izolatu Enterobacter aerogenes 4382/m1 jsou shrnuty v Tabulce ¢. 2.
Horizontalnim ptenosem genu blakpc-3 byli ziskani dva transkonjuganti, ktefi nesli tento gen
na plazmidu skupiny IncFllk odlisné velikosti (90 kb nebo 120 kb). Transkonjugant s v&t$im

plazmidem navic obsahoval geny rezistence blapxa-» a aadB.

Tabulka ¢. 1 — Molekularni charakterizace a fenotyp rezistence izolati P. rettgeri

. Pivod PFGE HRC Geny Plazmidy . s
Izolat vzorku* ** assay rezistence [kb] Fenotyp rezistence
blamp-27,
P. rettgeri 715m/4 NY la + Inu(F) 60 TE,KF
blamp-27,
P. rettgeri 727m NY 1b + Inu(F) 40 AMP,TE,KF
blamp-27,
P. rettgeri 586mA CA 1c + Inu(F) 60 TE,KF
blamp-27,
P. rettgeri 657m CA 1c + Inu(F) 60 AMP,TE,KF
blamp-27,
P. rettgeri 663m/7 CA 1c + Inu(F) 60 TE,KF
blamp-27,
P. rettgeri 665m/5 CA 1c + Inu(F) 60 TE,KF
P. rettgeri 592m/8 CA 2a + blayp-27 120 TE,KF
P. rettgeri 504mA CA 2a + blayp-27 120 TE,KF
P. rettgeri 594m/10B  CA 2a + blayp-27 120 TE,KF
P. rettgeri 640m CA 2a +  Dblajwp.y 120 AMP,S,S3,TE,SXT,,KF
P. rettgeri 593m CA 2b + blayp-o7 120 AMP,TE,KF
*

NY — New York, USA; CA — Kalifornie, USA. ** Kmeny s pfibuznosti PFGE profili >85% jsou zatazeny do
stejné skupiny znacené ¢islem (1, 2). Kmeny ze stejné skupiny S piibuznosti PFGE profild <100% jsou oznaceny
pismeny (1a, 1b,...). *** Testovana antibiotika a jejich zkratky: AMP, ampicilin; S, streptomycin; S3,
sulfonamidy; TE, tetracykliny; SXT, trimetoprim-sulfametoxazol; C, chloramfenicol; KF, cefalotin; NA,
kyselina nalidixova; CAZ, ceftazidim; CN, gentamicin; AMC, amoxicilin-klavulanova kyselina; CIP,
ciprofloxacin; IPM, imipenem; MEM, meropenem; Seda barva znaci intermedialni fenotyp

Tabulka ¢. 2 — Geny rezistence a plazmidy izolatu nesouci gen blaypc

Geny rezistence K. pneumoniae 680m/10 E. aerogenes 4382m1

Beta-laktamy blakpc-2, blaspv-12, blatem-1a-iike blakpcs, blaoxa-2, blacrx-m-1s,
blatem-1

Chinolony 0QgxA, 0gxB gnrB1, aac(6')-1b-cr

Aminoglykosidy  aph(3')-la, aac(6')-1b, aadA2 aac(3)-1la, aac(3)-11d, aadB, strA,
strB

Chloramfenikol catAl-like catB3

Trimetoprim dfrA12 dfrA30

Tetracykliny - tet(B)

Fosfomycin fosA-like -
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Makrolidy mph(A) -

Sulfonamidy sull sul2

Plazmidy 35 kb, 100 kb, 200 kb 100 kb, 300 kb

Replikony IncFIB(pQil), ColRNALI, IncFIB(K), IncX3  IncHI1B, IncFIBy, a IncFllx
Fenotyp AMP,S3,SXT,C,KF,NA,CAZ,CN,AMC,CIP, AMP,S,S3,TE,SXT,KF,NA,CAZ,
rezistence* IPM,MEM CN,AMC, ,MEM ,ATM
Puvod izolatu Kalifornie, USA Nové Skotsko, Kanada

* viz Tabulka ¢. 1 - Fenotyp rezistence***

U obou izolatd nesoucich gen blakec bylo zjisténo jeho typické zaclenéni do struktury
transpozonu Tn4401b (Obrazek ¢. 1).

Obrazek ¢. 1 - Schéma zaclenéni genu blaxpc do transpozonu Tn4401b

Tn44016

ISKpn7 ISkpné
sth B
s

IRL IRL IRR IRL
Tn4d4016 ISK,OH? - IRRISK 7 ISKpné [SKpﬂﬁ

on o6~ E

Tn4401b
Zavér

Ve studii byly detekovany kmeny gramnegativnich bakterii produkujici karbapenemazy
z volné zijicich ptakl v Severni Americe. Prevalence téchto kmeni byla nizka, ptesto byly zachyceny
klinicky vyznamné multirezistentni bakterie rozSifené v nemocnicich v Severni Americe. Vysoka
ptibuznost izolati P. rettgeri nesoucich gen bla,yp,; naznaduje jejich stejny zdroj. Studie poukazuje
na vyznam krkavcovitych ptaka jako moznych vektort rezistentnich bakterii ke kriticky vyznamnym
antibiotikim.
Seznam literatury:

'EFSA BIOHAZ Panel (EFSA Panel on Biological Hazards). Scientific Opinion on Carbapenem resistance in
food animal ecosystems. EFSA Journal, 2013, 11(12):3501, 70 pp.

“Woodford, N. et al. Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae and non-Enterob. from animals and the
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Five Islands, Australia. J Antimicrob Chemother. 2016, 71(1): 63-70.

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
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Studie vlivu dvou vybranych herbicidi (atrazinu a terbuthylazinu) a jejich metaboliti
na vybrané bioindikatory
Barbora Havelkové, Daniela Hlavkova
Ustav ekologie a chorob zvére, ryb a véel, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie,

Veterinarni a farmaceutické univerzita Brno

Uvod
Pouzivani pesticidi vSeobecné a herbicidii zvlast ma celou fadu vyhod, ale i nevyhod.
Herbicidy jako cizorodé latky plisobi negativné na jednotlivé slozky zivotniho prostiedi a
narusuji biologickou rovnovahu v pfirodé. Zanechavaji rezidua v rostlinach a v ptidé, mohou
zneCistovat povrchové a podzemni vody atd. (1).
Cilem studie bylo navazat na poskytnuté vysledky chemického rozboru skapovych vod
z Amatérské jeskyné (2015-2016) CHKO Moravskym krasem. Skapova voda je voda, kterd
prosakla nadloznimi horninami do volného jeskynniho prostiedi. Je proménlivé jak ve sloZeni,
tak ve vydatnosti (2). V téchto vodach byl zaznamenan nadlimitni vyskyt pesticidd a to
piedevsim atrazinu a terbuthylazinu a jejich derivati. Celkova suma detekovanych pesticida
byla taktéz nadlimitni. Vysledky chemickych analyz jsou ptekvapivé, vzhledem
k predpokladané Cistoté krasovych vod.

Material a metodika
Pro posouzeni vlivu vybranych herbicidu a jejich metaboliti na vodni a ptidni biocendzu byly
zvoleny testy akutni toxicity na sladkovodni fase Pseudokirchneriella subcapitata,
na sladkovodnim korysSi Daphnia magna, na moiské svétélkujici bakterii Vibrio fischeri a na
okifehku mensim Lemna minor. Dale byly provedeny testy chronické toxicity se
zastupcem pudnich bezobratlych roupici Enchytraeus crypticus. Metodicky se postupovalo
dle ptislusnych norem (OECD 201, OECD 202, ISO 11348-2, OECD 221, OECD 220). Testy
s vodnimi organismy byly vybrany tak, aby byla zastoupena troficka uroven producenta,
konzumenta i destruenta. Princip testu inhibice ristu fas Pseudokirchneriella subcapitata
spociva v jejich kultivaci v Zivném médiu, které obsahuje testovanou latkou v riznych
koncentracich. Uginek testované latky na fasovou kulturu se projevi jako inhibice ristové
rychlosti v porovnani s kontrolami v ¢istém Zivném roztoku. Akutni test na perloockach
Daphnia magna spo¢iva ve sledovani jejich imobilizace ve zvoleném rozsahu koncentraci

testované latky pii expozici 24 a 48 hodin. Principem bakteridlniho bioluminiscen¢niho testu
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toxicity je zména luminiscence motskych svétélkujicich bakterii Vibrio fischeri vyvolana
negativnim pusobenim toxického vzorku. V testu s okiehkem mensim se sleduje inhibice
rychlosti ristu biomasy okiehku za 168 hodin. Principem zkousky s roupici Enchytraeus
crypticus je vystaveni deseti zdravych dospélych jedincu s viditelnym opaskem (clitellum)
pusobeni smési zkouseného vzorku s umélou ptidou. Po 28 dnech byl zjistén celkovy pocet
roupic. Rozdil mezi primérnou hodnotou pro zkouSenou smés a pro kontrolu (oboji v 5
opakovanich) se vyjadiil jako procento inhibice reprodukce roupic. Koncentraéni fada
vybranych pesticidii a jejich derivatl byla stanovena na zaklad¢ analyzy realnych vzorka
skapové vody. Koncentra¢ni fady vybranych pesticidi (Atrazin, Terbuthylazin) a jejich
metaboliti (Atrazin-desethyl, Atrazin-desisopropyl, Terbuthylazin-desethyl) byly nésledujici:
pro okiehek a fasy (0,1; 1; 10; 25; 50 a 100 pg.L™), pro dafnie (5; 50; 125, 250, 375 a 500
ng.L™) a bakterie (0,195; 0,391; 0,78; 1,563; 3,125; 6,25; 12,5; 25 a 50 mg.L™"). Skapova
voda byla odebrana v Amatérske jeskyni CHKO Moravsky kras v prostoru Rozlehlé chodby
(jaro, léto a podzim 2017), kterd je situovana pod zemédélsky obhospodafovanou pudou.
Vzorky byly odebrany do 500 ml PE lahvi a bezprostiedné pievezeny k chemické analyze do
akreditované analytické laboratofe ALS CR v Brné a k biologickym zkouskam toxicity na
VFU Brno. Ke stanoveni sledovanych analytd byla vyuzita ultra-¢ista kapalinova
chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrofotometrii (ALS). Pro biologickou zkouSku
s autotrofnimi organismy byly pfipraveny dva vzorky skapové vody. Jeden vzorek byl
obohacen Zivinami ve stejném mnozstvi, jako se pfidava do zivného roztoku a druhy vzorek
byl bez piidavku zivin. Obohaceni zivinami bylo proto, abychom vyloucili inhibici rastu,
z diivodu absence zivin.
Vysledky

Vzorky skapové vody byly podrobeny vySetieni na cca 350 latek (a¢innych latek a vybranych
metabolitll). Bylo nalezeno 6 pesticidni latek nad limitem stanovitelnosti, vSechny tyto latky
patii do skupiny triazinovych pesticidi (Tab. 1). Z analyzy je patrné, ze koncentrace
triazinovych herbicidi nepiekrocila limit nejvyssi mezni hodnoty jednak pro sumu

pesticidnich latek, tak 1 pro jednotlivé pesticidy v pitné vode (Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb.).
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Tabulka 1: Ptehled vysledki chemickych analyz vybranych pesticidi ze vzorkt skapové

vody.

Testovand latka/obdobi kvéten 2017 ¢ervenec 2017 Fijen 2017
Atrazin 0,011 pg.L" 0,010 pg.L" 0,014 pg.L"
Atrazin-2-hydroxy 0,013 ug.L’ 0,010 pg.L” 0,015 pg.L”
Atrazin-desethyl 0,020 pg.L" 0,020 pg.L" 0,034 pg.L"
Atrazin-desisopropyl <0,010 pg.L" <0,010 pg.L" <0,010 pg.L"
Terbuthylazin < 0,010 pg.L" < 0,010 pg.L" < 0,010 pg.L"
Terbuthylazin-desethyl <0,010 pg.L" <0,010 pg.L" <0,010 pg.L"
Suma pesticidil a metabolitil 0,1 pug.L” 0,1 pug.L” 0,1 pug.L”

Tabulka 2: Vysledky biologické zkousky skapové vody (I — inhibice rychlosti ristu

fas/okiehku oproti kontrole, Ig — inhibice hmotnosti biomasy okiehku oproti kontrole).

P. subcapitata kvéten 2017 (In) cervenec 2017 (Ip) |fijen 2017 (Ipn)

vzorek skapové vody 36,05 % 30,37% 26,83%
vzorek skapove vody + Ziviny -47,62 % -26,75% -6,36%

Lemna minor V1 Is V1 Is V1 Is

vzorek skapove vody 3859% 46,30% |32,63% 22,08% |38,27 % 46,30 %
vzorek skapoveé vody + Ziviny| 885% 12,14% | 0,73% 1,02% |12,17% 12,14 %

Inhibice rtstu tas i okiehku > 30 % byla u vzorku skapové vody pravdépodobné zplisobena
pouze nedostatkem zivin. Coz nam potvrdila vyrazna stimulace ristu po obohaceni vzorku
zivinami. Vysledek biologické zkousky toxicity skapové vody (s pouzitim D. magna, V.
fischeri E. crypticus) byl negativni, tzn., Ze nedoSlo ke zménam v chovani a ve stavu
organismil ve srovnani s kontrolou. Lze tedy ptfedpokladat, Ze skapova voda neobsahovala
toxicke latky ve Skodlivych nebo letalnich koncentracich. Nicméné kumulace v prostiedi a
chronicka toxicita neni vyloucena.

Vysledky testd s vybranymi pesticidy a jejich metabolity jsou uvedeny v tabulce 3. Ptestoze
D. magna patii mezi nejcitlivéj$i vodni organismy k vétsin€ cizorodych latek, prokazana je
zejména vysoka citlivost Kk reziduim organofosfat, akutni toxicita sledovanych pesticidi
nebyla stanovena. Nizka toxicita sledovanych pesticidll 1 jejich metaboliti byla zjisténa pro
bakterie. V provedenych zkouskach nebyla prokazana inhibice svételné emise bakterii vyssi
nez 20 % pfii expozici 15 minut ani pfi expozici 30 minut. U pesticidu terbuthylazinu byly pro
fasu i okiehek prokazany inhibi¢ni Gi¢inky. Akutni toxicita vyjadiena hodnotou 72hErC50y i
168h ErC50p cinila shodn¢ 99,99 ug.l'l. Jako nejcitlivejsi ukazatel se jevi inhibice biomasy L.
minor. Vyssi toxicita byla zjisténa u terbuthylazinu (168hEC50g 9,34 pg.I™*) ne? u atrazinu
168hEC50g 25,64 ug.I™).
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Tabulka 3: Souhrn vysledku testd toxicity (a — nestanoveno).

Atrazin Atrazin- Atrazin- Terbuthylazin Terbuthylazin-
desethyl desisopropyl desethyl

P. subcapitata
72hErC20u 98 a a a
72hErC50u a a a 99,99

pg.I”
L. minor
168hErC50u a a a 99,99 a
168hEC505 25,64 8,75 28,2 9,34 37,8

pg.I”
V. fischeri
EC2015° 10,39 23,625 a 6,425 a
EC20 30’ 10,01 a 0,055 3,775 20,81

mg.I"

Zavér

Aplikace pesticida je v souc¢asné dobé velmi rozsifena, a jak je vidét z nasich vysledk Ize je
detekovat i v oblastech zvlasté chranénych tizemi, kde v dusledku dlouhodobého hospodateni
s pesticidy dochdzi Kk jejich pietrvavani v prostfedi a nasledné kontaminaci podzemnich vod. |
kdyz nami stanovené hodnoty vypovidajici o akutni toxicité sledovanych pesticidi a jejich
metabolitl jsou fadové mnohonasobné vyssi nez zjisténé readlné environmentalni koncentrace,
je vzhledem Kk nezbytnosti zachovani zranitelnych jeskynnich ekosystémi eliminovat zdroje

znedisténi a i nadale sledovat trend vyskytu a transformace pesticidnich latek.

Seznam literatury:

1) KOUBOVA D. Funkce pudy ve vztahu k fytotoxicité herbicidi. Agrochémia. 2006, 9(3), s.
10-13.

2) MUSGROVE M., BANNE, J.L. Controls on the spatial and temporal variability of vadose
dripwater geochemistry: Edwards Aquifer, central Texas. Geochim Cosmochim Ac. 2004,
68(5), s. 1007-1020.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 228/2017/FVHE.
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Plazmidy nesouci geny rezistence k fluorochinoloniim u izolati enterobakterii ze zvirat,
¢lovéka a prostiedi a role antibiotik v jejich SiFeni
Ivo Papousek, Adam Valcek, Monika Dolejskd, Petra Potésilovd, Marco Minoia, Tomas
Nohejl
Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Vyznamnou roli v rostouci prevalenci bakterii rezistentnich k antimikrobi&lnim latkam
hraje efektivni horizontalni pfenos mobilnich genetickych elementl, zejména plazmidd,
nesoucich determinanty antibiotické rezistence. Diky Sirokému spektru G¢inku a vybornym
farmakokinetickym vlastnostem patii mezi nejvyznamnéjsi antimikrobialni latky soucasnosti
fluorochinolony a také rezistence gramnegativnich bakterii k této skupiné antibiotik ve svété
prudce nartsta (Rodriguez-Martinez et al., 2016). Jednim z mechanismui této rezistence je tzv.
plazmidové kdédovana rezistence k chinolonim (PMQR), epidemiologicky velmi vyznamna
vzhledem k snadnému S$ifeni mezi bakteriemi horizontalni cestou (Jacoby et al., 2014).
Navzdory tomu vSak neni dosud zcela jasna ptipadna vazba PMQR genii na specifické linie
plazmidd, jejich ptipadné sdruzovani s rezistenci k dal$im skupindm antibiotik, dezinfekénim
latkam, s faktory virulence a vliv antibiotik na dynamiku jejich pienosu. Cilem prace bylo
charakterizovat soubor plazmidi nesoucich geny rezistence k fluorochinoloniim u izolati
enterobakterii ze Sirokého spektra zdrojii a rizného geografického plivodu, determinovat
schopnost téchto plazmidi prenaset geny rezistence k dalSim skupindm antibiotik, stanovit
primarni nukleotidovou sekvenci vybranych plazmidd a zhodnotit vliv koncentrace
fluorochinolonti, faze ristu a teploty na schopnost horizontalniho pfenosu téchto plazmidi

v bakteridlnich populacich.

Material a metodika

Studovan byl soubor 72 plazmidt nesoucich PMQR geny, které byly ziskany z izolata
bakterii Celedi Enterobacteriaceae charakterizovanych v naSich ptedchozich studiich. Tyto
izolaty pochazely z riznych hostiteld (hospitalizovani pacienti, zdravd humanni populace,
potravinova zvifata, zvifata chovana ze zaliby, volné zijici ptaci), prostiedi (odpadni vody,
Gistirny odpadnich vod) a geografickych oblasti (Australie, CR, Némecko, Paraguay, Polsko,
Slovensko, Spanélsko).
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Plazmidy byly nejprve zarazeny do skupin a podskupin inkompatibility (Inc) pomoci
metod ,,PCR-based replicon typing* (Carattoli et al., 2005) a pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR) genu taxC (Johnson et al., 2012). Jeden plazmid skupiny inkompatibility Incl
byl dale charakterizovan pomoci metody ,,Plasmid Multi-locus Sequence Typing“ (PMLST)
(Garcia-Fernandez et al., 2008). Pfibuznost plazmidd v ramci jednotlivych podskupin
inkompatibility IncX byla studovana pomoci restrikéni analyzy s pouzitim enzyma Hincll a
Pstl a pulzni gelové elektroforézy (PFGE). Pfitomnost vybranych geni rezistence k dalSim
antibiotikiim mimo fluorochinolont byla zjistovana pomoci PCR a Sangerova sekvenovani.

Z homologickych skupin plazmidl bylo vybrano devét reprezentativnich plazmidi IncX
a jeden plazmid Incl, u nichZ byla stanovena primarni struktura pomoci nové generace
sekvenovani na pfistroji Illumina MiSeq a naslednym zaplnénim mezer pomoci PCR a
Sangerova sekvenovani. Kompletni sekvence plazmidu byly sestaveny a anotovany pomoci
bioinformatickych néstroji Geneious 9.1.7 a volné dostupnych databazi (GenBank, RAST,
ISFinder, aj.). Ziskané sekvence plazmidu byly vlozeny do databaze GenBank.

U téchto vybranych deviti plazmidi IncX byla zjistovana frekvence horizontalniho
prenosu konjugaci z donoroveho kmene Escherichia coli TOP10 do recipientniho kmene E.
coli A15 definovana jako pocet kolonii transkonjuganta na pocet kolonii recipienta, a byl
ovéten vliv ruznych fazi rustu (logaritmickd, exponencialni, stacionarni) na frekvenci
konjugace. U vybranych dvou zastupcti dominantnich plazmidovych linii byl rovnéz sledovan
vliv riznych teplot (25, 30, 37 °C) a riznych koncentraci ciprofloxacinu (v subinhibi¢nich az

inhibiénich koncentracich 0,001; 0,05; 0,5; 2 mg/L) na frekvenci konjugace.

