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Stanoveni koncentrace ionti a pohlavnich hormoni v tekutiné ziskané z ovarialnich cyst
morcat
Pavla Hamouzova, Gabriella Bartakovicsova, Libuse Poldova

Ustav fyziologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita Brno

Uvod

Vyskyt ovarialnich cyst u morcat vykazuje velmi vysokou prevalenci (Bean 2013, Bertram et
al. 2018). Nejcastéji cysty vychazeji z rete ovarii, avSak vyskytuji se i folikularni (Bean 2013).
K ptfesnému rozliSeni typu cysty se vyuziva detekce CD10, pii niz jsou pozitivni buiiky rete ovarii,
ale nikoli bunky folikularni (Bertram et al. 2018). Navzdory vysoké prevalenci je etiopatogeneze stale
neznama (Bean 2013). Piedpoklada se, ze se do lumen dostava (transudaci ¢i sekreci) tekutina a jeji
akumulace ma za nasledek cystickou dilataci rete ovarii (Keller et al. 1987).

K odhaleni mechanismu, jimz cysty rete ovarii vznikaji, bylo pouzito kritérium rozdélujici
cysty na transudativni, které se vyznacuji iontovym slozenim tekutiny odpovidajicim sérové
koncentraci, a sekre¢ni, jejichz tekutina obsahuje zvySené mnozstvi drasliku (Sisman et al. 2009).

Zatimco epitel folikularnich cyst mtize produkovat steroidni hormony, u vystelky rete ovarii
steroidogenni aktivita neni pfedpokladana (Bean 2013). I u mor¢at trpicich prokazatelné cystami rete
ovarii vSak byly zaznamenany piiznaky hyperestrogenismu (Bertram et al. 2018). Stanoveni
estradiolu a progesteronu v tekuting z ovarialnich cyst byla v§ak u mor¢at dosud vénovana pomérné
mala pozornost (Riecken 2008, Kohutova et al. 2017).

Cilem projektu bylo urcit typ ovaridlnich cyst, stanovit koncentrace vybranych iontl a
pohlavnich hormont v tekutiné ziskané z ovariadlnich cyst morcat a prispét tak k objasnéni

mechanismi podilejicich se na jejich rozvoji.

Material a metodika
Vzorky
Histologické vzorky vajecnikli s cystami a tekutina vypliujici ovaridlni cysty byly ziskany
z 20 ovariektomii morcat provadénych veterinarni ambulanci z terapeutickych divodi. Na zvifatech

nebyly provadény zadné pokusy.

Analyza tekutiny ziskané z ovaridlnich cyst

Tekutina byla z cyst odebrana injekéni stiikackou bezprostfedné po ovariektomii. Byla
skladovana pfi -20 °C po dobu nepiesahujici 2 mésice. Koncentrace Na*, K* a CI byly stanoveny
pristrojem Architect Plus CI (Abbott), koncentrace estradiolu a progesteronu piistrojem Immulite
1000 (Siemens).



Analyza histologickych vzorkt a statistické zpracovani dat

Vzorky vajecnik s cystami byly fixovany v 10% formalinu a nasledné zpracovany rutinnimi
histologickymi metodami pro svételnou mikroskopii. Z kazdého vaje¢niku byl jeden fez obarven
hematoxylinem-eosinem pro celkové posouzeni. Na dal§im fezu byla provedena imunohistochemicka
detekce CD10: vzorky byly odparafinovany v xylenu, zavodnény sestupnou etanolovou fadou,
revitalizace antigenil byla provedena zahtatim v mikrovinné troubé (citratovy puftr, pH 6), po blokaci
endogenni peroxidazy a nespecifické vazby protilatky byla aplikovana primarni protilatka (anti-
CD10, clone 56C6) v fedéni 1:50. Inkubace probihala pfes noc pfi teploté 4 °C. Reakce byla
vizualizovana prostiednictvim sekundarni biotinylované protilatky, streptavidinu-peroxidazy a
diaminobenzidinu. Rezy byly dobarveny hematoxylinem, zamontovany a hodnoceny pii zvétieni
400%. Vysledky byly hodnoceny v MedCalc statistical software pomoci Wilcoxonova testu a

korelacni analyzy.

Vysledky

U vSech morcat byla potvrzena oboustranna pfitomnost cyst vychazejicich z rete ovarii (Obr.
1), folikularni cysty nebyly zaznamenany.

Analyza tekutiny z ovarialnich cyst prokazala, ze koncentrace drasliku (5 £ 0,8 mmol/l)
odpovida referenénim hodnotam pro sérovou koncentraci publikovanou autory Washington a van
Hoosier (2012), jedna se tudiz o cysty transudativniho typu. Koncentrace sodiku (142 + 5,0 mmol/l)
se rovnéz pohybovala u vSech zvifat v sérovych referen¢nich hodnotach, které uvadéji Washington a
van Hoosier (2012), v ptipadé chlorida (116 + 5,3 mmol/l) byly hodnoty v referenénim rozmezi pro
sérum u 47 % vzorkt, u 53 % vzorkl referen¢ni hodnoty mirn¢ pfesahovaly. V zadném z parametra
nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi levym a pravym vaje¢nikem (P > 0,05). Pozitivni
korelace byla zjisténa pouze mezi koncentraci sodiku a chloridt (r = 0,7713, P < 0,01).

Koncentrace estradiolu v tekuting z ovarialnich cyst byla 62 + 17,4 pg/ml, progesteronu 3 +
5,4 ng/ml. V Zadném z parametrti nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi levym a pravym
vajenikem (P > 0,05). Byla popsadna negativni korelace mezi koncentraci estradiolu a progesteronu

(r = -0.4296, P < 0,05).

Obrazek 1 A: sténa cysty rete ovarii, jednovrstevny kubicky epitel s fasinkami (Sipka), HE, 400x%, B:
CD10-pozitivni bunky rete ovarii (Sipka), 400x, C: CD10-negativni bunky stratum granulosum

terciarniho folikulu (Cerveng¢), 400x



Zavér

Ve vzorcich ovarialnich cyst morcat, shromazdénych od 20 zvifat, byl ur€en typ ovarialni
cysty s vyuzitim imunohistochemické detekce CD10. V tekutiné ziskané z cyst byly stanoveny
koncentrace sodiku, drasliku, chloridi, estradiolu a progesteronu. Cysty vychazejici z rete ovarii byly
zaznamenany u vSech 20 morcat, zadné folikularni cysty prokazany nebyly. Projekt tudiz prokazal
vysoké zastoupeni cyst z rete ovarii mezi ovarialnimi cystami u morcat.

Analyzou tekutiny vypliujici cysty bylo zjisténo, ze koncentrace sodiku, drasliku a chloridi
odpovidaji extracelularni tekutiné z dvodu nizkého obsahu drasliku. Cysty rete ovarii morcat tedy
nalezi k tzv. transudativnimu, nikoli sekrec¢nimu typu. Byla zjiSténa pozitivni korelace mezi
koncentracemi sodiku a chlorid.

Koncentrace estradiolu a progesteronu v tekutin€ z cyst rete ovarii odpovidaly sérovym

hodnotam uvadénym u zdravych morcat, piestoze steroidogenni aktivita vystelky rete ovarii neni u



morcat prozatim piedpokladana. Byla zjiSténa negativni korelace mezi koncentraci estradiolu a

progesteronu. Vysledky projektu ptinaSeji nové poznatky tykajici se ovaridlnich cyst u morcat a

pfispivaji tak k objasnéni jejich patogeneze.
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Sledovani dynamiky hodnot aktivity proteinu C u psi s portosystémovym zkratem
Andrea Ne¢asoval, Jana Lorenzova!, Klaudia Mi¢ekova?
1 - Oddéleni chirurgie a ortopedie, Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi,
Veterinarni univerzita Brno
2 - Magistersky studijni program — 5. rocnik, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterindarni a

univerzita Brno

Uvod

Portosystémovy zkrat (PSS) je cévni onemocnéni, které¢ zplisobuje patologickd komunikace mezi
portalnim a systémovym krevnim ob&hem. Portalni ven6zni systém piinasi do jater az 80 % krevniho
objemu. Krev pfivadéna ze splanchnické oblasti s sebou nese nejen metabolity traviciho traktu, které
jsou v jatrech zpracovavany, ale také hepatotropni latky, které napomahaji spravnému rustu a funkci
jaterni tkang.12 U pacienti s PSS jsou tyto mechanismy naruseny.

Protein C (PC) je jeden z proteini koagula¢ni kaskady s antikoagulaénim ucéinkem, ktery je
syntetizovan v jatrech.* Ve veterinarni mediciné se jednd o doposud mélo sledovany a znamy
parametr. Bylo zji$téno jeho sniZeni u pst s diseminovanou intravaskularni koagulopatii a u pst
v sepsi,*® jeho role byla sledovéana také u pacientd s dilataci a torzi zaludku.” U pacientt s PSS byla
prokézana snizena funkce jater reprezentovana zvysenou koncentraci zlucovych kyselin a amoniaku,
zvySenou aktivitou jaternich enzymil se snizenymi koncentracemi celkové bilkoviny a albuminu
v krvi té&chto pacienti.1®® Studie Toulza a kol. (2006) prokazala snizenou aktivitu PC u pacientfi
sPSS.1® Snizena aktivita PC u pacienti s PSS dokazuje sniZenou jaterni funkci nasledkem
hypoperfuze jaterniho parenchymu. Toto potvrzuji i Gdaje z humanni mediciny, kdy Mack a kol.
(2003) popisuji upravu aktivity PC po obnoveni portalni cirkulace u pacientl po oSetieni trombozy
portalni Zily.!!

Na zaklad¢ téchto udaji predpokladame v nasi praci tpravu aktivity PC u pacientii s PSS po
chirurgické terapii, po jejiz uspéSném provedeni by mélo dochazet k obnoveni fyziologického pritoku
krve portalni cévou. Sledovani aktivity PC po chirurgické terapii PSS ameroidnim konstriktorem

nebylo dle ndmi dostupnych informaci doposud provadéno.



Material a metodika

Do studie byli zahrnuti pacienti oSetieni na oddéleni Chirurgie a ortopedie, Kliniky chorob pst a
kocek, Fakulty veterinarniho lékafstvi Veterinarni univerzity Brno, kteti byli diagnostikovani s
onemocnénim PSS, které¢ u nich bylo lé¢eno chirurgicky s pouzitim ameroidniho konstriktoru.
Diagnostika byla provadéna na zaklad¢ klinického vySetieni, biochemického a hematologického
vySetfeni krve, sonografického vysetfeni a ptipadné i vySetfeni vypocetni tomografii. U pacienti s
potvrzenou diagnézou PSS a néslednou chirurgickou terapii metodou atenuace PSS ameroidnim
konstriktorem byla soucasné sledovana dynamika zmén aktivity PC v Krvi. Stanoveni aktivity PC
bylo provadéno pfi vySetieni krevnich vzorka v ramei standartniho pfedoperacniho a pooperacniho
vySetieni pacienti s PSS. Odbéry krve probihaly v ¢asech: pied operaci (v ¢ase diagnostiky) (T1), 2
dny po operaci (T2) a 8 tydni po operaci (T3). Krev urcena ke stanoveni aktivity PC byla odebirana
do zkumavek s citratem. Tato krev byla do 1 hodiny od odbéru sto¢ena pii 5100 otackach po dobu 15
minut. Vzorky byly nasledné¢ zamraZzeny pii -80 °C, stim, Ze jejich stanoveni probihalo po
nashromazdéni dostate¢ného mnozstvi vzorkd pro vyuziti analyzaéni soupravy, nejpozdé&ji vsak do 6
mésict od jejich zamrazeni. Aktivita PC byla hodnocena jako snizena pii stanoveni hodnot <75 %
(referencni rozmezi 75-135 %). Bylo provedeno statistické hodnoceni nashroméazdénych dat, ke
statistickému hodnoceni byla pouzita ANOVA a t-test. Hladina statistické vyznamnosti byla 1 %
(p<0,01).

Vysledky

Do studie bylo zahrnuto celkem 27 psti s PSS 1écenych chirurgicky ameroidnim konstriktorem. U 5
pacientti (18,52 %) se jednalo o PSS intrahepatalni a 22 pacientl (81,48 %) o PSS extrahepatalni.
Z plemen byli zastoupeni jorksirsky teriér (n=12), biSonek (n=3), jezev¢ik (n=3), papilon (n=1),
trpaslici pudl (n=1), labradorsky retriever (n=1), skotsky teriér (n=1), maltézsky psik (n=1), zlaty
retriever (n=1), némecky Spic (n=1), beauceron (n=1) a kiizenec (n=1). Primérn4 hmotnost pacienta
byla 3,6 kg (SD + 3,07), primérny veék 10,63 mésict (SD + 13,35).

Ve sledovaném souboru pacientt uhynul pouze 1 pacient (3,7 %) s extrahepatalnim PSS, ktery
uhynul druhy den po operaci. Aktivita PC byla v ¢ase T1 stanovena u vSech 27 pacientd, v ¢ase T2 u
26 pacientli a v Case T3 u 23 pacientll. Primérna hodnota aktivity PC v ¢ase T1 byla 34,44 %, v Case
T2 33,08 % a v case T3 67,44 %. Aktivita PC byla pted operaci v referenénim rozmezi pouze u 2
pacientli, u obou se vSak pohybovala na spodni hranici referen¢niho rozmezi (konkrétné 75,65 a 76,41
%). U 11 pacientii (47,82 %) doslo v ¢ase 8 tydni po operaci k tpravé hodnot aktivity PC do
referencniho rozmezi. Hodnoty aktivity PC ve sledovanych obdobich udava Graf ¢. 1. Byl prokazan

statisticky vyznamny rozdil mezi sledovanymi obdobimi (p<0,01) — v ¢ase 8 tydnii po operaci PSS



ameroidnim konstriktorem dochdzi ke statisticky vyznamnému vzristu aktivity PC oproti jeho

aktivité pred operaci (p<0,01) a 2 dny po operaci (p<0,01).

Graf ¢. 1: Aktivita proteinu C ve sledovanych obdobich.
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(PC = protein C; T1 = obdobi pied operaci; T2 = 2 dny po operaci; T3 = 8 tydni po operaci)

Zavér
Bylo zjisténo, ze dochazi ke statisticky vyznamnému zvyseni aktivity PC v ¢ase 8 tydnid po operaci
PSS ameroidnim konstriktorem. Béhem 8 tydnti po implantaci ameroidniho konstriktoru dochazi
k jeho nejvyrazngjsi expanzi a k postupnému uzavéru aberantni cévy.?12 I presto, Ze nejsme schopni
diagnostikovat uplny uzavér PSS, mize byt aktivita PC novym neinvazivnim markerem, ktery by
mohl slouzit k hodnoceni uspésnosti provedené operace. Autoii maji v planu v budoucnosti provadét
dalsi studie zabyvajici se timto parametrem a zjistit, jak velky pfinos by mohl mit pro dlouhodobou

prognozu pacientll s PSS.
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Testovani antivirovych ucinku fytofarmak na replikaci parvoviri masoZravci

Lucie Jani¢ek Hruba, Vladimir Celer, Dagmar Biinek Kolafova, Zuzana Ulehlova,
Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterindarniho lékarstvi,

Veterinarni univerzita Brno

Uvod

Parvoviry jsou malé ssDNA viry z ¢eledi Parvoviridae, rodu Protoparvovirus, které jsou schopny
infikovat Sirokou $kalu zivo€ichi, véetné fadu Selem (Carnivora). Onemocnéni zptisobena parvoviry
jsou charakterizovana rychlym a zavaznym klinickym prib&hem s vysokou morbiditou a mortalitou
(Ros et al.,, 2017). Parvovirdza postihuje hostitele rizného veéku, vice jsou vSak k nemoci
vnimavi mladS$i jedinci v disledku nedostatku matefskych protilatek nebo absence
vakcinace. Klinické ptiznaky zahrnuji hemoragickou gastroenteritidu, silny prijem, zvraceni,
horecku, anorexii, apatii. Pfenos infekce je zprostiedkovan pifimym kontaktem s nakazenym
jedincem, fekalné-oralnim kontaktem, slinami, zvratky nebo moci. Virus perzistuje v prostiedi az po
dobu jednoho roku v organickém prostiedi (Ogbu et al., 2017). Terapie parvovirdzy je predevsim
podpirnd a symptomatickd. Zahrnuje rehydrataci, podani antibiotik, imunoglobulind a antiemetik.
Specificka antivirova terapie v soucasné dobé neni zndma, proto je testovani latek s potencialné
antivirovym u¢inkem ke sniZeni z4téZe parvovirdzy na postizeny organismus aktudlnim tématem
soudobé veterinarni virologie (Zhou et al., 2019). Nad¢jnym feSenim je vyuziti rostlinnych hormont
- cytokinint a jejich derivatl a dale kanabinoidil a terpentl, které jsou obsazeny v konopi indickém
(Cannabis indica) nebo konopi setém (Canabis sativa) a které vykazuji antivirotické 0cinky.
V humanni medicing nasly vyuziti naptiklad k potlaceni replikace herpes simplex viru (HSV-1), viru

hepatitidy C nebo jako dopln¢k terapie HIV (Lowe et al., 2017).
Material a metodika

Studium antivirotické aktivity testovanych latek bylo provedeno na modelu protoparvoviru kocek
(dtive virus panleukopenie kocek) izolovaného na tizemi CR, kultivovaného na bun&éné kultute
Crandell-Rees Feline Kidney (CRFK — BVD Ag Negative, Sigma-Aldrich, USA) v minimalnim
esencialnim médiu (DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Biotech, CR). V experimentu
byl testovan vliv fytofarmak kanabinoidli (vzorky kanabinoidii byly dodany Katedrou chemické
biologie, Univerzita Palackého v Olomouci) a antiparazitika Closantelu (Sigma-Aldrich, USA).

Vysetiované substance byly testovany v nékolika riznych koncentracich (1 — 1000 pM) z dGvodu
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stanoveni trovn¢ cytotoxicity pro pouzitou bunécnou linii a nasledné pak bezpecna koncentrace latky
byla aplikovana na bunéény monolayer. Po jednohodinové inkubaci bun¢k s testovanou latkou byly
bunky infikovany virem. Po uplynuti 48hodinové kultivace byl na bunééném monolayeru pozorovan

cytopaticky efekt, ktery byl porovnan s pozitivni a negativni kontrolou.

Pro kvantifikaci antivirotického ucinku latky byl proveden odbér media z kazdého zkoumaného
vzorku v intervalu 24 hodin a nasledné byl vzorek podroben kvantitativnimu PCR testu (qQPCR).
Slozeni reakéni smési pro 1 vzorek obsahovalo: 10 pl mastermixu (Xceed qPCR Probe 2x Mix, IAB,
CR), 1ul FPVE/FPVR primeri, 0,5 pl sondy, 5,5 pl vody a 2 ul DNA. Pouzité primery a sonda byly

navrhnuty na Ustavu infekénich chorob a mikrobiologie a dodény firmou Generi-Biotech (CR).
Vysledky

V experimentu testovani antivirotickych latek byly otestovany tyto substance — kanabidiol
(CBD) a kanabigerol (CBG) jako zastupci kanabinoidu a antiparazitikum Closantel, které dalsi
studie oznacuji jako latku s moZnym antivirotickym piisobenim. Oba zastupci kanabinoidi
nedokazali plné inhibovat replikaci viru. PF¥i oSetieni bunécného monolayeru kanabinoidy
dochazelo k replikaci viru a tvorbé cytopatického efektu. Navic oba testovani zastupci
vykazovali zna¢nou cytotoxicitu i pfi pouziti nizkych koncentraci. Zvolena koncentrace pro

oSetieni bunék byla u CBD 8 uM a u CBG 10 uM.

V pripadé CBD doSlo k mirnému zpomaleni mnoZeni viru ve srovnani s kontrolou, které
prokazal test qPCR. C: hodnoty vzorku s CBD byly vys$i nez kontrolni Ct hodnoty vzorku
pouze s virem. V pripadé CBD je tedy mozné piredpokladat jeho vyuziti jako podptirny doplnék

parvovirové terapie.

Graf ¢. 1: Porovnani C: hodnot kanabidiolu (CBD) s pozitivni kontrolou
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Na rozdil od CBD nedokazal druhy zastupce kanabinoidi inhibovat ani zpomalit mnoZeni viru

a pouziti CBG jako antivirotika je tedy bezvyznamné.

Graf ¢&. 2: Porovnani Ct hodnot kanabigerolu (CBG) s pozitivni kontrolou
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Antiparazitikum Closantel nevykazovalo tak vyraznou toxicitu jako kanabinoidy. Pro
experiment byla pouzita koncentrace 10 uM. Closantel dokazal potlaéit replikaci viru v buiikach
kultury prakticky okamzité po infekci. Ct hodnota vzorku s Closantelem se témér vibec
nemeénila ve v§ech odebranych ¢asovych intervalech. Latka byla poté pouzivana jako kontrola

inhibice viru p¥i dalSich pokusech.

Graf ¢. 3: Porovnani Ct hodnot Closantelu s pozitivni kontrolou
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Zavér

Testované fytofarmakum kanabidiol (CBD) je mozné vyuzit pro piipadnou dopliikkovou terapii

parvovirovych infekci u masozravci predevsim v ptipadech, kde vakcinace neni dostate¢né i¢inna.

DalSim pfinosem projektu bylo potvrzeni antivirovych ucinkl antiparazitika Closantelu.
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Detekce tkanovych paraziti volné Zijicich velkych $elem stiedni Evropy
Lucia Frgelecova®, Ondiej Dan&k! Paulina Maria Lesiczka!
YUstav patologické morfologie a parazitologie, Fakulta veterindrniho ékarstvi, Veterindrni

univerzita Brno

Uvod
V soudasnosti je ve stiedni Evropé véetnd Ceské republiky zaznamenavan navrat a nartist populaci
dfive vyhubenych vrcholnych predatort, vlka obecného (Canis lupus), rysa ostrovida (Lynx lynx) a v
nékterych oblastech také medvéda hnédého (Ursus arctos) (Kutal et al. 2017). D¢&je se tak diky
pfirozené migraci téchto zvitat do volnych teritorii a zaroven jejich ochrané, v mensi mife vSak také
diky reintrodukci. V antropogennich podminkach stfedni Evropy pfi relativné hust$im zalidnéni to v
¢im dal vétsi mife také znamend kontakt téchto zvifat s civilizaci a moZnost prolinani sylvatickych a
domestikalnich cykli paraziti. Velké Selmy tvofi vrchol potravni pyramidy a jsou zaroveil i
definitivni hostitelé fady parazitii vyuzivajicich predaci ve svych Zivotnich cyklech. Navrat velkych
Selem tak pfedstavuje zménu ekosystému vcetné potencidlniho navratu parazitt, kteti v poslednich
100-200 letech z naSeho tizemi vymizeli. V dasledku migrace velkych Selem, predevsim vlki, 1ze
ocekavat 1 vyskyt parazitl, kteti dosud na naSem izemi nebyli v pfirod¢ zaznamenani. Z vyznamnych
parazitdz, které predstavuji riziko pro domaci psy a kocky jsou to zejména zastupci
metastrongylidnich hlistic postihujici respiraéni trakt téchto zvifat. NejvyznamnéjSim je
Angiostrongylus vasorum, parazit piedevsim psovitych Selem, ktery se vyskytuje napf. v sousednim
Slovensku (Cabanova et al. 2018). V CR byl zatim sporadicky pozorovan u volné Zijicich psovitych
Selem, v¢etné vlkil (nepublikovana data z predchoziho projektu). Dalsi diilezitou skupinou jsou krevni
parazit¢ z kmene Apicomplexa, kam se fadi pivodce psi babesiozy Babesia canis, pfenasena
vektorem Dermacentor reticulatus. Volné zijici psovité Selmy mohou diky migraci napomoci k
nebo Polsko (Welc-Faleciak et al. 2009). Vyznamnou parazitarni zoondzou jsou infekce zptisobené
zastupci rodu Trichinella, v jejichz vyvojovych cyklech mohou vyse zminéné Selmy figurovat jako
hostitelé. Cilem projektu byla detekce tkanovych a krevnich parazitii u velkych Selem a posouzeni
role téchto hostitelll v Sifeni paraziti v ekosystémech stfedni Evropy s ohledem na mozné ptenosy

parazitii mezi voln¢ Zijicimi a domdacimi zvifaty v€etné zhodnoceni rizika vybranych zoonoz.
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Material a metodika
Odebirané vzorky
V ramci projektu byly na Ustavu patologické morfologie a parazitologie provadény pitvy viki
obecnych a rysi ostrovidii ziskanych ve spolupraci s Agenturou ochrany ptirody a krajiny CR. Byly
odebirany vzorky trusu, dospélci parazitii lokalizovanych v GIT a Vv respiranim traktu/srdci,
ektoparazité, vzorky svaloviny a sleziny. Pro dalsi projekty byly odebrany také vzorky dalSich organt
a tuku. Vyuzity byly vzorky i z ptedchozich pitev, které probéhly na Ustavu patologické morfologie

a parazitologie a také vzorky trusu ziskané pii monitoringu velkych Selem.

Koprologické vysetieni
U vzorkd trusu ziskanych z pitev nebo pii monitoringu velkych Selem bylo provedeno larvoskopické
vySetfeni pomoci Baermannovy metody. V pfipad€ pozitivnich vzorkl byli nalezené larvy odebrany

pro molekularni analyzy.