Vysledky

Studované plazmidy nesouci geny rezistence k chinolonim byly zatazeny do skupin
inkompatibilit 11 (1), X1 (45), X2 (19), X2-11 (2), X3 (4) a X3-N (1). Metodou pMLST byl
plazmid Incll zafazen do sekvenéniho typu ST136. Plazmidy skupin IncX pfi restrikéni
analyze vykazovaly celkem 23 riznych restrikénich profilti odpovidajicich vysoce piibuznym
homologickym skupindm plazmidd. Na plazmidech byly nalezeny geny rezistence k beta-
laktamtm [blargm-1 (45 plazmidt), blatem-sz (2), blatem-ass (1), blartem-176 (4), blasav-12 (4)],
karbapenemum [blanpm-4 (1), blaivpe-s (1)], aminoglykosidim [aacA4 (1), aadAl (3), aadA2
(4)], amfenikolim [floR (2), catB3 (1)], sulfonamidim [sull (1), sul3 (3)], makrolidim
[mph(A) (1)], kvartérnim amoniovym slou¢eninam [gacG2 (1)]) a tetracyklinim [tetA(A)
(11)]. Na =zaklad€¢ téchto charakteristik byly definovany ve zkoumaném vzorku dvé

dominantni linie plazmidd. Prvni linie zahrnovala 36 plazmidi skupiny inkompatibility
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IncX1, stejného restrikéniho profilu a nesoucich geny rezistence qnrS1 a blatgu.1. Tyto

ey

plazmidy byly nalezeny v Sirokém spektru izolati zvoln€ Zijicich, zajmovych a
potravinovych zvifat a z odpadnich vod v Australii, Ceské republice, Spanélsku a Polsku.
Jako reprezentativni zastupce této skupiny pro dalSi analyzy byl vybran plazmid pHP2. Druha
linie, do které patfilo devét plazmidi z volné Zijicich zvifat v Ceské republice a Polsku
s identickym restrikénim profilem, které patfily do skupiny inkompatibility IncX2 a nesly
geny rezistence qnrS1 a tet(A). Reprezentativnim zastupcem této skupiny byl plazmid p194.
Deset vybranych plazmidi bylo kompletné sekvenovano (Tab. 1) a byla u nich
zjistovana frekvence horizontalniho pienosu konjugaci. Nejvyssi frekvenci konjugace ve
vSech fazich rstu bakterii vykazoval plazmid pHP2. V lag fazi rastové kiivky byla frekvence
horizontalniho pfenosu u vSech testovanych plazmidi vyrazné niz$i nez v exponenciélni a

stacionarni fazi (Tab. 1).

plazmid | Inc RFLP velikost geny AR lag exp stac
profil (bp)

pHP2 X1 Al 47,686 gnrS1, blagy 1,413x10' 1,762x10' 6,982x10'
pCE1551 | X1 A5 56,600 qnrS1, blagy.g, aadAl, floR, 7,595x10' 4,003x10' 8,043x10'
pCE780h4 | X1 B 60,848 gnrS1i, bIaTEiAufaadAl, floR 6,425x10' 3,703x10' 1,282x10'
pl194 X2 al 39,584 qnrSi, tetA(A) 7,116x10' 5,355x10' 1,53;x10'
p615cip | X2 c2 31,584 gnrB19 1,195x10' 4,085x10' 4,715x10'
pHP103 | X2 d 35,056 qnrS2 3,145x10' 6,675x10' 4,605x10'
pHE40 | X2 b2 45,484 qnrS1, blagy.1, aadA2 1,418x10' 2,437x10' 3,457x10'
pCE1594 | X2 e2 43,897 qnrS1, blatem.17s 5,349x10' 1,827x10' 3,478x10'

pl456h8 | X3 3 45,645 qnrSy, blagyy.12 3,198x10' 4,328x10' nt

pEc42 11 nt 112,530 qnrB2, blayp.4, aacA4, nt nt nt

catB3, sull, mphA, gacG2

Tabulka 1: Zékladni charakteristiky sekvenovanych plazmidi. lag, exp, stac - frekvence
konjugace vlag fazi, exponencidlni fazi a stacionarni fazi ristové krivky. nt -
netestovano

U dvou plazmidi z dominantnich linii (p194, pHP2) byl dale studovan vliv teploty a
riznych koncentraci ciprofloxacinu na frekvenci horizontalniho ptenosu. U plazmidu p194

byl patrny pozitivni vliv niZsi teploty na frekvenci konjugace, zejména ve stacionarni a

castecné v exponencialni fazi. U plazmidu pHP2 byl vliv teploty opacny, nejvyssi frekvence

konjugace byla zjisténa pii nejvyssi testované teploté 37 °C (Obr. 1).
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Obrazek 1: Vliv teploty na frekvenci horizontilniho prenosu testovanych plazmidu.

Srostouci koncentraci ciprofloxacinu se frekvence konjugace u plazmidu pl94
zvySovala (zejména v lag a exponencialni fazi), zatimco u plazmidu pHP2 spiSe sniZzovala
(Obr. 2). Souhrnné tedy lze fici, Ze u plazmidu p194 ze skupiny IncX2 plisobeni stresovych
faktort vedlo ke zvySeni frekvence pfenosu, zatimco u plazmidu pHP2 ze skupiny IncX1 byl

trend spiSe opacny.

0,001 0,05 0,5 0,001 0,05 0,5 0,001 0,05 0,5
0 lag lag lag lag 2lag Oexp exp exp exp 2exp Ostac stac stac stac 2 stac

J 11

O p194

I HpHP2

Obrazek 2: Vliv koncentrace fluorochinoloni na frekvenci horizontalniho pienosu
testovanych plazmidi.
Zavéry
V ramci prace jsme uspéSné charakterizovali rozsahly soubor plazmidi nesoucich
PMQR geny, prokazali jsme jejich vazbu s geny rezistence k dalSim skupinam antibiotik.
Prozkoumali jsme primarni strukturu vybranych plazmida a zjistili jsme, Ze stresové faktory
(teplota, koncentrace antibiotik) maji na jejich schopnost horizontalniho pfenosu vyznamny

viiv.
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Vliv konzervanti na udrznost vajenych melanzi
Lenka Necidové®, Sarka Bursova', Harustiakova Danka?, Veronika Polkova', Jan Strejéek’
'Ustav hygieny a technologie mléka, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni
a farmaceuticka univerzita Brno; *Masarykova univerzita, Brno
Uvod
Vejce jsou z hlediska vyzivy c¢loveéka jednou z nejvyznamnéjSich potravin, protoze jsou
bohaté na vitaminy, minerdly, mastné Kkyseliny a bilkoviny. V poslednich letech je
V potravinaiském prumyslu preferovano pouziti pasterovanych vaje¢nych produkti, jako jsou
tekuté vajecné melanze, tekuty bilek nebo Zloutek (Ratu et al., 2017). U vaje¢nych melanzi je
pasteraci redukovéna bakteridlni mikrofléra a prodluzovana trvanlivost téchto produktt
(Nistor et al., 2016). Potravinova aditiva, zahrnujici i konzervanty, ktera je mozno pouZivat
v potravinach, jsou uvedena Vv nafizeni (EU) 1129/2011. Vyrobci vajeénych melanzi jsou
Casto omezeni pozadavky odbérateli a zakaznikl, ktefi odmitaji stabilizatory potravin na
chemicke bazi.
Cilem této studie bylo zhodnotit efekt riiznych typt konzervanti na mikrobiologickou kvalitu
a udrZnost pasterovanych vajecnych melanzi skladovanych pii 4 °C.
Material a metodika
Byly pouzity pasterované vajecné melanze (65 °C po dobu 3,5 min) s pfidavkem tradi¢nich
nebo alternativnich konzervanti. Vzorky byly dodany vyrobcem vaje¢nych melanzi z CR, a
to v 5ti vyrobnich Sarzi pro kazdy konzervant véetné kontrolnich vzorkii (bez konzervanti).
Vajecné melanze byly skladovany ve 4 °C po dobu 45 dnii. Mikrobiologické analyzy
jednotlivych vzorkt probihaly 1., 15., 22., 29., 36. a 45. den skladovani. Jako konzervanty
byly pouzity: benzoan sodny (E211) ve smési se sorbanem draselnym (E202) v koncentraci 2
g + 2,50/kg melanze, dale pak trifosfat (E451) (10 g na kg melanze). Alternativnimi druhy
konzervanti byly nisin (E234; 0,25 g/kg), Laktocid (20 g/kg), Defence (2 g/kg) a Galimax
Flavor V50 (14 g/kg). Mikrobiologické analyzy byly zaméteny na stanoveni celkového poctu
mikroorganismi dle ISO 4833-1 (2014), bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae (ISO 21528-2;
2006), poctt bakterii mlééného kvaseni (ISO 15214; 2000) a pocth kvasinek a plisni (ISO
21527-2; 2009).
Vysledky
Vysledky v Grafu 1 ukazuji vyvoj celkového pocétu mikroorganismt (CPM) (primér +
smérodatna odchylka) ve vaje¢nych melanzich s riznymi konzervanty. Vliv vybranych

konzervanti na po¢ty CPM béhem jednotlivych odbéru 1. — 45. den (ANOVA pro opakovana
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méfeni, konzervant P < 0,001, ¢as P < 0,001, ¢as*konzervant P < 0,001). Po¢ty CPM se

LA

10

9 -

CPM (log cfu.ml-1)
[63]

=$— Nisin
—&— Benz-sor
=$— Laktocid
| | } } | | —i— Defence
dayl day1l5 day22 day29 day36 day45 =+ Galimax
—#— Fosfore¢
TIME —$— Control

Graf 1 Celkovy pocet mikroorganismi (CPM) (prumér + smérodatna odchylka) ve
vaje¢nych melanzich s riiznymi konzervanty
Vysledky v Grafu 2 ukazuji vyvoj poétu bakterii mlééného kvaSeni (BMK) (pramér +

smérodatnd odchylka) ve vajeénych melanzich s riznymi konzervanty. Vliv konzervantl na
pocty BMK béhem jednotlivych odbérd 1. — 45. den (ANOVA pro opakovana méfeni,
konzervant P < 0,001, ¢as P < 0,001, ¢as*konzervant P < 0.001). Po¢ty BMK na konci
experimentu (45. den) ve vzorcich sbenzoanem-sorbanem, Lactocidem, Defence a

fosfore¢nany byly niz8i nez poCty u ostatnich vzorkl a rozdil byl signifikantni.

8

7

BMK (log cfu.ml-1)

=%~ Nisin
—&- Benz-sor
—4— Laktocid
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dayl day15 day22 day29 day36 day45 =% Galimax
—#- Fosfore¢
TIME =4 Control

Graf 2 Pocty bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK) (primér + smérodatna odchylka) ve
vajeénych melanzich s riiznymi konzervanty
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Vysledky v Grafu 3 ukazuji vyvoj poétu kvasinek (primér + smérodatnd odchylka) ve
vajeénych melanzich s riznymi konzervanty. Vliv konzervantd na pocty kvasinek béhem
jednotlivych odbéru 1. — 45. den (ANOVA pro opakovana méfeni, konzervant P = 0,027, ¢as
P = 0,986, cas*konzervant P = 0,789). Analyza vzorka z hlediska poc¢tu kvasinek na konci

experimentu nepotvrdila rozdily v poc¢tech u jednotlivych konzervantt.

4

Kvasinky

=4 Nisin
—§— Benz-sor
=¥— Laktocid
| } } } | | —— Defence
dayl dayl5 day22 day29 day36 day45 =+ Galimax
—#— Fosfore¢

TIME == Control

Graf 3 Pocet kvasinek (primér = smérodatna odchylka) ve vajeénych melanZich
S riznymi konzervanty

=%— Nisin
—&- Benz-sor
=% Laktocid
. . . : . —A— Defence
day 15 day 22 day 29 day 36 day 45 =+ Galimax
—#- Fosfore¢
TIME =%+ Control

Graf 4 Pocet kvasinek (prumér + smérodatna odchylka) ve vajeénych melanZich
S riiznymi konzervanty
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Vysledky v Grafu 4 ukazuji vyvoj poétu plisni (pramér + smérodatna odchylka) ve vaje¢nych
melanZich s riznymi konzervanty. Vliv konzervanti na pocty plisni béhem jednotlivych
odbéra 1. — 45. den (ANOVA pro opakovana méieni, konzervant P = 0,072, ¢as P < 0,001,
Cas*konzervant P = 0,460). Analyza vzorku z hlediska poctu plisni na konci experimentu

nepotvrdila rozdily v po¢tech u jednotlivych konzervanti.

Zavér

Vysledky studie ukdzaly, ze vliv konzervantti se projevil predevsim na CPM a poctech BMK.
Pocty kvasinek a plisni nebyly pouzitymi konzervanty ovlivnény. Jako nejvice U¢inné se
projevily konzervanty benzoan-sorban a Laktocid (smés kyseliny mlééné a octoveé).
Sohledem na prodlouzeni udrznosti vajeCnych melanzi lze Laktocid doporucit jako

alternativni konzervant.
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SniZeni obsahu soli v pekai‘skych vyrobcich: strategie snizovani obsahu sodiku a

optimalizace technologickych postupu

Martin Kral}, Martina O$tadalova®, Jana Pokorna®, Dominika Kollarova, Michaela Lukasova,

Jana Prochazkova, Jana Zhejbalova

Ustav hygieny a technologie potravin rostlinného piivodu, Fakulta veterinarni hygieny

a ekologie, Veterinarni a farmaceutick univerzita Brno*

Uvod

Sul hraje dulezitou roli pii vytvareni specifického chutového profilu potravy (Liemn a
kol., 2011). Pozitivné¢ ovliviiuje skladovatelnost, strukturu lepku a zpracovatelnost kynutych
produktti. Uginek soli ma pfimy vliv na vlastnosti struktury t&sta jako je konzistence, modul
pruznosti, taznost apod. (Beck a kol., 2012; Noort a kol. 2012). Stl zpomaluje produkci
plynu, aktivitu kvasinek a také ma kontrolni G¢inek na fermentaci, kterd ovliviiuje barvu
produktu (Noort a kol., 2012).

Sl je jednou ze Ctyt zakladnich slozek chleba a kynutych produkth a vyvolava velké
obavy ohledné vaznych zdravotnich disledkd spojenych s vysokym piijmem sodiku (Miller a
Jeong, 2014). Podle zpravy SACN (2003) jsou hlavnim zdrojem (témét 40%) sodiku ve strave
produkty z obilovin, zejména chléb, susenky, snidaiiové ceredlie, peCivo a kolace. Sodik ve
stravé piedstavuje dilezity prvek multifaktoridlnich onemocnéni. Svétova zdravotnicka
organizace doporucuje denni piijem soli méné nez 5 g (World Health Organization 2007).

Cilem této prace bylo studovat strukturu a u¢inek SODA-LO, stolnich a motskych soli

na parametry reologie tésta a vyvoj plynovych bunék pfi ptiprave tésta.

Material a metodika

Komeréné vyrabéné bilé pSenicné mouky typu "special 00 extra" byly zakoupeny od
spoleénosti Mlyn, Havlickiv Brod (Ceska republika). P$eni¢na mouka pouzitd pii vyrobé
tésta méla 14,5% vlhkosti, 12,0% bilkovin, 3,0% vldkniny, 1,5% tuku a méné nez 0,01% soli.
V nasich studiich byly pouzity 3 riizné soli:

I: stolni stil (solné mlyny Olomouc, Ceska republika),

II: motskd sil GEMMA DI MARE (Compagnia, Italie),

I1l: SODA-LO Fine Salt ™ (Tate & Lyle Company).
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Byly studovany nasledujici koncentrace pfidanych soli: A: 0,40 %, B: 0,30 %, C: 0,25 % a
D: 0,15 % z podilu mouky.

Ptiprava tésta

Modelové tésto bylo slozeno z 52,06 % pSeni¢né mouky, 24,67 % vody, 10,27 % vajec, 6,17
% cukru, 4,36 % oleje a 2,47 % kvasinek.

Slozky byly zvdzeny a smichany ve spirdlovém hnétaci (Vorwerk Thermomix TM 31,
Vorwerk & Co. Thermomix, GmbH, Wuppertal, Némecko) a potom byla postupné pfidana
voda a tésto bylo hnéteno po dobu 6 minut (3 min pfi nizké a 3 min pii zvySené rychlosti).
Poté byla piidana sul a slozky byly hnéteny po dobu dalSich 4 min (2 min pfi nizké teploté a 2
min pii zvySené rychlosti). Tésto odpocivalo 30 minut pii pokojové teploté (22 + 2) zakryté
félii, aby se zabranilo vysychani na povrchu. Tésto se umistilo do fermenta¢ni komory (RV:
80%, T = 32 ° C) po dobu 60 minut. Mé&feni struktury a analyza obrazu byly provadény na
vzorcich tésta po michani a 30 minutach odpocinku (T0); po dalSich 30 minutach (T30) a 60

minut (T60) fermentace v komote.

Analyza struktury soli
Struktura a velikost zkoumanych soli byla hodnocena pomoci skenovaciho elektronoveho
mikroskopu (SEM) (VEGA-3, TESCAN ORSAY HOLDING, Ceska republika).

Tvrdost tésta

Analyza tvrdosti tésta byla provedena pomoci TA.XTplus Texture Analyzer (Stable Micro
Systems, UK) s pouzitim hlinikové sondy o priméru 45 mm (P / 45). Cast tésta s tloustkou 8
mm byla roziezana na kotouce o primeéru 55 mm. Tti disky kazdé formulace byly testovany a

stlaceny az na 60 % jejich ptvodni vysky rychlosti 1 mm /s podle Armero a Collar (1997).

Lepivost tésta

Piipravené tésto bylo hodnoceno za pouziti Chen-Hoseney Cough-Stickness Rig, za pouZiti
25 mm sondy s valcovou hlavou (P / 25P) a SMS / Chen-Hoseney télové lepivosti (A / DSC)
(Hoseney a Smewig, 1999).

Obrazové analyza tésta
Vzorky byli umistnény do Petriho misek. Pro snimani vzorka tésta byla pouzita kamera EOS
600D (Canon, Japonsko). Aby se zabranilo zkresleni dat, byly vybrany ¢tvere¢ky o rozmérech

4 cm x 4 cm ve stiedu misky. Analyza obrazu tésta zahrnovala procentni podil celkovych
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plynovych bunék a celkovou plochu tésta a také procentni podil plynovych bunéck
rozd&lenych podle velikosti (v cm?) do péti riiznych tid: (t¥ida 1: 0-0.001; tfida 2: 0,001-0,01;
tiida 3: 0,01-0,1; tfida 4: 0,1-1 a tfida 5:> 1).

Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu byl pouZit statisticky software SPSS 20 (IBM Corporation, Armonk,
USA).

Vysledky

Struktura zkoumanych soli je jedine¢na a vyrazné se od sebe lisi. Stolni sil je kubicka
se zaoblenymi hranami, stejnou morfologii popisuje (Aquilano a kol., 2009; Ferreira a kol.,
2005). Gemma - moftska sl se vyznacuje ostrymi hranami. Morfologie a velikost krystalt
moiskych soli je ovlivnéna vyrobni metodou pouzivanou pfi jejich vyrobé (Drake a Drake,
2011). SODA-LO ma charakteristickou kulatou, dutou morfologii s relativné hladkym
povrchem a toto zji$téni je v souladu s tvrzenim vyrobce Tate a Lyle. Typ a morfologie jsou
dilezité faktory ovlivilujici rychlost rozpousténi soli v médiich (Quilaqueo a Aguilera, 2015).
Velikost krystalt byla ptiblizn€¢ 320 pm pro stolni stil, 600 um pro motskou stil a 20 um pro
SODA-LO.

Hodnoty tvrdosti tésta s pouzitim stolni soli v koncentraci A byly vice nez dvakrat
vysSi neZz hodnoty SODA-LO. Stolova stl vykazovala vyssi tvrdost té€sta ve srovnani se vSemi
testovanymi recepturami tésta s vyjimkou SODA-LO, koncentrace C v TO a T60.

S ohledem na mnozstvi soli byla pozorovana vyssi hodnota lepivosti pro specificky
Cas fermentace u vSech testovanych recepti tésta s vyjimkou TaTO C a D; GeTO A;
GeT60_A; a SoTO_D ve srovnani s koncentraci A. Absorpce vody se zvySuje v t&sté s
vysS$imi koncentracemi soli, coz vede ke snizeni lepivosti tésta.

Procentuélni podil plynovych bunék byl v rozmezi 5 % az 25 % u vSech testovanych
vzorki. Vysoky podil plynovych bunék byl zaznamenan v té€stech s koncentraci C u stolni soli
ve vSech fazich fermentace. Na druhé strané byly zjistény nizké hodnoty pfi tésté¢ s moitské
soli - Gemma B koncentraci a SODA-LO koncentraci A. Nejvétsi zastoupeni plynovych
bunék bylo ve tiidé 0-0.001, co predstavuje nejmensi velikostni tiidu. Tato tfida pokryla vice
nez 50 % celkového mnoZstvi plynu ve vSech zkoumanych vzorcich a u SODA-LO v
nékterych ptipadech piedstavovala az 86 %. Tyto vysledky odpovidaji tvrzenim Balestra a
kol. (2015), ktery pouZil analyzu obrazu k vyhodnoceni plynovych bunék v téstech

piipravenych riiznymi zpasoby fermentace. ZvySeni koncentrace soli nejpodstatnéji ovlivnilo
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ttidy 0-0.001 a 0,001-01. Ve vSech zkoumanych cestach je patrnd korelace: vétsi velikostni

tiida - niz§i mnoZzstvi plynovych bunék.
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Hodnoceni tabletovin a tablet ziskanych ze spole¢né zpracovanych smési
Pavlina Vodackova, Ales Franc, Jana Hofinkova
Ustav technologie lékii, Farmaceutickd fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

Optimalnimi vlastnostmi spolecné zpracovanych smési (CPE), ur¢enych k pfimému lisovanim
tablet, jsou zejména jejich dobré tokové, lisovaci a zred'ujici schopnosti, nutné pro zajisténi
bezproblémové a rychlé vyroby vyliski o Iékopisné kvalité (1). Smési musi navic zistat
chemicky a fyzikaln¢ stalé, odolné proti plisobeni zvySené teploty, vlhkosti a mechanickému
poskozeni. Tokové vlastnosti zalezi predev§im na velikosti, hustoté a tvaru ¢astic. Lisovaci
vlastnosti se odvijeji od deformovatelnosti a schopnosti zahusténi, a zfed’ovaci vlastnosti
(schopnost kompenzovat vliv U¢innych latek) od hustoty, mémého povrchu a tvaru
jednotlivych CPE. Vedle toho je dilezita i fyziologické indiferentnost a kompatibilita CPE s
ucinnymi latkami (2). Z tohoto divodu by bylo velmi uzite¢né jak pro vyrobce, tak pro
vyzkumné pracovniky, ziskat reprodukovatelné fyzikalné-chemické charakteristiky komeréné
dostupnych CPE. Tyto parametry je ovSem nutné pofidit stejnou metodikou na identickych
meéficich pfistrojich, jelikoz doposavad publikované studie Casto neposkytuji srovnatelny
vysledky (3-5). Rovnéz se setkavame s vyrobky, u nichZ tato nezavisla experimentalni
srovnani zcela chybi nebo jsou nedostate¢na. Vysledky ziskané komplexni a nezavislou
analyzou ze smeési i tablet umozni vyrobcim vybér vhodné smési CPE z nabizené Skaly

produktt, které planuji pouzit pro vyzkum ¢i vyrobu lékovych forem s konkrétnim 1éCivem.

Cilem projektu bylo experimentdln¢ srovnat tzv. ,,spolecné zpracované* smési (CPE) pro
ptipravu tablet metodou pifimého lisovani. Vyrobci tablet musi pfi jejich vyvoji obvykle
vychéazet pouze z literarnich udaji dostupnych od jednotlivych vyrobct CPE, které ovSem

nemusi byt vzajemn¢ srovnatelné.
Material a metodika

Celkové bylo hodnoceno 10 nejcastéji komeréné vyrabénych plniv od 6 rtznych vyrobci
fadou zkousek. Z téchto smési byly nasledné vylisovany metodou pfimého lisovani tablety,
které byly taktéZ testovany zejména na Iékopisné fyzikalné-chemické vlastnosti. Jmenovité se
jednalo o: Advantose® FS 95, Compressol® SM (SPI Pharma, USA); Avicel® CE 15, Avicel®
DG a Avicel® HFE 102 (FMC Health Nutrition, USA); F-Melt® C (Fuji, Japan); Ludipress®
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LCE (BASF, Germany); Microcelac® 100 (Meggle, Germany); Xylitab® 100, Xylitab® 200
(DuPont Nutrition & Health, USA).

Hodnoceni CPE smési

Avizované CPE smési byly prve hodnoceny na bézné 1ékopisné fyzikalni veliCiny, které se
pouZivaji ve farmaceutické technologii. Jednalo se o sitovou analyzu, mikroskopickou
analyzu, sypny a setfesny objem, zdanlivou a pravou hustotu a z nich vyplyvajici veliCiny
jako Hausneritv pomér a Carriv index stlacitelnost, rychlost vytékdani otvorem, sypny iihel a
thel skluzu. Vedle lékopisnych zkousek byly CPE smési hodnoceny na dalsi fyzikalné
chemické veli¢iny, a to vlhkost, hygroskopicita, rozpustnost, pH vyluhu a elektrostaticky
néboj, DSC, elektronova mikroskopie, méieni distribuce velikosti castic na suché cesté a
specificky mérny povrch metodou BET. Fyzikaln¢ 1€kopisné charakteristiky byly hodnoceny
dle CL 2009. Nelékopisné metodiky jsou uvedeny v odbornych publikacich (6, 7).

Priprava tabletoviny a tablet

Celkem 100 g CPE obsahujici 1 % stearylfumaratu sodného jakozto kluzné latky se proselo
pies sito o velikosti ok 0,250 pm. Pomoci homogeniza¢niho zatfizeni Turbula se vznikla smés
nechala misit po dobu 5 min rychlosti 40 ot/min. Lisovéani tablet z tabletoviny probihalo na
vystiednikovém tabletovacim lisu. Bylo pouzito razidlo vytvatejici tablety plochého tvaru o

pruméru 7 mm, pozadovana hmotnost tablet byla 200 mg a lisovaci sila 3 kN.

Hodnoceni tablet

Vylisky tablet z jednotlivych CPE smési buly hodnoceny na b&ézné 1ékopisné fyzikalni veli¢iny
dle metodiky CL 2009, které se pouZivaji ve farmaceutické technologii. Jedna se o hmotnostni
stejnomérnost, rozpad, mechanickou odolnost odérem a mechanickou pevnost. Dale byla

externé provedena elektronova mikroskopie.

Vysledky

Vysledky vétsiny jednotlivych méteni smési i vyliskt shrnuje tabulka 1 a 2 a jsou soucasti
odbornych publikaci (6, 7). Tyto hodnoty mohou poslouzit vyrobcim tablet k tomu, aby
mobhli, skrze srovnani vlastnosti jednotlivych CPE, zvolit odpovidajici formulaci s konkrétni
u¢innou latkou. Hodnoty byly ziskany vzdy stejnou metodikou, a proto maji vétsi

vypovidajici hodnotu nez ty, které uvadéji jednotlivi vyrobci ¢i odborné publikace, kdy bylo
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Casto uzito metod odlisnych. Prace navic uvadi i hodnoty, jako jsou hygroskopicita,

rozpustnost, pH vyluhu a elektrostaticky naboj smési, které zatim u téchto smési nebyly

hodnoceny.
CPE smési Advan- Avicel  Avicel Auvicel Compre- F-Melt Ludipress Microce- Xylitab Xylitab
tose FS95 CE15 DG HFE 102 ssolSM C LCE Lac 100 100 200
Fw [g.5] 28.37 NA NA 11.2 18.25 16.86 20.94 13.51 27.4 27.03
Or [ 31.38 NA NA 30.67 26.52 23.22 36.05 24.66 22.88 29.25
0s [] 11.82 39.00 40.67 37.33 8.90 8.26 9.57 31.67 11.64 11.48
HR 1.143 1.24 1.33 1.24 114 115 115 1.15 1.10 111
Cl 12.55 19.46 2498  19.19 12.18 13.30 12.67 13.23 8.63 10.15
DB [g.ml"] 058 0.50 0.3 0.41 0.50 0.54 0.51 0.49 0.60 0.59
DT [g.ml"]  0.67 0.62 0.50 0.51 0.57 0.63 0.59 0.56 0.66
DP[g.mI'] 161 1.40 2.86 1.58 1.48 1.52 1.52 1.57 1.53 1.48
MPS [um]  296.4 111.77  123.00 145.00 138.32 156.09  196.77 158.3 25857  326.75
Dyo [um] 122.17 21.55 2255 4193 63.67 62.54  36.80 42.46 79.15 140.02
Dso [um] 278.55 99.73 7438  132.16 134.00 147.45  160.57 153.39 237.30 334.26
Dgo [um] 502.44 221.06 2768  267.37 210.81 261.58  427.73 269.83 468.67  499.66
SSA[m%g?®] 0.30 0.50 1.20 0.60 0,90 0.80 0.10 1.00 0.20 0.20
M [%] 0.37 4.66 3.35 3.28 0.11 0.78 0.66 1.14 0.21 0.11
UF; [%0] 0.32 0.98 0.92 0.95 0.29 0.59 0.35 0.62 0.30 0.27
UF ., [%] 0.22 0.26 0.65 0.89 0.02 0.41 0.13 0.44 0.06 0.04
pH 6.79 5.52 7.19 6.99 7.54 7.83 7.68 6.69 7.32 7.22

Tabulka 1: Vysledky hodnoceni CPE smési

Fw - sypnost; Or - sypny uhel (tg a); 6s - Uhel kluzu; HR — Hausnerav pomér; Cl — index

stlacitelnosti; DB - sypnd hustota; DT - setiesna hustota; DP - pyknometricka hustota;

MPS

— sttedni pramér ¢astic; Do, Dsp, Dgo - distribuce velikosti ¢astic 10, 50 a 90 % z méfenych;

SSA - specificky mérny povrch ; M — vihkost; UF3 - nerozpustna frakce po 3 min; UFy, -

nerozpustna frakce po 24 hodinach; pH (2% roztok); N/A — nem¢fitelné

Advan-  Avicel . Avicel Compr F- . Microc . .
Tablety tose CE ﬁgge HFE e-ssol Melt L‘SUS g)ée e-Lac ;({gga i;)élcl)ga
FS95 15 102 SM C 100
UM [™] 198.89 299.7 §00.4 200.97 198.89 501.0 198.80 199.78 ;99.9 299.8
DI [min] 10.17 2.15 0.28 4.03 3.55 0.22 0.75 0.27 0.75 3.78
FR [%0] 1.03 256 010 0.01 0.90 026  6.53 0.33 066 071
ST[mPa] 158 0.74 354 562 1.00 1.68 0.34 1.57 1.69 1.08
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Tabulka 2: Vysledky hodnoceni tablet

UM - hmotnostni stejnomérnost; DI - rozpad; FR - odér; ST - pevnost

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
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Izolacia a identifikécia flavonoidov a terpenoidov z Coleus caninus (Roth.) Vatke

a Coleus aromaticus Benth

Sabina Jurkaninova, Renata Kubinova

Ustav prirodnich 1é¢iv, Farmaceutickd fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Rod Coleus (Lamiaceae) zahfnia viac ako 300 druhov rastlin pochadzajucich
z tropickych a subtropickych oblasti juhovychodnej Azie a Afriky. Rastliny tohto druhu
oplyvaju Sirokou Skalou farieb aréznym tvarom listov. Pestuji sa ako okrasné rastliny
v Eurdpe.

Druhy rodu Coleus st hojne vyuZivané v 'udovom lie¢itel'stve, medzi najuéinnejsie
patri Coleus aromaticus Benth. Jeho extrakty sa pouzivajd hlavne v juznej Amerike v terapii
bakterialnych, zapalovych a nadorovych ochoreni [1]. U druhu Coleus caninus (Roth.)
Vatke sa Studie zameriavaju na antimikrobidlnu a antiflogisticka aktivitu vysvetl'ujuce jeho
tradicné vyuZitie v lie€be prechladnutia a infekcie koze, zubov a d’asien [2]. Tieto rastliny st
bohatymi zdrojmi biologicky aktivnych latok prevazne zo skupiny fenylpropanoidov,

flavonoidov a terpenoidov.

Material a metodika

Extrakcia, separacia a identifikacia

Rastlinny material bol ziskany zo sklenika UPL FaF VFU v Brne.
Nadzemné Casti rastliny C. aromaticus Benth. (100g) a C. caninus (Roth.) Vatke (200g) boli
extrahované metanolom. Zahustené extrakty boli rozpustené v metanole a separovane.
Izolacia jednotlivych latok prebiehala pomocou preparativnej HPLC a stipcovej
chromatografie.

NMR spektra boli zaznamenavané pouZzitim Bruker DRX-400 (400 MHz) (BRUKER,
USA) v CDCl;. HPLC/DAD/MS analyza sa prevadzala pomocou zariadenia Agilent
technologies 1100 na kolone Supelcosil ABZ+Plus 150 x 4,6mm; velkost' ¢astic 3um,
gradientovou eldciou. Prietok 1 ml/min. Nastrek 10 ul. MS-ESI - negativny mod.
Semipreparativna HPLC bola prevadzana na kolone Ascentis 25 x 2,5 cm, velkost’ Castic 5
um, gradientovou elGciou. Prietok 4 ml/min. Nastrek 30 pl. Stipcova chromatografia bola

vykonavand v sklenenej kolone s pouzitim silikagélu, Eluovala sa zmesou chloroformu
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s metanolom so vzrastajucou polaritou. Jednotlivé aktivity boli merané ¢itackou
mikrotitracnych platni¢ieck READER-om (BioTekSynergy HT, USA).

Stanovenie antioxidac¢nej aktivity

ZhaSanie peroxynitritu produkovaného termolyzou (3-morfolinosydnonimin) SIN-1
(ImM) a peroxylového radikalu generovaného termolyzou AAPH  (2,2°-diazobis(2-
amidinopropan) dichlorid) (1mM) bolo testované chemiluminiscenénou metddou s luminolom
(ImM). Meranie sa prevadzalo po dobu 30 minat. Zh&Sanie peroxidu vodika bolo testované
taktiez chemiluminiscenénou metddou s luminolom [3]. Meranie sa prevadzalo po dobu 5
minut. ZhaSanie superoxidového radikalu [3] generovaného systémom xantin-xantinoxidaza
(xantin, 30uM) bolo testované chemiluminiscenénou metddou s lucigeninom (ImM). Meranie
sa prevadzalo po dobu 5 mindat.

Pri testovani antioxidacnej aktivity sa stanovovala plocha pod krivkou (AUC). AUC
vzorky (AUC,.oka) Sa stanovovala v Styroch opakovaniach. Ako kontrolny roztok sa pouZil
metanol (AUCkontrola). ZhaSaci efekt (%) sa pocital podla vzorca: % = (1-(AUCyzorka /
AUControla))*100
Stanovenie antihyaluronidazovej aktivity

Antihyaluronidazova aktivita bola testovand Morgan-Elsonovou metodou [4]
s mensimi modifikaciami. Absorbancia zmesi sa stanovovala v 3 opakovaniach a bola merana
pri 585 nm. Slepa vzorka obsahovala namiesto enzymu pufor, kontrola obsahovala methanol.
Enzymova aktivita (%) bola pocitana podl'a vzorca: % = [1-((Avzorka — Aslepa)/Akontrola)] *100
Stanovenie anticyklooxygenazovej aktivity

Anticyklooxygenazova aktivita sa zameriava na peroxiddzovu zlozku cyklooxygenazy
(COX). Peroxidazova aktivita bola stanovend kolorimetricky monitorovanim oxidacie
N,N,N",N"-tetrametyl-p-fenyléndiaminu  (TMPD) pri 590 nm svyuzitim komercne
dodavaného kitu. Absorbancia zmesi sa stanovovala v 3 opakovaniach a bola merana pri 590
nm. Enzymova aktivita (%) bola pocitana podla vzorca: % = [1-((Avzorka
Asiepa)/Aiontrola)] *100
Stanovenie xantinoxidazovej inhibi¢nej aktivity

Xantinoxidazova inhibicna aktivita bola testovand spektrofotometricky meranim
produkcie kyseliny moc¢ovej z xantinu (1mM). Bola pocitana hodnota ECsy. Absorbancia

zmesi sa stanovovala v troch opakovaniach a bola merana pri 295 nm. Allopurinol bol pouZity
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ako Standard, metanol ako kontrola. Enzymova aktivita bola pocitana podl'a vzorca: % = [1-
((szorka - Aslepé)/Akontrola)]*loo

Vysledky
Z metanolového extraktu C. aromaticus Benth. (Obr. 1) sa ndm semipreparativnou
HPLC podarilo vyizolovat dve latky, vicenin-2 (1) a cirsimaritin (2). Identifik&cia prebehla
porovnanim so Standardmi, pomocou MS spektroskopie a porovnanim s literatdrou. Ostatné

obsahové latky tohto extraktu uz boli izolovane, identifikované a testované v ramci projektu
IGA 305/2016/FAF.
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Obr. 1: HPLC zaznam metanolového extraktu C. aromaticus Benth.

Z frakcie ¢. 8 metanolového extraktu C. caninus (Roth.) Vatke (Obr. 2) sa nam
podarilo semipreparativnou HPLC vyizolovat’ dve latky; 3,12-bisdeacetylcoleon R (3) a 12-
deacetylcoleon R (4). Frakcia &. 8 bola ziskana stipcovou chromatografiou. Identifikacia

tychto zltcenin prebehla pomocou HPLC/DAD/MS a NMR.

] DADIA, Sig=254,4 Ref=900,100 (RENCAICCBCH000001.D)
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Obr. 2: HPLC zaznam frakcie ¢&. 8 MeOH extraktu C. caninus (Roth.) Vatke
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Jednotlivé latky boli podrobené testovaniu antioxidacnej aktivity (Tab. 1), inhibicie

voci enzymom hyaluronidaze, xantinoxidaze a cyklooxygenaze (COX-1 a COX-2) (Tab. 2).

Tab. 1: Antioxida¢na aktivita

Latky (60 uM) Peroxylovy | Peroxynitrit F\),?;jo,'f;j Superoxid

y (o H radikal (%) (%) %) (%)
vicenin-2 626+14 22,6 +34 nezhasa 106+14
cirsimaritin 239+38 28,5+0,9 471+49 | 68954
3,12-bisdeacetylcoleon R 412 +47 66,0+19 86,1+14 | 635+37
12-deacetylcoleon R 339+14 253+54 66,7+25 | 42,2+0,2

Tab. 2: Inhibicia enzymov. Indometacin, kvercetin a allopurinol boli pouzité ako Standard. Latky su

v koncentracii 200 uM pre hylauronidazu a 100 uM pre COX a xantinoxidazu

| 4tka COX-1 (%) | COX-2 (%) hyalu(roz)r;ldéza xanti?(%ldéza

vicenin-2 178+18 NI 33,7148 79+24

cirsimaritin NI 10,2+ 6,7 229154 18,019

3,12-bisdeacetylcoleon R| 22,1 +£8,5 32%+29 18,6 + 4,2 255%3,6

12-deacetylcoleon R 23,0+1,8 8,1+6,1 11,4+29 22,2+34

indometacin 99,6 £ 3,6 99,4 +34

kvercetin 89,5+0,7

allopurinol 93,6 +2,8

Zaver

V ramci naSej Stadie sa nam podarilo z C. aromaticus Benth. izolovat’ a identifikovat’
po prvykrat z tohto druhu dva flavonoidy, cirsimaritin, a vicenin-2. Druh C. caninus (Roth.)
Vatke obsahuje vo svojich listoch ZIté zlazy, ktoré st bohatym zdrojom acetylovanych
coleonov. Nam sa podarilo izolovat’ a identifikovat’ 12-deacetylcoleon R apo prvykrat
z rastlinného materialu 3,12-bisdeacetylcoleon R, ktoré sd len miernymi inhibitormi
testovanych enzymov. D6évodom je acetylacia hydroxylovych skupin viazanych na skelet

abietanu, ktord potlaca ich inhibi¢nu Gc¢innost’.
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Izolace a identifikace obsahovych latek Sceletium tortuosum s piredpokladanou
antiflogistickou aktivitou
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Svajdlenka’, Karel Smejkal*

Ustav prirodnich lécivt, Ustav molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie?,

Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceutické univerzita Brno

Uvod
Sceletium tortuosum (Aizoaceace) je jihoafricka sukulentni rostlina tradi¢né uZivana pro mirné
analgetické a naladu pozméiujici Gginky.* Doposud znamé obsahové latky S. tortuosum patf
mezi alkaloidy mesembrinového typu. Ne&které z alkaloidd jsou inhibitory zpétného
vychytavani serotoninu (mesembrin, mesembrenol) nebo fosfodiesterazy 4A a 4B
(mesembrenon)®*. Nov&j§i studie zmifiuje jako primarni mechanizmus antidepresivniho

ucinku spis uvolnéni monoaminii nez inhibici zpétného vychytavani serotoninu™”.

V piedchozim projektu jsme u lipofilni frakce methanolického extraktu S. tortuosum zjistili
slibnou protizanétlivou aktivitu. Tii z téchto frakci byly separovany sloupcovou
chromatografii. Cilem tohoto projektu byla izolace a identifikace latek ze ziskanych subfrakci,

které by mohli byt potencialné odpovédné za protizanétlivou aktivitu.

Material a metodika

K izolaci latek byly pouZzity frakce ziskané separaci methanolického extraktu S. tortuosum
(zpracovano v ramci projektu IGA ¢. 320/2016/FaF). Z divodu finan¢ni naroc¢nosti kiti na
otestovana jen
u nekterych subfrakei. Dalsi separace byla provedena u frakci SCT1A104-133, SCT1A188-
247

a SCT2A20-36 sloupcovou chromatografii a ze ziskanych podili byly izolované latky
otestovana u frakci SCT1A278-281, SCT1A291-292A, SCT2A37-51, SCT2A54-57 a
SCT2A130-132.
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Jako mobilni faze byla pouzita smés rozpoustédel hexan-chloroform-methanol v rtznych
pomérech. Jako stacionarni faze byl pouZit u sloupcové chromatografie silikagel o velikosti
zrn 40-63 pm, u preparativni tenkovrstvé chromatografie byly pouzity sklenéné desky se
silikagelem 60 F, 20x20 c¢cm, 500 pum (Merck), u analytické tenkovrstvé chromatografie desky
Silikagel 60 Fs4, 20x20 cm, 0,2 mm (Merck).

‘ Komercné dostupny prasek

l Extrakce methanolem i

MeQOH extrakt MeQOH extrakt
SCT1 SCT2
l Vytfepavani s hexanem l
SCT1A Hexanowvy SCT2A
podil
SCT2A130-132
SCT1A278-281 |
SCT1A104-133 SCT2A54-57
| | 3031 SCT1A291-292A SCT2A37-51
Y 4
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Obr. ¢.1 Schéma separace vzorku

-----

Kit (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA), ktery méfi aktivitu peroxiddzového
komponentu COX kolorimetricky na zaklade pfitomnosti oxidovaného N,N,N’,N’-
tetramethyl-p-fenylendiaminu p#i 590 nm. Jako standard byl pouzit indometacin. Procento

inhibice bylo stanoveno pfi koncentraci extraktti 20 pg/ml.

Identifikace latek byla provedena NMR spektroskopii a hmotnostni spektroskopii. Byl pouZit
NMR spektrometr Jeol ECZR 400 MHz.
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Vysledky

Separaci frakce SCT1A104-133 bylo ziskano 36 frakci. Frakce 30-31, 32-33, 34, 35 a 36

budou jesté docistény pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie.

Separaci frakce SCT1A188-247 bylo ziskano 36 frakci. Z frakce 30-31 byly preparativni
tenkovrstvou chromatografii ziskany celkem 4 latky, z nichz jenom jedna byla ziskana
v mnozstvi postacujicim k identifikaci. Frakce 32-35 byla shledana dostatecné Cistou
k identifikaci.

Separaci frakce SCT2A20-36 bylo ziskano celkem 51 frakci. Frakce 25-30 byla shledana
dostate¢né Cistou k identifikaci. Z frakce 31-40 budou izolovany dvé latky pomoci

preparativni tenkovrstvé chromatografie.

V soucasné dobé¢ jesté probiha identifikace izolovanych latek a vyhodnocovani namétfenych

udaja.
Tab.¢.1 Izolované latky, jejich hmotnost a vlastnosti
Latka Hmotnost [mg] Vlastnosti

SCT1A188-247/30-31/I 14 Bily prasek, rozpustny v chloroformu
SCT1A188-247/30-31/11 2 Bily prasek, rozpustny v chloroformu
SCT1A188-247/30-31/111 1,6 Bily prasek, rozpustny v chloroformu
SCT1A188-247/30-31/1V 1,3 Bily prések, rozpustny v chloroformu
SCT1A188-247/32-35 93 Bilé lesklé krystalky, rozpustné v chloroformu
SCT2A20-36/25-30 168,5 Bily prasek, rozpustny v chloroformu

rrrrr

schopnost vyznamné inhibovat cyklooxygendzu 2 (tab. ¢.2). Frakce SCT2A54-57
a SCT2A130-132 byly z métenych frakei nejaktivngjsi viuci cyklooxygenaze 1. Nicméné pro
tvorbu prozanétlivych cytokinii a medidtora bolesti, kdezto COX1 plni fadu fyziologickych

funkci. Proto selektivni inhibice COX1 neni Zzadouci. Muzeme tedy soudit, Ze v némi
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testovanych extraktech se nenachazi latky s protizanétlivou aktivitou vazanou na

cyklooxygenézu.