Izolace DNA

Izolace DNA metastrongylidnich hlistic (jak dospélct, tak L1 larev) byla provedena pomoci
komeréniho kitu NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel, Germany) standartnim protokolem.
V piipadé L1 larev byly vyuzity 1-10 larev (podle dostupnosti) a v ptipadé dospélych paraziti mala
cast jejich téla. V ptipad¢ krevnich paraziti byla DNA izolovana ze vzorka sleziny za vyuziti

komer¢niho kitu DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Germany).

Molekularni analyza

Molekularni analyzy zamétené na rodové a druhové ureni metastrongylidnich hlistic byly zacileny
na 2 markery — mitochondrialni podjednotku 1 cytochrom c oxidazy (COI) a internal transcribed
spacer 2 (1TS2). Zhruba 510 bp dlouhy usek DNA obsahujici cely ITS2 byl amplifikovana za vyuziti
primerd NC1 a NC2 (Gasser et al, 1993). V ptipad¢ COI byly nadmi navrZeny primery amplifikujici
az 1462 bp zminéného genu, vyuzitelné pro klasické nebo semi-nested PCR. Detekce krevnich
klistaty pfenasenych patogent se zamétila na marker 18S (Babesia sp., Hepatozoon sp. a Cytauxzoon
sp.) (Bartley et al. 2016), groESL (Anaplasma phagocytophilum) (Alberti et al., 2005) a ospC,
flagellin a P66 (Borrelia burgdorferi s.l.) (Bunikis et al., 2004). Vysledné produkty byly
vizualizovany pomoci elektroforézy na 2% agar6zovém gelu obarveném Midori Green Advance
(Elisabeth Pharmacon, Czech Republic). Nasledné byly produkty piecisténé z gelu za pouziti kitu
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech, Taiwan) a odeslany na komer¢ni

sekvenaci (Macrogene Europe, Nizozemi). Ziskané sekvence byly zpracovany v programu Geneious
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Prime a porovnany se sekvencemi zdatabaze GenBank za pouziti BLAST analyzy

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Vysetteni na ptitomnost Trichinella sp.

Vzorky svaloviny branice a meziZebernich svalll byly vysetieny podle metodiky popsané v nafizeni
EU 2015/1375. Vzorky byly vySetfovany jednotlivé. Vzhledem k jejich dlouhodobému uchovavani
pti-18 °C bylo pouzito vzdy 5 g svaloviny. Sediment vznikly pfi trdveni kazdého vzorku byl uchovan

pro izolaci DNA a nasledné PCR vysSetieni.

Vysledky

Za dobu projektu byla provedena pitva u celkem 6 voln¢ Zijicich divokych Selem (3x vlk obecny a 3X
rys ostrovid) a pfi nich ziskany vzorky trusu, parazitl a organt. Tento soubor byl doplnén o vzorky
ziskané z pitev volné Zijicich $elem, které na Ustavu patologické morfologie a parazitologie probéhly
v minulosti. Projekt se zaméfil na a) urceni vyvojovych stadii metastrongylidnich hlistic nalezenych
pti pitvé nebo v trusu b) screening vybranych krevnich patogent ze vzorki sleziny riznych druhti
volné Zijicich Selem a c) vySetfeni vzorkl svaloviny vybranych druhi Selem na pfitomnost hlistic
rodu Trichinella.

Z celkem 335 vzorkt trusu vysetfenych larvoskopickymi metodami byly L1 larvy metastrongylidnich
hlistic nalezeny v 62 (18,5 %) z nich. Rodové urceni probéhlo na zékladé markert ITS2 a COI,
vzhledem k absenci referencnich sekvenci v databazi Genbank vsak nebylo mozné vsechny tyto
jedince urcit druhové. Rodové urceni vSak bylo dostate¢né pro rozliSeni paraziti Selem od parazith
jejich kofisti, jejichz larvy se mohou v nachazet v trusu predatort (Tab. 1). Na zdklad¢ sekvenci jsme
vsak zjistili, Ze se v oblasti vyskytuji druhy metastrongylidnich hlistic voln¢ zijicich ptezvykavc,
které doposud nebyly minimalné molekularné popsany, coz poukazuje na nutnost dal§iho vyzkumu
této problematiky.

Screening krevnich patogenti voln¢ Zzijicich Selem probé&hl jednak u liSek obecnych (117 jedincti) a
jednak na dal$ich 12 druzich volné Zijicich Selem (celkem 96 jedincii). V ptipadé lisek byla provadéna
detekce Anaplasma phagocytophilum, Babesia sp. Hepatozoon sp. a Borrelia burgdorferi s.l. Soubor
ostatnich Selem byl testovan na pfitomnost A. phagocytophilum, Babesia sp., Cytauxzoon sp. a
Hepatozoon sp. U vice nez 90 % vySetfovanych liSek obecnych byla detekovana DNA cilovych
patogenu s nejvyssim zastoupenim koinfekce B. vulpis a H. canis, ktera byla pozorovana téméf u
poloviny zvifat (Tab. 2). Vysledky screeningu ostatnich druhi prokazali pfitomnost B. canis u voln¢

Zijicich $elem v CR (Tab. 3).
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Vysetteni vzorka svaloviny na pfitomnost parazita rodu Trichinella bylo provedeno u celkem 111
vzorkll svaloviny z 12 druhti voln€ zijicich Selem. Larvy byly nalezeny pouze v ptipadé jednoho
vzorku z medvéda hnédého. Takto nizka prevalence je vSak pravdépodobné zpisobena uchovavanim
vzorkll v mrazu, coz vede k rychlé devitalizaci L1 larev vétSiny druht rodu Trichinella. Sedimenty
ziskané travici metodou tak budou v ramci dalSich projekti vySetfeny pomoci PCR, coz pfinese

L4

mnohem piesnéjsi informace o prevalenci téchto parazitii v populaci volné Zijicich Selem.

Tabulka 1: Metastrongylidni hlistice nalezené v trusu vlka obecného a rysa ostrovida

Parazit Definitivni hostitel parazita Canis lupus Lynx lynx
Crenosoma vulpis Selmy, piedeviim psovité 13 0
Angiostrongylus vasorum Selmy, predevsim psovité 2 0
Varestrongylus sp. Volné zijici prezvykavci 11 6
Elaphostrongylus sp. Volné zijici prezvykavei 28 2
Celkem 54 8

Tabulka 2: Prevalence vybranych krevnich patogent u 117 lisSek obecnych

Pozitivni | H. canis | B. vulpis | H. canis i B. vulpis | A. phagocytophilum | B. burgdorferi s.. |
110 34 14 58 3 10 |

Tabulka 3: Prevalence vybranych krevnich patogenii u voln¢ Zijicich Selem

Druh A. phagocytophilum | Babesia sp. | Hepatozoon sp. = Cytauxzoon sp.
Canis aureus (3) 1 - - -
Canis lupus (10) 1 1* 10 -
Lynx lynx (17) 3 - 2 6
Procyon lotor (35) 4 2* 3 1

Lutra lutra (3) - - - -
Martes foina (2) - - -
Martes martes (1) - - - -
Meles meles (3) - - - -
Mustela erminea (1) 1 - - -
Mustela putorius (1) - - - -
Nyctereutes
procyonides (16)
Ursus arctos (4) - - - -
Celkem 10 6 16 7

*uréena jako B. canis

-
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Sledovani vyskytu a distribuce Helicobacter spp. v travicim traktu psi
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Uvod

Rod Helicobacter zahrnuje nékolik desitek druhGi gram negativnich spiralovitych bakterii nalézanych
V travicim traktu riznych druhti zvifat a ¢lovéka Tradi¢né se, podle jejich lokalizace v pribéhu traviciho traktu,
zastupci tohoto rodu rozdéluji na tzv. ,,zaludeéni helikobaktery* a ,,enterohepatické helikobaktery*. V humanni
mediciné je infekce nékterymi druhy Helicobacter spp. (zejména
H. pylori) prokazateln¢ spojena s akutnimi i chronickymi gastritidami, Zzaludeénimi ulceracemi
a nékterymi proliferativnimi onemocnénimi. Stejné tak v pfipadé enterohepatickych druht helikobakterd se

zvazuje jejich potencialni podil na rozvoji nespecifickych stfevnich zanétd lidi (1).

U psit mtize byt Helicobacter spp. sou¢asti normalni mikrofléry u zdravych jedincg, ale také mize byt spojen
s rozvojem zanétlivych nebo proliferativnich onemocnéni GIT. Infekce Zaludeéni sliznice bakteriemi rodu
Helicobacter spp. se zda byt u pst relativné bézna s prevalenci 61 % az 100 % (2). Ze zaludku pst byly
nejcastéji izolovany H. felis, H. bizzozzeroni a H. salomonis. Enterohepatické kmeny helikobakterti dosud
izolované ze stieva, pfip. jater pst zahrnuji H. bilis, H. canis, H. cinaedi a Flexispira rappini. Patogenni efekt
u psu a ko¢ek dosud nebyl u zalude¢nich ani enterohepatickych kmenti Helicobacter spp. prokazan, nicméné
nékteré studie uvadi vyssi frekvenci vyskytu zanétlivych zmén pravé v souvislosti s infekci nékterymi druhy

helikobakteru (1, 3)

Cilem tohoto projektu je sledovani vyskytu a distribuce jednotlivych druht Helicobacter spp. v travicim traktu

pst a zhodnoceni jejich mozného vlivu na rozvoj patologickych 1ézi GIT.

Material a metodika

Pro ucely detekce piitomnosti a distribuce Helicobacter spp. v bioptatech sliznic GIT byly do projektu
zatazeny vzorky pacientd rizné¢ho veéku a plemene, ktefi podstoupili planované oSetfeni v celkové anestézii
z jiného divodu. Vzorky od téchto pacientd byly odebrany na zakladé¢ Informovaného souhlasu majitele a
v souladu se stanoviskem Odborné komise pro zajist'ovani dobrych zivotnich podminek pokusnych zvifat. Po

provedeni planovaného oSetfeni/vySetfeni, pro které byla indikovana anestezie bylo pfistoupeno k
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endoskopickému vysetfeni. Pfed samotnym endoskopickym vySetfenim a odbérem bioptickych vzorki bylo u
vSech pacientl provedeno zakladni klinické vySetieni a odebran vzorek trusu pro parazitologické vysetfeni. Po
uvedeni pacienti do anestézie byla endoskopicky vySetiena sliznice zaludku a duodena s Ciselnym
zhodnocenim endoskopického ndlezu a stanovenim endoskopického skore, kdy hodnota 0 znamenala normalni
nalez, hodnota 1 odpovidala mirné hyperémii, edému nebo fragilit¢ sliznice, hodnota 2 stfedné vyrazné
hyperémii, edému nebo fragilité sliznice a hodnota 3 vyrazné hyperémii, edému nebo fragilité sliznice, dle
dfive popsanych metod (4). Pomoci cytologického kartaku (jednorazové cytologické kartacky, Medigreen)
byly u v8ech pacientti provedeny stéry sliznic Zaludku a duodena. Z materidlu odebraného kartickem byla
vzdy piipravena suspenze Vv Brucella bujonu a ta ihned dopravena do laboratote. Izolace Helicobacter spp.
byla provedena metodou membranové filtrace. Suspektni kolonie (drobné¢, okrouhlé, Sedobilé barvy) byly

podrobeny konfirmaci pomoci PCR vySetieni.

Od kazdého jedince bylo déale odebrano celkem 4 az 7 bioptath sliznice zaludku a 3 az 6 bioptatt sliznice
duodena. Bioptické vzorky byly fixovény v 10 % pufrovaném roztoku formaldehydu
a zpracovany parafinovou technikou. Za uc¢elem zhodnoceni pfitomnosti a miry zanétlivych zmén ve sliznici
byly ze vSech vzorkli zhotoveny histologické preparaty barvené piehlednym barvenim, které byly nasledné
vySetieny dle diive publikované metodiky (5). V téchto preparatech byla dale orienta¢né zhodnocena mira
kolonizace sliznice spiralovitymi bakteriemi morfologicky odpovidajicimi Helicobacter spp. Pro in situ
detekci Helicobacter spp. antigenu bylo dale u vSech vzorkt pouZzito imunohistochemické barveni s pomoci
monoklonalnich a polyklonalnich protilatek proti Helicobacter pylori. Rezy ze viech bioptati byly také
zpracovany histochemickou metodou, stfibfenim dle Warthin-Starryho, pro ptesn¢jsi posouzeni morfologie
sledovanych bakterii. Dale bylo u kazdého pacienta provedeno kultivacni vysetfeni rektalniho vytéru zaméfené
na detekci ptitomnosti Salmonella spp., Clostridium perfringens a Campylobacter spp. a parazitologické
vySetieni trusu. Veskera ziskana data byla nasledné korelovana s klinickym a endoskopickym nalezem a

vybranymi anamnestickymi tidaji.

Vysledky

Histopatologicky nalez v bioptickych vzorcich Zaludeéni sliznice byl v rozsahu normalni sliznice az stiedné
zavazna lymfoplazmocytarni gastritida. Nejcastéjsi histopatologickou diagn6zou pro tuto lokalizaci byla mirna
chronicka gastritida charakterizovana ptevazné mirnou lymfoplazmocytarni zanétlivou infiltraci v lamina
propria sliznice, mirné zvysenym poctem intraepitelidlnich lymfocyti a absenci zmén ve stavbé sliznice.
V piipade vysetienych bioptati duodenalni sliznice byla zjisténa mirna az sttedn€ vyrazna lymfoplazmocytarni
duodenitida, u jednoho pacienta kombinovana s mirnou loziskovou neutrofilni duodenitidou. Nejcast&j$imi
patologickymi zménami zde byly lymfoplazmocytarni infiltrace lamina propria sliznice, zvySeny pocet

intraepitelialnich lymfocyt, mirna dilatace stfevnich krypt a hyperplazie poharkovych bunék epitelu krypt.
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Histopatologickym vysetfenim ptehledné barvenych fezl byla dale zjisténa ptitomnost spiralovitych bakterii
morfologicky odpovidajicich Helicobacter spp. ve v8ech vzorcich sliznice zaludku, ale v Zadném vzorku
sliznice duodena. Ve vétsing€ piipada pozitivniho zachytu $lo o vysoky stupen kolonizace t€émito bakteriemi.
Pii imunohistochemickém vySetfeni byl Helicobacter spp. antigen nejéastéji lokalizovan v zalude¢nich
jamkach, dale v hlenu na povrchu sliznice, mén¢ ¢asto v lumen zalude¢nich zlazek a v cytoplazmé parietalnich
bunék. Distribuce antigenu v zaludeéni sliznici odpovidala distribuci spiralovitych bakterii pozorovanych
Vv piehledné barvenych preparatech. Ve vSech ptipadech masivni kolonizace povrchu sliznice (povrchovy hlen
+ zaludec¢ni jamky) byla pozorovana také piitomnost antigenu v lumen Zalude¢nich zlazek a uvnitt parietalnich
bunck, naopak pii nizkém zachytu antigenu pii povrchu sliznice byla pozorovdna zZadna nebo minimdalni
pritomnost antigenu v hlubsich castech sliznice (lumen zalude¢nich zlazek, parietalni buiiky). Ojedinéle byl
tento antigen pozorovan také v dalSich bunkach a v lamina propria mucosae. V duodenalni sliznici bylo
pozorovano pouze nepatrné mnozstvi antigenu lokalizovaného ptevazné uvnitf poharkovych bunek. Vysledna
intenzita kolonizace uréena v fezech barvenych prehlednym barvenim
a imunohistochemickou reakci se vyznamné neliSila, imunohistochemickou metodou ale bylo mozné 1épe
zhodnotit pfitomnost bakterii také v zaludecnich jamkach, zalude¢nich Zlazkach a intracelularn€. Specidlnim
barvenim metodou dle Warthin-Starryho bylo mozné posoudit morfologii jednotlivych bakterii. Ve
vySetfovanych vzorcich bylo detekovano nekolik riznych morfologickych typt spirdlovitych bakterii liSicich
se délkou, tloustkou a poctem zaviti. Ve vétsing ptripadl byla sliznice kolonizovana vice typy soucasné. Tyto

morfologicky odlisné formy pravdépodobné piedstavuji rizné druhy Helicobacter spp.

V dosud vysetienych vzorcich v ramci studie prozatim nebyl prokazan vliv pritomnosti a intenzity kolonizace
sliznice Zaludku a duodena bakteriemi Helicobacter spp. na pfitomnost patologickych zmén sliznice. Pfipady
normalniho nalezu v bioptatech zalude¢ni sliznice byly spojeny s masivni kolonizaci Helicobacter spp. ve
vSech oddilech sliznice, a zaroven ve 2 pripadech stfedné zavazné duodenitidy byla zaznamenana pouze
minimalni mira kolonizace témito bakteriemi. Stfedné zavaznad gastritida byla potom spojena S masivni

kolonizaci sliznice.

Kultiva¢ni a PCR vySetieni na piitomnost Helicobacter spp. ve stérech zaludeéni a duodenalni sliznice byla
ve vSech piipadech negativni. Kultivacnim vysetfenim rektalniho vytéru byla zjisténa pfitomnost bakterii
Campylobacter spp. a Clostridium perfringens. Nejéast&j$im kultivaénim nalezem byla koinfekce témito
dvéma typy mikroorganismut. Nebyl prokazan vliv infekce t€émito druhy bakterii na pfitomnost a intenzitu

zanétlivych 1ézi ve sliznici.
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Tab. 1 Vysledky parazitologického, kultiva¢niho, endoskopického a histopatologického vysetieni

Pacient & Parazitologick | Kultivace - rektalni Endoskopicky nalez Histopatologicky nalez
" | & vysetieni vitér Zaludek Duodenum Zaludek Duodenum
_ e e mirnd LP | stitedné zavazna LP
1 neg. negativni normélni sliznice | normalni sliznice I, ..
gastritida duodenitida
Clostridium g . mir4 LP | stfedné zavazna LP
2 neg. . normélni sliznice | normalni sliznice I, .
perfringens gastritida duodenitida
Campylobacter e e mirnd LP | stfedné zavazna LP
3 neg. normalni sliznice | normalni sliznice i, ..
spp. gastritida duodenitida
Clostridium
perfringens, e e "y mirna LP
4 neg. normalni sliznice | normalni sliznice |  normalni ..
Campylobacter duodenitida
spp.
Clostridium e e mirna LP mirna LP
5 neg. . normalni sliznice | normalni sliznice . L.
perfringens gastritida duodenitida
Clostridium Y1
) stfedné Lo
perfringens, e e L mirna LP
6 neg. normalni sliznice | normélni sliznice | zavama LP ..
Campylobacter iy duodenitida
gastritida
spp.
Clostridium mirna LP
perfringens, e e e i duodenitida +
7 neg. normalni sliznice | normalni sliznice | normalni B N .
Campylobacter loZiskové neutrofilni
spp. duodenitida
Campylobacter g e mirn& LP mirna LP
8 neg. normalni sliznice | normalni sliznice o .
spp. gastritida duodenitida

Tab. 2 Kolonizace sliznic traviciho traktu bakteriemi Helicobacter spp. zjisténa pomoci imunohistochemie ve

vztahu ke stupni zanétu

ZALUDEK DUODENUM
. Lumen [Cytoplazma
Povrch | Zaludeeni |  -UMen Cyiopiaz o | Stiewni _ -
- . zalude¢nich | parietalnich | Intenzita gastritidy| Povrch sliznice Intenzita duodenitidy
sliznice jamky o N krypty
Zlazek bunék
1 ++ +++ + + mirné - - stfedné intenzivni
2 - + - - mirna - - sttedné intenzivni
3 + + + + mirna - - stfedné intenzivni
4 +++ +++ ++ ++ neg. - - mirna
5 ++ +++ ++ + mirna - - mirna
6 +++ +++ +++ +++ stedné intenzivni - - mirna
mirna + loZiskoveé
7 ++ +++ +++ +++ neg. - - .
neutrofilni
8 +++ +++ +++ +++ mirna - - mirna

- Absence antigenu, + antigen v <5% Zalude¢nich jamek/ zalude¢nich Zlaz/ parietalnich bunék, ++ antigen v 5 — 50%

zalude¢nich jamek/ zalude¢nich zlaz/ parietalnich bungk, +++ antigen v 50 a vice % Zalude¢nich jamek/ zalude¢nich zlaz/

parietalnich bun¢k
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Zavér

Kolonizace zalude¢ni sliznice psit nevykazujicich klinické pfiznaky onemocnéni gastrointestinalniho traktu
bakteriemi Helicobacter spp. se zda byt bézna, s hojnou piitomnosti bakterii nejen v povrchovém hlenu, ale
také v lumen Zaludecnich zlazek a uvnitf parietalnich bunék téchto zl1az. Urcity stupeni zanétlivych zmén jak
v zaludec¢ni, tak v duodendlni sliznici je u téchto pacientl také ziejmé standardnim nalezem, mozny vliv
infekce bakteriemi rodu Helicobacter spp. prozatim nelze jednozna¢né potvrdit ani vyloucit. Zvolena metoda
odbéru vzorkli pomoci stéru povrchu sliznice cytologickym kartd¢kem se jevi jako méné vhodna pro kultivacni
a molekularné biologicky prukaz infekce rodem Helicobacter, coz bude zohlednéno pii modifikaci metodiky
odbéru materialu pro kultivaéni a PCR vysetfeni od dalSich pacientl v ramci napln€ studie, ktera bude

pokracovat i po ukonceni projektu.
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Zoonoticky potencial Clostridioides difficile: izolace a charakterizace kmen ze psti a kocek
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Uvod

Clostridioides difficile (dfive Clostridium difficile), je nejvyznamnéjsim plvodcem Zivot ohroZujicich infekci
tlustého stfeva clovéka, které v zemich Evropské unie zpUsobuji rocné vice nez 8000 umrti. Klostridiové
kolitidy byly donedavna povaZovany za onemocnéni pfevazné nozokomialniho plvodu. V poslednich letech
vsak doslo k neobvykle vysokému narlstu poctu komunitnich infekci, coz iniciovalo hledani alternativnich
zdrojl klostridii u lidi bez historie pfedchozi hospitalizace (Hernandez et al., 2020). C. difficile byva izolovano
z traviciho traktu zdravych hospodarsky i spolecensky chovanych zvitat a u nékterych druh muze sporadicky
vyvolavat i prajmy. ldentifikace toxinogennich kmenU C. difficile ve stfevé hospodarskych zvitat, které byly
geneticky pribuzné izolatim humanni provenience, vedla k formulovani hypotézy o jejich moiném
zoonotickém potencidlu a zavleceni do potravniho fetézce ¢lovéka kontaminovanymi surovinami zivoc¢isSného
plvodu (Rodriguez-Palacios et al., 2013). Kvlli nizké prevalenci C. difficile v mase a chybéjicim dlikazim o
jeho prenosu alimentarni cestou vSak byla tato moznost jako jediného vysvétleni nartstu komunitnich infekci
zpochybnéna. Proto se hledani dalsich zdrojli infekce nasledné zamérilo také na spoleéensky chovana mala
zvirata. Tento krok logicky vychazel z pfedpokladu, ze lidé jsou v mnohem uzsim kontaktu se psy a kockami
neZ s hospodarskymi zvifaty. A co je nejdUleZitéjsi, bylo zjisténo, Ze az 90 % zdravych Sténat (a pravdépodobné
i kotat) do stati deseti tydn( vylucuje trusem C. difficile, pficemz vice neZ polovina téchto izolatl maze byt
producenty toxin( (Perrin et al., 1993). V patogenezi klostridiovych kolitid ¢lovéka i zvirat hraje vyznamnou
roli dysbidza strevni mikroflory spojena s predchozi antibiotickou terapii a navic se pfi |lé¢bé onemocnéni
malych zvifat c¢asto pouzivaji totozné antimikrobidlni substance. Proto existuje u zvifat i redlné riziko
selektovani rezistentnich klond C. difficile, které mohou kolonizovat ¢lovéka a nasledné u rizikovych skupin
vyvoldvat rekurentni az fatdIni stfevni infekce. V soucasnosti se tedy za hlavni zdroj komunitnich
klostridiovych kolitid ¢lovéka zvazuji kmeny kolonizujici stfevo spole¢ensky chovanych zvifat. K potvrzeni této
hypotézy vsak chybi dostatecné mnozstvi udajli vzeslych z podrobné molekularni charakterizace genomu
psich a kocicich izolatl C. difficile. Cilem nasi prace tedy bylo ovéfit, jak velké zdravotni riziko kvili mozné
kolonizaci toxinogennimi kmeny C. difficile pro ¢lovéka pes a kocka skutecné predstavuji. Dil¢imi cili bylo
stanovit prevalenci C. difficile u vybranych skupin pst a kocek, dale mezi ziskanymi izolaty identifikovat
toxinogenni kmeny metodou PCR, stanovit u nich citlivost k antibiotikim volby a sekvenovanim posoudit

jejich epidemiologickou pribuznost k C. difficile dtive izolovanym z humanniho materialu.
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Material a metodika
Pro ucely izolace C. difficile byly odebrany rektalni vytéry a vykaly psl a kocek ze Sesti definovanych skupin,
které zahrnovaly jak zdravé, tak nemocné jedince rdznych vékovych kategorii. Prvni skupinu tvofili pacienti
JIP Kliniky chorob psti a koéek FVL VFU Brno, druhou skupinu psi Policie CR, tfeti skupinu psi a ko¢ky studentd
VFU Brno, ¢tvrtou skupinu kocky z Utulku pro opusténa zvirata, patou skupinu pacienti vybranych brnénskych
veterindrnich ordinaci a Sestou skupinu $téfata zchovné stanice Policie CR. Pfed vlastnim sbérem
biologického materidlu byla ziskdna anamnéza se zamérenim na onemocnéni gastrointestinalniho traktu
zvitete a historie jejich antibiotické terapie v poslednim roce. Pro kultivaci vzork(, identifikaci a charakterizaci
ziskanych izolatli byl pouZit dfive zavedeny postup (Masafikova et al., 2020). Kultivace vzork(l sestavala z
pomnozZeni odebraného materialu v selektivnim bujénu s taurocholatem sodnym v anaerobnim boxu pfi 37
°C po dobu 7 dn(, nasledovalo opracovani pomnoZzeného vzorku etanolem a kultivace sedimentu na
selektivnim agaru ChromID™ C. difficile (BioMérieux, Francie). Suspektni kolonie jsme druhové identifikovali
na MALDI Biotyperu (Bruker Daltonics, Némecko). Metodou PCR byly u cistych kultur C. difficile zjistovany
geny kodujici toxiny A (tcdA), B (tcdB) a binarni toxin (cdtA/cdtB). U toxinogennich izolatl nasledovalo
stanoveni citlivosti k amoxicilinu, ciprofloxacinu, klindamycinu, erytromycinu, metronidazolu, moxifloxacinu,
tetracyklinu a vankomycinu E-testem na Brucella agaru (Oxoid, Velka Britanie) suplementovaném heminem
a vitaminem K. Takto charakterizované izolaty budou na zacatku roku 2022 ve spolupraci s NRL pro C. difficile
(2. LF KU, FN Motol, Praha) podrobeny stanoveni ribotypu a sekvenénich typa. Vysledky typizace animalnich
izolatd budou porovnany s humannimi izolaty, coz umozni zhodnotit jejich epidemiologickou zavaznost a

pfipadné stanovit preventivni opatfeni k ochrané zdravi ¢lovéka.