-----

Extrakt % inhibice SD[%] % inhibice SD [%]
COX-1 COX-2
SCT1A278-281 4,9 +6 -2 +5
SCT1A291-292 A 5,6 +11 5 2
SCT2A54-57 15,35 +11 6 +8
SCT2A37-51 11,9 +5 -7 +4
SCT2A130-132 23,7 +12 11 +21
Zavér

Sloupcovou chromatografii byly rozdéleny celkem tfi frakce ziskané v pfedchozim projektu.
Ze ziskanych subfrakci bylo preparativni tenkovrstvou chromatografii izolovano celkem 6
latek, z toho tii v dostatecném mnozstvi a Cistoté potiebné k identifikaci. V souéasnosti
probiha jejich identifikace. P&t extrakti bylo otestovano na protizanétlivou aktivitu metodou
inhibice COX. Zéadny z testovanych extraktii neprokézal vyznamnou inhibici COX2, dva
extrakty prokazaly mirnou inhibici COX1. Z naméfenych udaji usuzujeme, Ze v testovanych
extraktech se nenachazeji latky s protizanétlivou aktivitou. Byla vSak testovana jenom
inhibice cyklooxygendzy. V rozvoji zanétu se kromé cyklooxygenazy uplatiuje i
lipooxygenaza a rizné prozanétlivé cytokiny, jako interleukiny, tumor nekrotizujici faktor
nebo interferon gama. VIiv obsahovych latek S. tortuosum na tyto mediatory, jejich syntézu a

uvoliiovani zatim nebyl objasnén.
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Stereoselektivni syntéza a biologické hodnoceni slouc¢enin postavenych na

arylaminoethanolovém strukturnim zakladé

David Svestka, Alexander Jurik, Kamila Svétlikova, Jan Oteviel

Ustav chemickych léciv, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Enantiomerné obohacené nitroaldolové adukty jsou rozmanitymi syntetickymi intermediéty,

které Ize pomérné snadno transformovat na celou fadu synteticky zajimavych sloucenin

oE
R R
A
NO, NO,
OH N
)\/R' h
R 9 . MO
\ |/f
o - f OH OH
R a R R
S e
2
NO, b NHOH NH;
oH )4 \ OoH o
R d . R or R
R R R
NO; Nu o o o
R
R R
NO3> NO»

Schéma 1 Transformace funkénich skupin produktd Henryho
reakce.

(Schema 1). I kdyz

vyuZzivajicich aryl-nitroaldoly jako vychozi

pocet  praci

latky pii syntéze stale roste, nejrozsitenéjsi

jsou metody popisujici redukci

nitroaldold na ptislusné aryl-aminoalkoholy.

Zna¢ny z4jem tady farmaceutickych

spolecnosti a vyzkumnych skupin o

molekuly obsahujicich  vicinalni  aryl-

aminoalkoholovou skupinu je
pravdépodobné dan jejim prakticky vsudy-

ptritomnym zastoupenim v ramci biologicky

aktivnich slou¢enin, a tedy pomérn¢ slibnym farmakoforickym potencialem (Obr. 1). VSechny

vicinalni aryl-aminoalkoholy maji ve své struktuie alesponi jedno stereogenni centrum a na

zaklade jeho konfigurace obvykle vykazuji zna¢né odliSnou biologickou aktivitu. Konfigurace

stereogenu mize byt oznacena jako (S)- nebo
(R)- a sledujeme-li zavislost dané aktivity na
prostorové konfiguraci, tak vétSinou miizeme
jeden stereoizomer aryl-aminoalkoholu oznaéit
jako eutomer a druhy jako distomer. Z tohoto
diavodu je nezbytné podrobit biologickému
testovani nejen racemicky vzorek, ale také oba
piislusné enantiomery. Vyvoj novych a
efektivnéjSich metod pro asymetrickou syntézu
je proto kritickym a dlouhodobym zamérem.
Katalyticka reakce
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Obr. 1 Biologicky aktivni molekuly obsahujici arylamino-
ethanolovy fragment.

predstavuje vhodnou a t¢innou metodu k ptipravé predesle zminénych sloucenin. Navzdory
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tomu, Ze tato reakce byla popsand belgickym chemikem Luisem Henrym jiz v roce
1895, jeji  Kkatalytické enantioselektivni verze vyuZivajici lanthanidovych komplexii
BINOLua prvni  organokatalyzovand  verze s  chirdlnimi guanidinovymi
katalyzatory byly objeveny Najerovou a Shibasakim az téméf o sto let pozdéji.! Enzymaticky
katalyzovana Henryho reakce byla popsana Purkanhoferem dokonce az r. 2006.°!

Piekotny vyvoj v oblasti organokatalytickych reakci pfinesl kone¢né v r. 2006 synteticky
vyuzitelné thiomocovinové organokatalyzatory pro asymetrické Henryho reakce
aromatickych a a-vétvenych alifatickych aldehydt popsané v pracech Hiemstry a Nagasawy.
Pravé skupina chirdlnich donortt vodikovych vazeb patii v soucasnosti k nejvyznamnéjSim
organokatalyzatoram nitroaldolovych reakci.[

Také v nasi laboratofi probihd vyvoj organokatalyzatori stereoselektivni Henryho
transformace. V r. 2016 se nam uspésné podafilo zjednodusit design stavajicich katalyzatoru a
s vyhodou vyuzit chirdlni bifenylovy skelet. Kombinaci vhodnych reak¢énich podminek a
baze jsme dosahli pomérné vyznamné enantioselektivity a syn-diastereoselektivity. Pii vyvoji
druhé generace katalyzatoru jsme implementovali bazickou funkci ptimo do struktury
multifunkéni molekuly a u fady aromatickych substrati se nam podafilo dosahnout dosud
nejvyssi popsané enantioselektivity. Pomoci kinetickych a spektroskopickych méfeni jsme u

katalyzatorii objasnili fadu zajimavych mechanistickych otazek.!

Material a metodika
Prvni ¢ast naSeho projektu se soustiedila na ovéfeni robustnosti stereoselektivni syntézy na
vybranych vzorovych slouc¢enindch. Cilem bylo identifikovat a vyteSit problémy souvisejici s
potencialni racemizaci vzorkl vlivem rtznych reakénich podminek. Jako vychozi syntony
byly zvolené aryl-nitroaldolové adukty, které byly ptipravené pomoci katalytické asymetrické
Henryho adice. Ziskané aryl-nitroaldoly se v navazujicim stupni syntézy zredukovaly na

ptislusné vicinalni aryl-aminoalkoholy, jez 1ze, dle naseho zjisténi, jako hydrochloridy docistit
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Et,0
_220 °C. 96 h 4steps+

crystallization
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Schéma 2 Ovéreni syntetické metodiky v prvni fazi projektu.



krystalizaci do 100% enantiomerniho ptebytku. Pfislusné aryl-hydroxyalkylaminy se vyuzily
pro pfipravu tfech modelovych sloucenin: ps-adrenomimetika (R)-mirabegronu,
antimykoticky uc¢inného (S)-ekonazolu a analgeticky a myorelaxaén¢ ucCinného (R)-
fenyramidolu. VSechny tfi uvedené slouceniny byly kompletné strukturné charakterizované a
ptipravené jako racematy i jako piisluSné homochiralni molekuly ve > 99% ee. Tyto vysledky
nam potvrdily, Ze 1ze nami testované zplsoby piipravy prakticky beze zmén aplikovat i na
syntézy analogickych sloucenin s potencialni biologickou aktivitou (Schéma 2).

Druha faze projektu se soustfedila na piipravu sloucenin ze skupiny vicinalnich
arylaminoethanolti pomoci vySe zminéné metodiky a pfipravené latky byly charakterizované
dostupnymi fyzikalné-chemickymi metodami (Obr. 2).

V zavérecné fazi projektu byly nové piipravené slouceniny poskytnuty k testovani vybranych
typu biologické aktivity.

Vysledky
V ramci tohoto projektu byla ovéfena metodika syntézy homochiralnich biologicky aktivnich
molekul pomoci asymetrické katalytické Henryho reakce s pouzitim multifunkénich
chiralnich neracemickych bis(thiomocovinovych) katalyzatort. Vysledky této ¢asti projektu

[5b]

byly publikovany jiz v priabéhu jeho feseni. Pomoci vyvinuté metodiky bylo

nasyntetizovano také celkem 10 latek ze skupiny N-aralkyl substituovanych vicinalnich aryl-
aminoalkohold, které byly kompletné fyzikalné-chemicky charakterizované pomoci teplot

tani, optické otacivosti, IR a NMR spektroskopie a HR-MS spektrometrie (Obr. 2).
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Obr. 2 Struktury nové pripravenych latek ze skupiny N-aralkyl substituovanych
vicinalnich arylethanolamin(.
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Tyto slouCeniny byly primarné poskytnuty k biologickému testovani antibiotickeé,
antimykobakterialni a fungicidni aktivity, kde se ale jejich t¢innost neprokézala (IC > 256
uM). V soucasné dobé¢ se uvedené slouceniny testuji na antimalarickou aktivitu, kde by dle
nasich piedpokladii mohl arylaminoethanolovy fragment vykazovat slibné ptisobeni (jako je

tomu napf. u antimalaricky G¢inného lumefantrinu, WR 30090, synkarpamidu aj.).
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In vitro hodnoceni vaginalnich inzerti s obsahem PGE; pro veterinarni vyZziti
Jan Elbl, Jan Muselik, Veronika TkadleCkova, Katefina Kubova

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

Uvod

Pyometra psii je zanétlivé onemocnéni délohy fen vyskytujici se v uzaviené a oteviené formé.
V medikamentdzni terapii se vyuzivaji injekéné podavané prostaglandiny. Ty zvySenim
kontraktility d€lohy a podpoienim relaxace d€lozniho hrdla usnadiiuji vylouceni hnisu
vaginalni cestou. Mezi zavazné nezddouci U¢inky injekéné podanych prostaglandinl patii
salivace, zvraceni, defekace a hyperpnoe. Tyto nezadouci u€inky jsou vSak téméf eliminovany
pii vaginalnim podani prostaglandint (1). Jako idealni 1ékova forma umoznujici vaginalni
podani prostaglandinu (konkrétné PGE) se jevi vaginalni inzert.
Vyznamnym terapeutickym faktorem je obsahova stejnomérnost lé¢iva a rychlost jeho
uvoliovani zinzertu, ktery je tvofen nerozpustnym polymerem. K posuzovani téchto
parametrii se nejCastéji vyuziva disolucni zkouska, kterou je nutno upravit v zajmu piiblizeni
se podminkam in vivo. Déle je tfeba optimalizovat analytickou metodu pro stanoveni nizkych
koncentraci uvolnéné aktivni latky (fadoveé desetiny miligramu denn¢). Jako vhodna metoda
pro stanoveni koncentrace PGE, se jevi HPLC s UV-VIS piipadné fluorescenéni detekce,
ktera se prokazala jako G¢inna pii stanoveni obsahu prostaglandini v riznych materialech
(2,3).
Cilem projektu bylo navrZzeni a optimalizace analytickych metod pro in vitro hodnoceni
matricovych vagindlnich inzertl a aplikaci téchto metod zhodnotit kvalitativni parametry v
ramci projektu pripravenych vaginalnich inzertd s obsahem PGE; pro terapii pyometry u pst
s vhodnou déavkou lé€iva.

Material
Jako mobilni faze pro HPLC byl vyuzit acetonitril a roztok kyseliny fosfore¢né (SIGMA-
ALDRICH, CZ). Pii testovani extrakce byl pouzit aceton, toluen, xylen a n-hexan (SIGMA-
ALDRICH, CZ). Pro vytvofeni matrice vaginalnich inzerta byl pouZzit zdravotnicky silikon
DDU-4840 vhodny pro in vivo testovani (Trelyst, USA). PGE, (Cayman Chemical Company,
USA) byl pouzivan ve formé zasobniho roztoku v 96% ethanolu (SIGMA-ALDRICH, CZ).
Pro zapracovani roztoku API do silikonu byl jako emulgator pfidan sorbitan oleat (SIGMA-
ALDRICH, CZ). Jako porogeny modifikujici uvoliovani lé¢iva byly testovany glukosa,
laktosa, sacharosa a xylitol (SIGMA-ALDRICH, C2Z).
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Metodika

Jako vychozi analytickd metoda pro testovani obsahové stejnomérnosti a hodnoceni disolu¢ni
zkousky byla zvolena vysokotlakd kapalinova chromatografie na pfistroji HP Agilent
1100 Series (Agilent Technologies, USA). Po prvotnim stanoveni PGE; nastfikovaném
Vv Cisté mobilni fazi byla metoda optimalizovédna pro planované disolu¢ni médium (vaginalni
simulant o pH 5,5).

Pro tfidenni testovani disoluce byl vzhledem k vysoké cené 1é¢iva zvolen obsah 2 mg PGE,.
Krouzky byly piipravovany smisenim 100 mg zasobniho roztoku PGE, v 96% ethanolu
o koncentraci 20 mg-g™ s 30 mg sorbitan oleatu, odpovidajicim mnoZstvim porogenni latky a
dvouslozkového silikonu DDU-4840 do celkové hmotnosti 1630 mg. Smés byla vytvarovana
do 3D tisténé formy ve tvaru mezikruzi o vnéjSim praméru 30 mm, vnitinim priméru 15 mm
a vysce 2 mm. Tuhnuti silikonu probihalo po dobu 24 hodin. Od kazdého typu byly
piipraveny a testovany nejméné 3 vzorky.

Tabulka 1 uvadi sloZeni inzertl, u kterych byla provedena disolu¢ni zkouska v podminkéch

simulujicich vaginalni prostfedi feny (39 C, pH 5,5) po dobu 3 dn.

. DalSi pomocna latka Pomocnych
Oznadeni (PrSgE)Z (Er;r;a)nol (Sr(r)]g;'tan Typ Mnozstvi | MnoZstvi | latek
(mg) (%) celkem (%)
PG2 2 100 30 Glukosa 326 20 28
PX2 2 100 30 Xylitol 326 20 28
PG3 2 100 30 Glukosa 489 30 38
PG3m |2 100 |30 Sr'#)kosa (< 80 | g9 30 38
PG4 2 100 30 Glukosa 652 40 48
PL4 2 100 30 Lactosa 652 40 48
PS4 2 100 30 Sacharosa 652 40 48
PG5 2 100 30 Glukosa 815 50 58

Tabulka 1 SloZeni testovanych inzert(

Dle vysledkt disoluce byl vybrané inzerty pfipraveny i ve verzi s reinzeréni suturou Seralon®
velikosti 3. Ta byla zakomponovana po obvodu inzertu a po provedeni disolu¢ni zkousky byla
testovana sila potiebna k jejimu vytrZzeni z inzertu pomoci piistroje Zwick Roell Z010 (Zwick
Roell, Germany).

Byla rovnéz vyvijena metodika pro stanoveni obsahu v konec¢né 1ékové formé extrakéni
metodou. Oproti ptedpokladu nebylo mozné pouzitim suchého ledu ptipadné tekutého dusiku
dosahnout teploty, pii které by inzert dostate¢né zkiehnul a bylo by mozné ho rozdrobnit.
Jednodussi variantou bylo déleni inzertu skalpelem na mensi ¢asti. Jako extrakéni média byla

vyzkouSena mobilni faze, aceton, toluen, n-hexan a xylen. Pro extrakci bylo pouZito vzdy 30
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ml rozpoustédla a extrakce probihala 24 hodin na tfepacce pti 120 rpm. 10 ml rozpoustédla
bylo odpafeno pii 40 °C pod dusikovou atmosférou, odparek rozpustén v 1ml MF a
analyzovan.

Vysledky
Optimalizovna metoda pro HPLC vyuZziva mobilni fazi o sloZeni acetonitril - 20 mM H3PO,4
(54:46,v/v) a pritok 1 ml-min™, teplotu kolony 40 °C, kolonu Purospher Lichrocart RP-18,
250-4, 5 um, endcapped a vinovou délku detekce 200 nm. Vzorek je nastfikovan v objemu 50
pl. Obréazek 1 pak ukazuje chromatogram kalibradniho vzorku o koncentraci 1000 ng-ml™ (Rt

~ 4,6 min).

§f

Obrazek 1 Chromatogram PGE2 v médiu (1000 ng-ml™)

Pro ovéfeni linearity a rozsahu metody byly pfipraveny a analyzovany roztoky v rozmezi
koncentrace PGE, 20 az 5000 ng-ml’l. Z kalibra¢nich méteni byl stanoven limit detekce na
8,9 ng-ml™ alimit kvantifikace na 29,7 ng-ml™. Limit je tedy dostacujici i pro stanoveni
desetiny pivodné piedpokladané minimalni koncentrace v disolu¢nich vzorcich (250 pg
v 500 ml média po prvnich 8 hodinach). Rovnéz byla potvrzena preciznost a pravdivost
stanoveni.

U pripravenych matricovych krouzkd s obsahem 2 mg PGE; bylo sledovano uvolfiovani
1é¢iva v prabéhu tii dni. ZkouSka probihala na pfistroji Sotax AT7 Smart v 500 ml
disolu¢niho média s odbérem vzorku co 8 hodin. Z prvotnich vysledki vyplynulo, ze za dané
teploty a pH dochazi v pribéhu zkousSky krozkladu PGE, znemoziujicim spravné
vyhodnoceni. Stabilitni testy roztoki o koncentraci 500; 1000 a 2000 ng-mI™ PGE, v médiu
(39T, pH 5,5) potvrdily rozklad PGE; rychlosti ~ 4,5; 2 a 1 % za 8 hodin (v uvedeném

potadi koncentrace).
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Pro dalsi disoluéni testovani byl zvolen systém Franzovych bunék (PermeGear, USA)
a magnetickych michadel, ktery umoznil zmensit objem pouZitého vaginalniho simulantu na
16 ml (tudiz zvysit koncentraci PGE;) a vyménu média v prub&hu zkousky za nové (vzdy po
8 h). Vysledky shrnuje Obrazek 2. Vzorek PG5 hodnocen nebyl, nebot nedoSlo ke
kompletnimu ztuhnuti silikonu vzhledem k vysokému obsahu porogenu.

Do vybranych inzertii (PG3 a PG4) byla inkorporovéna reinzeréni nit Seralon® (velikost 3) a
po disolucnim testovani byla zhodnocena mechanickd odolnost inzertu proti vytrzeni nité
(n=3). Maximalni sila nutna pro vytrzeni byla 75,53 N (RSD = 13,1 %) pro typ PG3 a 54,40
N (RSD = 12,07%) pro typ PG4. Celkové prace pak byla 3,59 J (RSD = 25,0 %) a 1,91 J
(RSD = 9,62 %).
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Obrazek 2 Uvolnéné mnoizstvi PGE, v pribéhu disoluce

V ohledu testovani obsahové stejnomérnosti nepiineslo ani jedno z pouzitych extrakcnich
¢inidel vysledky v podobé pln¢ kvantifikované extrakce i pfi prodlouzeni extrakéniho ¢asu na
72 hodin nebo vyuZziti nasobné extrakce. Naopak dochazelo k degradaci PGE,. Stanoveni
obsahové stejnomérnosti tedy nebylo optimalizovano, ale vzhledem ke konzistentnim
vysledkim disoluce Ize predpokladat, Ze se obsahy nachazi ve vyhovujicim rozmezi, diky
pouziti standardizovaného roztoku PGE; pfi ptiprave inzertd.
Zavér

V rdmci projektu byla navrZena a optimalizovana HPLC metoda pro stanoveni obsahu PGE;.
Ta byla vyuzita pti hodnoceni disolu¢nich profilti vaginalnich inzertd uréenych k veterinarni
16cbé pyometry pst. S ptihlédnutim k mechanické odolnosti bylo nejlepsiho uvolnéni 1é¢iva
po 72 hodinach dosazeno u inzerti PG3 s obsahem 30% glukosy (uvolnéno = 33 % PGE)).
Pro dalsi testovani byla vypoctena celkova davka PGE, aproximaci z humanniho léku

Cervidil (uvolni 10 mg za 12 hodin) jako 9,2 mg. Hodnoceni obsahové stejnomérnosti nebylo
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mozné optimalizovat, vzhledem ke zminénym obtizim. Jako dal§i moznost se nabizi vyuziti

Ramanovy spektroskopie (4).
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VyuZiti magnesium alumino-metasilikatového nosi¢e pro sniZeni burst efektu

modelového 1é¢iva s vysokou rozpustnosti z hypromelosovych matric

Martina Naiserova, Katetina Kubova, Jakub Vyslouzil, Sylvie Pavlokova, Adéla Dvotakova,

Aneta Fridrichova

Ustav technologie 1ékii, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno
Uvod

Hypromelosa (HPMC) je nej€astéji pouzivanou pomocnou latkou pro ptipravu hydrofilnich
matricovych tablet. Obecné plati, ze HPMC matrice vykazuji vyrazné rychlé pocatecni
uvolnovani 1é¢iva po kontaktu s disoluénim médiem (burst efekt, BE), zvlast¢ kdyz tableta
obsahuje ve vod¢ snadno rozpustné 1é¢ivo. Pro omezeni burst efektu lze vyuZit kombinace
HPMC s nerozpustnymi methakrylatovymi polymery (Eudragity®) ve formé& vodnych
disperzi. Diky rozpustnosti 1é¢iva je vSak jejich ptimé naneseni velmi problematické a vede k
nadmérnému zvlhéeni a vzniku lepivé hmoty. Z tohoto ditvodu je nezbytné aplikovat vodnou
disperzi Eudragitu® na smés snadno rozpustného 1é¢iva a nerozpustného plniva. P vlhké
granulaci se ¢asto vyuziva jako plnivo nerozpustna mikrokrystalicka celulosa (MCC) PH101.
Limitujicim faktorem pro vlhkou granulaci je jeji nizka absorpéni kapacita. Z tohoto pohledu
jsou vhodnou alternativou latky s mnohonasobné vétsi absorpéni kapacitou jako napf.

magnesium alumino-metasilikaty (Neusilin® US2, NEU).
Materialy

Pro piipravu matricovych tablet byl vybran jako modelové 1é¢ivo s vysokou rozpustnosti
levetiracetam (Zentiva, CZ). HPMC K4M (Dow Chemicals, USA) byla pouzita jako
polymerni nosi¢. Neusilin® US2 (Fuji Chemical Industries Co., Ltd., J) plnil ve smé&si funkci
indiferentniho nerozpustného plniva, ktery byl soucasti granula¢ni smési. Jako nerozpustné
plnivo byla pouZita MCC PH102 (FMC Biopolymers, USA). Eudragit® NE (Evonik Réhm
GmbH, D) byl pfidan ve formé 30% vodné disperze. Stearan hotfecnaty (Peter Greven, D) a

koloidni oxid kiemicity (Degussa, I) byly pouzity pro zlepSeni tokovych vlastnosti granulata.
Metodika

Priprava tablet: Ze smési 1é&iva (levetiracetamu) a Neusilinu® byl pfipraven granulat
nanesenim 30% vodné disperze Eudragitu® NE jako granula¢ni kapaliny ve vysokootackovém
mixéru (ROTOLAB, Zanchetta, | — doba cyklu — 300 s, rychlost otaceni — 1200 ot/min).
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Vodné disperze byla nanasena po dobu 60 s. Nasledn¢ byla navlhé¢ena smés granulovéna po
dobu 240 s. Ptipraveny granulat byl vysuSen v susarné pii teploté 40 °C po dobu 24 hodin.
Cést piipraveného granulatu byla tepelné o3etfena pfi teploté 70 °C po dobu 24 hodin (TTG
vzorky).

HPMC, MCC, stearan hotecnaty (2.5 %) a koloidni oxid kiemicity (0.5 %) byly ptidany
extragranularng. Kazda tableta (10 mm) obsahovala: 1é&ivo 100 mg, Neusilinu® US2 (vzorek
NEUS50 obsahuje 50 mg a NEU100 obsahuje 100 mg), HPMC 66.7 mg, Eudragit® 16.7 mg
(5%), 25.1 mg (7.5%), 33.4 mg (10%), MCC 66.7 mg (pro vzorky NEU100) a 116.7 mg (pro
vzorky NEU50) minus mnoZstvi Eudragitu®. Polovina vylisovanych tablet byla tepelnd
oSetfena pii teploté 70 °C po dobu 24 hodin (TT vzorky). Pro srovnani byly piipraveny dva
referenéni vzorky (RINEU50 a R2NEU100), v jejich sloZeni nebyl zahrnut Eudragit®.

Hodnoceni tablet:

Stanoveni disolu¢niho profilu pfipravenych vzorkd (padlova metoda, 50 ot/min, 900 ml
fosfore¢nanového pufru o pH 6.0, 12 hodin) bylo provedeno na disolu¢ni aparatuie (SOTAX
T7 Donau Lab, S). Vzorky byly nésledné analyzovany HPLC pro stanoveni mnoZstvi

uvolnéného 1éc¢iva.

Mechanismy uvolnovani 1éCiva byly vyhodnoceny na zaklad¢ korelace ziskanych disolu¢nich

dat s kinetikou 0. fadu a Korsmeyer-Peppas modelem.

Multivariacni analyza dat. Za ucelem porovnani referencnich vzorki a vzorkt s Eudragitem®
byla provedena analyza hlavnich komponent (PCA) se zaméfenim na variabilitu mezi vzorky,

ktera byla zaloZena na ménici se koncentraci Eudragitu® a pouZité technologii.

NMR spektroskopie pevného stavu. Pro stanoveni struktury a uspofadani molekul
levetiracetamu v polymerni matrici byly pouzity 'H NMR, 'H MAS NMR, *C MAS
NMR, *C CP/MAS techniky a T*(*H), T1,(*H) relaxagni experimenty.

Vysledky

Hmotnostni a obsahova stejnomérnost, pevnost a odér spliiovaly limity platného evropského
lékopisu (Ph.Eur. 9). Piitomnost Neusilinu® ve smési s1é¢ivem umoznila sniZit podet
granula¢nich krokd, zvy3it nanesené mnozstvi Eudragitu® a zvysit pevnost tablet pro viechny

testované vzorky.
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Hodnoty burst efektu se pohybovaly v rozmezi 21.8-26.9 % pro vzorky obsahujici NEU50 a
19.2-28.7 % pro NEU100. V porovnani s burst efektem referen¢nich vzorktt RINEUS0 (27.6
%) a R2ZNEU100 (28.9 %), doSlo ke sniZeni této hodnoty o0 2.5-6.2 % u vzorku NE5/NEUS0,
14.5-21.0 % pro NE7.5/NEU50, a 0.69-19.3 % pro vzorek NESNEU100, 21.5-30.4 % pro
NE7.5NEU100 a 24.6-33.56 % pro vzorek s 10% obsahem Eudragitu® (Obr. 1). Z vysledkii
PCA vyplyva, Ze hodnota burst efektu se s rostouci koncentraci Eudragitu® snizovala. Snizeni
burst efektu mohlo byt zptisobeno nerovnomérnym pokrytim ¢astic 1é¢iva tenkou vrstvou
nerozpustného Eudragitu® bshem granulace, coz vede ke sniZeni povrchové plochy pro
uvolnovani 1é¢iva (1). Jednodussim vysvétlenim mize byt omezena penetrace média do

matricového systému v disledku nerozpustného charakteru Eudragitu® (2).
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Obr. 1 : Prabéh uvoliiovani lé¢iva z HPMC matrice

VSechny vzorky vykazovaly shodu s Korsmeyer-Peppas modelem, coZ odpovida faktu, Ze ve
vod¢ rozpustnd IéCiva jsou primarné uvoliovéna difuzi rozpusténého I1éCiva pres
hydratovanou vrstvu gelu HPMC matrice (3). Hodnoty exponentu n pro vzorky s
Eudragitem® (n = 0.49-0.54) poukazuiji na tzv. anomalni transport (4). PCA analyza potvrdila,
7e do3lo k navy3eni podilu eroze u vzorkd s10% obsahem Eudragitu®. Obdobn& bylo
pozorovano priblizovani disoluc¢nich profili k uvolnovani 0. fadu s narustajici koncentraci

Eudragitu®.
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Pro vysvétleni chovani matricovych systéma byly vybrané vzorky zkoumany NMR
spektroskopii pevné faze (ssSNMR). Ve spektrech **C CP/MAS NMR nebyly pozorovéany
zadné strukturni zmény levetiracetamu béhem granulace, u¢inna latka zdstala v krystalickém
stavu bez ohledu na pfidané mnozstvi Eudragitu®. Me¢éieni 13C detekovaného 1H spin-
miizkového experimentu TI1(1H) odhalily rozdily v relaxacnich casech molekuly
levetiracetamu. Zatimco relaxacni doba T1(1H) cistého 1éCiva byla relativné dlouhd (cca 32-
35's), u granulata doslo k vyraznému sniZeni na cca 24 s, u vzorkd s 5% obsahem Eudragitu®,
a dokonce na 5 s v systému s 10 % methakrylatu. Toto zkraceni relaxacniho ¢asu znamenalo
vyznamné snizeni velikosti ¢astic 1é¢iva v granulich. Velikost ¢astic se snizila na 100-500nm.
Levetiracetam (pramérnd velikost ¢astic 101.7 = 23.7 um) byl béhem granulace rozpustén ve
vodné disperzi Eudragitu® NE a nasledn& b&hem suseni rekrystalizovan na vyrazné mensi
Castice. Tvorba menSich ¢astic byla pravdépodobné zpisobena piitomnosti neiontoveho

tenzidu nonoxynolu 100 v Eudragitu® NE30D.
Zavér

Aplikace vodné disperze Eudragitu® NE jako granula¢ni kapaliny na smés 1é¢ivo/Neusilin®
ve vysokootackovém mixéru pii pripravé HPMC matricovych tablet byla vyhodnocena jako
G&inny nastroj pro vyznamné snizeni inicialniho uvoliiovani 16¢iva. Pouziti Neusilinu® US2
s vysokou absorp¢ni schopnosti umoznilo v jednom kroku aplikovat vodnou disperzi
a rychlosti uvoliiovani 1éCiva a pfibliZzeni se uvoliiovani kinetice 0. fadu. Toto chovani lze
vysvétlit na zakladé vysledkti ssNMR spektroskopie, ktera jasné ukazala vyznamné snizeni
velikosti Castic levetiracetamu (150-500 nm) v granulatu v zavislosti na mnozstvi ptidaného

Eudragitu® a vytvofeni vyrazn& vétsiho rozhrani mezi témito dvéma entitami.
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Optimalizace nové in situ syntézy pyrroloimidazolidinonovych derivati prolinu
jako potencialnich lokalnich anestetik
Markéta Havelkova', Jakub Marecek’, Hana Pizova!

YUstav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Lokalni anestetika jsou latky blokujici vznik a Sifeni vzruchu v senzitivnich nervech.
Podstatou jejich ucinku je interakce s napétové fizenymi sodikovymi kandly. Struktura
lokalniho anestetika se vétSinou sklada z benzenového jadra (popi. heterocyklus) a bazického
dusiku v postrannim fetézci. Tyto dvé jednotky jsou spojeny esterovou nebo amidovou (popf.
anilidovou) vazbou. Mezi druhy typ patii i tocainid a jeho strukturni analogy, mezi které se
H o fadi i latky s pyrrolo-imidazolidinovym kruhem, kde je
le y \ bazicky dusik soudasti tohoto kruhu?. Tyto typy latek se
\QR mimo jiné pfipravuji i reakci anilidu prolinu s pfislusnym
R =H, X, Me, CF; OMe, OH,.... aldehydem®. Tento typ syntézy je zdlouhavy, protoZe
Obr.1 zahrnuje Gty syntetické kroky*. Pravé tento typ latek se
podafilo  pfipravit ndm pii  odstraiiovani  chranici
benzyloxykarbonylové skupiny z dusiku anilidu prolinu a zkratit tak syntézu téchto latek.
Timto zpisobem lze pfipravit sérii latek srliznou substituci na anilidovém kruhu piimo
z chranéného anilidu prolinu a po biologickych testech tak Ize vyvodit vztahy mezi strukturou

a biologickym uc¢inkem.

Metodika

Cilem projektu je optimalizace nové metody vedouci k piipravé série derivath
specificky substituovaného (7aS)-2-fenyl-hexahydro-1H-pyrrolo[1,2-climidazolidin-1-onu 2 a
jejich charakterizace. Tyto nové syntetizované latky budou po jejich analytické charakterizaci
testovany jako latky s potencialnim lokalné anestetickym tuc¢inkem a nasledné budou
vyvozeny vztahy mezi strukturou a aktivitou.

Syntéza vychazela z (2S)-1-[(benzyloxy)karbonyl]pyrrolidin-2-karboxylové kyseliny
(Z-L-prolinu). V prvnim kroku byl pfipraven z kyseliny anilid reakci s vhodné
substituovanym anilinem pomoci T3P® (Schéma 1). Pro pripravu derivatii s hydroxy skupinou
na aromatickém jadfe anilinu byla tato metoda neuspésnd. Ty byly pfipraveny reakci pies

smésny anhydrid pomoci ethylchlorformiétu a triethylaminu v THF®.
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Schéma 1
Pii odstraniovani chranici benzyloxykarbonylové skupiny dochazelo z casti také
k cyklizaci na latky s pyrroloimidazolidinovym kruhem 2. Produktem reakce byla smés latek

2 a 3 v rizném pom¢éru v zavislosti na pouzitém substratu (Schéma 2).
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Schéma 2
Cilem tohoto projektu byla optimalizace reakénich podminek ve prospéch vzniku

cyklizovaného produktu 2. Koneé¢né vysledky optimalizace jsou shrnuty tabulce (Tabulka 1).

Vysledky
Na optimalizaci reakce byly vybrany tii slouceniny, u kterych se pohybovala konverze
mezi 40-99 %. Nejdfive byla prodlouzena reakéni doba a sniZen tlak na 1 barr. To ale na
konverzi reakce nemélo vliv. Byla proto pouzita bazicka katalyza, kde doslo ke zvySeni
konverze ve prospéch pozadované latky 2 na cca 60%. Po pfidani dalSiho 0,5 ekvivalentu
K,CO3 se uZz konverze nezlepSila. Proto byla pouZita kysela katalyza pomoci hydrétu
kyseliny p-toluensulfonové a do reakce byl piidan MgSO, kvuli zachyceni vznikajici vody.

Konverze cyklizace vzrostla na vice nez 90% (Tabulka 1).
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Latka 1 podminky konverze

R = 0-OCF3 4 barr, 2 hod 99,9 % latky 2
4 barr, 2 hod, 0.5 eq. K,COg3 99,9 % latky 2
4 barr, 2 hod, 0.2 eq. p-TSA, 1.2 eq. MgSO, | 99,9 % latky 2

R=H 4 barr, 2 hod 40 % latky 2, 60 % latky 3
4 barr, 2 hod, 0.5 eq. K,COg3 70 % latky 2, 30 % latky 3
4 barr, 2 hod, 0.2 eq. p-TSA, 1.2 eq. MgSO4 | 94 % latky 2, 6 % latky 3

R =m-OMe 4 barr, 2 hod 60 % latky 2, 40 % latky 3
4 barr, 2 hod, 0.5 eq. K,COg3 70 % latky 2, 30 % latky 3
4 barr, 2 hod, 0.2 eq. p-TSA, 1.2 eq. MgSO, | 99 % latky 2, 1 % latky 3

Tabulka 1
Zavér
Podafilo se zoptimalizovat podminky cyklizace derivath benzyl (25)-2-

(fenylkarbamoyl)pyrrolidinkarboxylatu 1 na  piislusné

derivaty sriznou substituci anilidového kruhu a pfipravovany nové substituované

pyrroloimidazolidinony.
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Molekulirné biologické hodnoceni nové syntetizovanych nanotransportéri
antracyklinovych antibiotik

Zuzana Babkoval?, Kamila Tichavska®, Veronika Serksova!, Veronika Pafilova® a Marie
Brazdova'
Ustav molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie®, Ustav chemickych léciv?,

Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Nejcastéjsim typem nadoru u Zen na celém svété je karcinom prsu, rocné je
diagnostikovano pfiblizné¢ 1,4 milionu novych pfipadld (1). Incidence karcinomu se navic
celosvétové zvySuje a mortalita se snizuje pouze ve vyspélych zemich. Molekuldrnég-
genetickou profilaci bylo v nedavné dob¢ urceno 5 podtypt karcinomu prsu (luminalni A, B,
basal-like, HER2-pozitivni a normal breast like), jedna se tedy o vysoce heterogenni skupinu
nadorti na 1Urovni klinické i molekularni. Molekularné-biologicky se jedna o pomérné
slozitou skupinu zhoubnych nadorti, kde hraje dilezitou roli aktivace onkogeni, které jsou
Casto transkripénimi faktory, které reguluji ,,gain-of-function* onkogenni signaly napf.
aktivace proliferace, rezistence vici cytostatikiim ¢iinhibice apoptézy. Mezi dulezité
transkripéni faktory patii proteiny STAT, p53, NF-kB, c-JUN a FOXML1. V léEebném
protokolu jsou zatfazovany typicky taxany a antracykliny. Ze skupiny antracyklind je
vyuzivan predev§im doxorubicin (DOX) a je povazovan za jedno z Ucinnych
chemoterapeutickych ¢inidel vzhledem k jeho vysoké ucinnosti a toleranci (2). Jednim
ze stalych problému, s kterymi se terapie potyka, zistava nizka rozpustnost chemoterapeutik a
jejich selektivni zacileni (systémova terapie). Cilem projektu bylo stanovit ovlivnéni
metabolické aktivity nékolika bunéénych linii karcinomu prsu a také ovlivnéni exprese
cilovych geni transkripéniho faktoru proteinu p53 po inkubaci linii s DOX, fullerenem (Ful)

¢i zinkovymi (ZnO) nanotransportery a jejich kombinaci.
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Material a metodika

Bunécéné linie a méteni jejich metabolické aktivity

Byly pouzity bunééné linie z karcinomu prsu MCF-7 (ATCC, wtp53) a MDA-MB-231
(ATCC, mutp53 R280K). Pro stanoveni byl vyuzit MTT test. Na 96-ti jamkovou desti¢ku
bylo vyseto 7 500 bun¢k na jamku a dale byla inkubovana 24 hodin pti 37°C a 5 % CO,. Na
desti¢ce byly i jamky bez bun¢k s kultivaénim médiem pro urCeni pozadi. Poté bylo
vyménéno médium u negativni kontroly a prazdnych jamek. K ostatnim jamkam byly ptidany
testované latky v riznych koncentracich. Jednalo se o koncentrace 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5 a
10 uM. Pro kombinaci fullerenu a doxorubicinu byla vyuzita koncentrace fullerenu 0,25; 0,5 a
2,5 mg/ml (3). Pro kombinaci ZnO a doxorubicinu byla vyuzita koncentrace ZnO 10 pg/ml.Po
48 hodinové inkubaci bylo odsano médium a vSechny jamky byly promyty 1 x PBS pufrem a
nasledné bylo do vSech jamek pfidano 120 pl smési tvorené 100 pl média a 20 pul MTT soli
rozpusténé v pufru 1x PBS. Po 2 hodinové inkubaci bylo médium s MTT odséto a ptidano
150 pl solventu MTT. Poté byla 96 jamkova desticka inkubovana 15 minut pii pokojové
teplote, za soucCasného tiepani a ve tme. Dale byla zméfena absorbance pii vinové délce 595
nm na pfistroji Synergy H1 a byla vyhodnocena metabolickd aktivita zivych bunck.
Z namétenych hodnot byly vypocitany aritmetické pruméry a smérodatné odchylky. Data byla
statisticky vyhodnocena pomoci testu jednocestnA ANOVA v kombinaci s Dunnettovym
testem (* P < 0,05; **P < 0,01; *** P < 0,001). Statistické vyhodnoceni bylo provadéno
v programu GraphPad Prism 5.00 software (GraphPad Software, San Diego, USA).

Testované uhlikové (fullerenové) nanotransportéry byly pfipraveny a charakterizovany v

Laboratofi nanomediciny CL FaF pod vedenim prof. R.Kizka.

RT-qPCR

Buné¢né linie MCF-7 (wtp53) a MDA-MB-231 (mutp53) byly 12 hodin inkubovany s DOX,
Ful, ZnO a jejich kombinaci. Celkova RNA byla izolovana pomoci kitu NucleoSpin RNA 11
(Macherey-Nagel) a 2 pg RNA byly nasledné pomoci kitu High Capacity RT (Applied
Biosystems) piepsany reverzni transkripci do cDNA. RT-gqPCR analyza byla provedena s
vyuZitim fluorescen¢niho barviva EvaGreen (Solis Biodyne) za podminek 15 min 95 °C; 15 s
95 °C, 30s60°C, 20 s 72 °C, 10 s 74 °C; 50 cykla v pfistroji Rotor-Gene 6000 (Corbett
Research). Vzorky byly méfeny v triplikatu a jako referenéni gen byl pouzit GAPDH. Byla
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provedena absolutni kvantifikace s vyuzitim metody standardni kiivky a data byla nasledné
normalizovana na GAPDH. Sekvence pouzitych primeri:

MT2A QF: CCGACTCTAGCCGCCTCTT MT2A QR: GTGGAAGTCGCGTTCTTTACA;
MDM2-F: ATCTTGGCCAGTATATTATG MDM2-R: GTTCCTGTAGATCATGGTAT;
p21-F: CCTCAAATCGTCCAGCGACCTT p21-R: CATTGTGGGAGGAGCTGTGAAA,
BAX-F: GCCCTTTTGCTTCAGGGTTT BAX-R: TCCAATGTCCAGCCCATGAT,
GAPDHQF: TGCACCACCAACTGCTTAGC GAPDHQR:
GGCATGGACTGTGGTCATGAG

Vysledky
Ovlivnéni metabolické aktivity bylo studovano pro neagresivni typ karcinomu prsu pro
bunéénou linii MCF-7 i pro agresivni typ karcinomu prsu MDA-MB-231, exprimujici
onkogenni formu proteinu p53 v nékolika Casovych intervalech pro nanotransportéry
fullerenové i zinkové. Z dosazenych vysledki je prezentovan vliv DOX a v kombinaci
s fullereny (grafy 1A — C) a DOX v kombinaci se ZnO (grafy 2A — C) pro buné¢nou linii
MCF-7 po 48 hodinové inkubaci.

Graf 1. Ovlivnéni metabolické aktivity bunééné linie MCF-7 po 48 hodinoveé inkubaci

s doxorubicinem, fullerenem nebo jejich kombinaci.
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Graf 2. Ovlivnéni metabolické aktivity bunééné linie MCF-7 po 48 hodinové inkubaci

s doxorubicinem, ZnO nebo jejich kombinaci.
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Analyzy pomoci MTT prokazaly, Ze kombinace fullerenu s doxurubicinem, zinkové
nanotransportéry a doxorubicin méa cytotoxickou aktivitu vy3si v porovnani s DOX.

Molekularn€ biologickou analyzou exprese cilovych genl proteinu p53, geni BAX, p21,
MDM2 a metalothioneini (MT2A) po ptlisobeni studovanych latek a jejich kombinaci byl

prokdzan pozitivni ucinek kombinace doxurubicin, zinkové nanotransportéry a doxorubicin
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Graf 3. Vliv DOX, Ful a Zn0, a jejich kombinace na expresi vybranych cilovych genii p53 u
bunéénych linii MCF-7 (wtp53) a MDA-MB-231 (mutp53).
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Zavér

NaSe vysledky prokazaly slibnou protinadorovou aktivitu kombinaci studovanych latek
(fullerenu s doxurubicinem, zinkovych nanotransportéri a doxorubicinem) a naznacuji, ze
dalsi takto zaméfeny vyzkum by mohl vést k nalezeni novych strategii zaloZenych na zacileni

jiz pouzivanych chemoterapeutik uplatnitelnych pii protinadoroveé 1é¢bé karcinomu prsu.
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Biofyzikalni a biochemicka charakteristika derivati hydronaftalenkarboxanilidu

Zuzana Babkova'?, Sabina lhrick&!, Lenka Splichalova®, Tereza Valdakova®, Marie
Brazdova'
Ustav molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie®, Ustav chemickych léciv?,

Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

RozSifujici se rezistence patogennich organismi na fadu uZzivanych antibiotik je
celosvétovou hrozbou, proto je potieba zabyvat se vyzkumem novych latek s antibakterialnim
potencialem. Velké mnoZzstvi biologicky aktivnich latek s antibakterialni, antimykobakterialni
1 antiparazitarni aktivitou obsahuje ve své struktufe amidovou skupinu, kterd je zodpovédna
za interakci s riznymi enzymy a ovliviiuje tak biologickou odpovéd’ buriky (1). Mezi latky
obsahujici ve své zakladni struktufe jiz zminovanou hydrofobni amidovou skupinu patii i
derivaty hydroxynaftalenkarboxanilidu. Cilem prace bylo definovat zakladni absorp¢ni a
fluorescen¢ni vlastnosti vybrané skupiny derivatd hydroxynaftalenkarboxanilidu pro ptipadné
vyuziti téchto latek pro monitoring na bunéfné trovni. Vzhledem k nezndmému
antimikrobialnimu mechanizmu ucinku téchto latek byl testovan vliv téchto derivatl na riizné
potencialni enzymy a proteiny, a to predevsim trans-2-enoyl-ACP reduktdzu (FABI) a
glutathion S-transferzu (GST).