Vysledky

V ramci plnéni stanovenych cilli projektu bylo nashromazdéno celkem 251 vzorkd rektalnich vytért a trusu
zvirat Sesti definovanych skupin: 1) od pacientd JIP Kliniky chorob psti a kocek FVL VETUNI Brno (n = 56),
2) psi Policie €R (n = 56), 3) od zvifat studentt VETUNI Brno (n = 50), 4) kocéek chovanych v utulku pro
opusténa zvirata (n = 23), 5) od zvirat Iécenych v soukromé veterinarni ordinaci (n = 33) a od Sténat z chovné
stanice Policie €R (n = 33). Anaerobni kultivaci jsme ziskali 33 izolatt C. difficile (13,1 %), nejvétsi prevalenci
(10/23; 43,5 %) vykazaly vzorky trusu koéek chovanych v utulku, druhou nejvyssi prevalenci mély vzorky
pacientt JIP VETUNI Brno (10/56; 17,9 %). Z rektalnich vytéri policejnich $ténat jsme ziskali 3 izolaty (9,1
%), z rektalnich vytért pst a kocek studentl nasi univerzity 4 izolaty (8,0 %), od policejnich psa 4 izolaty

(7,1 %) a z vytéru pacientti soukromé veterinarni ordinace 2 izolaty (6,1 %). ProtoZe k poskozeni stieva
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we

dochazi aZ ucinkem toxint C. difficile (toxin A, B a binarni toxin), které produkuje jen urcité procento
kment, zaméfFili jsme se na identifikaci tzv. toxinogennich izolatt C. difficile priikazem gen, které tyto
toxiny koduji, tedy tcdA, tcdB, cdtA a cdtB metodou PCR. Tyto geny jsme potvrdili u 21 ze vsech 33 izolatt
(63,6 %), vidy Slo o geny tcdA a tcdB. Pouze u jednoho izolatu z rektdiniho vytéru policejniho psa jsme
prokazali navic také geny kddujici binarni toxin C. difficile cdtA a cdtB. VSechny izolaty ziskané od kocek
z Gtulku (n = 10), od pacientli soukromé veterinarni ordinace (n = 2) a z policejnich sténat (n = 3) byly
nositeli gend pro toxiny, u pacientd JIP VETUNI Brno to byly 4 izolaty (40 %) a po jednom izolatu (25 %)
z policejnich pst a zvifat nasich studentll. U 21 izolatt C. difficile produkujicich toxiny jsme nasledné
prikrocili ke stanoveni citlivosti k osmi antimikrobialnim latkam (amoxicilin, klindamycin, ciprofloxacin,
erytromycin, metronidazol, moxifloxacin, tetracyklin, vankomycin) E-testem na brucella agaru (Oxoid, VB)
s pfidavkem heminu a vitaminu K. Rezistenci alespoii k jednomu antibiotiku vykazalo 18 izolatt (85,7 %),
nejéastéji Slo o rezistenci k ciprofloxacinu (u 17 izolatt), a to bud’ pouze k této substanci (12 izolatt), nebo
v kombinaci s rezistenci jesté k dalsi antimikrobialni latce (4 izolaty i ke klindamycinu, 1 i k moxifloxacinu),
jeden izolat byl rezistentni pouze ke klindamycinu. Vyznamnym poznatkem je, Ze Zadny z nasich izolatd
neprokazal rezistenci k antibiotiktim volby v I1é¢bé humannich pseudomembranéznich kolitid vyvolanych
toxinogennimi kmeny C. difficile, coz jsou metronidazol a vankomycin. V ramci jednotlivych skupin jsme
rezistenci zaznamenali u sta procent toxinogennich C. difficile izolovanych ze zvifat student( VETUNI Brno
(1/1), pacientti soukromé veterinarni ordinace (2/2) a z policejnich $ténat (3/3). lzolaty z trusu koéek
chovanych v utulku byly rezistentni v 90 procentech (9/10) a izolaty z pacienti JIP VETUNI Brno v 75
procentech (3/4). Jediny toxinogenni izolat ziskany z vytéru policejniho psa byl citlivy ke viem testovanym
antimikrobikiim. Abychom naplnili hlavni cil pfedloZzeného projektu, tedy ovéfFili, zda mohou spolecensky
chovana mala zvirata predstavovat hledany zdroj infekce figurujici ve zvySujici se prevalenci komunitnich
klostridiovych kolitid clovéka, provedeme podrobnou molekuldrni analyzu nasich izolati metodou
celogenomového sekvenovani. Analyza ziskanych dat probéhne na spolupracujicim pracovisti Narodni
referencni laboratore pro klostridia 2. LF KU, FN Motol v Praze. Definitivni vysledky budou publikovany

v zahrani¢nim védeckém casopise s IF.

Zaveér

Ze souboru 251 vzork( rektdlnich vytéra a trusu psh a koéek chovanych v Ceské republice jsme vykultivovali
33 bakterii druhu C. difficile, nejvyssi prevalence (43,5 %) dosdahla skupina kocek Zijicich v utulku pro opusténa
zvitata. Geny kédujici toxiny C. difficile (tcdA, tcdB, cdtA, cdtB) jsme za poutziti metody PCR prokazali u 21
(63,6 %) izoldtd. Osmnact toxinogennich izoldtll potom vykdzalo rezistenci alespon kjednomu z osmi
testovanych antibiotik. Pravé toxinogenni kmeny C. difficile figuruji v etiologii onemocnéni

gastrointestinalniho traktu clovéka a spole¢ensky chovana zvifata by mohla za uréitych okolnosti
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predstavovat zdroj infekce pro své majitele. Podrobnou molekularni analyzou genomu nasich izolatd a jejich

porovnanim s C. difficile dfive izolovanymi z nemocnych lidi chceme pfispét k objasnéni role animalnich

izolata C. difficile v etiologii klostridiovych kolitid ¢lovéka.
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Monitorovani cytofagézy lososovitych ryb kvantifikaci Flavobacterium psychrophilum ve vodé
metodou qPCR

Veéra Novakova, Alois Cizek

Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterindarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita

Brno

Uvod

Flavobacterium psychrophilum je celosvétové rozsifenym puvodcem onemocnéni cytofagdza
lososovitych (Bacterial Cold Water Disease) a anemicky syndrom plidku pstruha duhového
(Rainbow Trout Fry Syndrome) (1). Onemocnéni postihuje zejména chovy ryb zijicich ve studenych
sladkych vodach, nejcastéji pstruhy duhové, a ekonomické ztraty zplisobené Uthynem, snizenymi
prirtstky i terapii jsou vysoké. V zavislosti na form¢ onemocnéni dosahuje mortalita 50-60 % (2),
Vv krajnich pfipadech az 90 % (3). Nemoc se mezi jedinci §ifi horizontalné (4) a nejvyznamnéjsim
zdrojem infekce jsou nemocni a uhynuli jedinci, kteii vylucuji az 108 bakterii za hodinu do svého
okoli po dobu az nékolika mésicu (5). Zdrojem mize byt i samotna voda, v niz muze bakterie bez
hostitele pfezivat a mnozit se i nékolik let (4). Protoze vakcina nebyla dosud vyvinuta a alternativni
metody terapie jsou prozatim pouze predmétem vyzkumu (6, 7, 8) spociva jedina ucinna terapie

v aplikaci antimikrobik (9).

Cilem této prace bylo ovéfit metodu qPCR vzorkid vody odebranych z intenzivnich chovi
lososovitych ryb jako G€¢innou metodu monitoringu cytofagdzy a umoznit tak zhodnotit riziko rozvoje

cytofagdzy a zavést v€as Ui€inna opatieni.

Material a metodika

Metodika byla vyzkouSena a upravena na zaklad¢ vySetfeni uméle kontaminovanych vzork.
Sbirkovy kmen F. psychrophilum byl kultivovan na Tryptone Yeast Extract Salts (TYES) agaru pii
17 °C 72 hodin. Poté byla ¢ast kultury odebrana a rozmichana v PBS. Desitkovym fedénim bylo
vytvofeno 5 sériovych fedéni, které byly podle nize popsané metodiky zpracované a analyzované
metodou qPCR. Soucasné z kazdého fedéni bylo vyockovano 100 ul na TYES agar a kultivovano pfi

17 °C 72 hodin. Vysledky qPCR byly porovnany s vysledky kvantitativni kultivace.
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Terénni vzorky byly odebirany béhem jarniho obdobi (bfezen-duben 2021), kdy vzhledem
k pfiznivym teplotnim podminkdm dochazi nejcastéji k vypuknuti cytofagézy v chovech. Do
sterilnich odbérovych nadob bylo odebrano 200 ml vody z navstivenych chovi lososovitych ryb.
Soucasné pii odbéru byla odectena hodnota oxygenace, teploty a pH vody. Voda byla bez zbyte¢ného
prodleni odvezena v izotermickém boxu na Ustav infekénich chorob a mikrobiologie a ihned
zpracovana. 100 ul vody bylo roztérem nao¢kovano na TYES agar a vzorky byly inkubovany az 5
dni pii 17 °C. Kolonie podezielé morfologie byly identifikovany metodou MALDI TOF a PCR
S vyuzitim primerti pro amplifikaci regionu v 16S rRNA, jak popsal Toyama a kol. (10). Pro
monitoring cytofagézy metodou qPCR bylo 50 ml vody piefiltrovano filtratnim systémem Glass
Microanalysis Filter Holder s filtry o velikosti 0,2 pm. Z filtru byla okamzité izolovana DNA kitem
Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel) a zamrazena pii -20 °C. Dale byly v chovech odebirany
vzorky Cerstvé uhynulych nebo nemocnych ryb, z nichz byla ziskana slezina, rozmélnéna sterilnim
tlouckem a 25 mg homogenizované tkané€ bylo pouzito pro izolaci DNA. DNA vzorkl vod i slezin
byla pouzita pro analyzu PCR a qPCR. Klasicka PCR reakce byla provedena s primery navrzenymi
dle Toyama a kol. (10). Reakéni smés byla namichana z 10 ul PPP Master Mix (Top Bio s.r.0.), 7 ul
PCR Ultra H20 (Top Bio s.r.0.), 1 ul od kazdého primeru a 1 ul testované DNA do celkového objemu
20 pl. Kazda reakce byla doplnéna pozitivni a negativni kontrolou. Reakce probihala v TProfessional
TRIO PCR Thermocycleru (Biometra) a skladala se z ivodniho predehiati 94 °C po dobu 4 minut,
nacez nasledovalo 40 cykla skladajicich se z denaturace DNA pti 94 °C po 45 sekund, nasednuti
primert pti 52,5 °C po 60 sekund, elongace pii 72 °C po 60 sekund a na zavér elongace pii 72 °C po
dobu 5 minut. Kvantitativni PCR byla provadéna systémem LightCycler® 480 (Roche). Reakéni
smés byla namichana z 5 ul SYBR Green mix (Roche), 1 pl od kazdého primeru, 1 ul PCR H20 a 2
ul DNA do celkového objemu 10 pl. Primery byly navrzeny dle Strepparava a kol. (11). Smés byla
na uvod predehiata na 95 °C 15 minut, nasledovalo 40 cykld denaturace pii 95 °C, 20 sekund,
nasednuti primert pii 60 °C, 30 sekund, elongace pii 72 °C, 30 sekund a na zavér probéhla elongace
pti 72 °C po dobu 5 minut. Kazdy vzorek byl testovan minimalné€ v duplikatech a kazda reakce byla
doplnéna negativni a pozitivni kontrolou. Kalkulace byla provedena na zékladé regresni kiivky
vytvofené ze sériové nafedénych standardii o zndmé koncentraci, které byly meétfeny soubézné

s kazdou reakci.

Vysledky

Pii testovani UCinnosti metodiky byly uméle kontaminované vzorky vod souasné vySetfeny

kultivaéni metodou a metodou qPCR. Pii prvnich pokusech dochédzelo k faleSn€ negativnim
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vysledkim qPCR, ackoli kultiva¢né byla pfitomnost F. psychrophilum potvrzena. Proto byly
provedeny zmény v metodice, zejména ve zpusobu izolace bakterialnich bunék. V tabulce jsou

uvedeny hodnoty naméfené kultivacni metodou a metodou qPCR.

Tabulka 1: Porovnani u¢innosti kultiva¢ni metody a qPCR

vzorek kultiva¢ni metoda (KTJ/ml) gPCR (kopie/ml)
0 164 000 18 120 000
1 14 400 3120000
2 2470 504 000
3 440 107 160
4 40 40 680

Metoda qPCR je mnohem citlivéj§i a neni zavisla na ptitomnosti zivych bakterii, na rozdil od

kultivacni metody stanoveni koncentrace bakterii. Flavobacterium psychrophilum je na kultivaci

zjistény vyrazné vyssi hodnoty v porovnani s metodou kultivacni.

Pro projekt bylo odebrano celkem 15 terénnich vzorkl vod z 12 riznych lokalit. Kultiva¢né bylo F.
psychrophilum prokazano ve vzorcich 1, 2, 9, 11, 15. Analyzou PCR a qPCR bylo dale zjisténo F.
psychrophilum také ve vzorku 6.

Tabulka 2: Namétené hodnoty terénnich vzorkt

vzorek | F. psychrophilum (kopie/ml) | Teplota (°C) pH oxygenace (%)
1 3840 3 7,3 115
2 6840 6,4 6,6 96,5
3 Negativni 3,2 6,8 98
4 Negativni 5 6,92 98,7
5 Negativni 5 7,5 95
6 2304 8,5 7,8 85
7 Negativni 9,5 7,1 95
8 Negativni 6,3 7,2 95
9 18000 11 7,5 85
10 Negativni 10 7,1 65
11 19200 N N N
12 Negativni N N N
13 Negativni 12 N 90
14 Negativni 6 N 98
15 26400 N N N

* N = hodnota nebyla zmétena

Dale byly soucasné se vzorky vody analyzovany sleziny ryb z daného chovu. Pouze u ryb z lokality

15 bylo prokazano F. psychrophilum; vtomto chovu se také vyskytovaly klinické piiznaky
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cytofagdzy. V tomto chovu byla zjisténa nejvyssi naméfena koncentrace F. psychrophilum ve vodg,

toto méfeni potvrzuje, ze koncentrace patogenu ve vode¢ souvisi s rozvojem cytofagozy.

Zavér

Metoda byla uspésné oveéfena méfenim uméle kontaminovanych vzork i terénnich vzorkt

zatizenych doprovodnou mikroflérou. Pro statistické vyhodnoceni vztahu mezi koncentraci

bakterialnich bun¢k ve vod¢, pfitomnosti/koncentraci bakteridlnich bunék ve slezin€ a sledovanymi

vlastnostmi vody bude potieba ziskat a analyzovat dalsi vzorky.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Seznam literatury

DUCHAUD, E.; BOUSSAHA, M.; LOUX, V., BERNARDET, JF.; MICHEL, C;
KEROUAULT, B.; MONDOT, S.; NICOLAS, P.; BOSSY, R.; CARON, C.; BESSIERES,
P.: Complete genome sequence of the fish pathogen Flavobacterium psychrophilum. Nature
Biotechnology, 2007, 25(7), 763-769.

DALSGAARD, |.; BRUUN, M.S.; ANDERSEN, J.H.; MADSEN, L.: Recent knowledge of
Flavobacterium psychrophilum in Denmark. In 2nd Conference on Members of the Genus
Flavobacterium, 2009

WOO, P.T.; CIPRIANO, R.C.: Fish viruses and bacteria: pathobiology and protection. CABI,
2017, ISBN 978-1780647784.

BARNES, M.E.; BROWN, M.L.: A review of Flavobacterium psychrophilum biology,
clinical signs, and bacterial cold water disease prevention and treatment. Open Fish Science
Journal, 2011, 4, 40.

MADETOJA, J.; NYMAN, P.; WIKLUND, T.: Flavobacterium psychrophilum, invasion into
and shedding by rainbow trout Oncorhynchus mykiss. Diseases of Aquatic Organisms, 2000,
43(1), 27-38.

HOARE, R.; JUNG, S.; NGO T. P. H.; BARTIE K. L.; THOMPSON K. D.; ADAMS A.:
Efficiacy of polyvalent injectable vaccine against Flavobacterium psychrophilum
administered to rainbow trout (Oncorhynchus mykiss L.). Journal of fish diseases, 2019, 42.2:
229-236

DONATI, V. L.; DALSGAARD, I.; SUNDELL, K.; CASTILLO, D.; ER-RAFIK, M.;
CLARK, J.; WIKLUND, T.; MIDDELBOE, M.; MADSEN, L.: Phage-Mediated Control of
Flavobacterium psychrophilum in Aquaculture: In vivo Experiments to Compare Delivery
Methods. Frontiers in Microbiology, 2021, 12:438

TAKEUCHI, M.; FUJIIWARA-NAGATA, E.; KATAYAMA, T.; SUETAKE, H.: Skin
bacteria of rainbow trout antagonistic to the fish pathogen Flavobacterium psychrophilum.
Scientific Reports, 2021, 11.1, 1-11.

CASTILLO, D.; HIGUERA, G.; VILLA, M.; MIDDELBOE, M.; DALSGAARD, I
MADSEN, L.; ESPEJO, R.T.: Diversity of Flavobacterium psychrophilum and the potential
use of its phages for protection against bacterial cold water disease in salmonids. Journal of
fish diseases, 2012, 35(3), 193-201.

31



10)TOYAMA, T., KITA-TSUKAMOTO, K., WAKABAYASHI, H.: Identification of
Cytophaga psychrophila by PCR targeted 16S ribosomal RNA. Fish Pathology, 1994, 29(4),
271-275.

11) STREPPARAVA, N.; WAHLI, T.; SEGNER, H.; PETRINI, O.: Detection and quantification
of Flavobacterium psychrophilum in water and fish tissue samples by quantitative real time
PCR. BMC microbiology, 2014, 14.1: 1-10.

Tato prace byla financovana grantem 1IGA VETUNI 107/2021/FVL

32



Stanoveni mykobiomu v dolnich cestach dychacich u koni s equinnim astmatem
Libor Podojil, Markéta Sedlinska, Zuzana Drabkova, gtépén Bodecek,
Sabina Pospisilova, Dara Brabcova
Klinika chorob koni, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita Brno
Uvod

Tézka forma equiniho astmatu je castou pfiCinou intolerance zatéze sportovnich koni
sttedniho véku a je jednou z hlavnich pfi¢in ukonceni sportovni kariéry koné. Mirné a stfedni
astma postihuje koné¢ v mlad$im véku a byva pficinnou snizené vykonnosti. Pii astmatu
dochazi k rozvoji zanétu bronchialni sliznice, ktery je provazen bronchokonstrikci, zvysenou
produkci hlenu a zesilenim stény dychacich cest. Mezi hlavni pfi¢iny vzniku astmatu patii
vysoka koncentrace prachovych ¢astic ve vzduchu v uzavienych stajich, tj. prach, endotoxin,
plisné a jejich spory, ultramalé castice a drazdivé plyny (1). Lécba astmatu sestava z
kombinace snizeni pras$nosti prostiedi a podavani 1ék. Z 1€kt jsou podavany predevsim
kortikosteroidy (2), mukolytika, bronchodilatancia a ¢asto také antibiotika. Molekularnimi
metodami bylo zjiSténo, ze bakteridlni osidleni plic se 1i$i u astmatickych koni v remisi a
exacerbaci, a ze se jedna spiSe o nasledek nez pfi¢inu nemoci, proto podavani antibiotik
predstavuje naduzivani této skupiny 1€ékd. Fungalni osidleni plic bylo popsano jen u koni s
mirnou formou astmatu (3), u koni s tézkou formou astmatu zatim popsano nebylo. Patogenita
plisni tj. jejich alergenni, toxické a infekeni ucinky, byly jiz popsany u lidi s astmatem a cilena
protiplisnova lécba snizila klinické pfiznaky az u tfetiny téchto pacientl (4). U koni s mirnéjsi
formou astmatu byly plisn¢ vykultivovany v 55 % ptipadi (3). Na cytologickém preparatu z
hlenu z prudusnice vsak byly pozorovany v 79 % ptipadu (3). Cilem této prace bylo stanovit
mykobiom v dolnich cestach dychacich u koni s koiiskym astmatem modernimi laboratornimi

metodami, konkrétné metodou molekularni mikrobiologie - next generation sequencing.

Material a metodika

U 54 pacientil ptijatych k ambulantnimu oSetfeni nebo hospitalizaci na kliniku chorob koni
(KCHK) bylo provedeno nasledujici vySetfeni: 1) Anamnéza: - v€k, pohlavi, plemeno,
zoohygienické podminky ustajeni (kvalita ovzdusi ve staji, typ budovy, zptisob krmeni koni -

mnozstvi a kvalita sena, maceni/napatovani, krmeni sendzi, typ podestylky — slama/piliny,
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rezim ustajeni koni a doba pobytu ve staji/na pastving. 2) Klinické vys.: vyzivny stav, védomi,
vySetieni kardiovaskularniho a dychaciho systému, ndlezy na jinych organovych systémech.
3) Odbér krve na hematologické vySetteni a piipadné na stanoveni parametru akutniho zanétu
SAA. 4) Endoskopické vysetfeni hornich cest dychacich a zobrazeni stupné mnozstvi a
charakteru hlenu v pradusnici (stupenn 1-5) a odbér vzorku trachealniho hlenu pro
mikrobiologické vySetfeni v laboratofi VFU Brno a cytologické vysetfeni provedené na
Klinice chorob koni se zdlUraznénim na procentudlni zastoupeni zanétlivych bunck a
pritomnosti plisiovych castic (spory, konidie, konidiofory, hyfy a mycelia atd). 5) Odbér
vzorku broncho-alveolarni lavaze (BAL) sterilni odbérovou soupravou a nasledné cytologické
vySetieni ¢asti smésného vzorku. Vzorky transendoskopického trachedlniho vyplasku (TW)
byly obarveny (Hemakolor) a sedimenta¢ni vzorek BAL obarven (May-Gruenwald/Giemsa-
Romanowski). Vzorek BAL byl z posledni frakce vyplachu plic odebran do sterilni injek¢ni
dvacetimililitrové sttikacky, z niz bylo pét mililitri ptfetazeno do pétimililitrové injekéni
stiikacky a ta byla ihned zamrazena na - 80°C, dokud nebylo nasbirano vétsi mnozstvi vzorkd,
a ty poté spole¢n¢ odeslany na vysetfeni polymerazovou feté¢zovou reakei (PCR) molekularné
mikrobiologickou metodu Next generation sequencing (NGS) a kvantitativni metodu
FungiMultiPlex do laboratofe Tilia laboratories. Zachytnost PCR metodou byla porovnana s

klasickou kultivaéni metodou. Ziskané vysledky byly zpracovany a statisticky vyhodnoceny.