Material a metodika

Derivaty hydroxynaftalenkarboxanilidu
Testované derivaty hydronaftalenkarboxanilidu byly syntetizovany a poskytnuty Dr. T.
Goncem, Ph.D. a prof. J. Jampilkem a nasledné byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO)
na zasobni roztoky s koncentraci 100 mM, které byly uchovavany pii - 20°C. Pro dalSi pouZiti
byly fedény dle potieby v DMSO.

Absorp¢ni a emisni vlastnosti testovanych derivata

UV-VIS absorp¢ni spektra byla méfena pii pokojové teplot€ v 10 mm kiemenné kyveté na
spektrofotometru SPECORD 210 PLUS (Analytik Jena). Zakladni nastaveni spektrofotometru
bylo provedeno v programu WinASPECT®PLUS Software (Analytik Jena AG). Blankem byl
DMSO pouZity pro fedéni. Z naméfenych hodnot pro 5 uM vzorky testovanych latek byly
vytvofeny grafy zavislosti hodnoty absorbance na vInové délce v nanometrech. Dle
absorpCnich spekter byla zvolena idealni vinova délka, pfi které byly testované slouceniny

excitovany (350 nm). Emisni spektra byla méfena pii 20 °C v 10 mm kfemenné kyveté
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na spektrofluorimetru PC1 - Photon Counting Spectrofluorimeter (ISS). Zéakladni nastaveni
tohoto pfistroje bylo provedeno v programu Vinci™ (ISS). Déle byly vytvoreny grafy
zavislosti intenzity fluorescence na vinové délce v nanometrech. Z naméfenych vysledku
svyuzitim Lambert-Beerova zakona byly stanoveny spektrofotometrické vlastnosti
testovanych latek, a to Stokesiiv posun a molarni extink¢ni koeficient.

Piiprava vektori pro expresy analyzovanych proteinii

Pro expresi rekombinantnich proteinti FABI (S. aureus), FABI (E. coli), SortaseA (S. aureus),
GST (S. japonicum), p53 (H. sapiens) byly pouZity odpovidajici expresni vektory poskytnuté
Dr. Brazdovou nebo zakoupené u firmy Addgene (pGEX-6TK (GST), pGEX-4TKp53_92-
312, pGBMCS-SortA (Addgene, plasmid #21931), pET15b-Fabl (S. aureus), (Plasmid
#61691)). DalSi vytypované enzymy napi ecCFABI byly klonovany do vektori odvozenych od
PGEX-4TK nebo pDEST26 s GST nebo 6 xHis tagem pro purifikaci; inzert byl ziskan na
zakladé amplifikace genu z genomové DNA mikroorganizmt E.coli ¢i S.aureus. DNA pro
expresi byla izolovana v bakterialnim kmeni E.coli TOP10 (Statagene) a sekvenovana
Z ptislusnych primeri z vektorti firmou Seqme.

Exprese a purifikace rekombinantnich proteintu

Pro expresi byla DNA transformovana do bun¢k C41 (derivaty od BL21 E.coli) a pro expresi
byla pouzita dvoustupniova indukce pti 18 °C pomoci 0,2 mM IPTG popsana v (2). Buiky
byly nasledn¢ sklizeny, lyzovany sonikaci v 50 mM TrisHCI pH 7,6 s lysozymem a byly
purifikovany pomoci afinitni chromatografii na kolonach GSTrap, HisTrap a HiTrap Heparin,
dale gelovou permeacni chromatografii na kolon¢ Superdex 200. Koncentrace proteint byla
uréena dle SDS-PAGE s BSA jako standardem.

Méreni enzymové aktivity GST a FABI

Test enzymatické aktivity Glutathion S-transferazy (GST) vyuziva utilizace 1-chlor-2,4-
dinitrobenzenu (CDNB). Testované slouceniny byly preinkubovany s 0,2 ng GST po dobu 25
minut pii 20 ° C a déle byl pfidan 50 mM CDNB a 100 mM glutation. Po konjugaci thiolové
skupiny glutathionu s CDNB substratem se po 5 minutdch zméfilo zvySeni absorbance pti 340
nm, enzymaticka aktivita byla vypocitana podle neosetiené¢ho kontrolniho vzorku a substratu.

V reakci katalyzované ecFABI nebo saFABI bylo méfeno snizeni absorbance pii 340 nm
zpusobené oxidaci NADH / NADPH. Testy byly provedeny v ¢asovych intervalech 0-10 min.
Reakce enzymu Fabl z E. coli (200 ug / ml purifikovaného ecFABI; 0,1 M Tris-HCI, pH 7,4;
0,4 mM NADH; 10 mM EDTA) nebo S. aureus (400 ug / ml saFABI; 0,1 M MOPS, pH 6,4;
0,4 mM NADPH; 10 mM EDTA) byly iniciovany substratem (0,25 mM crotonoyl-CoA).
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Studované slouceniny byly inkubovany v tplném reakénim pufru 1 hodinu pied zahajenim

enzymatické reakce.

Vysledky

V ramci vysledkové ¢asti jsou uvedeny analyzy vybranych derivati 1-hydroxynaftalen-2-

karboxanilidu v riznych typech experimentt, predev§im latek NMO1, NM15, NM21, NM25.

Vysledky UV-VIS absorpéni a fluorescenéni spektroskopie jsou znazornény grafy 1A a 1B.

Zéakladni absorpéni a emisni vlastnosti jsou shrnuty v tabulce 1.
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Graf 1. UV-VIS absorpcni spektra pro vybrané derivity o koncentraci 5 uM (4) a emisni spektra pro tytéz vzorky

(B).

Latka | Substituent| Maximum Maximum Stokestv Molarni absorpéni
absorbance [nm] |emise [nm] posun [nm] | koeficient [M™*- cm™]

NMO1 |-H 348 443 95 10513,4

NM15|3-Cl 350 451 101 10440

NM21|3-CF3 350 455 105 10153,4

NM25 [4-NO; 362 407 45 18860

Tabulka 1. Shrunuti zdkladnich absorpénich a fluorescencnich viastnosti testovanych derivatii o koncentraci5 uM.
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Vliv vybranych derivati 1-hydroxynaftalen-2-karboxanilidu, pfedev§im NMO1, NMI10,

NM21, NM25 na enzymatickou aktivitu GST je znazornén na grafu ¢. 2. Inhibi¢ni G¢inek
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Graf 2. Vliv derivatu 1-
hydroxynaftelen-2-karboxanilidu na

enzymatickou aktivitu GST.
Vysledky purifikace proteinu
ecFABI z bakteridlniho lyzatu

pomoci afinitni chromatografie

jsou zobrazeny na obr. 1 prostfednictvim SDS-PAGE a imunodetekce ecFABI na membrané.
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Zavér

Déle je na obr. 1 znazornén
princip analyzy  enzymové
aktivity FABI a prvotni analyza
inhibi¢niho ucinku vybranych
derivati na enzymy ecFABI a
saFABI ve srovnani se zndmym
specifickym
inhibitorem triclosanem Obr.1.

Obrazek 1. Vysledky purifikace

proteinu ecFABI, imunodetekce na
ovlivnent

membrané a enzymoveé

NaSe vysledky zabyvajici se spektrofotometrickymi vlastnostmi prokazaly fluorescenéni

vlastnosti testovanych derivatl,, které se intenzitou a charakterem li§i dle substituentd,

vyznamny negativni vliv na tyto vlastnosti méla nitro skupina v pozici para. Usp&in& byly

klonovany a izolovany enzymy potencionalné souvisejici s antibakterialnim w¢inkem

testovanych latek, byly ziskany proteiny ecFABI, saFABI a GST. Byly aplikovany postupy na

analyzu jejich enzymové aktivity, zalozené na kinetickych a end point métenich. Zjisténé
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vysledky naznacuji, ze dalsi takto zaméfeny vyzkum by mohl vést k nalezeni mechanizmu
ucinku téchto latek.
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Utinky citalopramu na hladiny adipokinii v experimentu
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Uvod

Selektivni inhibitory zpétného vychytdvani serotoninu patii celosvétové k nejvice
predepisovanym lé¢ivim a jsou prvni volbou v terapii deprese, generalizované Uzkostné
poruchy a tady dalSich psychickych poruch. Jejich pouziti miZze byt ovSem spojeno s
nezaddoucimi metabolickymi Uc¢inky jako je nartst télesné hmotnosti, dyslipidémie, inzulinova
rezistence a vznik metabolického syndromu. Mechanismus vzniku téchto nezddoucich ucinka
neni plné€ objasnén, pfiCemz jako jedno z moznych vysvétleni se v soucasné dobé zkouma
endokrinni funkce adipocytid. Cilem projektu bylo sledovat zmény v sérovych hladinach
vybranych adipokint, cytokini a zdkladnich biochemickych parametrii v zavislosti na

akutnim (7 dni) a subakutnim (35 dni) podani citalopramu a dieté u laboratorni mysi.

Material a metodika

V experimentu jsme pouzili samce mysi kmene C57BL/6N (n=50) ve véku Sesti tydnti, kteti
byli ndhodné rozdéleni do 5 skupin:

e kontrolni skupina

e kontrolni skupina s tu¢nou dietou

e skupina medikovana 35 dni

e skupina medikovana 35 dni s tu¢nou dietou

e skupina medikovana po 7 dni
Mysim jsme podavali intraperitonealné citalopram (10 mg/kg/den), kontrolnim skupinam byl
ve stejnou dobu podavan fyziologicky roztok. Zvitata byla 2x tydné vazena, krmivo a voda
byla zvifatim dostupna ad libitum.
Po ukonceni aplikace 1é¢iva buly zvifata usmrcena vykrvenim v celkové inhala¢ni
anestezii. Ze zachycené krve bylo centrifugaci ziskano sérum, které bylo pouZito pro

biochemickou analyzu. Stanoveni sérovych hladin adipokind a cytokini prob&éhlo pomoci
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imunoanalytické metody ELISA za vyuziti komeréné dostupnych kiti a ziskana data bula
nasledné¢ vyhodnocena pomoci vhodnych statistickych metod. Veskeré Cinnosti v ramci
experimentu byly provedeny v souladu se zdkonem 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti

tyrani, ve znéni pozdéjsich piedpist, a dalsi platnou legislativou.

Vysledky

V pribéhu experimentu jsme zaznamenali statistické zmény ve slozeni lipidového spektra. Jiz
po tydenni aplikaci citalopramu jsme zaznamenali signifikantni zvySeni sérove hladiny
triglyceridti, HDL, LDL a celkového cholesterolu oproti kontrole. Tyto zmény lipidového
spektra pretrvavaly 1 v dlouhodobé&jSim pokusu. Zvyseni hladin HDL, LDL, triglyceridi a
celkového cholesterolu u skupin stuénou dictou bylo ovS§em mnohem vyraznéj$i nez po
aplikaci citalopramu. Aditivni efekt téchto dvou faktorti nebyl prokéazan.

Déle jsme na konci experimentu zaznamenali signifikantni sniZzeni sérového leptinu po
aplikaci citalopramu, tu¢na dicta naopak leptin zvySovala. Leptin je anorexigennim
hormonem, ktery signalizuje stav tukovych zdsob organizmu, omezuje piijem potravy a
zvySuje vydej energie. U prozanétlivého cytokinu PAI- 1 doSlo k signifikantnimu zvyseni
jeho sérové hladiny oproti kontrole jak vlivem 1éCby, tak vlivem diety. Zmény v hladinach
cytokinl a adipokinli byly patrné az po 35 dnech, vysledky kratSiho sedmidenniho pokusu
neukazaly zadny statisticky vyznamny rozdil.

Sledované zmény ve sloZeni lipidoveého spektra a hladinach leptinu a PAI-1 po
aplikaci citalopramu nastaly bez ovlivnéni hmotnosti zvifat. Relativni pfiristek hmotnosti se

mezi jednotlivymi skupinami experimentalnich zvitat vyznamné nelisil.

Zavér

Nase studie naznacuje naruseni metabolismu lipidl a ovlivnéni hladiny nékterych adipokint a
cytokini po aplikaci citalopramu. Spolecné¢ s nezdravymi stravovacimi navyky
psychiatrickych pacienti muize byt ovlivnéni plazmatickych hladin lipidd a adipokina

privodnim jevem a ptic¢inou metabolickych zmén pfi podavani SSRI antidepresiv.

190



Seznam literatury:

BEYAZYUZ, Murat, et al. Relationship between SSRIs and metabolic syndrome
abnormalities in patients with generalized anxiety disorder: a prospective study. Psychiatry
investigation, 2013, 10.2: 148-154.

HORSKA, Katerina, et al. Olanzapine-depot administration induces time-dependent changes
in adipose tissue endocrine function in rats. Psychoneuroendocrinology, 2016, 73: 177-185.

KOLCSAR, Melinda, et al. Fluoxetine influence on body weight, serum adiponectin level and
adipose tissue triglycerides levels in rats. Farmacia, 2016, 64.4: 599-604.

TANYANSKIY, Dmitry A., et al. Association of adipokines with metabolic disorders in
patients with schizophrenia: Results of comparative study with mental healthy cohort.
Diabetes & Metabolic Syndrome: Clinical Research & Reviews, 2015, 9.3: 163-167.

ZEMDEGS, Juliane, et al. High fat diet induced metabolic disorders impairs 5 HT function
and anxiety like behavior in mice. British journal of pharmacology, 2015.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 316/2017/FAF.

191



Hodnoceni bioaktivnich latek instrumentalnimi metodami
Nikola Calkovskél, Radka Opatfilov:i1
Ustav chemickych léciv, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno'
Uvod

Na Farmaceutické fakulté a jejim Ustavu chemickych 1é¢iv (UCHL) probiha vyvoj a
optimalizace instrumentalnich analytickych pro hodnoceni bioaktivnich latek pomoci
moderniho zafizeni Cytation 3. Tento revoluc¢ni hybridni zobrazovaci multidetekéni reader
disponuje zobrazovacim modulem pro snimani vzorkt v destickach (1-384 jamek) s detekci
v oblasti UV-VIS a je vybaven moznosti tfepani a inkubace do 45 °C. Reader je vhodny pro
meéfeni v ultranizkych objemech (2 mikrolitry). Reader umoziluje méfeni absorbance,
fluorescence, TRF (Casové rozlisna fluorescence) fluorescence, fluorescencni polarizace a
luminiscence. Systém umoznuje kombinaci optického a voliteln¢ i laserového autofokusu.
Vyuziti zafizeni je smérovano pro meteni aktivity enzyml pomoci absorbance a fluorescence,
TRF fluorescence transferdz a esteraz [1]. Vhodné zvolenymi parametry pfistroje mizeme
stanovit metabolickou aktivitu buné¢k. Analyza latek na tomto pfistroji je velmi rychld a

piesna, pii nizkych nékladech na analyzu [2].

Na optimalizaci struktury novych potencialnich 1é¢iv v rdmci syntézy homologni fady 1é¢iv
Z oblasti inhibitorti enzymt se podili kolektiv pracovnikii na UCHL. Na zaklad¢ tohoto
vyzkumu na UCHL byly pfipraveny inhibitory enzymu aminopeptidazy N, chemicky —
substituované N-aroyl-N"-aminoacylhydraziny. Dosud se aktivita téchto inhibitora testovala
na stolnich UV/VIS spektrofotometrech. Tyto metody jsou velmi ¢asové narocné a nakladné,
metody se potykaji s nizsi citlivosti, je spotfebovavano vyssi mnozstvi enzymi, substratl i

inhibitord.

Nami studovany enzym Aminopeptiddza N patii mezi neuropeptiddzy. Podili se na fizeni
aktivity peptidickych neurotransmiterti a také na jejich $tépeni. Inhibitory aminopeptiddzy N
jsou potencidlnimi 1éCivy neurodegenerativnich onemocnéni napiiklad Alzheimerovy
choroby, kterd je v soucasnosti nevyléitelna a pouzivana 1éCiva pfindsi pacientim jen
pomérné nizky prospéch [3] [4]. Proto vyzkum a vyvoj novych 1€€iv a testovani jejich aktivity

je prioritou vyzkumu na UCHL.
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Material a metodika

Pii vyvoji metody bylo postupovano systematicky. Po prvotnich analyzach byl vybran, pro

enzym aminopeptiddzu N, substrat L-leucin-p-nitroanilid, ze kterého hydrolyzou vznika p-

-nitroanilin.
////// NH2
HN o] NH,
NH,
/////I/
+
—_—
HO ©
NO, NO,
, : - pr : - L :
L-leucin-p-nitroanilid p-nitroanilin L-leucin

Obr. 1 Schéma reakce vzniku substratu [5]

Koncentraci vznikajiciho p-nitroanilinu stanovujeme spektrofotometricky pomoci readru
Cytation 3. Mé¢feni absorbance probihalo pifi 405nm, coz je absorpéni maximum
p-nitroanilinu. Protoze aktivita enzymu je zavisld také na teploté, proto veskera stanoveni
probihala pii 37 °C. Pii optimalizaci metody méfeni bylo nutné také stanovit dobu inkubace.
Tato byla stanovena pfi opakovaném pokusu pro méfeni absorbance v jednotlivych ¢asovych

intervalech v celkové délce 180 minut.

Optimalizaci metody byla také stanovena nejvhodnéjsi koncentrace substratu, kterda byla
stanovena na zaklad¢ méfeni absorbanci ve vzorcich se vzrustajici koncentraci substratu. Tato
méfeni probihala pfi 37°C po 60 minutové inkubaci, tato doba inkubace byla zvolena, jako

dostatecné dlouhd pro métfeni absorbance.

VSechny analyzy probihaly pii fyziologické pH, které bylo udrZzovano pomoci pufru. Pro
pufrovani bylo nutné zvolit takovou latku, ktera neni toxicka, je izotonicka, jeji pufrovaci
schopnosti se shoduji s fyziologickym pH. Pufr by m¢l byt také bézné pouzivan a mohl by
tedy byt dale vyuZit v dalsim testovani ptipadnych inhibitoru. Byly testovany pufrovane
fyziologické roztoky TBS (Tris buffer saline) tris pufr s ptidavkem chloridu sodného PBS
(Phosphate buffer saline) fosfatovy pufr s pfidavkem chloridu sodného, BBS (Borate buffer
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saline) boratovy pufr s ptidavkem chloridu sodného, pro ovéteni zdali jsou pufrované roztoky
potiebné, byl testovan i samotny fyziologicky roztok. VSechny pufrovaci roztoky byly
pfipraveny v pfesnych koncentracich, nasledn¢ bylo jejich pH upraveno na

testované pH v rozmezi 7 - 9.

Po optimalizaci podminek analyzy byla otestovana linearita enzymatické reakce a dale byla
stanovena Ky (Michaelisova konstanta). Poté bylo mozné zacit testovat potencialni inhibitory
aminopeptidazy N. Testované latky byly odvozeny od struktury
N-aroyl-N"-aminoacylhydrazinu. Pii testovani potencialnich inhibitort byl, jako standard

zvolen bestatin a o-fenantrolin.

(@]
OH
HN (@]
N
HO\\\\\\\‘ /N
NH,
X
Obr. 2 Bestatin Obr. 3 o-fenantrolin

Vysledky

Za igelem vyvoje analytické metody pro prvotni testovani latek syntetizovanych na UCHL,
jako potencialni inhibitord aminopeptidazy, byla vytvofena metoda, ktera je vhodna pro

reader Cytation 3. Tato metoda je opakovatelna a specifickd pro aminopeptidazu N a pouZity

cv w7

poZzit je v koncentraci 50uM.

Jako vhodné podminky pro analyzu byla zvolena inkubace pti 37°C po dobu 60 minut, dale

byl vybran vhodny pufr TBS (Tris buffer saline) o koncentraci 10mM a pH 7,4.
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Porovnani aktivity enzymu v pufrovaném fyziologickém roztoku (TBS) o

ruzném pH
038
07
0,6
g 05
S 04
g0
g 0,3
02
0.1
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Cas (min)
—&— TBS 10mM —&— TBS 10mM TBS 10mM —&— TBS 50mM TBS 50mM
TBS 50mM —e— TBS 100mM —e— TBS 100mM —&— TBS 100mM
Obr. 4 Porovnani aktivity enzymu
Zavér

Vytvofena metoda byla pozita pro testovani potencialnich inhibitori aminopeptidazy N, které
byly syntetizovany na UCHL. Nékteré potencidlni inhibitory jiz vykazuji vysokou aktivitu
v této specifické metodé pro hodnoceni aktivity latek vhodnych jako potencialni 1éCiva

neurogerenerativnich onemocnéni. U téchto latek byla pomoci programu vypocitana ICsp.
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Hodnoceni proapoptotickych u¢inka novych salicylanilidovych derivati na lidskych
leukemickych buiikach THP-1
Tereza Kauerova, Peter Kollar
Ustav huméanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Salicylanilidové derivaty, mezi néz se na zaklad¢ principu cyklické analogie fadi 1 nové
syntetizované hydroxynaftanilidy, patii mezi farmakologicky aktivni latky s Sirokym
spektrem ucinkl. Vedle antibakterialni ¢i antimykobakteridlni aktivity jsou v soucasné dobé
salicylanilidy pfedmétem studia také z hlediska slibnych protinadorovych ué¢inki. Doposud
bylo prokéazano, Ze salicylanilidové derivaty vykazuji strukturni podobnost s fadou inhibitord
tyrozinkinaz jako jsou napf. gefitinib ¢i erlotinib, 1é¢iv klinicky pouZivanych jako inhibitory
receptorovych tyrozinkinaz epidermalniho rustového faktoru. U fady nové syntetizovanych
salicylanilidii byla tato inhibi¢ni aktivita prokazana v podminkéch in vitro, dalsi slouéeniny
byly potvrzeny také jako ucinné inhibitory erbB-2 signalni kaskady [1,2]. U fady
salicylanilidovych derivata byla potvrzena schopnost ovliviiovat prub&éh bunééného cyklu ¢i
indukovat apoptozu, a to vnitini apoptotickou neboli mitochondrialni cestou [1,3]. Nékteré
studie prokazuji, ze dalS$im moZnym mistem zasahu salicylanilidi v bunice jsou praveé
mitochondrie. Zahajeni mitochondridlni apoptotické drahy spodiva ve zméné permeability
mitochondridlni membrany, coz umoziuje uvolnéni fady proapoptotickych faktort jako je
napf. cytochrom C, také dochazi k poSkozeni elektronového transportu a oxidativni
fosforylace ¢i ke zméné redoxniho potencialu, coz vede ke zvyseni bunécného oxidativniho
stresu. Uvolnéni vzniklych superoxidovych anionti ¢i molekul peroxidu vodiku potom také
sehrava roli pti indukci apoptozy [4,5]. Cilem tohoto projektu je navazat na predchozi studie
antiproliferacnich a proapoptickych ucinku, které prokazaly schopnost nitro-substituovanych
hydroxynaftanilidii inhibovat bunéény cyklus a indukovat apoptézu u lidskych nadorovych
bunéénych linii [1]. Na zaklad¢ studia vztahu struktury a ucinku tak byly pro tento projekt

zvoleny strukturné obménéné latky, které spliuji predpoklady pro u¢innou indukci apoptédzy.

Material a metodika
Testované latky
Latky testované vramci tohoto projektu byly derivaty ze skupiny 1-hydroxynaftalen-2-

karboxanilidd, které byly syntetizovany na Ustavu chemickych 1é¢iv Farmaceutické fakuty
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VFU Brno. Konkrétn¢ se jednalo o nasledujici slouceniny: N-(3,5-difluorofenyl)-1-
hydroxynaftalen-2-karboxamid (1); N-[3,5-bis(trifluoromethyl)fenyl]-1-hydroxynaftalen-2-
karboxamid (2); N-(4-bromo-3-fluorofenyl)-1-hydroxynaftalen-2-karboxamid (3); N-(3-
fluoro-5-trifluoromethylfenyl)-1-hydroxynaftalen-2-karboxamid (4); N-(4-bromo-3-
trifluoromethylfenyl)-1-hydroxynaftalen-2-karboxamid (5). Efekt latek byl testovan v rozsahu
koncentraci 0,5 — 20 umol/l. Testované latky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu, jeho

vysledna koncentrace v ramci experimentd pak neptesahla 0,1 %.

Bunééné linie

Experimenty byly provedeny s vyuzitim dvou bunéénych linii, THP-1 nddorové linie lidskych
monocytarnich leukemickych bunék a 3T3-L1 nenddorové linie mySich embryonélnich
fibroblastd. THP-1 bunééna linie byla kultivovana v RPMI 1640 médiu a 3T3-L1 buné&tna
linie v DMEM médiu, v obou piipadech obohacenych o 10 % fetalniho bovinniho séra a
antibiotika (100 U.ml™ penicilin, 100 mg.mlI™* streptomycin). Kultivace probihala v prostiedi
inkubatoru pfi teploté 37 °C s 5% obsahem CO, v atmosféie.

Hodnoceni antiprolifera¢niho a cytotoxického efektu
Antiprolifera¢ni aktivita testovanych latek byla hodnocena pomoci WST-1 analyzy, k analyze
byl pouzit WST-1 kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko) dle pokynii vyrobce.

Cytotoxicky efekt latek byl hodnocen metodou barveni bunék roztokem erytrosinu B dle [1].

Flowcytometrické analyzy

K analyze apopt6zy pomoci dudlniho znac¢eni bunék annexinem V-FITC a propidium jodidem
byl pouzit komeréné dostupny kit Annexin V-FITC Early Apoptosis Detection Kit (Cell
Singaling Technology, Danvers, MA, USA) dle pokynt vyrobce. Pro hodnoceni pfitomnosti
subdiploidni populace byly buriky fixovany v 70% ethanolu a znaceny propidium jodidem dle
[1]. Stanoveni miry uvolnéni mitochondrialniho cytochromu C bylo provedeno dle [6].
Stanoveni hladiny mitochondridlniho superoxidu bylo provedeno dle [7]. Mé&teni probéhlo
pomoci priatokového cytometru Cell Lab Quanta SC (Beckman Coulter, USA) a FACSVerse
(BD, Germany). Ziskana data byla pak vyhodnocena pomoci Kaluza Analysis Software
(Beckman Coulter, USA).
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Westernovy prenos
Piiprava bunéénych lyzatd, zpracovani vzorkli, Westernovy pifenos a nasledna

denzitometrickd analyza byly provedeny dle [1].

Statisticka analyza
Data byla statisticky hodnocena pomoci neparametrického one-way ANOVA testu v
kombinaci s Dunnettovym testem na uvedenych hladinach statistické vyznamnosti (p < 0,05;

p < 0,01; p<0,001). Prezentovana data jsou vysledkem minimaln¢ tii nezavislych méteni.

Vysledky
V tvodni ¢asti studie byl testovan efekt na metabolickou aktivitu THP-1 bunécné linie u péti
hydroxynaftanilidovych derivati, které se vzajemné odliSovaly charakterem a pozici dvou
substituentll na anilidové casti zakladniho spolecného skeletu. V testovaném koncentratnim
rozmezi 0,5 — 20 umol/l viechny latky po 24 hodinach vykazovaly u THP-1 bunék inhibi¢ni
efekt na jejich metabolickou aktivitu. Vysledné hodnoty ICso jsou uvedeny v Tabulce 1.
Nejsilngjsi efekt byl pozorovan u latky 2, 1Cso = 3,24 £ 0,775 umol/l, naproti tomu stejna
koncentrace této latky nevyvolala signifikantni pokles metabolické aktivity u nenadorové
bunééné linie 3T3-L1. Na zéklad¢ uvedenych dat byl derivat 2 zvolen jako modelova latka
pro nasledujici fazi studie zabyvajici se testovanim jeho potencialniho proapoptotického

ucinku.

Tabulka 1: Hodnoty ICs, testovanych latek stanovené WST-1 analyzou po 24hodinové
inkubaci.

Testovana latka 1 2 3 4 5

ICs0 35D 8,96+0,775 324+0775 935+1967 6,15+0,998 12,04+ 0,448
(umol/l)

Hemocytometrické stanoveni viability prokazalo, Ze latka 2 vyvolala koncentraéné i ¢asoveé
zéavisly pokles viability bunék THP-1. V ramci naslednych experimentii byla zjiSténa zvysSena
mira externalizace fosfatidylserinu jako charakteristického znaku ¢asné faze apoptdzy po
inkubaci THP-1 bungk s latkou 2, signifikantni nardst byl pozorovan po 24hodinové inkubaci

(p < 0,001). Stejn¢ tak byla pozorovana pritomnost subdiploidni populace po pusobeni této
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latky. V souladu s témito vysledky byl pomoci Westernového pienosu dale prokazan ¢asové
zavisly pokles hladiny prokaspazy 3, klicové exekuéni kaspazy, $tépeni PARP a pokles
hladiny antiapoptotického proteinu Bcl-2. Aktivita kaspazy 8 potvrzena nebyla. Naproti tomu
jsme jiz po inkuba¢nim dobé 6 hodin s latkou 2 zaznamenali zvySenou miru uvolnéni
cytochromu C do cytosolu, ktery je jednim zvyznamnych faktord mitochondrialni
apoptotické drahy. Tyto vysledky podpofil i soucasné zaznamenany nartst hladiny

mitochondridlnich superoxidovych anionti.

Zavér
Na zéklad¢ ptedchozich studii, které povrdily antiproliferaéni a proapoptotické ucinky u
monosubstituovanych hydroxynaftanilidd, bylo pro tento projekt zvoleno pét novych, rozdilné
disubstituovanych hydroxynaftanilidovych derivata, které¢ diky svym strukturnim parametrim
spliiovaly ptfedpoklady pro obdobné tucinky. VSech pét derivati uCinné inhibovalo
metabolickou aktivitu THP-1 bunék, nejefektivnéjsi z nich, latka 2, pak v navazujicich
experimentech vykazovala proapoptotické ucinky na tuto bunécénou linii. Lze pfedpokladat, Ze
apoptoza mohla byt navozena vnitini mitochondrialni cestou. Vysledky tohoto projektu tak
mohly pfispet k probihajicimu studiu biologickych uc¢inkli hydroxynaftanilidovych derivati,

jejichz presny mechanismus potencidlniho protinddorového plisobeni stale neni pln€ objasnén.
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Syntéza derivata 1,3,5-triazinu obsahujicich nové triazolové, piperazinove a dalsi
dusikaté strukturni motivy a jejich prekurzori s vyuZzitim metod ,,zelené chemie*

Eva Havrankova®, Jozef Cséllei!, Pavel Pazdera®
Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka Fakulta, Veterindrni a farmaceuticka
univerzita Brno*

Ustav chemie, Piirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita Brno®

Uvod

V poslednich letech bylo prokdzéano, Ze analoga 1,3,5-triazinu (s-triazinu) vykazuji
Siroké spektrum biologickych aktivit, od anti-bakterialnich az po anti-rakovinové vlastnosti.
[1] U téchto analogh se pak casto vyskytuji strukturni motivy typu substituovanych
piperazinovych, substituovanych triazolovych a dalSich dusikatych heterocyklickych kruht,
dale rizné aminoalkoholy, ptipadné dalsi dusikaté substituenty. [2, 3]

Konkrétnim cilem studie biologické aktivity, kde jiZz substituované s-triaziny
prokazaly svou biologickou t¢innost, je isozym lidské karboanhydrazy 1X (human carbonic
anhydrase; hCA 1X). [4,5] Tento enzym je Uzce spojen s tumorovym bujenim, konkrétné
s tumorovou hypoxii.

Pii syntéze uvedenych analogi s-triazinu a jejich prekurzora je vSak jen v minimalni
mife vyuzivano metod ,,zelené chemie®, jako jsou organokatalyza, metalokatalyza a jejich
kombinace, katalyza s vyuzitim imobilizovanych katalyzatori, couplingové reakce, ,,click*
reakce a dalsi. [6]

Vzhledem k soucasnému vyvoji farmaceutického a chemického prumyslu, kdy je
kladen stale vétsi dliraz na zaclenovani principi zelené chemie do chemickych vyrob, je
vyuziti téchto principt jiz béhem navrhu syntézy nové ucinné latky znacnou vyhodou.
Vezmeme-li v Gvahu také Siroké spektrum biologickych aktivit analogt s-triazinu, jejich
potencial a nekompletnost soucasného stavu jejich poznani, ziskavame velmi slibny a

zajimavy predmét vyzkumu.

Vysledky a diskuse
V prvnim kroku byla provedena predikce biologické aktivity vybraného data-setu
struktur proti isozymu lidské karbohydrazy 1X (hCAIX) spojovaného s tumorovym bujenim.
Toto dokovani bylo provedeno pomoci softwaroveho baliku Schrodinger. Vysledné struktury

(viz Obr. 1) byly poté syntetizovany v souladu s principy Zelené chemie.
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Cilové derivaty s-triazinu byly piipraveny z komeréné dostupného Kyanurtrichloridu
(2,4,6-trichlor-1,3,5-triazinu) substituci jednotlivych chlorti. K substituci atomti chloru
dochazi per partes pies atom dusiku alifatické primarni nebo sekundarni amino-skupiny
daneho substituentu. Substituce nejreaktivnéj$iho (prvniho) atomu chloru muze probihat
cestou nukleofilni aromatické substituce nebo vyhodnéji procesem katalyzovanym novym
imobilizovanym Cu(I) komplexem (pfipravenym dle [7]). JestliZze byla vyuZita katalyza Cu(l),
pak se jedna o cestu oxidativni adice - heterolytické adice - reduktivni eliminace. Pfiprava
disubstituovanych a trisubstituovanych derivati s-triazinu byla provadéna vyhradné
s vyuzitim imobilizovanych iontd Cu(l). V principu se jedna o aplikaci Ullmannovy syntézy
(ptipad Buchwaldova-Hartwigova C-N-couplingu katalyzovaného Cu(l)) s pouzitim iontd
Cu(I) imobilizovanych na slabé kyselém makroporéznim katexu polyakrylatového typu jako
levného, recyklovatelného a stabilniho katalyzatoru. Dusledkem pouziti imobilizovanych
Cu(I) iontii je nejen zvySeni reak¢ni rychlosti ale 1 vyssi vytézky jednotlivych produkti.
Substituci vSech tfi atomt chloru lze suspéchem provést jako one-pot reakci za
kontrolovaného teplotniho rezimu. Pfi syntézach tohoto typu je postupné zvySovani teploty
(od substituce prvniho atomu chloru po substituci tfetiho) nutné jednak pro kontrolu poctu
substituovanych atomi chloru (tj. vznik mono-, di- nebo tri-substituovanych derivatt), jednak
z dtivodu poklesu reaktivity po zavedeni ptislusného dusikatého substituentu.

Potadi zavedeni piislusnych substituentii bylo provadéno s ohledem na reaktivitu
aminovych prekurzord tak, aby nejméné reaktivni reagoval v prvnim (nejvice reaktivnim)
syntetickém stupni, a naopak nejvice reaktivni amin pak v poslednim (nejméné reaktivnim)

syntetickém stupni.

Obr 1. Obecna struktura piipravenych substituovanych s-triazini s potencionalni vysokou
biologickou aktivitou. X = -H, -OH, -NH>, atd. Y = rtizn¢ substituované alkoholy, piperaziny,
triazoly, atd., n=0-2.

Pro vytvoteni postranniho aminochalkonového substituentu byly s tispéchem pouzity ionty

Ce(III) imobilizované na slabé kyselém katexu polykrylatového typu (katalyticky komplex
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ptipraven dle [7]). Substituovany 3-, resp. 4-aminochalkonovy strukturni motiv byl formovan
aldolovou kondenzaci na pfislusném aminoacetofenonu jiZz navdzaném na s-triazinu

se substituovanym benzaldehydem. Takto provedend syntéza probihala rychleji a ve vyssich
vytézcich, nez je pti ptripravé danych produkti klasickymi metodami (napf. za katalyzy

NaOH) b&zné.

Kone&né produkty byly identifikovany pomoci *H-NMR, *C-NMR, IR a dalsich metod.
V dal$i fazi se pokusime zjistit hodnoty biologickych aktivit syntetizovanych latek a vztah

mezi jejich strukturou a prislusSnymi hodnotami biologické aktivity.

Zavér

S pomoci dokovaciho softwaru Schrédinger bylo navrzeno né¢kolik derivata s-triazinu
obsahujicich rtizné aminoalkoholové, piperazinové, aminochalkonové a dalSi substituenty
S potencidlni biologickou aktivitou proti isozymu hCAIX. Nejpravdépodobnéji ucinné latky
byly syntetizovany. Design vSech syntéz byl navrZzen s ohledem na cile a principy zelené
chemie. Vysledkem feSeni je one-pot synteticky proces, vnémz je dosahovano vysSich
vytézkt pii kratSich reakénich cCasech, nez je obvyklé u podobnych substituci na
kyanurtrichloridu. Takto optimalizované syntetické postupy mohou byt aplikovany pfi
piipravé vSech s-triazinovych derivatd s drobnymi obménami s ohledem na reaktivitu
jednotlivych aminovych substituentti. Dal§im krokem naSeho tymu bude testovani biologické

aktivity jiz ptipravenych derivati.
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Stanoveni obsahu proanthokyanidini v nutraceutickych pripravcich
Klara Urbanov4, Klara Odehnalova
Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno,

Ceskd republika

Uvod

Proanthokyanidiny (PAC) pfedstavuji skupinu polyfenolti, pfirodnich sekundarnich
metabolitt, které jsou tvofeny vzajemné spojenymi oligomernimi jednotkami flavan-3-ola [1].
Bylo prokdzéano, Ze tyto latky vykazuji (mimo jiné) UCinky antioxida¢ni, antimikrobidlni,
nutraceutickych piipravcich je dilezité pro ovéfeni autentiCnosti téchto piipravkl a jejich
ucinnosti [7]. Doposud byla vyvinuta a pouzita fada analytickych metod véetné metod
spektrofotometrickych, gravimetrickych, chromatografickych i hmotnostné spektrometrickych
[4,6,8]. Kvantifikace PAC je v8ak obtiZna, protoZe se vyskytuji jako polydisperzni hetero-
oligomery.

Cilem projektu bylo vyvinout metodu stanoveni proanthokyanidini, ktera by pomohla
usnadnit porovnani jejich obsahu ve vybranych nutraceutickych vyrobcich na trhu. V rdmci
projektu jsme se zamé&fili na separaci proanthokyanidint a to konkrétné prokyanidini A2, BI,
B2 a C1 a dale katechinu a epikatechinu, jejichz autentické standardy jsou komercné

dostupne.

Material a metody

Separace byla realizovana na kapalinovém chromatografu Dionex Ultimate 3000 (Thermo
Fisher Scientific, CA, USA) kontrolovanem Chromeleon® Chromatography Data systémem
(verze 7.2). Kdetekci byl pouzit detektor diodového pole (DAD) s nastavenou vinovou
délkou na hodnotu 280 nm a fluorescen¢ni detektor (FLD), kde excitacni vinova délka byla
nastavena na hodnotu 230 nm a emisni vinova délka na 315 nm. Za tcelem separace vyse
uvedenych PAC byly testovany dvé chromatografické kolony: Hypersil Gold CN (100 x 3
mm; 3um) a Hypersil Gold C18 (100 x 3 mm; 3um). Binarni mobilni faze se sestavala
z vodného roztoku 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a 0,1% kyseliny mravenéi (FA)
v acetonitrilu (slozka B). K eluci analytt byl pouzit vicestupiiovy gradient. Pritok mobilni
faze kolonou byl nastaven na hodnotu 1,2 ml/min, teplota kolony na 30°C a nastiikovany

objem ¢Cinil 10 pl.
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Vysledky
V pribéhu optimalizace separace byla vyzkouSena fada riznych mobilnich fazi (0,1 — 1%
FA, acetonitril, methanol, tetrahydrofuran) pii pouziti obou vySe zminénych kolon. Jako
nejvhodnéjsi byla pro separaci vybrana kolona Hypersil Gold C18. Podminky separace byly
optimalizovany za pouziti spektrofotometrického detektoru pii 280 nm (Obr. 1A), poté bylo
optimalizovano nastaveni detektoru fluorescenéniho (Obr. 1B). Retencni charakteristiky

analyt jsou uvedeny v tabulce Tab. 1.
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Obr. 1: Chromatogram smési proanthokyanidini: A — A =280 nm, ¢ ~ 0,01 mg/ml; B — A¢, =230 nm,
Aem = 315 nm, ¢ ~ 0,001 mg/ml, B1 — prokyanidin B1, CAT — katechin, B2 — prokyanidin B2, EPI -
epikatechin, C1 — prokyanidin C1, A2 — prokyanidin A2.

Analyt tr [min] Asymetrie | Rozliseni | Kapacitni faktor | Poéet teoretickych pater
B1 4,600 + 0,071 1,03 2,56 10,27 8186
CAT | 5,110+ 0,062 1,03 14,52 11,52 10908
B2 8,627 + 0,104 1,02 4,25 20,14 14148
EPI 9,840 + 0,107 1,06 14,99 23,12 19363
C1 15,483 £ 0,176 0,98 24,33 36,95 17206
A2 21,993 £ 0,014 1,26 12,67 52,91 1862115

Tab. 1: Reten¢ni charakteristiky analyti, DAD, A =280 nm; n=6
Pro vySe zminéné analyty byly stanoveny limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) a

studovédna byla také stabilita smési standardi za laboratorni teploty. Hodnoty LOD a LOQ
jsou uvedeny v tabulce Tab. 2. Vysledky stabilitni studie jsou znazornény graficky (Obr. 2).
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Analyt LOD¢p [Hg/ml] LOQrip [Hg/ml] LOD 2g0nm [Mg/ml] LOQ280nm [Hg/ml]
B1 0,0125 0,0378 0,1225 0,3711
CAT 0,0013 0,0040 0,1164 0,3527
B2 0,0355 0,1075 0,1652 0,5006
EPI 0,0051 0,0154 0,1474 0,4468
C1 0,1048 0,3175 0,6246 1,8929
A2 0,0154 0,0466 0,1174 0,3559

Tab. 2: Limity detekce a kvantifikace stanovené pro fluorescencni a spektrofotometricky detektor.

Obr. 2: Stabilitni studie smési standardt (¢ ~ 0,01 mg/ml).
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Optimalizovana metoda byla aplikovana na stanoveni analyti v realnych wvzorcich,

Analyzovany byly dvé formy nutraceutickych piipravki, sirup (vzorek A) a tablety (vzorek

B). Obsah jednotlivych analyti byl kvantifikovan metodou ptidavku standardu. V tabulce

(Tab. 3) jsou uvedeny vysledky jednotlivych analytd v pug/g a jejich obsah v doporucené
denni davce (DDD).

Vzorek A Vzorek B
Analyt obsah [ug/g] obsah v DDD [ug] obsah [ug/g] obsah v DDD [ug]
Bl 11,09 213,69 52,77 113,87
CAT 0,40 7,66 13,16 28,41
B2 n.d. n.d. n.d. n.d.
EPI 1,64 31,64 34,46 74,37
C1 <LOQ - <LOQ -
A2 2,41 46,42 76,64 165,39

Tab. 3: Obsah proanthokyanidind, katechinu a epikatechinu v redlnych vzorcich; FLD, n. d. -

nedetekovano, < LOQ - obsah pod limitem kvantifikace.
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Zavér
V ramci projektu byla vyvinuta metoda separace katechinu, epikatechinu a prokyanidini A2,
B1, B2 a Cl. Vyvinutd metoda byla aplikovana na stanoveni dvou riznych forem reélnych
nutraceutickych ptipravki. Dale byly v téchto piipravcich pomoci autentickych standarda

identifikovany kyseliny gallova, kumarova, kavova, skoficova a benzoova.
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Totélni syntéza Mulberrofuranu Y a jeho analogi jako latek se slibnou protizanétlivou
aktivitou

Ema Novotna, Anna Faustmannova, Jana Jardbkova, Pavel Bobal

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

Uvod
Mulberrofuran Y, chemicky 5-[4-[(2E)-3,7-dimethyl-2,6-oktadien-1-yl]-6-hydroxy-5-
methoxy-2-benzofuranyl]-1,3-benzendiol (obr. 1) je pfirodni latka izolovana s morusovniku
bilého Morus alba L. nebo ¢erného Morus nigra L. a patii svou strukturou mezi arylované
benzofurany. Tato latka svyznamnou cytotoxickou® a
antimikrobialni aktivitou® vykazuje také vyznamnou
protizan&tlivou®  aktivitu.  Ackoliv  je = mozné
mulberrofuran Y izolovat ze smési latek ziskanych
extrakci prfirodniho materidlu, ziskané mnozstvi neni
postacujici pro provedeni vSech potiebnych testii. Navic

jeno analoga nejsou vibec dostupna. Proto je

nevyhnutelné pfipravit tuto latku chemickou syntézou,
Obr. 1 Struktura Mulberrofuranu Y

Ktera umozni také pfipravu jeho analogh. Timto
zpusobem je mozné ziskat vétsi mnozstvi latek, coz umozni prozkoumat potencial

w1

zatim nebyla publikovana. Navrh syntézy mulberrofuranu Y je znazornén na Schématu 1.