Vysledky

Celkem bylo vySetieno 54 konskych pacientti piedvedenych s dychacimi obtizemi, z toho
bylo diagnostikovano 48x koniské astma (88,9 %), 1x pneuomonie (1,85 %), 2x zatézi
vyvolané krvaceni (EIPH) (3,7%), 1x pharyngealni lymfoidni hyperplazie (PLH) (1,85 %), 2x
dorsalni dislokace me¢kkého patra (DDSP) 3,7 %. Do Tilia laboratote bylo odeslano 40 vzorkt
BAL zamrazenych na - 80°C se zamé&rem vysSetfit tyto vzorky molekularn€ mikrobiologickou
metodou NGS s ocekavanim stanoveni mykobiomu. BohuZel pfi vySetfeni mykobiomu v
prvnich Sestnacti vzorcich metodou NGS doslo k sekvenovani Uplné prazdnych produkti,
takZe se nelze vyjadiit k ndleziim pozitivnim ¢i negativnim. Mohlo to byt z €asti i1 proto, Ze se
jednalo o vzorky zamrazené na -80°C, kdy takto nafedény materidl pravdépodobnéji podlehne
urcité degradaci, kterd je posléze znacnym problémem pro NGS. Je to ale cennd zkuSenost,
ktera byla timto vySetfenim ziskdna. Proto bylo rozhodnuto dalSich 24 vzork na mykobiom
metodou NGS nevysetfovat. Pfi vySetfeni mykobiomu metodou FungiMultiPlex, kvantitativni

multiplexni Real-Time PCR bylo vySetieno 40 vzorkit BAL a z toho 18 vzorkd bylo
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negativnich a 22 vzorkd pozitivnich. Vzorky BAL byly odebirany z poslednich frakci

vyplasku, proto i kvantity hub, které byly naméteny, byly nizké, ale relevantni vzhledem k

charakteru materialu (vysoké nafedéni). Castym nalezem (23x) je Aspergillus spp. non-

fumigatus; blize neurCeny, dvakrat byla nalezena Pneumocystis jiroveci, dvakrat Candida

parapsilosis jedenkrat Candida spp. Klasickou kultivaéni metodou bylo vySetieno 19 vzorku

BAL: 8 vzorkl bylo bez nalezu, 11 vzorki bylo pozitivnich. Aspergillus niger byl ve vzorcich

6x, Aspergillus fumigatus 3x, Aspergillus parasiticus 5x, Aspergillus flavus 1x. Jedenkrat byly

zjistény kvasinky Candida sp. Devétkrat bylo provedeno soucasné vySetieni klasickou

kultivacni metodou a kvantitativni metodou (FungiMultiPlex): v 6ti pfipadech se vysledek

shodoval (1x bez nalezu, 5x pozitivni) a ve 3 ptipadech se vysledek lisil (2x byl klasickou

metodou bez nalezu a multiplexni Real-Time PCR byl pozitivni, 1x byl klasickou kultivaci

pozitivni a FungiMultiPlex metodou PCR byl negativni) viz. nasledujici Tabulka.

Aspergillus niger (+)

Cislo Stanovena klasicka Kkultivacni (FungiMultiPlex), kvantitativni
vzorku diagnéza metoda multiplexni Real-Time PCR
1. Pneumonie Mycobacterium Aspergillus fumigatus - pozitivni, s
(specifikovano jako nalozi mikroorganismu 1x10% / mi
saprofytické vzorku - vyrazng¢, Aspergillus spp. -
mykobakterie) pozitivni, s nalozi mikroorganismu
1x10* / ml vzorku - vyrazné

2. Zavazné astma | Aspergillus niger (++++) | Aspergillus spp. - pozitivni, s nalozi
mikroorganismu 3x102 / ml vzorku -

nendpadné
3. Mirné astma | Aspergillus fumigatus (+) | Aspergillus spp. - pozitivni, s nalozi
) . mikroorganismu 2x102 / ml vzorku -

Aspergillus parasiticus . <

nendpadné

(+)

4, Stfedni astma Aspergillus fumigatus | Aspergillus spp. - pozitivni, s nalozi
(++) mikroorganismu 3x10? / ml vzorku -

) ) nenapadné

Aspergillus niger (+)
Aspergillus parasiticus
(+++4)

5. Mirné astma | Aspergillus niger (++++) negativni

6. Zavazné astma | Aspergillus flavus (+), Aspergillus spp. - pozitivni,

s nalozi mikroorganismu 1x10° / ml
vzorku - mirng, Aspergillus
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fumigatus - pozitivni, s nalozi
mikroorganismu 2x10? / ml vzorku -
nenapadné

Pneumocystis jiroveci -
pozitivni, s ndlozi mikroorganismu
5x10? / ml vzorku - nendpadné

1. Stfedni astma bez nalezu negativni
8. Stfedni astma Aspergillus niger (+) Aspergillus spp. - pozitivni, s nalozi
mikroorganismu 2x102 / ml vzorku -

nenapadné
9. Zavazné astma bez nalezu Aspergillus spp. - pozitivni, s nalozi
mikroorganismu 3x102 / ml vzorku -

nendpadné

Zavér

Vhodnym vysetienim na ptitomnost hub v bronchoalveolarnich lavazich je klasicka kultivacni

metoda a kvantitativni metoda (FungiMultiPlex) — multiplexni Real-Time PCR. Metoda PCR

— NGS (18S rDNA identity) neni vhodna z ditvoda sekvenovani uplné prazdnych produkti,

tudiz se nelze vyjadfit k ndleziim pozitivnim ¢i negativnim. Koniské astma se vyskytlo u 88,9

% pacientt pfedvedenych na KCHK s dychacimi potizemi.
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Monitoring akutniho poskozeni ledvin u koni lé¢enych suxibuzonem
Zuzana Drabkova, Karolina Voralkova, Andrea Kopecka

Klinika chorob koni, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterindrni univerzita Brno

Uvod
Suxibuzon (registrovany pro pouziti u koni v pfipravku Danilon Equidos) je hojn¢ vyuzivané
nesteroidni antiflogistikum (NSAID) slouzici k 1é¢bé bolesti a zanétu spojenych s
muskuloskeletalnimi poruchami u koni (napt. osteoartroza, burzitida, laminitida) a se zanétem
mékkych tkani (napf. trauma, korneélni ulcerace, uveitida). U¢inna latka suxibuzon se v jatrech
preménuje na fenylbutazon, oxyfenbutazon a y-hydroxyfenylbutazon.
Tato 1é¢iva plisobi na principu blokace enzymu cyklooxygenazy (COX), coz zajistuje protizanétlivé,
antipyretické a analgetické uc¢inky. Pii pouzivani nesteroidnich antiflogistik hrozi ale i nezddouci
ucinky mezi které patii mj. akutni poSkozeni ledvin (AKI; acute kidney injury) (1).
Akutni poskozeni ledvin mize vést k naruseni acidobazického statusu, hospodafeni s mineraly a
vodou a naruSeni homeostazy v téle pacienta. Zavazné poskozeni mize vyustit v akutni selhani
ledvin, které se projevuje oligurii az anurii, anorexii, iontovou dysbalanci, azotemii, v tézkych
ptipadech az uremickym syndromem. Akutni onemocnéni ledvin (AKD; acute kidney disease) mlze
casem vést k chronickému onemocnéni ledvin (CKD; chronic kidney disease), které ma Spatnou
prognozu (2). Proto je velmi dilezité stav ledvin béhem 1é¢by monitorovat a témto komplikacim
predchazet.
V soucasné dobé¢ je trendem ke sledovani ¢innosti ledvin vyuzit symetricky dimethylarginin (SDMA),
coz je parametr funk¢niho poskozeni ledvin, namisto kreatininu. SDMA je vice senzitivni a jeho
plasmatickd hladina neni tak ovlivnéna vedlejSimi faktory jako mnoZstvim svalil, krmenim ¢i vékem
(3,4).
Druhym velice uzite¢nym a citlivym markerem je stanoveni hodnoty gamaglutamyltransferazy
(GGT) v moci. GGT se vyskytuje v kartaCovém lemu proximalniho tubulu ledvin. Pti poSkozeni toho
lemu se enzym uvoliluje do moci, ve které jej pak mizeme stanovovat. Z divodu standardizace se
hladina GGT stanovuje v poméru k mocovému kreatininu (GGT/Cr). Tento marker ukazuje
poskozeni ledvin, ne jejich funkci (2).
Mezi dals$i metody pouzivané ke zhodnoceni funkce a poskozeni ledvin patfi stanoveni mocoviny a
kreatininu v krvi, stanoveni hustoty moci, poméru proteinu a kreatininu v mo¢i, analyza mocového
sedimentu a stanoveni frakéni exkrece ionttl (2).
V soucasnosti je publikovdno velmi malo védeckych c¢lank ¢i publikaci na téma pilisobeni

suxibuzonu na konské ledviny a mozny vznik AKI. Zaroven je SDMA také novym markerem, o
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kterém neni mnoho studii. Radi bychom proto vyuzili t€chto dvou skute¢nosti a nasli uplatnéni naSeho

projektu v klinické praxi.

Material a metodika
Do projektu byli zatazeni klini¢ti pacienti piijati na Kliniku chorob koni VETUNI Brno v pribéhu
roku 2021. Pro zatazeni pacienta do studie musela byt splnéna nasledujici kritéria: 1) Pacient bez
systémového onemocnéni, které by mohlo narusit funkci ledvin (napf. endotoxemie, systémovy
zanét) 2) Minimalni délka medikace suxibuzonem 5 dni 3) Pacient nebyl medikovéan jinymi
nefrotoxickymi léky pted terapii suxibuzonem a nepiedpokladalo se jejich nasazeni v jejim pribehu.
Pro zatazeni do studie byl vyzadovan pisemny souhlas majitele.
Pacientim, ktefi byli medikovani suxibuzonem (v 1é¢ivém ptipravku Danilon Equidos), byla
odebrdna moc a krev pted zapocetim 1écby a po péti dnech 1écby suxibuzonem. V piipadé delsi terapie
byly vzorky odebrany i desaty den terapie (1 kai). Dévka suxibuzonu byla stanovena oSetfujicim
I¢katfem a odpovidala klinické indikaci.
Moc¢ byla ve vétSin€ ptipadd odebrana spontanni mikci, ve 3 piipadech katetrizaci. Moc¢ byla
vySetfena makroskopicky (barva, zakal, zapach, piimési), pomoci diagnostického papirku,
refraktometrem pro odecteni hustoty moci a dale byl vySetten mocovy sediment. Moc€ byla vySetiena
v laboratofi Kliniky chorob koni nejpozdéji do hodiny po odbéru. V laboratofi pro mala zvifata na
VETUNI Brno bylo v moc¢i stanoveno GGT, celkovy protein, kreatinin (Cr), sodik a draslik. Po
dodani vysledki byl spocitdn pomér GGT/Cr, protein/Cr a frakéni exkrece sodiku a drasliku.
Krev byla odebrana z v. jugularis dextra ¢i sinistra pro stanoveni celkové bilkoviny, kreatininu,
mocoviny, sodiku, drasliku (sérum ¢i plasma), pro hematologii (plna krev) a pro SDMA (sérum).
Celkova bilkovina, kreatinin, mocovina, ionty a hematologie byly stanoveny v laboratofi pro mala
zvitata na VETUNI Brno, sérum pro SDMA bylo zamrazeno a pozdé¢ji hromadné odeslano do
laboratote IDEXX.

Vysledky

Celkem bylo do nasi studie zatazeno 13 koni. Z toho 3 valasi (23%) a 10 klisen (77%). U 10 koni
byly provedeny 2 odbéry, u jednoho koné 3 odbéry. Dva pacienti byli nakonec ze studie vytazeny
kvili nutnému pouZiti jinych nefrotoxickych 1ékti. U jednoho pacienta nebyla data uplna kvili
absenci druhého vzorku séra na stanoveni SDMA. U Sesti koni byl Danilon pouzit kviili ortopedickym
potizim (54,5%), u dvou pfi oftalmologickych potizich (18,5%) u jednoho po chirurgickém oSetieni
(9%), u jednoho pii dermatologickych potizich (9%) a u jednoho z diivodu ptetrvavajici tachykardie
neznamého plvodu (9%). U Zadného z pacientii nedoSlo k vyznamnému zvySeni bilych krvinek v

krvi a k rozvoji zanétu. U dvou pacientil doslo ke zvySeni moCového enzymu GGT o 10 a vice
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jednotek IU/gCr, vSechny vysledky byly ale stale v referencnim rozmezi. U dvou koni (27%) doslo
ke zvySeni kreatininu o vice nez 26,5 umol/l, pficemz u jednoho z nich hodnota ptesahla horni hranici
referen¢niho rozmezi. Tito dva koné byli zafazeni do stupné 1 klasifikace VAKI (5). U 5 koni (45,5%)
doslo ke zvySeni SDMA z toho u 3 (27%) ke zvySeni nad referen¢ni rozmezi. V hustotach moc¢i ani
v pH mo¢i nebyly zaznamenény velké rozdily. U 3 koni (27%) doSlo k vyznamné zmén€ v mocovém
sedimentu (pfitomnost krve a valcl). Nejvetsi rozdily mezi prvnim a druhym odbérem byly
zaznamenany u kon¢ vyrazné starSiho (27 let), u klisny ve Spatném vyzivném stavu (BCS 3/9) au

kong ktery byl medikovam suxibuzonem po dobu 10 dni.

Zavér
Ziskana data potvrdila, Ze 1 pfi relativné kratkodobé medikaci suxibuzonem muze dojit k poskozeni
ledvin. Na zaklad¢ projektu byl na Klinice chorob koni VETUNI Brno zaveden preventivni screening
markert poskozeni ledvin u pacientii predisponovanych k selhdni ledvin a u pacientti na nefrotoxické
medikaci v pribéhu hospitalizace. Screening je rutinné¢ doporucovan i pacientim na nefrotoxické
medikaci po odchodu do doméci péce. Srovnani metod detekce poskozeni ledvin bude jesté

zhodnoceno na zakladé¢ statistické analyzy dat.
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Uvod
Obdobné¢ jako v humanni medicing, i ve veterinarni onkologii dochézi k vyvoji diagnostickych a
terapeutickych metod, pro zajisténi co nejlepsich 1é¢ebnych vysledkii. Pro urceni adekvatni terapie a
prognozy je nezbytné spravné zatazeni neoplazie. Pro tuto klasifikaci Ize v soucasné dobé vyuzivat
kromé histopatologickych metod i metody imunohistochemické a imunofluorescenc¢ni (1).
Urceni stupné malignity je jednim z nejvyznamnéjSich prognostickych faktort. V roce 2013 byl
publikovan konsensus, zaméfeny na tuto problematiku (tzv. metoda Pena) (2). Tento systém je nyni
povazovan za zlaty standart v oblasti diagnostiky, 1é¢by a uréeni progndzy. Posledni verze tykajici se
pfedevsim benignich smiSenych novotvarii, karcinomd smiSenych tumorii a karcinosarkomi byl
publikovan v roce 2017 (3).
Fenotypizace na zaklad¢ detekce povrchovych znakt, tzv. markerd, umoziuje patologim tumor
typizovat a klinikovi ur€it ptfesnéjsi informace tykajici se progndzy pacienta a nastaveni specifické
1écby dle individudlnich potfeb pacienta. Neoplastické markery jsou ve vétsin€ piipadi standardni
produkty metabolismu v butikach, u kterych v§ak doslo k maligni transformaci, coz vede k navySeni
produkce téchto povrchovych znakt (4). Ve vétsing piipadu se jedna o specifické proteiny, jez jsou
produkovany nadorovymi buiiky (tzv. antigeny spojené s nadorem). V pfipadé€, Ze u onkologickych
pacientil lze tyto antigeny detekovat v séru, moc¢i nebo jinych tkénich, jsou oznacCovany jako
biomarkery. V huméanni medicing, hraji nezastupitelnou roli v diagnostice a sledovani neoplastického
procesu (5).
Kadheriny tvoti skupinu transmembranovych proteini, diillezitych pro mezibunééné spoje v normalni
struktuie tkani (6). Jednim z nejéastéji vySetiovanych je E-kadherin (epitelialni kadherin). Funkce
této molekuly spociva v bunécné adhezi v epitelu (7). Na rozdil celé fady jinych biomarkerq, ztrata
nebo sniZzena exprese téchto adhezivnich molekul souvisi s nizsi diferenciaci neoplastickych bunék,
rozvojem metastaz v sentinelovych miznich uzlinach a s celkovou invazivitou, coZ mé pro pacienta
nepiiznivy efekt (4). E-kadherin je nejcastéji vazan na B-katenin, byvaji tak obvykle stanovovany

spole¢né (8).
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Material a metodika
Pro histologickou, imunohistochemickou a imunofluorescenc¢ni analyzu byly pouzity vzorky tumort
mlécné Zlazy. Pro retrospektivni ¢ast byly pouzity vzorky ve formé parafinovych blokl ze sbirky
Ustavu anatomie, histologie a embryologie VETUNI ziskané v letech 2016-2020. V ramci
prospektivni ¢asti studie byly vzorky ziskany v podob¢ Cerstvych bioptati tkdn¢ mlécné zlazy, které
byly nasledné oznaceny a fixovany. Byla stanovena histopatologicka diagnéza dle klasifika¢niho
schématu navrzeného Goldschmidtem (9). U kazdého vzorku byl stanoven stupen malignity dle
systétmu dle Pefia et al. (2013) a Karayannopoulou et al. (2005). Rovnéz byla sledovana

angioinvazivita, lymfangioinvazivita a perineuralni invazivita.

U vzorkll byla nasledné¢ imunohistochemicky stanovena exprese molekuly calretininu vazbou
specifické anti-calretinin protilatky na hledany antigen ve tkdni. Byl zhodnocen jednak ,,vzor
barveni®, kde linedrnimu vzoru byla pfifazena hodnota 1, rozptyleny vzor mél hodnotu 3 a smiSeny
vzor hodnotu 2, a dale byl zhodnocen ,,stupent pozitivity dle systému: 0 — 10% pozitivnich bun¢k =

1, 10 — 50% pozitivnich bunék = 2 a 50% a vice pozitivnich bunék = 3.
Pro statistickou analyzu byl softwarovy systém pro analyzu dat STATISTICA CZ, verze 6.

Pro imunofluorescenci bylo zpracovano 12 vzorkl a byla pouZita metoda dvojitého znaceni. Jako
primarni protilatky byly pouzity B-catenin v koncentraci 1:100 (Cell Signaling Technology, USA, ¢.
9582), E-cadherin v koncentraci 1:100 (ThermoFisher Scientific, USA, ¢. CF800671), jako
sekundéarni protilatka Alexa Fluor 488 v koncentrace 1:200 (ThermoFisher Scientific, USA, ¢&.
A11008) a Alexa Fluor 565 v koncentraci 1:200 (ThermoFisher Scientific, USA, ¢. A11004). Jadra
byla kontrastn¢ obarvena Draq5TM (ThermoFisher Scientific, USA, ¢. 65-0880-92). Ziskani antigenu
bylo provedeno v citratovém pufru, pH 6 (20 min, horka lazen 90 °C). Sklicka byla pozorovana pod
konfokalnim mikroskopem Leica TCS SP8 (Leica Microsystems, Némecko). Obrazky byly upraveny
v Adobe Photoshop 2021 (Adobe, USA).

Vysledky
Do studie bylo zatazeno 85 vzorkil tumoru mlééné zlazy. Behem statistické analyzy jsme porovnavali
vliv velikosti tumoru na délku pteziti, tumory byly rozdéleny dle jejich velikosti - kategorie 1 (do 1
cm), kategorie 2 (1 -5 cm), kategorie 3 (5 -10 cm), kategorie 4 (vEtsi nez 10 cm), u mnohocetnych

cey

byl bran v potaz nejvétsi, délka pieziti je udavana ve dnech. Pro Zijici zvifata byla do analyzy
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doplnéna hodnota 2555 dni (= 7 let). Z vysledku plyne, ze jedinci s vétSim tumorem piezivaji

statisticky priikazné krats$i dobu (p=0,0316) nez zvitata kterym byl odstranén tumor mensich rozméri.
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Graf 1. vliv velikosti tumoru délku pieziti pacientt (p=0,0316)

Dalsim sledovanym parametrem bylo srovnani vlivu pfitomnosti lymfangioinvazivity na délku
preziti. Statisticky prukazné kratsi délka pteziti u zvifat s prokazanou lymfoinvazivitou oproti skuping

bez lymfoinvazivity (p = 0,0496).
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Graf 2. vliv lymfangioinvazivity na délku pfeziti pacientt (p = 0,0496).

Dal$imi sledovanymi parametry bylo porovnani mitotického indexu s absenci nebo pfitomnosti
angioinvazivity, dale srovnani mitotického indexu se stupném malignity dle systému Pena et al.
(2013).

V ptipadé¢ imunofluoresce¢ni analyzy tumord mlééné zlazy jsme u malignich nadorG pozorovali
sniZzenou epxresi E-cadherinu. Ztrata E-cadherinu neni generalizovand, nejmarkatngj$i zmény jsme
pozorovali v oblastech ,,puéeni tumoru® a v invazivnim okraji tumoru. Zmény v expresi f3-kateninu
JsSou spojeny se ztratou signalu E-cadherinu. Pozorovali jsme ¢aste¢nou ztratu signalu B-kateninu na
membrandch maligni formy karcinomu mlécéné Zlazy pst, ale nejmarkantnéjsi zmény byly ve vzorci
exprese, ktery se méni z linearniho membranového na shlukovany a nerovnomérny vzorec. V
neékterych ptipadech nadori mlécné zlazy psii jsme pozorovali jadernou expresi tohoto proteinu,

ktera, jak se zda, nesouvisi s biologickym chovanim nadoru.
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Zavér

Z ptedbéznych vysledkii byla zjiSténa statisticky vyznamnd souvislost mezi velikosti tumoru
a celkovou délkou pfieziti pacienti (p=0,0316). Zjisténa lymfangioinvazity méla také statisticky
vyznamny vliv na délku preziti (p = 0,0496). Déle byla zjisténa statisticky vyznamna souvislost mezi
stupném angioinvazivity a rostouci hodnotou mitotického indexu, stejné tak jako vysSi hodnota
mitotického indexu s stupném malignity dle systému Pefia et al. (2013).

V réamci vyuziti imunofluorescencni metody byla pozorovana snizena exprese adhezivnich molekul
u malignich tumor mlé¢né zlazy. Tato skutecnost by mohla byt prognosticky vyznamnym faktorem
pro pacienty trpici tumory mlecné Zlazy. Vzhledem k nizkému poctu vzorkl se bude v analyze

pokracovat i v roce 2022.
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Vliv pouzité davky medetomidinu na mnozZstvi ejakulatu u kocouri a porovnani dvou metod
odbéru ejakulitu u kocouri — uretralni katetrizace a elektroejakulace
Klara Jelinkova, Roman Vitasek
Oddéleni reprodukce, Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterindrniho \ékarstvi, Veterindrni

univerzita Brno

Uvod

V soucasné dob¢ je nejpouzivanéjsi metodou odbéru ejakulatu u kocourt elektroejakulace provedena
v celkové anestezii. Mezi nejbéznéji pouzivana anestetika patii kombinace ketaminu (v dévce 5
mg/kg télesné hmotnosti) s medetomidinem (v davce 80 pg/kg télesné hmotnosti) aplikovana
intramuskularn¢ (1). Uretralni katetrizace po anestezii navozené medetomidinem je novou,
neinvazivni metodou odbéru ejakulatu u kocourt s priznivymi vysledky (2; 4). Ve studii, provedené
na oddéleni reprodukce, KCHPK, VETUNI Brno v roce 2018, byly vzorky ejakulatu odebrané
prostfednictvim uretrdlni katetrizace charakterizovany niz§im objemem, motilitou, Zivotnosti
spermii, procentem morfologicky nezménénych spermii a nizSim celkovym poctem spermii
Vv ejakulatu v porovnani s elektroejakulaci a vyplachem nadvarlat (3). V dalsich védeckych studiich
byly taktéz vzorky ejakulatu z uretralni katetrizace charakterizovany niz$im objemem ¢i motilitou
Vv porovnani se vzorky ejakulatu z elektroejakulace nebo vyplachu nadvarlat (2; 4). Nicméné zde
nebyly shledany rozdily v celkovém poctu spermii v ejakulatu odebraném uretralni katetrizaci oproti
ejakulatu pochazejicim z elektroejakulace nebo vyplachu nadvarlat (2; 4). Otazkou z(stava, zda
uvedené rozdily ve zminénych studiich mohly byt zptisobeny pouzitim rozdilnych anestetickych
protokold. V nasi praci byla pouzita niz$i davka medetomidinu (80 pg/kg t€lesné hmotnosti) (3) v
porovnani s citovanymi studiemi (100-140 pg/kg télesné hmotnosti) (2; 4).

Cilem projektu bylo vyhodnotit vliv pouziti dvou rozdilnych davek medetomidinu (80 ng/kg télesné
hmotnosti a 150 pg/kg télesné hmotnosti) na objem ejakulatu a celkové mnozstvi spermii v ejakulatu
u kocouru pfi pouziti metody uretralni katetrizace. Dal$im cilem bylo porovnat kvalitativni vysledky

vySetieni parametril ejakulatu z uretralni katetrizace a elektroejakulace.

Material a metodika
Do projektu bylo zafazeno 31 pohlavné dospélych kocouri ve véku 1-5 let, u nichz majitelé zadali
chirurgickou kastraci zvitat. Zvitata byla rozdélena do dvou skupin.
1. skupina zvitat byla uvedena do celkové anestezie kombinaci nizké davky medetomidinu (80 ug/kg,
ptipravek Cepetor, CP-Pharma, Burgdorf, Némecko) s ketaminem (5 mg/kg, piipravek Narkamon,

Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané, CR), aplikované intramuskularng. Poté byl proveden odbér
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ejakulatu uretralni katetrizaci a nasledné elektroejakulaci u kazdého zvitete. K elektroejakulaci byl
pouzit elektroejakulaéni protokol podle Howarda a kol. (1). Po ukonceni elektroejakulace byla
provedena chirurgicka kastrace zvirat.

2. skupina zvitat byla uvedena do anestezie za pouziti vysoké davky medetomidinu. Medetomidin
byl aplikovan v davce 150 pg/kg intramuskularné (pfipravek Cepetor, CP-Pharma, Burgdorf,
Némecko). Nasledné byl proveden odbér ejakulatu uretralni katetrizaci a elektroejakulaci u kazdého
zvitete. Pfi elektroejakulaci byla v pfipadé potieby prohloubena anestezie za pouziti propofolu
v davce 0,5 — 4 mg/kg, intraven6zné (ptipravek Norofol, Norbrook Laboratories Ltd., Newry, Severni
Irsko). Po ukonceni elektroejakulace byla provedena chirurgicka kastrace zvirat.

Nasledn¢ bylo provedeno laboratorni vysetieni vSech vzorki ejakulatu, pti¢emz byl stanoven celkovy
objem, motilita, zivotnost a koncentrace spermii. Bylo provedeno morfologické vysetieni spermii a
z urcenych hodnot celkového objemu a koncentrace byl vypocten celkovy pocet spermii v ejakulatu.
Vysledky z obou skupin byly statisticky porovnany za pouziti programu GraphPad Prism (verze 9,
GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Pro testovani statistickych rozdilt mezi ziskanymi
daty byl pouzit dle zavislosti vybéri Mann-Whitney test nebo Wilcoxon test. Jako statisticky

vyznamné byly v obou piipadech stanoveny rozdily na hladiné vyznamnosti P <0,05.

Vysledky

Pii statistickém porovnani vysledkti objemu a celkového poctu spermii ejakulatu ziskaného uretralni
katetrizaci v ramci dvou riznych metod anestezie, nebyly shledany statisticky vyznamné rozdily ve
vySetfovanych parametrech mezi metodou anestezie s nizkou dédvkou medetomidinu a metodou
anestezie s vysokou davkou medetomidinu.

Dale byl stanoven celkovy objem ejakulatu a celkovy pocet spermii v ejakulatu ziskany od kazdého
kocoura (sectenim pfisluSnych hodnot z uretrdlni katetrizace a elektroejakulace) v ramci dilcich
metod anestezie. Nasledn¢ bylo stanoveno, kolik procent z téchto celkovych hodnot zahrnuje ejakulat
z uretralni katetrizace. Vysledné hodnoty z dvou riiznych metod anestezie byly mezi sebou statisticky
porovnany. Vysledné rozdily byly ve vSech piipadech zhodnoceny jako statisticky nevyznamné.
Tudiz ani timto zptisobem vypoétu nebyl prokazan rozdil v celkovém objemu a v celkovém poctu
spermii V ejakulatu mezi metodami s pouzitim nizké a vysoké davky medetomidinu.

Jak podle medianu hodnot z deskriptivni statistiky, tak podle statistického srovnani jednotlivych
testovanych parametrt ejakulatu, bylo prokazéano, ze ve vétSin€ parametrli (objem, motilita, Zivotnost,
pocet morfologickych zmén spermii a celkovy pocet spermii) bylo dosazeno lepSich vysledka pii
pouziti elektroejakulace oproti uretralni katetrizaci. Jedinym parametrem, ktery nevykazoval

statisticky vyznamné rozdily byla koncentrace. Vysledky tohoto statistického porovnani byly shodné
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Vv ramci obou pouzitych metod anestezie. Vysledky deskriptivni statistiky vybranych kvalitativnich

parametrl ejakulatu jsou uvedeny v tabulkach ¢. 1. a 2.

Tabulka ¢.1. Deskriptivni statistika vybranych vysetfovanych parametra ejakulatu pfi pouziti nizké

davky medetomidinu (pocet zvifat = 20). EE — elektroejakulace, CT — uretralni katetrizace

Primér|S.D. | Median | Minimum | Maximum

Objem [pl] CT| 25,08| 40,22| 12,50 2,50 185,00
EE | 113,00{190,40| 45,00 23,00 735,00

Motilita [%] CT| 48,95| 28,26 70,00 0,00 80,00
EE| 65,26| 21,18, 70,00 10,00 80,00

Celkovy pocet spermii [x 10°] CT| 4,47 6,90 1,80 0,01 26,80
EE| 17,45| 14,77| 15,65 0,72 69,36

Morfologické zmény spermii [%] CT| 44,33| 21,20| 38,00 19,00 99,00
EE| 3505| 16,30 29,50 16,00 76,00

Celkovy pocet spermii EE+CT [x 10¢] 2191| 18,93| 18,12 2,24 87,85
Celkovy objem ejakulatu EE+CT [ul] 138,10|219,40| 65,00 25,50 920,00
Pomér CT z celkového poctu spermii [%] 19,08| 20,97| 12,20 0,06 79,55
Pomeér CT z celkového objemu ejakulatu [%] 23,52| 16,86| 20,05 0,87 61,53

Tabulka ¢.2. Deskriptivni statistika vybranych vysSetiovanych parametrii ejakulatu pti pouziti vysoké

davky medetomidinu (pocet zvitat = 11). EE — elektroejakulace, CT — uretralni katetrizace

Primér | S.D. | Median | Minimum | Maximum

Objem [pl] CT| 18,64| 6,36| 20,00 10,00 30,00
EE | 47,73/18,08| 40,00 30,00 85,00

Motilita [%] CT| 60,00(14,83| 60,00 40,00 80,00
EE| 68,18 9,80| 70,00 50,00 80,00

Celkovy pocet spermii [x 10°] CT 3,47| 2,60 3,07 0,65 9,90
EE | 13,41|11,90 9,10 3,75 38,68

Morfologické zmény spermii [%] CT| 31,18| 7,40| 31,00 20,00 45,00
EE | 24,64| 560 24,00 19,00 34,00

Celkovy pocet spermii EE+CT [x 10¢] 16,88 (12,83| 10,46 5,72 44,17
Celkovy objem ejakulatu EE+CT [pl] 66,36 16,29 | 60,00 50,00 100,00
Pomér CT z celkového poctu spermii [%] 24,63|15,87| 15,09 7,05 46,32
Pomér CT z celkového objemu ejakulatu [%] 29,50(11,96| 30,00 13,33 50,00
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Zavér

Predpoklad, ze pouziti vysoké davky medetomidinu, bude mit pozitivni vliv na kvalitu ejakulatu
ziskaného uretralni katetrizaci, se ndm Vv ramci studie nepodafilo statisticky prokazat. K odbéru
ejakulatu u kocourti prostfednictvim uretralni katetrizace by tedy meéla byt dostacujici nizsi davka
medetomidinu (80 pg/kg télesné hmotnosti). Nicmén¢ stfedni medianové hodnoty jak objemu, tak
celkového poctu spermii, Z metody uretralni katetrizace v ramci deskriptivni statistiky se zvysily pfi
pouziti metody s vysokou davkou medetomidinu oproti metodé s nizkou davkou medetomidinu.
Efekt vSak nebyl natolik vyrazny, aby se projevil ve statistickém srovnani.

Vzhledem k tomu, Ze pii pouziti elektroejakulace, bylo dosazeno lepSich vysledkt v naprosté vétsing
sledovanych kvalitativnich parametra ejakulatu v ramci obou metod anestezie, Ize fici, Ze tato studie

potvrdila vhodnost elektroejakulace jakozto metody prvni volby pfi odbéru ejakulatu u kocourt.

Seznam literatury
1) Howard, J.G.; Brown, J.L.; Bush, M.; Wildt, D.E.: Teratospermic and normospermic domestic
cats: ejaculate traits, pituitary-gonadal hormones, and improvement of spermatozoa motility and
morphology after swim-up processing. J Androl. 1990, 11, 204-215.
2) Zambelli, D.; Prati, F.; Cunto, M.; lacono, E.; Merlo, B.: Quality and in vitro fertilizing ability of
cryopreserved cat spermatozoa obtained by urethral catheterization after medetomidine
administration. Theriogenelogy. 2008, 69, 485-490.
3) Jelinkova, K.; Vitasek, R.; Novotny, R.; Bartoskova, A.: A comparison of quality parameters of
fresh feline ejaculates collected by three different collection techniques. Reprod Domest Anim.
2018, 53(5):1068-1074.
4) Prochovska, S.; Nizanski, W.; Ochota, M.; Partyka, A.: Characteristics of urethral and epididymal
semen collected from domestic cats — A retrospective study of 214 cases. Theriogenology. 2015, 84,
1565-1571.

Tato prdace byla financovand grantem 1GA VETUNI 110/2021/FVL

48



Vliv metadonu na nitrooc¢ni tlak, velikost zornice a produkci slz u psi
Petr Rauser, Laura Staitkkova, Mat¢j Pavlik

Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita Brno

Uvod

Tlumeni bolesti je pfi feSeni patologickych procest vétSinou nezbytné. Pro adekvatni analgezii se
vyuzivaji pfedev§im mi-opioidni agonisté, mezi které patii i metadon. Ten navic pasobi i jako N-
methyl-D-aspartait (NMDA) antagonista a slaby inhibitor zpétného vychytavani serotoninu (SRI).
Svoji analgetickou potenci je metadon srovnatelny s morfinem. Metadon se u psii ¢asto vyuziva pro
perioperacni analgezii (1). Snizuje srde¢ni frekvenci a krevni tlak (2). Metadon tlumi bolest Iépe nez
napft. buprenorfin (3).

Pro udrZeni homeostazy oka je nutny stabilni nitroo¢ni tlak a dostate¢na produkce slz. Velikost
zornice ovliviiuje nitroo¢ni tlak (4). Samostatné aplikovani mi-opioidni agonisté (fentanyl) zvySuji
nitroo¢ni tlak (5). Produkci slz bud’ neovliviiuji (morfin)(6) nebo ji snizuji (petidin)(7). Vliv
metadonu na nitroo¢ni tlak a velikost zornice byl popsan pouze pfi soucasném podani
s medetomidinem. K vyznamnému ovlivnéni nitroo¢niho tlaku nedoslo, zmensila se vSak velikost
zornice (8). VIliv metadonu na produkci slz je zminovan pouze pii jeho aplikaci spole¢né s
acepromazinem (9,10), kdy doslo ke sniZzeni produkce slz.

Informace o Ucincich samostatné¢ podaného metadonu na nitroo¢ni tlak a produkei slz v§ak dosud
publikovany nebyly. Cilem této studie bylo analyzovat zmény nitroo¢niho tlaku, velikosti zornice a
produkce slz po intravendznim a intramuskuldrnim podani metadonu u zdravych psii. Predpokladali

jsme vzestup nitroo¢niho tlaku, zmenSeni velikosti zornice a snizeni produkce slz.

Material a metodika

Do studie bylo zafazeno 40 zdravych psi — klinickych pacienti o télesné hmotnosti 5-20 kg, kteti
podstoupili stomatologické osetieni. Psi byli rozdéleni do 3 skupin — skupina MetlV (n = 15), skupina
MetIM (n = 15) a kontrolni skupina Kon (n = 10). Projekt byl proveden formou randomizované
"dvojité slepé" studie. Svym rozsahem nepiekracoval bézné provadéné vykony a méteni, proto nebyl
vyzadovan projekt pokusu.

Vsem psum byl do v. cephalica antebrachii zaveden intraven6zni katétr. Na levém oku byl zméfen
nitroo¢ni tlak a velikost zornice, na pravém oku pak produkce slz. U vSech pst byla také zmétena
tepova frekvence a systolicky a diastolicky krevni tlak. Nasledn¢ byl psim skupiny MetlV
intraven6zné do v. cephalica antebrachii aplikovan metadon v davee 0,3 mg/kg (Synthadon 10 mg/ml

inj., Le Vet Beheer B.V.). Psim skupiny MetIM byl intramuskularné do m. longissimus dorsi
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injikovan metadon v davce 0,3 mg/kg. Psim kontrolni skupiny byl intravendzné aplikovan 0,9%
roztok NaCl v mnozstvi 0,03 ml/kg. Za 2, 5, 10, 20 a 30 minut po aplikaci byl na levém oku méfen
nitroo¢niho tlak a velikost zornice, tepova frekvence a systolicky a diastolicky krevni tlak. Za 30
minut po aplikaci byla na pravém oku zméfena produkce slz.

Psi byli pfi méfeni v tiché mistnosti se standardnim osvétlenim. VSichni psi byli v pribéhu méieni
pti plném védomi vsedé nebo ve sternalni poloze bez jakékoliv dalsi medikace nebo fixace. Nitrooc¢ni
tlak byl méfen aplana¢nim tonometrem (Tono-Pen XL, Medtronic) a zaznamendvan v mm Hg.
Velikost zornice byla méfena milimetrovym pravitkem pfilozenym na rohovku a zaznamenavana
v milimetrech. Produkce slz byla méfena Schirmerovym slznym testem (Tear Touch, Madhu
Instruments Pvl. Ltd.) a zaznamenavéana v mm za minutu. Tepova frekvence byla méfena monitorem
pro méfeni krevniho tlaku (Cardel 9401, Midmark) s palpacni kontrolou pulzu na a. femoralis a
zaznamenavana v poctu tepti za minutu. Systolicky a diastolicky krevni tlak byly méfeny neinvazivné
oscilometricky stejnym monitorem, manzeta byla pfiloZena na levé predlokti psa. Stfedni arterialni
tlak byl vypoéitan ze systolického a diastolického tlaku. Siika tlakové manzety odpovidala 40 %
obvodu ptedlokti psa. Krevni tlak byl zaznamenavan v mm Hg.

Metadon byl podan jako preemptivni analgezie, ihned po skonéeni méteni byli vSichni psi uvedeni
do celkové anestezie ve které podstoupili stomatologické oSetfeni. V tomto obdobi jiz zddnd méteni
provéadéna nebyla.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno programy GraphPad Instat 3.06 (GraphPad Software Inc.),
KyPlot 2.0 beta 15 (Koichi Yoshioka) a MS Excel (Microsoft). Pro srovnani hodnot v jednotlivych
casech oproti hodnotam vychozim uvniti kazdé skupiny byl pouzit Dunnettliv nebo Steeliiv test. Pro
porovnani produkce slz ve 30. minuté oproti hodnotdm vychozim uvniti kazdé skupiny byl pouzit
Wilcoxonuv test. Pro srovnani hodnot mezi jednotlivymi skupinami ve stejném case byl pouzit
Tukey-Kramerdv nebo Steel-Dwassuv test. Za klinicky vyznamny pokles produkce slz jsme

povazovali hodnoty Schirmerova slzného testu pod 10 mm za minutu.

Vysledky

Nitrooc¢ni tlak ani velikost zornice se u Zadné ze skupin v pribéhu naseho sledovani signifikantné
nezmeénil oproti stavu pied aplikaci ani pfi vzdjemném porovnani jednotlivych skupin mezi sebou.
Produkce slz se za 30 minut signifikantné snizila u pst skupiny MetlV (p = 0,0259), ve 30. minuté
vSak rozdil mezi skupinami zaznamenan nebyl. U ostatnich skupin signifikantni zmény v produkci
slz zaznamenény nebyly.

Tepova frekvence se signifikantné snizila v 5. (p = 0,0165), 10. (p = 0,0026), 20. (p = 0,0029) a 30.
(p = 0,0059) minuté ve skuping psu skupiny MetIV.
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Ostatni sledované hodnoty se uvniti skupin ani mezi skupinami signifikantné nelisily.
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Obrazek 4. Boxovy graf zobrazuje zmény hodnot tepové
frekvence po aplikaci metadonu (obdélniky znazoriuji
25-75%  hodnot, useCky zbyvajici  hodnoty,
horizontalni linie v obdélniku median; * statisticky

vyznamng niz$i ve srovnani s vychozi hodnotou

Metadon podany intravenézné nebo intramuskularné béhem 30 minut vyznamné neovliviiuje

nitroo¢ni tlak ani velikost zornice. Po intraven6znim podani sice signifikantné snizuje produkei slz,

avSak toto snizeni neni klinicky vyznamné. Metadon podany intravendzné signifikantné snizuje

béhem 30 minut i tepovou frekvenci.

Intravendzné 1 intramuskuldrné podany metadon ma béhem 30 minut minimalni vliv na sledované

o¢ni parametry, je proto vhodny pro analgezii 1 u pacientll s rizikem kolisani nitroo¢niho tlaku,

velikosti zornice nebo s nedostate¢nou produkeci slz.
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U¢innost a bezpe&nost vysSich peroralnich divek azaperonu pro dosaZeni sedace u prasat
Martin Svoboda, Patrik Predny, Jan Vasek, Jakub Netolicky

Veterinarni univerzita Brno, Klinika chorob prezvykavcu a prasat

Uvod
Stresové podminky, se kterymi se prasata setkavaji v podminkach intenzivniho chovu, jako je odstav,
pfeprava, slucovani prasat a nasledné boje, vyzaduji pouziti sedativ. NejCastéji pouzivanym
sedativem u prasat je azaperon. Jedna se o butyrophenonové neuroleptikum, které se pouziva u prasat
k redukci stresu, ale také ke snizovani agresivity (Porter et Slusser, 1985). Sedace prasat je obvykle
provadéna i.m. injekci azaperonu v davece 2 mg/kg télesné hmotnosti. Nevyhodou i.m. aplikace je, ze
azaperon zanechava vysoké a pretrvavajici koncentrace v misté injekce (Mestorino et al. 2013). Tato
skute¢nost vylucuje moznost jejiho pouziti pii prepraveé prasat na jatka. Moznym feSenim by mohlo
byt pouziti peroralni aplikace. Autoii Mestorino et al. (2013) prokézali, Ze po peroralni aplikaci
azaperonu nepiekrocila koncentrace azaperonu v analyzovanych tkanich maximalni rezidualni limit
stanoveny EU. Dal$i nevyhodou i.m. aplikace je kratkd doba ptisobeni uc¢inné latky. Jones (1972)
uvadi, Ze azaperon (i. m.) dosahuje svého maximalniho Gi¢inku po 15 minutach u mladych prasat, po
30 minutach u dospélych prasat a trvani ucinku je od 2 do 4 hodin. Pfipadnd opakovand injekéni
aplikace je pracnd a pro prasata stresujici. Kratkodoby ucinek mize byt limitujici napt. pii
déletrvajicim transportu nebo pii jeho pouziti ke snizeni agresivity a boji mezi selaty po jejich
slouceni po odstavu (Tan et Shackleton 1990). V jiZ feSeném projektu IGA 2019, kde jsme zjistili, Ze
peroralni podani azaperonu v davce 2 mg/kg per os indukuje sedaci u selat, ale k ziskani klinicky
srovnatelné sedace s injek¢ni aplikaci (2 mg/kg i. m.) je nutné pouzit davku 4 mg/kg per os. Dale
jsme zjistili, Ze se zvySenim davky peroralné¢ podaného azaperonu lze ucinit nésledujici zavéry:
nastup sedace je rychlejsi, konec sedace je pozd¢jsi, doba sedace je delsi (Svoboda et al. 2021).
Vyhodou peroralni aplikace azaperonu z hlediska welfare je moznost jeho hromadné aplikace bez
nutnosti fixace prasat v napajeci vod¢ nebo krmivu. Pfi tomto zplisobu aplikace vSak existuje riziko,
nckterd prasata prijmou vyssi davky ucinné latky. V literatufe nejsou doposud k dispozici udaje o
tom, jakym zpisobem pisobi zvySené davky azaperonu na organismus selat. Jsou dostupné pouze
udaje ziskané pfi akutnich testech toxicity na laboratornich zvitatech (aplikace per os, mys LD50 385
mg/kg, potkan LD50 245 mg/kg, morée LD50 202 mg/kg (Niemegeers et al. 1974). Uvedené
skute€nosti nas vedli k formovéani cile studie, tj. zhodnotit moZnost dosazeni U€inné;si a déletrvajici
sedace u prasat pomoci peroralni aplikace zvySenych davek azaperonu, véetné¢ zhodnoceni vlivu

téchto davek na celkovy stav organismu.
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Material a metodika
Celkem bylo pouzito 32 selat po odstavu, rozdélenych do 4 skupin po 8 kusech. Selata byla
dovezena do staji KCHPP (1680) a izolovéana v karanténé po dobu dvou tydnii. Selata byla krmena
standardnimi granulovanymi smésmi. Skupiné A (kontrolni) byl aplikovan per os 1ml
fyziologického roztoku. Skupiné B byl aplikovan azaperon per os v davce 4 mg/kg Z.h. Skupiné C
byl aplikovan azaperon per os v davce 8 mg/kg z.h. Skupiné D byl aplikovan azaperon per os v
davce 12 mg/kg z.h. U vSech skupin byla sledovana tiroven sedace na zakladé reakce na hlasitou
stimulaci tupym tderem kovu do kovového hrazeni. Tento parametr byl sledovan kazdych 15 minut
a hodnocen v nasledujicich stupnich. 0 - reakce vysokého stupné (poskok, ut€k), 1 - reakce
sttedniho stupné (zadné poskoky, ale reakce — ukrok stranou, pohyb hlavy, svalové chvéni, zvednuti
usi), 2 - zadna reakce. Dale byly hodnoceny fyziologické funkce prasat (0, 30, 90, 240 a 360 minut
po aplikaci). Jednalo se o pohyb (stupné 0-1-2), stupeni salivace (0-1-2), dechovou frekvenci a
télesnou teplotu. Krev byla selatim odebrana pted zahajenim pokusu (pfed aplikaci azaperonu) a v
intervalech 0, 30, 90, 240 a 360 minut po aplikaci. Vzorek krve byl odebran z vena cava cranialis.
Hematologické vysetieni zahrnovalo tyto parametry: koncentrace hemoglobinu, MCV, MCH,

MCHC, pocet erytrocytli, hematokrit, pocet bilych krvinek, diferencialni pocet bilych krvinek.

Vysledky
Intenzita reakce na hlasitou stimulaci tupym tderem kovu do kovového hrazeni se odvijela od podané
davky. Selata kontrolni skupiny, kterym byl aplikovan pouze fyziologicky roztok reagovala
vysokymi reakcemi takika po celou dobu pozorovani. Naproti tomu velké ¢ast selat skupiny D, které
byla aplikovéana nejvyssi davka (12 mg/kg Z.h.) vykazovala po vétSinu Casu pokusu pouze mirné ¢i
zadné reakce na podmét. U ostatnich skupin (skupiny B a C) byla zjiSténa jasna posloupnost intenzity
odezvy na podmét podle vyse davky aplikovaného azaperonu.
Dale byly hodnoceny fyziologické funkce prasat. Parametr intenzity salivace nebyl nikterak
vyznamny a slinéni se projevilo pouze v kratkém Casovém intervalu u malého mnoZstvi pozorovanych
zvitat.
Intenzita pohybu byla u kontrolni skupiny po celou dobu pozorovani normalni. Naproti tomu u
skupiny D, kde byla aplikovéana nejvyssi davka azaperonu bylo pozorovano v 90 a 240 minuté velké
mnozstvi leZicich zvirat.
Po celou dobu pozorovani nebyla zaznamenana v zddné skupiné respiracni frekvence bradypnoe.
Frekvence dychani se u skupiny A a B pohybovala povétsinou ve fyziologickém rozmezi pouze s
jednorazovymi vykyvy. Naproti tomu u skupin C a D ve kterych byla aplikovana vyssi davka, bylo u

zna¢ného mnozstvi selat po celou dobu pokusu pozorovano zvyseni respiracni frekvence (tachypnoe).
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Toto zvySeni bylo nejintenzivnéjsi u skupiny D, ve které byla aplikovana nejvyssi davka azaperonu
(12 mg/kg z.h.).
Béhem pokusu jsme téz provadéli méteni télesné teploty. Z vysledku je zfejmé, ze vyssi davky
azaperonu (skupiny C a D) mély vyznamny vliv na pokles teploty. Cim vy$si davka azaperonu byla
aplikovana, tim vétsi byl pokles teploty.
V prubéhu pokusu byla odebirdna krev na hematologické vysetfeni od vSech skupin selat. Mezi
jednotlivymi experimentalnimi skupinami nebyly zjiStény vyznamné rozdily v hematologickych
parametrech. U vsech selat se sice v prubéhu experimentu snizovaly hodnoty ¢ervené krevni fady, to
1ze vsak vysvétlit jako nasledek opakovanych odbért krve.
Zavér

Zvysenim davky peroraln¢ podaného azaperonu je nastup sedace rychlejsi, konec sedace nastupuje
pozd¢ji a doba sedace je delsi. Pouzivani vys$Sich davek azaperonu (skupiny C a D) vSak neni pro
selata vhodné, protoze negativné ovliviiuji nékteré fyziologické parametry, tj. zplisobuji vyznamné
zvySeni respiracni frekvence a pokles rektalni teploty.
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Vliv vyhFivaného dychaciho okruhu na télesnou teplotu psu pii umélé ventilaci
Lukas Novak, Tereza PipiSova, Laura Stankova

Klinika chorob psit a kocek, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni univerzita Brno

Uvod

V humanni i veterinarni praxi patiéi hypotermie mezi nejéastéj$i komplikace anestezie (1). Hypotermie
je spojovana s celou fadou komplikaci vyskytujicich se v prub&hu anestezie nebo po ni (2). Ve
veterinarni medicing se vyskytne az u 83 % pacientti podstupujicich celkovou anestezii (3).
RozliSujeme 3 zadkladni techniky k minimalizaci teplotnich ztrat v prubéhu anestezie - metabolické,
pasivni a aktivni (4). Metabolické metody zvysuji teplotni produkci organismu, zejména aplikaci
aminokyselin (5). Jejich vyuziti ve veterinarni medicing je zatim velmi omezené. Pasivni metody
zahrnuji zejména pouziti dek, ru¢nikd, bublinové folie piipadné izotermické folie a jejich aplikace
pod, respektive okolo pacienta (4). Samy o sob¢ jsou pasivni metody mén¢ G¢inné nez metody aktivni.
Mezi aktivni metody vyhtivani pacienta patii zejména pouziti generatori tepla ve forme vyhiivanych
dek nebo podlozek (4). Dal§i moznosti je vyuziti vyhiivaného inhala¢niho okruhu. Rada studii se
vénuje srovnanim nejraznéjsich forem ohtivadel umisténych vné pacienta (6).

Cilem této studie je zjistit jaky vliv ma samotné pouziti vyhiivaného inhala¢niho okruhu na rozvoj
hypotermie pii umélé ventilaci. Predpoklddame, Ze pii pouziti vyhiivaného dychaciho okruhu

nedojde k tak vyraznému poklesu télesné teploty.