Br OH Br() OH
H,CO HsCO cN
Mulberrofuran Y —— O A\ O — + (HO),B
HO (@] HO OH
OH OH

Schéma 1: Zkracena retrosyntéza mulberrofuranu Y.

Material a metodika
Veskeré meziprodukty a produkty byly charakterizovany pomoci *H NMR, **C NMR, IC a
HRMS. Cistota pfipravenych sloucenin byla ovéfena pomoci TLC nebo HPLC.
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Vysledky

Samotnou syntézu mulberrofuranu Y a jeho analogli je mozné roz¢lenit do tii ¢asti.

1. Ovéfeni syntézy 2-arylbenzofurani palladiem katalyzovanou cykliza¢ni reakci
o-hydroxyarylacetonitrild s arylboronovymi kyselinami®. Tato metoda byla usp&$né
testovana a derivat 2-arylbenzofuranu byl piipraven v dobrém vytézku podle Schématu 2.
Nedilnou soudasti této syntézy byla piiprava o-hydroxyarylacetonitrilu® z p¥islusného
benzylalkoholu a kyanidu draselného, a také piiprava dimethoxyarylboronové kyseliny
transmetalaéni reakci pies Grignardovo c¢inidlo z 1-brom-3,5-dimethoxybenzenu. Obé

metody byly GspéSné ovéfeny a optimalizovany.

1

1
R KECOH KCN, DMF R KI\CN
R? OH 130°C R2 OH OCHs,

Pd(OAC)2 Rl
R O
TH F-Hzo R2 O

80 °C OCHgs

OCHs OCHs
1. Mg, THF
Br (HO),B
2. B(OCH3);

OCH; OCHj

Schéma 2: Ovéfeni syntézy 2-arylbenzofurant.

2. Druhé cast syntézy mulberrofuranu Y ptedstavuje vneseni postraniho fetézce geranylu
dle Schématu 3. Pro pfipravu vhodného substratu pro geranylaci je nutné zavést atom
halogenu do vhodné polohy. Kromé selektivni demethylace® byla otestovana metoda
pfipravy bromovaného intermedidtu. Pfipraveny bromderivat obsahoval asi 30 %
neznamé necistoty. Separace bromderivatu od neznamé necistoty a posledni kroky

syntézy zahrnujici geranylaci, jsou v souc¢asné dob¢ piedmétem vyzkumu.
Br

chojiro AICl; CH,Cl, H3C0Kro Br, CH,Cl,  3CO o
HaCO OCH, HO OH HO OH

W ----

Br OCH;
HyCO A 1.KoN,pMF  Ms€O OH
mulberrofuran Y <$IzI:227 O ¢_2____I;|__ ________
HO o . cyklizace HO OH
OCHj;

Schéma 3: Metoda ptipravy substratu vhodného k geranylaci.
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3. Odstranéni chranicich skupin z molekuly 2-arylbenzofurani. Deprotekce byla testovana
na dimethoxyderivatu, kterého demethylaci byl ptfipraven stemofuran A v dobrém
vytézku dle Schématu 4.

) OCHs . OH
T e I
2 S -78°C-0°C n2 g
OCHs OH
RI=R2=H stemofuran A

Schéma 4: Ovéieni metody demethylace — syntéza stemofuranu A.

Zavér

Vv v

Cilem préace bylo pfipravit mulberrofuran Y a jeho analogy. Uspé&$né byla otestovana piiprava
komer¢né nedostupnych substituovanych boronovych kyselin a phenylacetonitrild nezbytnych
pro cyklizaci a dale samotna metoda cyklizace a ptiprava zakladniho skeletu mulberrofuranu
Y. Rovnéz bylo vyzkouSeno odchranéni, dualezité v zavéreéné fazy syntézy a zavedeni
halogenu do molekuly potiebné pro geranylaci. Samotna geranylace a syntéza finalniho

mulberrofuranu Y jsou nadale pfedmétem vyzkumu.
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Syntéza a charakterizace potencialnich inhibitorii acetylcholinesterazy

Ales Kroutil, Anna Hudcova

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

Uvod

Inhibitory acetylcholinesterazy zkr. ACHEI ptedstavuji skupinu latek rtizné chemickeé
struktury inhibujici acetylcholinesterazu. Zvysuji G¢inek ptisobeni acetylcholinu na synapsi.
Patii k nim ncktera parasympatomimetika, organofosfaty, latky pouzivané jako 1éky v 1écbé
demence. Selhdni cholinergniho syst¢ému v CNS je povazovano za dilezity patogeneticky
mechanismus demence.Do této skupiny patii napt. donepezil, rivastigmin, takrin, metrifonat,
galantamin.

Béhem fesSeni pfedchoziho grantového projektu IGA VFU 330/2016/FaF byla zjiSténa
slibna aktivita nékterych ptipravenych latek jako inhibitorti acetylcholinesterazy (srovnatelna
aktivita s galantaminem). Rozhodli jsme se proto syntetizovat analoga latek, které prokazaly

slibnou aktivitu.

Material a metodika

Syntéza byla zaméfena na dvé skupiny latek. Prvni znich jsou alkyl {3-[3-
(amino)propanoyl]fenyl}karbamaty. Jako vychozi latka byl pouZit 3-aminoacetofenon, ze
kterého byly pomoci pfislusnych alkylchlorformiati pfipraveny alkylestery kyseliny 3-
acetylfenylkarbamové. Reakce probihala za laboratorni teploty v dichlormethanu a za
pritomnosti pyridinu. Reakéni smés byla extrahovana vodou, organicka vrstva byla odparena
a surovy produkt byl ¢istén krystalizaci z propan-2-olu. Pro syntézu byly pouzity methyl-,
ethyl-, propyl- a butylchlorformiat.

O] 1 O]
R
HoN J Pyridin 10 NH
+ >¥C| -
) CH,CI, o
O]

Schéma 1: Syntéza alkyl-(3-acetylfenyl)karbamati; R — CH3; C,Hs: CsH7; C4Ho

Z téchto meziproduktli pak byly pomoci Mannichovy reakce s paraformaldehydem a
ptislusnym aminem pfipraveny finalni latky — amoniové soli, které byly nasledné precistény

krystalizaci a charakterizovany. Jako amin byl pouzit piperidin a morfolin. V piipadé
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piperidinu byl nejdfive pfipraven piperidinium chlorid — reakci piperidinu s chlorovodikem
v diethyletheru.

Vlastni Mannichova reakce probihala za varu v tetrahydrofuranu za pouZiti
piperidinium chloridu, pfislusného alkyl-(3-acetylfenyl)karbamatu a paraformaldehydu. Do
reakéni smési bylo ptfed reakci ptfidano 0,2 ml 35% HCI. Reak¢ni doba byla Sest hodin.

Po ochlazeni reakéni smési byl pevny surovy produkt izolovan filtraci a preciStén

krystalizaci z alkoholti (methanol, ethanol, propan-2-ol).
0]

Hy, -
cl
g1 O AN N THF
T + CH,0 + —_—
O reflux, 6h
o)

cr

O NH "
R T ’\O

H

o]

V piipad¢ derivati s morfolinem byl do reakéni smési pouzit morfolin a amoniova stl

Schéma 2: Mannichova syntéza

byly pfipravena in situ pfidavkem 35% HCI.

Druhou skupinou syntetizovanych latek byly alkyl {4-[3-(amino)propanoyl]fe-
nyl}karbamaty s modifikaci bazické ¢asti molekuly za pouziti N-substituovanych piperazind.
Byla pro né navrzena syntéza analogicka Mannichove reakci (Schéma 2) za pouziti alkyl-(4-
acetylfenyl)karbamati a hydrochloridu pfislusného N-substituovaného piperazinu.

Vzhledem k velmi nizkym vytézkim vySe uvedené metody byla zkouSena jina
synteticka cesta, kdy byly syntetizovany alkyl-[4-(3-brompropanoyl)fenyl]karbamaty, z nichz
Ize nukleofilni substituci pfislusnym N-substituovanym piperazinem ziskat poZadované

derivaty
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Schéma 3: Priprava alkyl-[4-(3-brompropanoyl)fenyl]karbamatt

Vychozi latkou je anilin, ze kterého jsou pfipravovany potfebné alkylkarbamaty. Z
nich jsou pak Friedel-Craftsovou acylaci ptipraveny bromderivaty, ze kterych 1ze nukleofilni
substituci ptipravit pozadované latky.

Vysledky a diskuse
Syntéza prvni skupiny latek — alkyl {3-[3-(amino)propanoyl]fenyl } karbamati probihala podle
predpokladi a latky byly ziskany v dostatecné cCistoté i mnozstvi. Nékteré z nich byly
testovany na inhibi¢ni aktivitu. V porovnani s analogickymi derivaty, ve kterych je na
benzenovém jadfe substituce para, je jejich inhibice acetylcholinesterdzy nizsi, naopak
vykazuji vysSi aktivitu inhibice butyrylcholinesterazy.

Tabulka 1: Pfehled syntetizovanych alkyl {3-[3-(amino)propanoyl]fenyl}karbamati

Alkyl Amin Oznacdeni Vytézek
Methyl Piperidin 3m-P 35 %
Ethyl Piperidin 3e-P 43 %
Propyl Piperidin 3p-P 41 %
Butyl Piperidin 3b-P 48 %
Methyl Morfolin 3m-Mo 12 %
Ethyl Morfolin 3e-Mo 44 %
Propyl Morfolin 3p-Mo 5%
Butyl Morfolin 3b-Mo 12 %

Vytézky jednotlivych latek jsou uvedeny po krystalizaci. Nizs§i vytézky u derivath
s morfolinem v bazické ¢asti jsou zpusobeny odliSnou metodikou syntézy a nésledného
¢isténi, ktera bude optimalizovana.

Syntéza derivatd s N-substituovanymi piperaziny Vv bazické ¢asti  molekuly
Mannichovou syntézou nebyla Usp&$na ani po zménach reakénich podminek. Piesto dale
probiha optimalizace této syntézy. Druhou popsanou metodou byly zatim pfipraveny methyl-

a ethyl-[4-(3-brompropanoyl)fenyl]karbamaty, které lze pfipravit v dostatecné Cistoté a
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mnozstvi. Tyto latky nebyly dosud popsany v dostupné literatufe. V soucasné dobé probihaji

experimenty se syntézou finalnich latek za pouziti téchto meziproduktti.

Zavér

Bylo pfipraveno osm latek — alkyl {3-[3-(amino)propanoyl]fenyl}karbamatt, resp.
jejich soli, které dosud nebyly popsany v dostupné literatufe. V piipadé alkyl {4-[3-
(amino)propanoyl]fenyl}karbamaty s modifikaci bazické casti molekuly za pouziti N-
substituovanych piperazini je vyvijena ndhradni synteticka cesta, dva z dosud pfipravenych

meziproduktti nebyly popsany v dostupné literatuie.

Seznam literatury:

o Colovi¢, Mirjana B et al. Acetylcholinesterase Inhibitors: Pharmacology and
Toxicology. Current Neuropharmacology 11.3 (2013): 315-335.

e Hwang TY, Ahn IS, Kim S, Kim DK. Efficacy of Galantamine on Cognition in Mild-
to-Moderate Alzheimer's Dementia after Failure to Respond to Donepezil. Psychiatry
Investig. 2016 May;13(3):341-348

e Halise I., G.; Synthesis of Mannich Bases by Two Different Methods and Evaluation
of their Acetylcholine Esterase and Carbonic Anhydrase Inhibitory Activities; Letters
in Drug Design & Discovery; 2017, 14(5); 573-580

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 327/2017/FaF.
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ZINKEM MODIFIKOVANY NANOTRANSPORTER DOXORUBICINU PRO CILENOU LECBU
ZHOUBNYCH NADORU PROSTATY
Sylvie Skalickova', Martin Homola®, René Kizek'?,
Ustav humanni toxikologie a farmakologie, Farmaceuticka fakulta', Centraini laboratore®

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Karcinom prostaty je nejéast&jsi onkologickym onemocnéni muzi v Ceské republice. Piestoze
narust mortality na to onemocnéni neni zdaleka tak rychly - spiSe je v poslednich letech
neménny v porovnani s jeho incidenci, je tfeti nejcastéjsi pricinnou umrti na zhoubny nador u
muzt (Nesvadba, Cmorej, Mamova, & Slowik, 2016). Pti 1é¢bé nadorovych onemocnéni je
Casto pouzivanym terapeutikem doxorubicin. Pfes svou terapeutickou ucinnost vSak vykazuje
vysokou kardiotoxicitu (Mitry & Edwards, 2016). Vyvoj novych nanotransportér je zaméfen
na sniZzeni kardiotoxicity antracyklinovych antibiotik. Metody nanomediciny za vyuZiti
riznych nanokonstruktli by pomohly snizit vedlejsi efekty spojené s lécbou zndmymi
cytostatiky u nadorového onemocnéni (Blazkova et al., 2014; Drbohlavova et al., 2013).
Biodegradabilni polymerni nanonocastice (NPs) pro kontrolovany transport 1éCiv k cilové
tkani je velmi perspektivni oblast vyzkumu v 1é€bé onkologickych onemocnéni. Jednim z
pouzivanych polymert je chitosan (CS) (Lal, Dubey, Gaur, Verma, & Verma, 2017).
Chitosanové nanocastice (CS NPs) jsou formovany zesitovany diky elektrostatické interakci s
tripolyfosfatem sodnym (TPP) a piipadné nékterymi ionty kovu (Skalickova et al., 2017)
Pozitivni naboj CS NPs umoziuje navazat na povrch nanoc¢éstic negativné nabité biomolekuly
(Desai, 2016).
Cilem nasi prace byl teranosticky navrh chitosanoveho nanotransportéru doxorubicinu pro
cileni k nadoru prostaty. Kromé toho ptredpokladame pozitivni efekt zinkovych iontd na
strutkturu nanocastic a jejich stabilitu.

Material a metodika
Chemikalie
Nizkomolekularni chitosan, tripolyfosfat sodny, chlorid zine¢naty a dal§i chemikalie byly
pofizeny od firmy Sigma-Aldrich (USA). Ninhydrin, hydridantin byly pofizeny od firmy
Ingos (Ceska republika).
Priprava chitosanovych nanocastic
12.5 mg chitosanu bylo rozpusténo v 1 % kyseliné¢ octové. (30 uM) Doxorubicin a (0,5

mg/ml) chloridu zine¢natého bylo piidano k roztoku chitosanu a michano (30 rpm, 3 hodiny,
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24 °C). Nakonec byl piidan TPP (0.25 % wi/v) za stalého michani (30 min, 22 °C, 30 rpm) na
rotatoru Multi-Rotator RS-60 BIOSAN.

Ninhydrinova reakce

2 g ninhydrinu byly rozpustény v 25 ml 4 M acetatoveho pufru (pH 5.2) a 03 g
hydrindantinu v 75 ml DMSO. 75 uL reagentu bylo piidano k 100 pL vzoru. Po inkubaci (30
min, 99°C) byly zméfeny absorban¢ni spektra v rozsahu 300-700 nm (Infinite M200 Pro,
TECAN, USA).

Elektrochemicka detekce iontu zinku

Zinek byl analyzovan metodou diferen¢ni pulzni voltametrie (663 VA Stand, Metrohm,
Svycarsko). Visici kapkova rtutova byla pracovni elektroda, Ag/AgCI/3M KCI jako
referenéni elektroda a uhlikova jako pomocna elektroda. 0.2 M acetatovy pufr (pH = 5.0) byl
pouzit jako elektrolyt. Parameter DPV méteni byly: vstupni potencial 0 V, koncovy potencial

-1,7 V a krokovy potencial 5 mV.

Vysledky
Optimalizace ninhydrinové reakce
Spetrofotometrickd analyza chitosanovych nanocastic je zalozena na reakci amino skupin
chitosanu s ninhydrinem. Reakci kondensace aminu s ninhydrinem vznikne barevny komplex
s charakteristickymi absorpénimi maximy pii 408 a 572 nm. Pro dosazeni citlivé
spektrofotometrické detekce byly jednotlivée parametry reakce chitosau s ninhydrinem
optimalizovany. Z vysledku je patrné, Ze zavislost reakéni teploty (70, 80, 90 a 100 °C) je
umérnd absorbanci komplexu pti 408 a 572 nm. Pro optimalizaci reakéniho ¢asu (0, 10, 20,
30, 40, 50, 60 min) byla reakéni teplota zvolena na 100 °C. Zde byl zaznnamenan rostouci
trend délky prabéhu reakce a zvySujici se absorbance az do reakéniho ¢asu 40 min. Nakonec
bylo optimalizovano mnozstvi ninhydrinu (12, 16, 20, 24, 28, 32, 34, 40 ug) vstupujiciho do
reakce s amino- skupinami chitosanu. Se zvysujici se koncentraci se zvySovala absorbance
smési az do 32 pg ninhydrinu na reakci. Nasledné doslo k slabému snizeni absorbance v obou
absorp¢nich maximech. Zavislost koncentrace chitosanu (0 - 0,5 mg/ml) na absorbanci pfi
408 a 572 nm byla analyzovana za optimalnich podminek reakce: teplota 100 °C, ¢as 40 min
a 32 ug ninhydrinu na reakci. Limit detekce metody byl 2 pg/ml.
Stabilita chitosanovych nanocastic (CS NPs)
Pro sledovani vlivu TPP a iontd zinku na formaci CS NPs byla vyuzita reakce aminoskupin
pritomnych v molekule chitosanu s ninhydrinem za vzniku barevného komplexu. Pro

sledovani formace NPs jsme vychazeli z piedpokladu, Ze ¢im vice je struktura nanocastic
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kompaktni, tim mén¢ je pfistupnych aminoskupin v molekule CS pro reakci s ninhydrinem.
Bylo pozorovéno, Ze absorbance komplexu CS-Ninhydrin se snizuje o 30 % v zavislosti na
zvysujici se koncentraci zinku (0,02; 0,03; 0,06; 0,13; 0,25; 0,5 mg/ml) a TPP ve sronani se
samotnym chitosanem (Obr. 1A). Tyto vysledky potvrdily vliv TPP a zinku na stabilizaci a
uzavieni struktury chitosanové nanocastice. Vysledky byly nezéavisle potvrzeny
elektrochemickou analyzou zinkovych iontt, kde byl monitorovan potencial a vyska
elektrochemického signalu zinku v pfitomnosti zvySujici se koncentrace jendotlivych
komponent nanocastic: CS, TPP a ionti zinku (0,02; 0,03; 0,06; 0,13; 0,25; 0,5 mg/ml).
Zatimco u CS nebyl zaznamenan pfimy vliv na formaci nanocastic, vyssi koncentrace TPP a
Zn zpisobila potencidlovy posun o 0,5 mV a snizeni elektrochemického signalu zinku
pfiblizné o 800 pA, coz potvrzuje interakci mezi jednotlivymi ¢astmi komplexu a vytvotfeni
CS NPs vhodnych pro enkapsulaci doxorubicinu (Obr. 1B).

Uzavreni doxorubicinu do struktury CS NPs

CS NPs suzavienym doxorubicinem byly podrobeny analyze uvolnéni léc¢iva pomoci
magentickych zlatych nanocéstic, které navazdnim na CS NPs umoznily snadnou manipulaci
a moznost snadné separace nanocastic od uvolnéného doxorubicinu (ten je stanoven
fluorescencné). V prubéhu experimentu (0 az 72 hodin) bylo zjisténo vyrazné uvolnéni
doxorubicinu jiz po 250 min snaslednou stabilizaci postupného uvolnovani, kdy se
kumulativni uvolnéni doxorubicinu zvySovalo o 5 %. Zjisténé kumulativni uvolfiovani
doxorubicinu pro pH 5<7<8 bylo stanoveno na 35<40<60 ug/mg nanocastic (Obr. 1C).
V plné¢ krvi byl zaznamendn nejvysSi kumulativni uvolnéni doxorubicinu 80 pg/mg
nanocastic, coz muze byt vysvétleno afitinou CS NPs k erytrocytim a tim padem ztratou

nanotransportéru béhem purifikace. Vypocitana efektivita enkapsulace byla 20 %.

Zavér
V experimentu jsme provedli charakterizaci chitosanového nanotransportéru a vliv zinku a
TPP na zvySeni jeho stability pomoci spektrofotometrické a elektrochemické metody.
Modifikace nanotransportéru ionty zinku umoziiuje jeho zacileni do naddorové tkanég, kde je
zvySend exprese zinek-vazného proteinu metallotioneinu jako produktu metabolismu
nadorové tkan¢. Chitosanovy nanotransportér predstavuje cileny pfistup v 1écbé

onkologickych onemocnéni a sniZzeni vedlej$ich ucinkt terapie tetracyklinovymi antibiotiky.
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Obr. 1: A) Spektrofotometrickd detekce komplexu ninhydrinu-CS (2 mg/ml) a vliv
koncentrace zinkovych ionta (0,02; 0,03; 0,06; 0,13; 0,25; 0,5 mg/ml) a TPP (2 mg/ml na
stabilitu CS NPs. Linky naznacuji signal samotného komplexu CS-ninhydrin (2 mg/ml). B)
Viv koncentrace CS (0,02; 0,03; 0,06; 0,13; 0,25; 0,5 mg/ml) a iontt zinku (0; 0,06; 0,12;
0,25; 0,5; 1; 2 mg/ml) na elektrochemicky signal zinku. Grafy jsou vyjadieny jako rozdil
zjisténé¢ho signalu komplexu a meéfen samotného zinku. Méfeni probihalo v 0,2 M

Acetatovem pufru (pH 5) metodou DPV.
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