Material a metodika
Do studie bylo zatazeno 40 zdravych psii podstupujicich stomatologické oSetteni v celkové anestezii.

Vsichni pti byli ve véku 1 — 10 let a o télesné hmotnosti 10 — 30 kg. Studie svym rozsahem
nepiekracovala béZné provadéné vykony, proto nebyl vyzadovan projekt pokusu. VSichni psi byli
pfed premedikaci klinicky vySetieni, byla jim zmé&fena tepovad a dechova frekvence, systolicky a
diastolicky krevni tlak a rektalni teplota. Premedikace celkové anestezie probihala pomoci 0,01 mg
kg medetomidinu (Domitor, Orion Pharma, Finsko) a 0,2 mg kg? butorfanolu (Butomidor,
Vetoquinol, Francie), které byly podavany spole¢né v jedné injekci intravendzné. Pro tivod do
celkové anestezie byl pouzit propofol (Proposure, Vetoquinol, Francie) v davce
1 -2 mg kg. Psi byli nasledné zaintubovani a pfipojeni na okruhovy, polouzavieny dychaci systém.
Anestezie byla vedena s vyuzitim izofluranu (Aerrane, Baxter S.A., Belgie) ve smési kysliku a
vzduchu. Psi byli po celou dobu anestezie ve hibetni poloze. Psi byli ndhodné rozdéleni do dvou
skupin - skupina NO (n = 20) a skupina VO (n = 20). Psi ve skupin¢ NO byli pfipojeni na dychaci
okruh bez vyhfivanych hadic. Psi ve skupiné VO byli pfipojeni na dychaci okruh s vyuzitim
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vyhtivace spojovacich hadic. Teplota vyhtivani byla nastavena na 45,0 °C. Pacienti obou skupin byli
po celou dobu ventilovani uméle (DF 15 dechd/min, PIP 12 cmH20, PEEP 2 cmH20). Pacientim
obou skupin byla méfena trachealni (T-TRA), jicnova (T-ESO) a rektalni (T-REK) teplota, tepova
(SF) a dechova frekvence (fr), systolicky a diastolicky krevni tlak (oscilometricky), ze kterych byl
poté vypocitan stfedni arteridlni tlak (TK-sti') a parcidlni tlak oxidu uhli¢itého ve vydechovaném
vzduchu (EtCO,). Zaroven byla méfena teplota inspira¢nich plynd (T-INS) a okolni teplota (T-OKO).
Hodnoty byly zaznamenavany v momentu pfipojeni na dychaci systém (T0) apoté v
desetiminutovych intervalech po dobu 60 minut (T10 — T60). Data byla statisticky zhodnocena
analyzou rozptylu (ANOVA) a Dunnettovym testem (p < 0,05)

Vysledky
Kolisédni hodnot T-TRA je zndzornéno v grafu ¢. 1, T-ESO v grafu ¢. 2 a T-REK v grafu ¢. 3. Ve

skupiné NO byla T-TRA a T-ESO signifikantné niz8i v porovnani s TO v ¢asech T30, T40, T50 a T60.
Vyznamné niz§i T-REK byla zjisténa v porovnani s TO v ¢asech T40, T50 a T60. Ve skupiné¢ VO
byla T-TRA vyznamn¢ sniZzena oproti TO v ¢ase T60. Hodnoty T-ESO a T-REK byly vyznamné
snizené oproti TO v ¢asech T50 a T60. Mezi obéma skupinami nebyly zjistény statisticky vyznamné

rozdily sledovanych teplot v jednotlivych casech.

Graf ¢. 1: Kolisani hodnot trachealni teploty psi bez vyhFrivani okruhu (NO) a s vyhfivanim
okruhu (VO) (body znazorfiuji primér, useéky smérodatnou odchylku, * oznacuje statisticky

vyznamné snizeni v porovnani s TO)
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Graf ¢. 2: Kolisani hodnot jicnové teploty psii bez vyh¥ivani okruhu (NO) a s vyhFivanim okruhu
(VO) (body znazornuji primér, usecky smérodatnou odchylku, * oznacuje statisticky vyznamné

snizeni v porovnani s T0)
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Teplota (°C)

0 10 20 30 40 50 60

Cas {min)

Hodnoty SF byly u skupiny NO vyznamné vyssi oproti TO v ¢asech T50 a T60. U skupiny VO byla
SF vyznamné¢ vyssi oproti TO v ¢asech T40, T50 a T60. Mezi obéma skupinami jsme nezaznamenali

statisticky vyznamné rozdily srde¢ni frekvence v jednotlivych sledovanych ¢asech.

Graf ¢. 3: Kolisani hodnot rektalni teploty psi bez vyhfivani okruhu (NO) a s vyhFivinim
okruhu (VO) (PP = hodnota pied premedikaci, body znazornuji pramér, usecky smérodatnou

odchylku, * oznacuje statisticky vyznamné sniZzeni v porovnani s T0)

- NO & VO

Teplota (°C)

Pp 0 10 20 30 40 50 60

Cas {min)

58



Hodnoty TK-sti byly ve skupin¢ NO statisticky vyznamn¢ niz$i ve srovnani s TO v ¢asech T40, T50
aT60. U skupiny VO jsme vyznamné zmény TK-stf oproti TO nezjistili. Mezi jednotlivymi skupinami
nebyl zjistén vyznamny rozdil v hodnotach TK-stt v jednotlivych sledovanych Casech.

Rozdily dalsich méfenych hodnot uvniti nebo mezi skupinami nebyly zjistény.

Zavér
V pribéhu anestezie s pouzitim medetomidinu, butorfanolu, propofolu a izofluranu dochazi

k vyznamnému poklesu télesné teploty jiz po 30 minutach anestezie. Pokles teploty je srovnatelny

bez ohledu na to, zda jsou psi napojeni na vyhiivany nebo nevyhtivany dychaci okruh.
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Vyhledani optimalniho fedidla pro mrazeni epididymalnich spermii hi‘ebct

Petra Andrlova, Miroslava Mrackova, Michaela KabeSova, Hana Novotna, Markéta Sedlinska
Oddéleni reprodukce, Klinika chorob koni, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Kryokonzervace epididymalnich spermii je metoda, ktera umozZiiuje zachranu genetického
materidlu cennych zvitat pii krizovych situacich, nebot je znamo, Zze spermie dokéazou
Vv kastrovanych, spravné uchovavanych nadvarlatech ptezit az 96 hodin (Vieira et al. 2013). A protoze
se jedna prave o finalni kolekci spermii, je dlilezité pouzivat optimalni protokol pro jejich zpracovani
a mrazeni. Uspéch kryokonzervace hieb&ich epididymalnich spermii zavisi na teploté skladovani
biologického materialu, rychlosti ochlazovani, hygienické kontrole a chemickém slozeni fedidla
(Barbas et al. 2009). V piedchozich letech se tymu andrologické laboratote Kliniky chorob koni
podafilo jiz stanovit precizni metodiku pro zpracovani epididymalnich spermii hiebcti. Z minulé
studie podporované interni grantovou agenturou IGA 115/2020/FVL, vyplynula idealni koncentrace
spermii pro mrazeni (1000x10°6 v ml) a koncentrace glycerolu (4 %), ale ani u této nejlepsi
kombinace nebyla motilita spermii po rozmrazeni uspokojiva. Spermie byly mrazeny pouze v jednom
mrazeni epididymalnich spermii. Pfedkladany projekt je zaméteny na porovnani 4 bézné dostupnych
a nejcastéji pouzivanych fedidel pro koniské spermie (INRA 96, Gent, francouzské tedidlo
a BotuSemen GOLD), které jsme doplnili na nami zjisténou nejlepsi koncentraci glycerolu 4 % a
vyhledali tak optimalni fedidlo pro mrazeni epididymalnich spermii hiebct. I kdyz na toto téma jiz
podobné studie publikovany byly (Neuhauser et al. 2018, Neuhauser et al. 2019), ve vSech studiich
je pfi mrazeni pouzita niz§i koncentrace spermii a rtzné koncentrace glycerolu, dal§im
nezanedbatelnym rozdilem je také to, Ze motilita spermii po rozmrazeni neni ve studiich pozorovana
po dobu 3 hodin, které jsou rozhodujici, proto aby spermie dosahly vejcovodu, kde dochazi k oplozeni

vajicka.

Material a metodika
V projektu byla pouzita varlata s nadvarlaty ziskana pii kastraci zdravych hitebcti na Klinice chorob
koni a pii kastracich v terénnich podminkach, kdy ke zpracovani spermii doslo nejdéle do 12 hodin
po kastraci, aby prodleva mezi kastraci a zpracovanim epididymalnich spermii neovlivnila vysledky

studie.
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Postup ziskani spermii

Po kastraci byl peanem uzavien ductus deferens, varlata byla omyta sterilnim fyziologickym
roztokem a transportovana do laboratofe. Zde byla znovu omyta sterilnim fyziologickym roztokem.
V pribéhu dalsi preparace bylo od varlete oddéleno nadvarle, ze kterého byly odstranény povazky a
oddé€len ocas nadvarlete s ductus deferens, nebot tyto ¢asti nadvarlete obsahuji zralé spermie
pouzitelné pro ptipravu inseminacnich davek. Ocas nadvarlete a ductus deferens z kazdého varlete
byli samostatné proplachnuty retrogradnim smérem pomoci roztoku pro centrifugaci spermii, ¢imz

byl ziskan smésny vzorek spermii.

Po ziskani spermii doSlo k orientacnimu posouzeni motility spermii ve svételném mikroskopu
(Motilita 0). V ptipad¢, Ze motilita ziskanych spermii byla zhodnocena jako nizsi nez 10 %, vzorek
byl z pokusu vylouc¢en. Dale byla motilita spermii objektivné posouzena pomoci CASA systému
(Matilita 1), vzorky byly zcentrifugovany, supernatant odsat a spermie resuspendovany v fedidlech
tak, abychom ziskali 4 vzorky o koncentraci spermii 1000 x 10° v ml s riiznymi fedidly: INRA 96,
francouzské tedidlo, BotuSemen GOLD a Gent, které budou obsahovat 4 % glycerolu. Motilita u
kazdého vzorku byla nasledné vyhodnocena na piistroji CASA (Motilita 111.4).

Vsechny vzorky byly rozplnény do oznacenych pejet (Minitiibe International) a zamrazeny v tekutém
dusiku béZznym postupem pro mrazeni hiebciho ejakulatu v andrologické laboratofi Kliniky chorob
koni: po dvouhodinové ekvilibraci pejet pti chladnickové teploté, byly pejety zamrazeny za pouziti
poloautomatického systému od firmy Minitiibe International, kdy pejety jsou ve specialnim zatizeni
umistény nejprve do par tekutého dusiku a postupné klesaji smérem k hlading tekutého dusiku, do

kterého klesnou cca po 20 minutadch od umisténi pejet do mraziciho boxu.

Nejdtive po péti dnech od zamrazeni byly pejety rozmrazeny pfti teploté 38 °C po dobu 30 vtefin a na
pfistroji CASA byla posouzena motilita spermii bezprostfedné po rozmrazeni vzorku (Motilita I111-
4). Dale byly vSechny vzorky ponechany ve vodni lazni pfi teploté¢ 38 °C a motilita spermii byla

posouzena za 60; 120 a 180 minut po rozmrazeni (motilita IV1.4, V1.4, Vl1.4).

Vysledky
Hlavnim cilem projektu bylo ovéfit teorii, ze motilita epididymalnich spermii po rozmrazeni je
rozdilna v zavislosti na pouZzitém fedidle a vyhledat optimalni kryokonzervac¢ni fedidlo. Vychazeli
jsme z predchozich poznatkti studie podporované interni grantovou agenturou IGA 115/2020/FVL,
ze které vyplynula idealni koncentrace spermii 1000 x 1076 v ml, s ptidavkem glycerolu 4 %.
Z vysledk celkové a progresivni motility, uvedené v Grafech €. 1. a 2., je jasné zietelné, Ze motilita

epididymalnich spermii je siln€ ovlivnéna pouzitym kryokonzervaénim fedidlem. Nejlepsi motilitu
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vykazovaly vzorky nafedéné fedidlem INRA 96, u téchto vzorkli byla i po 180 min inkubace
zaznamenana témét 30% motilita, coz je motilita dostaCujici k praktickému vyuziti. Proces
kryokonzervace je ¢asto devastujici pro témer polovinu motilnich spermii, nicméné u vzorkl, u
kterych byla pouzita fedidla Botusemen Gold a Gent byl tento pokles jesté vyssi (z 40-45% na 4-7%
po rozmrazeni). Vzorky nafedéné francouzskym fedidlem vykazovaly ve vétSiné€ ptipadech nulovou
motilitu jiz pfed mrazenim, domnivame se, ze doslo k chybné ptipravé tohoto diluencia, které neni

komer¢né dostupné.

Graf ¢. 1. Primérné hodnoty (%) celkové motility vzorki v jednotlivych ¢asech po rozmrazeni
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Graf ¢. 2. Primé&rné hodnoty (%) progresivni motility vzorkl v jednotlivych ¢asech po rozmrazeni
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Do celkového vyhodnoceni bylo zatazeno celkem 18 vzorkl. Nékolik vzork bylo ze studie vyfazeno
kviili nizkym motilitdm jiZ po preparaci a vyplachu z nadvarlat, pfi vyplachu nékterych varlat nebylo

ziskéano dostatecné mnozstvi spermii, aby mohly byt piipraveny vzorky se v§emi koncentracemi.
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Zavér
Velkym ptinosem projektu je zisk pro praxi vyuzitelné laboratorni metodiky na zpracovani
epididymalnich spermii hiebct. V nasi praxi se jako nejidedlnéjsi ukazalo pouziti fedidla INRA 96,
s koncentraci spermii 1000 x 106 v ml a pfidavkem kryoprotektiva glycerol 4 %. Protoze jsme
vyzkum provedli u relativné malého mnozstvi vzorkd, je tieba ve vyzkumu dale pokracovat a doposud
ziskané vysledky ovéfit. Nicméné prave diky této studii ndm bylo umoznéno ziskat prvni vysledky a
vytvofit precizni metodiku, ktera je pouzitelnd nejen pro dalsi vyzkum, ale i pro praktické pouziti v

kritickych situacich.
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VyuZziti imunokontracepce v regulaci pohlavni aktivity prepubertalnich kozla
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Uvod

Tzv. imunologicka kastrace neboli vakcinace, je zaloZzena na principu injekéné aplikované latky, ktera
navodi produkci protilatek proti gonadoreleasing hormonu (GnRH). GnRH je zodpovédny za
stimulaci tvorby gonadotropnich hormonti LH a FSH. Zatim jedinou registrovanou vakcinou v CR,
kterou lze pouzivat k imunologické kastraci, je pfipravek Improvac (synteticky peptidovy analog
GnRH spojeny s Diphtheria Toxoidem, vyrobce Zoetis) uréeny pro prasata. U¢inky imunokastrace
na pohlavni aktivitu kancli jsou zdokumentovany velmi dobie’. U malych ptezvykavci je
provedenych studii velmi mélo?. V minulém roce jsme diky ziskani financi z projektu IGA VFU Brno
(IGA 108/2020/FVL) méli moznost zkoumat vliv pfipravku Improvac na pohlavni aktivitu pohlavné
dospélych kozld. Z vysledki pokusu vyplyva, ze prepardit Improvac ma vyznamny
imunokontraceptivni u¢inek. Mél by vSak byt primarné urcen pro jedince pohlavné nedospélé, jez
jsou chovani pro vykrm a naslednou porazku. Nikde vSak neni udavano, po jakou dobu bude preparat
u téchto vékovych kategorii pisobit. V naSem pokusu jsme se zaméfili na kontinualni sledovani
nastupu ucinku preparatu Improvac na pohlavni aktivitu prepubertalnich kozlt, kterou jsme zjistovali
pomoci méfeni koncentraci testosteronu, méfeni velikosti plochy varlat, vySetfeni ejakulatu a

histologického vysetfeni tkan¢ varlat u kozll z pritbéznych bioptickych odbéri.
Material a metodika

Kozli (celkem 20 ks) byli nakoupeni jiZ jako 14 denni a jsou ustdjeni na Klinice chorob pfezvykavci
a prasat. Pokusy byly zahéjeny u kozli ve véku 3 mésict (polovina ¢ervna) a ukonceni je planované
na konci prosince. Pokusné skupiné (10ks) byl aplikovan preparat Improvac (s.c., 2 ml pro toto),
aplikace byla zopakovana za 4 tydny. Kozlikim je v intervalu 14 dni odebirana krev venepunkci V.
jugularis. Sérum je odesilano do laboratofe Synlab ke stanoveni koncentrace testosteronu. Soucasné
je méfena velikost varlat pomoci posuvného métitka (délka a $ifka), z nichz je nasledné vypocitana
plocha. Zaroven je od poc¢atku fijna (veék kozlikti 6 mésicti) provadéna elektroejakulace ve 14 dennich
intervalech. Ejakulat je vySetfovan na analyzatoru spermatu (CASA), soucasné je sledovana integrita
membran (barveni eosin/nigrosin) a jsou zhotoveny preparaty pro nasledné morfologické vysetieni.
Koncentrace spermii je pocitana v Burkerové komtrce. Doposud je provedeno 5 odbéri vzorkl a

jsou planovany jesté dva odbéry. Prvni biopsie varlat je vzdy provedena u kozlika pfi zvétSeni plochy
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varlat na Groven % primérné plochy v kontrolni skupiné. Excizni biopsie jednorazovou bioptickou
jehlou je provadéna v kratkodobé celkové anestezii izofluranem pomoci inhalacni masky, v
premedikaci xylazin 0,2 mg/kg i.m. a butomidor 0,02 mg/kg i.m. Biopsie nasledn¢ probihaji 1x
mésic¢né, maximalné 4x. Bioptaty jsou fixovany v 10% formaldehydu a déle zpracovany obvyklym
zpusobem v histologické laboratoii Ustavu histologie a embryologie VETUNI Brno. Histologické
vySetfeni spermatogenniho epitelu semenotvornych kanalkl varlat je provadéno na Klinice chorob
prezvykavci. Kontrolni skupiné (10ks) nebyl podan preparat Improvac, ale pouze fyziologicky
roztok 2 ml pro toto s.c. Odbér krve a méfeni varlat probihd dle stejného schématu jako u pokusné
skupiny. Elektroejakulace byla zapoc¢ata soucasné s pokusnou skupinou, zaroven u 4 kozlika byly
zapocaty bioptické odbéry varletni tkdn€. Oba zakroky probihaji 1x mési¢né. V kontrolni skupiné
doslo v pribéhu pokusu k uhynu jednoho jedince na respiracni onemocnéni a jeden jedinec byl

vytazen z divodl nevhodnosti (kolaps po elektroejakulaci). Celkem tedy ziistalo 8 kontrolnich kozIt.

Vysledky
Z vysledk je jasné patrné, ze po prvni aplikaci preparatu dochézi ke zvyseni (p < 0,05) koncentrace
testosteronu ve srovnani s kontrolni skupinou, naopak 14 dni po druhé¢ aplikaci je v pokusné skupiné
pozorovan vyrazny pokles testosteronu (p < 0,0001), hladina testosteronu se vSak jiz po tfech
mésicich po prvni aplikaci vraci do hodnot shodnych s kontrolni skupinou. (Graf 1). Velikost varlat
se ménila v zavislosti na hodnotéach testosteronu, statisticky signifikantni (p < 0,05) zmens$eni plochy
obou varlat bylo zaznamenano 14 dni po druh¢ aplikaci. Za dalsich 14 dni jiz byl tento rozdil vysoce
signifikantni (p < 0,0001) a pietrval az do 4 mésict od 1. aplikace preparatu. Nasledné byla obé
varlata bez signifikantnich rozdild ve srovnani s kontrolni skupinou (Graf 2). Odbéry ejakulati byly
zapocaty po 4 mésicich od prvni aplikace preparatu. V pokusné skupiné byl ziskan ejakulét pouze od
4 kozlikl s poctem spermii v priméru kolem 200 tis. spermii/ml a motilitou 65%. Koncentrace
spermii v kontrolni skupin¢ byla pies 1 mil spermii/ml a motilita 72%. Za 14 dni byla provadéna
elektroejakulace pouze v pokusné skupiné a byl ziskan ejakulat od 7 kozld, avsak 4 jedinci méli
azospermii. Za meésic jiz byl ziskdn ejakuldt od 9 jedinctl, avSak Sest jedincii se pohybovalo
s koncentraci pod 100 tisic spermii/ml a motilitou pod 50%. Koncentrace v kontrolni skupiné se
pohybovala v priméru okolo 700 tis. spermii/ml a motilitou 66 %. U pokusné skupiny je pozorovana
tendence ke zvySovani motility 1 koncentrace spermii. Pfi poslednim odbéru (6 més. po prvni aplikaci
preparatu) byla vSak stale koncentrace jen u 4 kozli nad 500 tis.(min. 5 tis., max. 1,5 mil.), avSak
motilita se jiZ pohybuje u vétSiny nad 70%. Kontrolni skupina mé primérnou koncentraci okolo 900
tis. (min. 110 tis., max. 2 mil.) a motilita se pohybuje stale v priméru okolo 66%. VySsetfeni integrity
membran vykazuje postupny narast procenta zivych spermii v pokusné skupiné, v poslednich

odbérech se pohybuje v priméru okolo 43% (s minimem 7% a maximem 66%). V kontrolni skupiné
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je procento zivych spermii v priméru 66%. Velmi prekvapivé jsou vysledky morfologii spermii.
Pokud se jiz povede odbér ejakulatu s ptitomnosti spermii je minimalné¢ 60% normospermickych.
Prozatim se v priméru vSechny ejakulaty pohybovaly nad 80% normospermie. U kontrolni skupiny

se hladina normospermie pohybuje nad 90%. Histologické vzorky zatim nebyly zpracovany.
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Graf 1: Primérné hodnoty koncentrace testosteronu méfenych v rozestupu 14 dnii (A-E) a nasledné

jedenkrat meési¢né (E —K) u pokusné a kontrolni skupiny.
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Graf 2: Primérné hodnoty plochy varlat v jednotlivych odbérech (A-K) provadénych v rozestupu 14

dntli u pokusné a kontrolni skupiny.
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Diskuse a zavér

V tomto experimentu byl jasné prokdzan vliv preparatu Improvac na varletni tkan prepubertalnich
kozliki. Doslo k poklesu testosteronu, ke zmenseni plochy varlat a ke zpozdénému néstupu
spermiogeneze ve srovnani s kontrolni skupinou. Délka trvani ti¢inku preparatu je u vSech kozlu 2,5
mesice po 2. aplikaci Improvacu, coz je délka deklarovana vyrobcem u kancii. Nasledné je nastup
spermiogenezy velmi zavisly na jednici. Nékteti kozli maji 1 5 mésicii po 2. aplikaci velmi nizkou

koncentraci spermii s nizkou ¢i nulovou motilitou.
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Hodnoceni senzorickych, fyzikalnich a chemickych vlastnosti vybranych analogii masa
a analogii masnych vyrobki
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Ustav hygieny a technologie potravin Zivocisného piivodu a gastronomie, Fakulta veterindrni

hygieny a ekologie, Veterindarni univerzita Brno

Uvod

Na trhu jsou dostupné masové analogové produkty riiznych druhti. Naptiklad rostlinné maso, jehoz
struktura a chut’ je podobna jako u bézné¢ho masa (1). Naroky na vyvoj nového potravinaiského
produktu, ktery uspokoji poptavku spottebitelil, jsou vSak velmi naro¢né. Kvalita, vyziva a senzorické
vlastnosti jsou prvnimi parametry, které je tieba vzit v tivahu pfed vytvofenim stravy zalozené na
rostlinnych bilkovinach (2, 3). Usp&iné kombinace funkénich piisad a metod zpracovani vedou ke
generovani senzorickych atributi podobnych masu, které jsou nezbytné k vzbuzeni pozornosti
U nevegetarianskych spotiebiteld (4). Analogy masa jsou pfijimany vegetaridny a veganskymi
spottebiteli, ktefi se vyhybaji konzumaci masa z etickych, ekologickych nebo zdravotnich divodi
(5). Takové vyrobky vsak nejsou tak popularni mezi konzumenty masa a flexitaristy kvli jejich nizké
smyslové pfitazlivosti (6).

Senzorické hodnoceni kombinované s instrumentalnimi opatfenimi, jako je struktura a barva, miize
byt vyhodné a mize pomoci zlepsit kone¢ny produkt. Budouci aplikace téchto metod mohou
zahrnovat integraci senzorickych testi béhem vyvoje produktu k lepSimu piimému zpracovani
a formulaci produktu. Provedenim senzorického hodnoceni se spolecnosti a vyzkumni pracovnici
dozvi cenné informace tykajici se atributi produkti a celkovych sympatii, které pomahaji poskytovat
obecngji piijimané a udrzitelné potraviny (4).

Cilem této prace bylo hodnoceni senzorickych vlastnosti (v syrovém stavu a po tepelném zpracovani)
a vybranych parametri (barva, struktura, atmosféra) ve vybranych analozich masa a analozich

masnych vyrobki a porovnat je se stejnymi vyrobky z konvenéni produkce.

Material a metodika
V této praci byly pouzity masné vyrobky a jejich veganské alternativy, které jsou bézné€ dostupné
v trzni siti v CR. Konktrétné se jednalo o mleté maso (MM) Bidfood Kralupy s.r.o., alternativu
Veganské mlet¢ (MV) Garden Gourment, hovézi burger (BM), Chovservis a.s.,; veganskou
alternativu burgeru (BV) Garden Gourment; vepiovy fizek (RM) Matusdk Agrion s.r.o. Dale
veganskou alternativu fizku (RV) Garden Gourment. Mad’arskou klobasu Mives hot (KM) Pick

Szeged a jeji alternativu Mad’arska klobana smoked classic — vegan (KV) Good Nature s.r.0. Veptovy
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parek (PM) Tesco Stores CZ a.s.; veganskou alternativu soya frankfurtes classic (PV) Well Well
potraviny s.r.0. Salam junior (SM), Kostelecké uzeniny a.s. a jeho alternativu soy salami (SV) od
spolecnosti KALMA, k.s. Dale veganské nudlicky (VN) a vegenské filety (VF) Garden Gourment.
Senzorické hodonceni

Kazdy z nasledujicich vyrobka: MV, MM, BV, BM, RV, RM, KV, KM, PV, PM, SV a SM byl
hodnotiteli hodnocen pied a po tepelné upraveé; anonymné. Tepelnd uprava byla provedena dle
pokynli uvadénych vyrobcem daného produktu. Hodnoceni probihalo ve zkuSebni mistnosti
vybavené hodnotitelskymi kéjemi dle CSN ISO 8589. Vysledky byly statisticky zpracovany
jednofaktorovym testem ANOVA, v MS Office Excel.

Fyzikalni vilastnosti

Barva

U téchto vzorka: MV, MM, BV, BM, RV, RM, KV, KM, PV, PM, SV a SM byla métena barva
pomoci spektrofotometru CM-5 (Konica Minolta Sensing, Inc., Japan) dle the CIE L*a*b* systému.
Naméfené hodnoty byly zpracovany pomoci SpectraMagic NX Color Data Software s tim, ze kazdy
vzorek byl zméfen 5x, z ¢ehoz byla spocitdna smérodatna odchylka pro kazdy vzorek.

Textura

Za pomoci pftistroje Instron Universal Testing Machine (model 5544) (Instron Corporation, United
Kingdom) a softwaru Merlin, Series IX byla méfena textura. Jednalo se o méfeni tvrdosti a
soudrznosti téchto vzorki: MV, MM, BV, BM, KV, KM, PV, PM, SV a SM. Tyto vzorky byly
upraveny do valcového tvaru o vySce 1 cm a priméru 1,25 cm a poté dvakrat stlaeny kompresni
deskou do dosaZeni 50 % jejich plivodni vySky pii rychlosti 50mm/min. U zbylych vzorkd, RM a
RV, byl pouzit Warner-Bratzlertest test k méfeni smykové sily v Newtonech a tuhost v kPa. Tyto
vzorky byly upraveny tak, aby kazdy vzorek byl 1 cm Siroky, 1 cm vysoky a 2 cm dlouhy. Rychlost
méteni byla 80 mm/min. Pro kazdy vzorek byl spocitan primér z 5 méteni a smérodatnd odchylka.
Chemicke vlastnosti

U alternativnich veganskych vyrobkul balenych v ochranné atmosféfe: RV, NV, FV, BV, MV, byla
meéfena atmosféra za pomoci stolniho analyzatoru Check Mate 3 (PBI Dansensor, Ametek Mocon).
Konktrétn€ byl méfen obsah kysliku, oxidu uhli¢itého a dusiku. Kazdy ze vzorkl byl zméten 2x a byl

spoCitan prumér a smérodatna odchylka.
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Vysledky

Tabulka 1. Senzorické hodnoceni produktii pfed a po tepelné Gpravé — vybrané parametry alternativ

—rozdilné pismena

a,b

oznacuji statisticky prikazny rozdil mezi produkty *p < 0,05

Produkt Celkovy vzhled — Dojem po ochutnani —
pred tepelnou tipravou po tepelné vipravé

MV 73,7424 82 574+21,8

MM 32,9+31,7° 48.9+24.6

BV 71,5+26,6 554352

BM 78,5+24,8P 60,1+26,7°

RV 90,3+182 66,3+31,2

RM 70,24+26,1° 82+19,8

KV 75,3+26,382 33,8+34,28
KM 92.8+10,9° 83,5+19,4°

PV 754+25,3a 38,54+26,22

PM 89,4+15,6° 76+21,7°

SV 49242412 34420,82

SM 87,4+13,3P 71,8+17,4

Tabulka 2. Barva masnych vyrobku a jejich veganskych alternativ — rozdilna pismena

statisticky prukazny rozdil mezi produkty *p < 0,05

b

oznacuji

L* a* b* Cc* h°
MV 51.84+0.85% | 12.96+0.40° | 16.31+0.48?% | 20.84+0.59 | 51.52+0.582
MM 43.90+1.62° | 15.3941.19% | 13.05+1.02° | 20.19+1.40 | 40.30+1.96°
BV 53.9241.04% | 10.58+0.47% | 12.98+0.53% | 16.75+0.66® | 50.83+0.91°
BM 47.2743.08° | 7.3310.96° | 10.91+£0.92° | 13.16£1.20° | 56.16+2.552
RV 58.06+1.19% | 15.64+1.582 | 30.18+2.572 | 34.00+2.922 | 62.62+1.29
RM 51.88+3.07° | 10.61+0.65° | 20.56+2.09° | 23.15+1.98° | 62.59+2.16
KV 29.75+3.06° | 23.32+2.53 | 10.54+0.89° | 25.594+2.66 | 24.40+0.82°
KM 34.05+0.77% | 21.70+£0.79 | 15.38+0.96% | 26.60+1.16 | 35.31+1.022
PV 57.63+1.10° | 15.30+0.31 | 25.13+0.42° | 29.424+0.50 | 58.67+0.24
PM 64.63+1.752 | 14.94+0.96 | 32.90+1.35% | 36.14+1.55 | 65.60+0.90
SV 45,12+0,32° | 21,93+0,482 | 21,71+0,27% | 30,86+0,512 | 44,72+0,39°
SM 57,610,272 | 12,5440,29° | 14,09+0,18° | 18,86+0,31° | 48,3440,372

Tabulka 3. Textura masnych vyrobku a jejich veganskych alternativ — rozdilnd pismena #

statisticky prikazny rozdil mezi produkty *p < 0,05

Tvrdost (N) Soudrznost (N)
KV 7.36+1.07° 1,05+0,01°
KM 25.22+3.70? 1,28+0,02°
PV 8.70+0.59 1,19+0,01
PM 13.89+1.92 1,19£0,03
BV 1.254+0.15° 0,96:+0,06
BM 2.98+0.332 1,12+0,02°
MV 2.054+0.18 1,00+0,04°
MM 2.04+0.22 1,110,042
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Smykova sila Tuhost (kPa)
(N)
RV 13,1242,35° 61,79+13,33°
RM 21,09+2,70? 72,55+6,572

*S.S. statisticka prikaznost

Tabulka 4. Atmosféra veganskych alternativ masnych vyrobkt balenych v ochranné atmosféie —

rozdilna pismena

ab oznaduji statisticky pritkazny rozdil mezi produkty *p < 0,05

Atmosféra
VZOREK: 0O- CO: Nz
RV 0,30+0,19 | 35,27+1,06® | 64,43+0,94°
NV 0,07+0,01 | 37,70+0,26%° | 62,24+0,25°
FV 0,45+0,19 | 35,23+1,36% | 64,34+1,22°
BV 0,224+0,07 | 34,63+0,63% | 65,14+0,59°
MV 0,08+0,06 | 33,97+0,74° | 65,97+0,70%
Zavér

Ptestoze vyrobci pouzivaji stale lepsi technologie pro vyrobu analogi masnych produkti, je z vyse

ziskanych vysledkt zfejmé, ze mezi masnymi vyrobky a jejich veganskymi alternativami existuji

statisticky prikazné rozdily jak v jejich senzorickych vlastnostech, tak i v barvé a textufe.
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Kultivace plisné Pseudogymnoascus destructans, ktera zptsobuje syndrom bilého nosu
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Uvod

Pseudogymnoascus destructans je pomalu rostouci, psychrofilni plisen, ktera roste saprofyticky
vV podzemi (1) nebo patogenné na létaci membrané a aurikularni ¢i nosni a obli¢ejové oblasti
zimujicich netopyru (2). Jako piivodce kozniho onemocnéni zvaného syndrom bilého nosu (white-
nose syndrome, WNS), je patogen P. destructans zodpovédny za vyrazny pokles poéti netopyra
v severoamerickych populacich. V minulosti identifikace WNS vyzadovala histopatologickou
analyzu (3). V posledni dob¢ je ov§em vyuzivana neinvazivni diagnosticka metoda se srovnatelnou
citlivosti, kdy jsou 1éze na netopytich kiidlech detekovany pomoci UV lampy (4). Tato neletalni
aVvterénu aplikovatelnd metoda je wuziteCnd nejen pro screening hibernujicich netopyri
na onemocnéni WNS, ale také pro cilenou biopsii specificky Zlutooranzové fluoreskujicich koznich
1ézi na ki¥idlech. Pro epidemiologické a fylogeografické studie WNS je dulezité mit k dispozici
zivotaschopné plisnové izolaty (5, 6).

V zésadg¢ existuji dva ptistupy shromazd’ovani vzorkt pro kultivaci plisni v terénu. Prvnim jsou stéry
povrchu kiize v misté viditelného ristu plisné. Druhym pak biopsie membrany kiidel s kozni 1ézi
zpiisobenou plisni. Tyto dva pfistupy Ize také kombinovat, aby se maximalizovala pravdépodobnost
ziskani zivotaschopné plisné¢ vhodné pro kultivaci v laboratofi. Doposud ovSem nebyly provedeny
zadné studie srovnavajici ucinnost téchto metod pro zisk kultur P. destructans. Zde uvadime
experimentalni studii porovnavajici vytéznost zisku izolatl ze stérii klize a biopsii membrany pomoci
UV zafeni.

Predpokladali jsme, Ze bioptické vzorky obsahujici hustou sit' hyf poskytnou vysSi pocet
kultivovatelnych jednotek (hyfy i konidie) ve srovnani se stéry z povrchu kuze. Tkanové biopsie
mohou také poskytovat ur€itou ochranu a dodéavat Ziviny, coZ umoznuje preZiti plisn€¢ b&hem
transportu vzorku do laboratofe. O nékterych mikroorganismech je znamo, ze inhibuji rlst
P. destructans (7, 8), a proto bakterialni kontaminace vzorki muze také ovlivnit vytéznost/zisk
izolatu. Proto jsme také zkoumali stupen interference mezi kultivovatelnou mikroflérou pfitomnou

na kizi a ziskem zivotaschopnych plisiiovych kultur.
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Material a metodika

Sher vzorkii

Zkoumali jsme mikrobiom ktize tii druhti netopyru, tj. netopyra velkého (Myotis myotis), netopyra
vychodniho (Myotis blythii) a vrapence velkého (Rhinolophus ferrumequinum), Vv jeskynich
a umélych podzemni ukrytech kontaminovanych P. destructans v Ceské republice, Polsku a Arménii
ve dvou hibernac¢nich obdobich. Ve vSech ptipadech bylo s netopyry zachazeno tak, aby se
minimalizoval stres a doba trvani odbéru vzorkli. Po dokonceni odbérii byly netopyii na misté
vypusténi zpét do volné piirody. Jesté pred manipulaci byla zvifatim méfena povrchova télesna
teplota pomoci bezkontaktniho infracerveného teploméru Raynger MX2 (Raytek Corporation, Santa
Cruz, USA). Ve studii byly odebrany vzorky celkem od 82 netopyrt, pficemz z kazdého netopyra
byly odebrany dva nebo tii typy vzorku. Nejprve byly odebrany stéry kiize pro kultivaci bakterii
a plisné. Potom pomoci UV lampy byly lokalizovany fluoreskujici 1éze na kiizi netopyrii a nasledné
byly odebrany bioptaty. Soucasné byla pofizena fotografie kiidla, coZ umoZnilo spocitat 1éze

Vv laboratofi s pomoci nastroje pro pocitani v softwaru ImagelJ (9).

Laboratorni izolace a kultivace vzorkii odebranych v terénu

Kozni bakteridlni stéry: Proveden byl stér z povrchu létaci blany sterilnim bavinénym odbérovym

tamponem a vzorek byl transportovan do laboratoie v Amies médiu (Copan Italia S.p.A, Brescia,
Italie). K izolaci bakterii byly pouzity Petriho misky s krevnim agarem (Columbia Agar Base, Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, UK) a MacConkey agarem (MCA; Oxoid, Basingstoke, Hamshire, UK)
doplnéné 5% ovci krvi. Prvni charakterizace prob¢hla pomoci hmotnostni spektroskopie MALDI-
TOF. Poté byla bakteridlni DNA extrahovana pomoci komer¢niho kitu (NucleoSpin® Microbial
DNA Extraction Kit, Macherey-Nagel, Némecko). Pro PCR amplifikaci byly pouzity univerzalni
bakterialni primery genu 16S rRNA 27F a 1492R. V objemu 25 pl obsahovala reakce cca 50 ng
genomoveé DNA; 12,5 pl Q5® High-Fidelity 2X Master Mix (New England BioLabs, UK), 2 ul vody
pro molekuldrni biologii (Bioron, Némecko) a 2 ul 10 mM forward a reverse primerd. Reak¢ni
podminky zahrnovaly poc¢atecni denatura¢ni cyklus pii 95 °C po dobu 15 minut; nasledovalo 35 cykla
1 minuta 95 °C, 1 minuta 58 °C a 2 minuty 72 °C, a nakonec 10 minut 72 °C. Produkty PCR byly
komeréné sekvenovany pomoci Sangerova sekvenovani v SEQme Inc. (Ceska republika) s pouzitim
univerzalnich primertt 800R a 1492R. Sekvence byly upraveny pomoci editoru BioEdit Sequence
Alignment Editor v.5.0.9 (10) a porovnany se znamymi sekvencemi v databazi NCBI pomoci BLAST
(GenBank).

Kozni plisiové stéry: Pro zisk plisni byly odbérové tampony s plastovym aplikatorem vlozeny

do transportnich zkumavek, skladovany pii 5-8 © C a zpracovany do 5-10 dnt (v zavislosti
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na geografické oblasti odbéru vzorku a vzdalenosti laboratofe). V laboratofi byl tampon navlhéen
v 0,1% sterilni vod¢é a vetien do agaru s kvasni¢nym extraktem, gluk6zou a chloramfenikolem.
Kultivace probihala pii 10 °C po dobu 14-30 dnt a nasledovala analyza pomoci mikroskopie.

Kozni bioptaty: Biopsie tkan¢ 1étaci blany byly umistény do sterilnich zkumavek s 15 pl NaCl 0,9 %

(pro zvlh¢ovani), skladovany pii 5—8 °C a béhem 5-10 dnii (v zavislosti na zemi odbéru) umistény
na agar se sladovym extraktem s antibiotiky a kultivovany pii 10 °C po dobu 14-30 dnti. Poté byly
vzorky mikroskopicky vyhodnoceny.

Statisticka analyza

Teplota povrchu téla, pocet ultrafialovych 1ézi a pocet bakteridlnich druht izolovanych z kazdého
netopyra a velikost kolonii byly testovany na normalni rozdéleni pravdépodobnosti pomoci testi
Kolmogorov-Smirnov a Shapiro-Wilkiv. Protoze vSechny parametry s vyjimkou velikosti kolonii
nevykazovaly normalni distribuci, byly poté testovany pomoci neparametrického Mann-Whitneyova
testu. Uinnost obou metod odbéru vzork®, pokud jde o uspdiny vytézek izolatu kultury
P. destructans, byla hodnocena pomoci testu rozdilu dvou pomért. Vzhledem k nizkému poctu
n¢kterych ptipadl byly rozdily v aspésnosti kultivace mezi druhy netopyrt testovany pomoci chi-
kvadrat testu s Yatesovou korekci v programu Statistica for Windows® 13.2 (StatSoft, Inc., USA).
Rozdil ve vhodnosti kultivaéniho média pro rust P. destructans (velikost kolonie) byl testovan
pomoci jednofaktorové ANOVY.

Vysledky
Celkem jsme ziskali 12 zivotaschopnych izolatd plisné P. destructans, pti¢emz ucinnost zisku kultur
byla vyrazné¢ vyssi u kultivace vzorkl ziskanych na zakladé cilené biopsie membrany kiidel (test
rozdild dvou pomért; p = 0,001). Mikrobidlni pteristani bylo zptisobeno sedmi druhy hub a kvasinek.
Plisen Chaetomium spp. byla nalezena pouze ve stérech z M. myotis. V po¢tu pozitivnich kultur
P. destructans ziskanych z M. myotis a M. blythii pomoci dvou metod odbéru vzorkt nebyl statisticky
vyznamny rozdil (chi-kvadrat test pro vytéry = 0,08; p = 0,778 a chi-kvadrat test pro biopsie = 0,3;
p = 0,583). Podobné nebyl Zadny vyznamny rozdil v poctu pozitivnich nalezi z koznich stérii mezi
Myotis sp. a R. ferrumequinum (chi-kvadrat test = 0,35; p = 0,553). I dalsi statistické analyzy vysly
jako nevyznamné i navzdory tomu, Ze se podaftilo vicekrat vykultivovat plisen z bioptatli z netopyrt
s niz$i teplotou povrchu téla, vy$$im poctem 1ézi viditelnych pomoci UV lampy a rozmanitéjsi
bakteridlni komunitou (teplota povrchu téla Z =-1,151; p=0,250; poc¢et UV-vizualizovanych koznich
1ézi na netopyra Z = 0,735; p = 0,462; pocet bakteridlnich druhli izolovanych z kazdého netopyra
Z =0,170; p = 0,865). Zjistilo se také, ze na tspéSnost kultivace P. destructans z bioptatu neméla
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statisticky vliv pfitomnost bakterii Serratia spp. a/nebo Pseudomonas spp. Analyza genu 16S rRNA
identifikovala sedm bakterialnich ¢eledi na ktizi M. blythii a R. ferrumequinum. Celkové mikrobiom

R. ferrumequinum vykazoval vétsi rozmanitost bakterialnich druht.

Zavér
K identifikaci, izolaci a charakterizaci P. destructans, jakozto pivodce zavazného infekéniho
onemocnéni WNS, jsou zapotiebi spolehlivé techniky odbéru vzorkd. V této studii jsme dokazali, ze
schopnost ziskat zivotaschopny izolat zminéné patogenni plisné z netopyru se liSila v zavislosti
na pouzité¢ technice odbéru vzorkli. Dle naSich zkuSenosti, vytéznost zivotaschopnych kultur
P. destructans lze vyrazn¢ zlepsit pomoci adekvatnich podminek transportu vzorku, vcetné
nepferusené¢ho chlazeni, ochrany vzorkl tkani pted vysychanim a pouzitim vhodného kultivacniho
média. Pro pochopeni biologie, patogeneze a epidemiologe P. destructans je nezbytné ziskat
zivotaschopné plisniové izolaty. Existuje totiz skutecné potieba pln€ porozumét novym patogentim,
které mohou vazné ohrozit divoka zvifata. Zatimco pro monitorovani a sledovani P. destructans
Vv populacich netopyri Ize pouzit kultury zalozené jak na vytérech z ktize, tak na biopsiich létaci blany

ktidla, vyssi u€innost prokazaly biopsie cilené na kozni 1éze pomoci UV zéfeni.
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Uvod

V¢ela medonosna (Apis mellifera L.) je vyznamny, téméf celosvétove rozsifeny hmyzi opylovatel.
Predstavuji nejvice komercné vyuzivany druh opylovatele. Zaroven jsou vSak napadany Sirokou
Skalou parazitli a patogend, mezi které patii i fada klinicky vyznamnych véelich virti. Ty jsou ve
véelstvech v malych davkach bézné ptitomny bez pozorovatelného dopadu na své hostitele (1).
Infekce véelimi viry je jednim z faktor podilejicich se na syndromu kolapsu vcelstev, pti kterém
medonosna je eusocidlnim druhem hmyzu, coz ji déla potencidlné¢ velmi nachylnou k pfenosu
patogenii. Uzky fyzicky kontakt velkého poétu véel a siln& organizovana socialni struktura véelstva
mohou vést k rychlému S$ifeni virQh Vv populaci. Vcela se muze infikovat pfimo kontaminovanou
potravou a virus pak dale §ifit vymésky, se kterymi prichdzi dalsi vcely do styku pfti uklidu ulu (3).
Vysoké davky virti detekované v pylu a medu jsou asociovany se zvysenou mortalitou véel (4).

Cilem prace bylo srovnani virové ndloze vybranych véelich virt u v€el a riznych materiala ziskanych
z v€elich ult (medové a pylové zdsoby, mél, stér) a zjiSténi, zda lze tyto neinvazivné odebrané

materialy vyuzit k detekci vcelich virt jako alternativu k vySetieni.

Material a metodika
Odbér vzorkl probéhl béhem kvétna a cervna roku 2021. Vzorky byly odebirany ze ¢tyt riznych
stanovist' na jizni Moravé (tab 1), celkem z 24 véelstev. Z kazdého véelstva bylo odebirano 50 jedincii
dospélych veel (1étavek), medové a pylové zasoby, mél a stér z kovové miizky, umisténé nad dnem
ulu. Vzorek 50 véel byl pred extrakci DNA homogenizovan v 30 ml fyziologického roztoku tiepanim
s porcelanovymi kuli¢kami. 100 pl vzniklého homogenatu bylo pouzito k extrakci pomoci roztoku
TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Podobnym zpisobem byly homogenizovany
I tampony pouzité k odbéru stéru, homogenizace vSak probéhla piimo v 1 ml extrak¢éniho Cinidla.
Krok homogenizace byl ptesko¢en u medu, pylu a méli. Extrakce nukleovych kyselin byla provedena
podle standardniho protokolu vyrobce. Vzorky méli byly vzhledem k velkému mnozZstvi necistot
dodate¢né precistény na magetickych kulickdch za pouziti sady Chemagic™ Viral DNA/RNA Kit
(PerkinElmer, Inc. MA, USA) podle standardniho protokolu. Detekce vybranych véelich vira byla
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provedena metodami qPCR a RT-PCR. Pomoci qPCR byly detekovany viry DWV, BQCV a SBV za
pouziti sady Luna® Universal One-Step RT-gPCR Kit (NEB, MA, USA). V reakci byly pouzity diive
publikované primery a sondy (5, 6, 7) ivlastniho designu. Reakce probéhla dle standardniho
protokolu s 40 amplifika¢nimi cykly, mnozstvi jednotlivych komponent v reakci bylo upraveno pro
celkové mnozstvi 15 pl. Pocet kopii viru byl stanoven na zéklad¢ standardni kiivky. Extrahované
nukleové kyseliny byly dale pouzity jako templat pro syntézu cDNA reverzni transkripci pomoci sady
ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis Kit (NEB, MA, USA) dle standardniho protokolu. Se
vzniklou cDNA byla provedena PCR reakce za pouziti ¢inidla OneTaq® 2X Master Mix with
Standard Buffer (NEB, MA, USA) dle navodu vyrobce. PCR prob¢hla s 5 diive publikovanymi pary
primert (8, 9, 10), slouzicimi k detekci virat ABPV, BQCV a SBV. Pro vizualizaci vzniklych PCR

produktti byla vyuzita gelova elektroforéza.

Vysledky
U vSech vzorki vcel byly uspésné detekovany viry DWV, BQCV a SBV. DWV byl ptitomen témer
u vSech véelstev v nizkych titrech (1,13%10 az 1,31x10% virovych kopii/ul RNA — dale jen k/pl),
Vv jediném véelstu byla zjisténa vys§i koncentrace, &itajici 1,86x107 k/ul. Zjisténé koncentrace virti
BQCV a SBV byly naopak pomérné vysoké. Pocet kopii BQCV se konzistentné pohyboval mezi 10°
az 107 k/ul. Zvysené, ale méné konzistentni vysledky byly zjistény u SBV, kde naméiené titry
dosahovaly hodnot od 10 do 108 k/ul. P¥itomnost ABPV byla zjiiténa u 54,17% vysetienych vzorki,
coz zéaroven piedstavuje veSkeré vzorky ze stanoviSté Kyvalka. U ostatnich vcelstev nebyl virus
pfitomen v detekovatelném mnoZstvi. Pfekvapivé dobrych vysledki v detekei virdi SBV a BQCV
bylo dosazeno pii vySetfeni medu. Pfitomnost virt byla zjiS§téna u vSech odebranych vzorka, coz
odpovida vysledkiim vySetieni vcel, a to dokonce v relativné vysokych koncentracich. Virus DWV
se podafilo detekovat u 15 (62,5 %) vySetfenych vzorkti medu a ABPV pouze u 3 (12,5 %) z nich.
DWYV se podafilo detekovat v 18 (75 %) vzorcich. Ve vzorich pylu byla také zjiSténa vyssi
koncentrace virovych ¢astic DWV, nez u vzorkd véel — od 10* do 108 k/ul. Velmi uspéina byla
I detekce virovych ¢astic BQCV a SBV v pylu. Na BQCV bylo pozitivnich 21 (87,5 %) vzorku pylu,
ptitomnost ¢astic SBV byla potvrzena u 22 (91,67 %) vzorkt. Stejné€ jako ve vzorcich medu byl u 18
(75 %) ze vzorkd pylu detekovan DW'V, a to ve stejném rozpéti koncentraci, jako tomu bylo u medu.
Pocet vzorkil pylu, ve kterych byla zjisténa ptitomnost ABPV, byl stejny, jako u vzorki vcel (13 —
54,16 % vzorkl pylu), ovSem rozlozeni ABPV-pozitivnich vzorkii na jednotlivych odbérovych
stanovstich bylo odlisné. V piipadé méli se prokazalo byt BQCV i SBV pozitivnich 17 (70,83 %)
vzorkl. DWV byl pfitomen u 11 (45,83 %) z vySetienych vzorki méli. ABPV se detekovat

nepodafilo. Nejméné Casto byly veeli viry detekovany ve stérech z ulové miizky. DWYV byl detekovéan
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u5 (20,83 %), BQCV u 13 (54,17 %), SBV u 12 (50 %) a ABPV u 3 (12,5 %) vySetfenych vzorkd.
Dva z ABPV pozitivnich vzorkli pochdzely ze vcelstev, u kterych ve vzorcich vcel nebyla ptitomnost
viru prokazana. Vysledky detekci jsou shrnuty v Tabulce 1. Srovnani stanovenych koncentraci k/ul

je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 1. Souhrn vysledki vySetieni pro pfitomnost virti v riznych materialech.

DWV BQCV SBV ABPV
Vzore Véel Me Py Mé Sté |Véel Me Py Mé Sté |Véel Me Py Mé Sté |Véel Me Py Mé
k Lokalita y d | | r y d | | r y d | | r y d | | Stér
Vi Brno + + + + + + + + + + + + +
V2 + + + + + + + + + - + + + + + +
V3 + + + + + + + + - + + + + +
\"Z + + - + + + + + + + + + + + +
1 Bukovina + + + + + + + + + + +
2 + + + + + - + + + +
3 + + + + + + + - + + + + +
4 + + + + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + + + + + +
6 + + - + + + + + + + + + + +
7 Bukovinka + + + + + + + + + + + + + + +
21 Kyvalka + + + + + + + + + + +
30 + + + + + + + + + + + + + + + + +
32 + + + + + + - + + + + +
34 + + + + + + + - + + + + + + +
54 + + + + + + + + + - + + + + + + +
55 + + + + + + + + + + +
57 + + + + + + + + + +
59 + + + + + + + + + + + +
61 + + + + + + + + + + + +
64 + + + + + + + + +
117 + + + + + + + + + +
119 + + + + + + + + + + + +
134 + + + + + + + + + + + + + + +

Tabulka 2. Minimalni (min), maximalni (max) a primérné hodnoty koncentrace virovych c¢astic

u virus-pozitivnich vzorku (,,/“ - koncentraci se nepodatilo stanovit).

Vcely
Pyl
Med
Mél
Stér

DWV [k/ul] BQCV [k/ul] SBV [k/ul]
min max prameér min max pramér min max pramér
1,13E+01 1,86E+08 9,30E+06 | 3,14E+06 5,05E+08 9,77E+07 | 1,76E+04 8,45E+09 5,74E+08
2,67E+05 1,03E+07 2,69E+06 | 2,85E+05 8,35E+07 1,96E+07 | 4,53E+04 2,19E+07 4,88E+06
/ 7,64E+04 1,16E+07 2,45E+06 | 1,58E+04 4,43E+06 1,11E+06
1,80E+02 4,98E+06 8,78E+03 / 1,08E+06 2,94E+09 3,17E+08
1,01E+05 5,35E+05 3,18E+05| 6,87E+04 7,99E+05 4,00E+05| 8,41E+03 1,19E+08 1,04E+07
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Zavér

V¢eli viry byly aspésné detekovany v rtiznych typech materialt, které bézné nejsou k diagnostice

véelich virt vyuzivany. NejlepSich vysledkid bylo dosazeno u detekci virovych c&astic v pylu

a v medu, které jsou zaroven mén¢ narocné k extrakci nukleovych kyselin. Zjisténé koncentrace vira

BQCV a SBV u medu a pylu byly pomérné vysoké a odpovidaly titrim téchto virt u vzorka vcel.

Tyto materidly jsou tak vhodnymi kandidaty na zjiSténi virové zatéze vcelstva.
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Zména texturnich vlastnosti jedlych obali pri skladovani v prostiedi s rozdilnou vlhkosti
Simona Dordevic, Dani Dordevic, Karolina Té€$ikova, Johana Zemancova, Lucie Jurkova,
Bohuslava Tremlova
Ustav hygieny a technologie potravin rostlinného pivodu, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,

Veterinarni univerzita Brno

Uvod
Obaly jsou v poslednich letech ve velkém zajmu jak odborniku, tak i Siroké vefejnosti, hlavné
z divodu ekologickych aspekti. Aby nedochéazelo ke znecistovani ptirody pouzitim syntetickych
obald, vyviji se obaly na piirodni bazi, ptedev§im vyrobenych z polysacharidi, bilkovin a lipida (1).
U takto vzniklych obalil je dulezité pfed samotnou aplikaci na potraviny zjistit jejich odolnost vici
skladovani v riznych prostiedich, naptiklad v prostiedich s riznou hodnotou vlhkosti, které mohou
mit vliv naptfiklad na zménu texturnich vlastnosti oball. PfedevSim pevnost oball je jednim
zZ hlavnich parametrii pro zjisténi kvality vyrobeného obalu, jelikoz urcuje schopnost obalu ochranit

balenou potravinu pied vnéjsimi vlivy (2,3).

Material a metodika

Vyroba obalil

Nejprve bylo navazeno 0,3 g k-karagenanu do kadinky, v ptipadé, kdy vzorek obsahoval i trehal6zu
bylo navazeno odpovidajici mnozstvi trehalozy (0,5; 1; 3 %). Do kadinky bylo ptidano 45 ml
destilované vody (jen u vzorki obsahujicich esencidlnich olej bylo ptidani 43,65 ml destilované vody.
Nasledné byl roztok rozmichan a zahtat na plotynce do ztekuceni. Nésledovalo michani na
magnetické michacce po dobu 10 min (50°C, 350 rpm). Déle byl pfidan pomerancovy esencidlni olej
v mnozstvi 0,45 ml, nasledovalo michéni po dobu 5 min. Poté bylo ptfidano 0,25 ml glycerolu a
vzorky byly michany dalSich 5 minut. Poté u vzorki s esencidlnim olejem nésledovalo ptidéni 1,3 ml
Tween 20 nebo Tween 80. Vzorky byly michany 7 min (60°C, 850 rpm) a poté vylity do Petriho

misek.
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Tabulka 1. Slozeni vzorkd obalt

Vzorek SloZeni

C 0.3 g x-carrageenan + glycerol

5 0.3 g x-carrageenan + tween 80 + orange essential oil + glycerol

17 0.3 g x-carrageenan + tween 20 + orange essential oil + glycerol
6C 0.3 g k-carrageenan + 0.5 % trehalose + glycerol

6 0.3 g x-carrageenan + 0.5 % trehalose + tween 80 + orange essential oil + glycerol
18 0.3 g x-carrageenan + 0.5 % trehalose + tween 20 + orange essential oil + glycerol
7C 0.3 g k-carrageenan + 1 % trehalose + glycerol
7 0.3 g x-carrageenan + 1 % trehalose + tween 80 + orange essential oil + glycerol
19 0.3 g x-carrageenan + 1 % trehalose + tween 20 + orange essential oil + glycerol
8C 0.3 g k-carrageenan + 3 % trehalose + glycerol
8 0.3 g k-carrageenan + 3 % trehalose + tween 80 + orange essential oil + glycerol
20 0.3 g k-carrageenan + 3 % trehalose + tween 20 + orange essential oil + glycerol
Skladovani

Vzorky byly skladovany v prostfedi o riznych vlhkostech (prostiedi laboratote — 45 %; NaCl (74 %);
KNOs (92 %); NaBr (57 %); MgCl2 (32 %) a silikagel (0%) po dobu 4 dnt.

Meéfeni textury

Textura byla méfena na piistroji TA.XT plus texturometru metodou ASTM D882-02, kdy byla
analyzovana pevnost (MPa) a pruznost (%). Pro méfeni byly filmy nastfihany na velikost 1x5 cm

a méteni bylo pro kazdy druh vzorku provedeno 5x.

Vysledky

V Tabulce 2 jsou shrnuty vysledky pevnosti pro 12 vzorkli a 6 rtiznych vlhkostnich podminek
skladovani. Kdyz se zamé¢fime na zmény pevnosti v ramci riznych skladovani, pak vzorek C
nevykazoval statisticky vyznamné rozdily (p>0,05) az na prostiedi s vlhkosti 45 % a 92 %, mezi
kterymi byl statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) zjistén. KdyZ porovname 0% a 32% vlhkost, pak
mezi témito skladovanimi dochdzelo ke statisticky vyznamnému (p<0,05) sniZeni hodnot pevnosti
u vétsiny vzorka; stejné tak u 32 % a 45 %. Kdyz ale porovname 45% a 57% vlhkostni prostfedi, pak
byly statisticky vyznamné rozdily (p<0,05) zjistény pouze u vzorku 19, 8C, 8 a 20.

V ptipadé€ pevnosti bylo v pfedchozich studiich zjiSténo, Ze s rostouci hodnotou vlhkosti prostredi
dochézelo ke snizeni pevnosti obalt (4,5), coz bylo zplisobeno absorbovanim vyssiho mnozstvi vody

do matrice vyrobenych obald, které tak ztracely na pevnosti (6).

82



Tabulka 2. Vysledky pevnosti (MPa) vyrobenych obali skladovanych v rtiznych prostiedich

0 rozdilné vlhkosti

Vzorek  Silikagel MgCl> Prostiedi NaBr NaCl KNOs
(0%) (32%) laboratote (57%) (74%) (92%)
45%
C 0,10 + 0,01 0,11+ 0,01 0,1(4 + o,())3A 0,10+0,01  0,13+004 0,06+ 0,03®
5 0,08 £ 0,01° 0,05 + 0,00¢ 0,10+ 0,018 0,03 +£ 0,014 0,05 + 0,00¢ 0,06 + 0,00¢
17 0,06 +0,00°  004+0018 007+001" 006+001" 0,05+0,00® 0,050,008
6C 0,13+£0,02A  0,08+0,00®8 0,15+0,02A 0,13+0,03* 0,14+0,01A  0,12+0,04
6 0,08+0,00¢ 0,06+0,01*® 0,11+0,02A° 0,08+0,01 0,06+0,00" 0,05+0,01®
18 0,09+0,018 0,06=+0,01"° 0,09+ 0,028 0,07 £ 0,014 0,05+0,01¢ 0,06 = 0,00A¢
7C 0,15+0,01¢ 0,09+0,03® 020+002* 0,16+0,01A° 0,13+0,00®8 0,17 + 0,04
7 0,11+0,018 0,07+0,00A°° 0,10+0,03*® 0,06+0,02A° 0,05+0,01¢ 0,07 =0,00A¢
19 0,07+0,004 0,05+0,01°° 0,09+0,02® 007+000° 004=001° 0,05=0,00°
8C 0,32+0,13  010+0,04 0,10+0,03% 0,14+0,01A 0,12+0,01® 0,07 +0,02¢
8 0,24+0,02® 0,06+001°° 020+0,04® 0,07+001" 0,05+0,01°° 0,04+0,01°
20 0,13+0,03¢ 0,03+0,01* 0,08+0,01% 0,03+0,02* 0,05+0,01"® 0,05 0,00

*rozdilna pismena v hornim indexu znadi statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi sloupci

V Tabulce 3 jsou shrnuty vysledky pruznosti pro vyrobené obaly. Zde je zajimavé, ze u vysledk
nebylo zjisténo, dle vySe zminénych informaci, Ze se ztratou pevnosti by dochazelo ke zvyseni hodnot
pruznosti, ale kdyZ srovname skladovani pti 45% vlhkosti a 92% vlhkosti, pak u vzorkli velmi ¢asto
dochazelo ke snizeni hodnot pruznosti, avSak jen u vzorkli 6C a 7C bylo toto snizeni pruznosti
statisticky vyznamné rozdilné (p<0,05). K témto d&jum muze dochazet v piipadech, pokud je vlhkost
prostiedi pfili§ vysoka, muize tak dojit k limitaci vykazovani plastifikaéniho G¢inku na obaly a tedy

muze dochézet ke snizeni pruznosti (7).

Tabulka 3. Vysledky pruznosti (%) vyrobenych obalti skladovanych v riznych prostiedich o rozdilné
vihkosti

Vzorek  Silikagel MgCl> Prostiedi NaBr NaCl KNOs
(0 %) (32%) laboratote (57 %) (74 %) (92 %)
(45 %)
C 66,54+ 2,85 81,25+0,84% 63,01+1,18* 10,27+3,92* 69,95+4,99* 63,87 + 1,00
5  102,64+2,73° 99,28+3,26° 8422+7,82% 10,30+8,40% 74,50=+2,42°® 84,45+ 3968
17 101,65+551C 9578+4,49°C 9242+427~ 9240+3,42" 83,38+5608 87,41+ 1,628
6C 78,71+4,338  76,88+3,75"F 76,13+6,43"8 69,05+7,29°¢ 79,32+2318 6539+3,97¢
6 99,64 +4,71~ 100,24 + 6,06 69,77 + 4,308 103,39+ 6,40 82,62+ 1,57C 85,63+ 9,46°
18 107,78 +5,758 108,67 = 11,39”8 108,29 +2,628 9530+3,81* 84,21+3,86C 87,55 2,97AC
7C  72,03+10,16 73,08+3,30°°  71,01+542 67,40+ 2,89AC 77,48+ 33580 65,77 + 2,004
7  9580+295%° 100,86+5808 72,89+6,53% 79,18+8,83°C 74,00+ 5,78°C 85,24+ 1,90¢°
19  93,87+0,85% 86,43+11,36C 111,24 +12,718 89,26+ 1,45°C 79,15+ 6,63 86,82 + 2,71AC
8C  62,44+1,06°° 62,62+0,37" 60,87+0,41° 62,14+0,65"C 66,18+ 1,088 70,24 + 3,258
8 66,91+ 0,958¢ 7475+4,36°C 64,00+1,65% 73,83+258% 82,44+576°C 69,48+6,27

20 73,44+226 69,02+277%  7491+423 69,11+9,03 73,95+621 7524+232"

*rozdilna pismena v hornim indexu znaéi statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi sloupci
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Zavér

V ramci vysledki ptispévku bylo zjisténo, ze se zvysujici se hodnotou vlhkosti prostfedi dochazelo

ke snizeni pevnosti vyrobenych filmil. Zatimco u pruznosti dochazelo u velké ¢asti vzorkt také ke

snizeni pruznosti, coz mize byt zptisobeno limitaci plastifika¢niho u¢inku na obaly.
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Uvod

Dostupnost potravni nabidky mize zasadn¢ ovliviiovat chovani ptacich predator. Potravni chovani
muze zaviset na densit¢ dostupné kofisti. Individualni chovani se méni v souvislosti se zménami
velikosti domovského okrsku a se zménami v nalétané vzdalenosti pii hledani potravy. Na trovni
populace muze dochazet ke zménam populaéni dynamiky a hnizdni uspé$nosti predatorti se zménou
dostupnosti potravni nabidky (1, 2).

Lunak ¢erveny (Milvus milvus) je stiedné velky dravec, ktery béhem zimovani spole¢né hiaduje na
pravidelné vyuzivanych hromadnych nocovistich (3). Na tuzemi Jihomoravského kraje vykazuji
lunaci vérnost n¢kolika nocovistim a lokalitam, ktera opakované vyuzivaji v pribéhu zimovani (4).
Hrabog polni (Microtus arvalis), jakozto jeden z nejpodetnéjsich malych zemnich savci v Ceské
republice (5), pfedstavuje vyznamnou soucast potravniho slozeni lunakt ¢ervenych béhem obdobi
hnizdéni, ale 1 zimovani (6, 7).

Ve 3-4 letych cyklech dochazi k populacni gradaci hrabost polnich v zeméd¢lské krajiné (8). V roce
2019 byla zaznamenana vyrazna gradace hrabot polnich napfti¢ Evropou a také Ceskou republikou
(9). Cilem této prace bylo stanovit zmény ve velikosti domovskych okrskil telemetricky znacenych
lundkti a zmény v poctech zimujicich lundkt vzhledem k potravni nabidce hrabosi polnich
v Jihomoravském kraji. Dal$im cilem bylo ur¢it, jaké dalsi faktory mohou ovliviiovat ¢asoprostorové

aktivity lunakt ¢ervenych béhem jejich zimovani.

Material a metodika

Cast dat pouzitych v této praci pochazela z predchéazejicich let jiz probihajiciho vyzkumu, nové
ziskana data vyznamné doplnila zpracovavany dataset. Studijni oblasti pro vyzkum potravniho
chovani lundki cervenych na populacni dynamiku hrabost polnich byl okres Bieclav, ktery je
situovany v jihovychodni ¢asti Ceské republiky. Pro studium faktorti ovliviiujici ¢asoprostorové
aktivity zimujicich lunakd cervenych byla oblast rozsifena o ptihraniéni oblasti Slovenska
a Rakouska, které sousedi s okr. Bieclav.

Do studie individudlniho potravniho chovani bylo zatfazeno 37 telemetricky sledovanych jedincii

lunaka ¢erveného, pfi¢emz tfi z nich se nachazeli ve studované oblasti od konce roku 2017 do roku

85



2020. Tito ptéci byli osazeni telemetrickym zafizenim, které pracuje v systému GPS/GSM. U téchto
ptaki byly stanoveny velikosti domovskych okrskli prostiednictvim 95% minimalniho konvexniho
polygonu a 95% kernel density estimate v programu ArcGIS (10). Nekumulativni mési¢ni velikosti
domovskych okrskl byly analyzovany v koordinacnim systému WGS 1984 UTM Zone 33 N. Pro
studium ¢asoprostorovych aktivit byla pouzita data s GPS pozicemi vSech 37 telemetricky zna¢enych
ptaki, kterd byla ziskédna v dob¢, kdy jedinec zimoval ve vyse vytycené oblasti v obdobi let 2015—
2020.

Pro studium poctu zimujicich lunakt byla vyuzita data spolupracujicich ornitologii z pfimého
pozorovani ¢tyt (2018) a péti (2019, 2020) hromadnych nocovist’ lunakt béhem lednového terminu
mezinarodniho s¢itani téchto ptakii. Byla monitorovana spole¢na nocovisté luiiakl cervenych znama
S pouzitim indexu aktivné obsazenych nor byla sledovéna populacni hustota hrabos$t polnich na
polich s picninami, pfedevsim s tolici vojtéskou, jetely ¢i trvalymi travnimi porosty (10). Index nor
je zjistovan pracovniky Ustfedniho kontrolniho a zkugebniho Gstavu zemédélského (UKZUZ)
a predstavuje pocty aktivné pouzivanych vstupi do nor na jeden hektar. Tato data jsou ukladana
a vefejné dostupna na webovych strankach UKZUZ.

Pro statistickou analyzu v programu R byl vzhledem k nelinearité dat velikosti domovskych okrska
a poétu zimujicich lunakt v souvislosti s densitou hrabosu pouzit model GAMM (generalized
additive mixed model). Vhodnost pouziti piislusného modelu byla testovana prostfednictvim
Akaikeho informaéniho kritéria pro malé datasety (AICc), piesnéji rozdilu AlCc (AAICc) vyssiho
nez dva (12).

Vysledky

Populac¢ni hustota hrabost polnich vyjadiend jako pocet aktivnich nor méla v zimé 2017 hodnotu 678,
v zim¢ 2018 hodnotu 1414 avzimé 2019 hodnotu 6673. V roce 2018 byl tedy zaznamenéan
dvojnésobny, v roce 2019 desetindsobny nariist hustoty populace hrabost. Velikosti domovskych
okrski lunaki se snizovaly se zvySujici se popula¢ni hustotou hrabost. Mezi roky 2017 a 2018 bylo
zaznamenano vyrazné snizeni velikosti domovského okrsku, zatimco mezi roky 2018 a 2019 nedoslo
témet k Zadné zméné. Pocty zimujicich lundkl vyrazné stouply v zimnim obdobi roku 2019, kdy
populacni hustota hrabosi dostdhla svého maxima.

Lufiaci zimovali v priméru 146 dni na plose o velikosti 136 + 82 km?. Rostouci populace hrabosi
ovlivnila ¢asoprostorovou aktivitu zimujicich lunakl ¢ervenych a s tim spojené vyuZiti jednotlivych
typt prostiedi v ramci domovského okrsku. Samci a juvenilni ptaci pied prvnim hnizdénim zimovali

na vétsi plose (méli vétsi domovské okrsky), nez samice a adultni ptéci, ktefi uz hnizdili. Adultni
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ptaci (tj. ptaci po svém prvnim hnizdéni) méli mensi tendenci vyuzivat spole¢nd nocovisté nez

juvenilni dosud nehnizdici ptéci.

Zavér
Zmény v populacni dynamice kofisti, ktera pro predatora predstavuje vyznamnou slozku potravy,
ovliviluji potravni chovani predatord. Velikost domovského okrsku lundka cervenych zavisi na
dostupnosti potravy. Kulminace populace hrabosi polnich méla za nasledek vyrazné zmenSeni
domovskych okrskti lunakt cervenych ve sledované oblasti a zvySeni poctu nocujicich lundkd na
spolecnych nocovistich béhem zimniho obdobi. Ziskané vysledky poskytuji moznost rozsifeni

vyzkumu potravniho chovani lunéka ¢ervenych i v pribéhu hnizdniho obdobi.
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mediciny, Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi

Uvod
Kontaminace prostiedi zejména antropogennimi organickymi polutanty pfedstavuje zavazny problém
Z hlediska zdravi ekosystému i lidské populace. Jednou z nejcastéji detekovanych skupin latek
V povrchovych a podzemnich vodach jsou pesticidy. Pesticidy jsou bézné pouzivané v zemedélstvi
a v domacnostech, pro svoji schopnost nerozpustnosti ve vodnim prostiedi a bioakumulace mohou
negativné ovliviiovat necilové druhy vodniho prostiedi. Fungicidni latka prochloraz zpiisobuje
maskulinizaci a inhibici produkce vitellogeninu u danii pruhovanych, stejné jako zvySeny pocet
intersexualnich jedinc a inhibici zrani pohlavnich zlaz (1). MCPA a metazachlor jsou b&zné
detekovanymi pesticidy ve vodnim prostiedi (2). Metazachlor je také jednim z nejvice pouzivanych
herbicidii ve Velké Britanii a Némecku (3). Metazachlor zptsobuje opozdénou ontogenezi u raka
mramorovych a jeho pfitomnost v povrchovych vodach miize byt smrtelnéd pro rand vyvojova stadia
tohoto druhu (4). Kyselina 4-chloro-o-tolyloxyoctova (znama jako MCPA) miiZze vyvolat u ryb
pfechodnou anemickou reakci, zanétlivou a imunosupresivni odpovéd’ a zvySenou migraci
granulocytd do postizenych tkani (5). Kromé pesticidt a 1é¢iv byvaji i ¢im dal castéji v povrchovych
vodach detekovana rezidua produkti osobni péée (PCPs — personal care products). Triclocarban patii
mezi bifenylethery pouzivané jako antimikrobialni latky a jeho vyskyt ve vodnim prostiedi
je celosvétovy. Koncentrace v povrchovych vodach se pohybuji v rozmezi <0,1 — 2300 ng/l (6).
RovnéZ u PCPs byl prokazan negativni vliv na organismy vodniho prostiedi. Naptiklad u parabent,
které jsou vyuZivané jako konzervanty v kosmetice, byly pozorovany biochemické zmény
v Zabernich a jaternich bunkach u ryb (7). Cilem prace bylo posoudit vliv rezidui pesticidi (MCPA,
prochloraz, metazachlor) aprodukti osobni péce (triclocarban, butylparabe, propylparaben,

methylparaben) na embryonalni a embryo-larvalni stadia riznych druhti ryb.
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Material a metodika

Byl proveden akutni embryonalni test toxicity v souladu s metodikou OECD 236 (8), ve kterém byla
oplozena vajicka kapra obecného (Cyprinus carpio), lina obecného (Tinca tinca) a dania pruhovaného
(Danio rerio) vystavena expozici MCPA a metazachloru (v koncentracich 0,05; 50; 500; 5 000
a 100 000 pg/1) a prochlorazu (v koncentracich 0,1; 1; 100; 1 000; 100 000 ug/1) po dobu 96 hodin,
produkty osobni péce byly testovany na stejnych druzich ryb jako pesticidy a dale byly otestovany
na drapatce vodni (Xenopus laevis). Triclocarban, ktery je zejména obsazen v dezinfekénich
prostfedcich byl testovan v koncentracich 0,1; 1; 10; 100 a 100 000 g/l a konzervanty pouZzivané
v kosmetice jako propylparaben a butylparaben v koncentracich 0,1; 1; 10; 100 a 100 000 ug/l,
methylparaben v koncentracich 0,5; 50; 500; 5 000 a 100 000 pg/l. K fedéni byla pouzita fedici voda
ptipravend podle normy ISO 7346 (1996) (9). Embrya byla do testu nasazena do 60-90 minut
po oplozeni do 24 jamkovych mikrotitraénich destic¢ek. Béhem pokusu byla embrya umisténa
do ristové komory s konstantni teplotou a fotoperiodou. Kazdych 24 hodin dochazelo k vyméné
roztokii a kontrole koagulace embrya, absence tvorby somitti, nedokonalému oddéleni ocasu
od zloutkového vacku a nepfitomnost srde¢niho tepu, morfologické zmény a cas lihnuti. Po
96hodinové expozici byly vzorky odebrany na hodnoceni zmén genové exprese vybranych gent
zodpovédnych za vyvoj orgdnovych soustav.

Dale byl proveden embryo-larvalni test na kapru obecném dle metodiky OECD 210 (10)
semistatickou metodou s pravidelnou vyménou lazn€ po 12 hodinach. Oplozené jikry byly vybrany
a umistény do krystaliza¢nich misek po 300 kusech. Testovana latka - prochloraz byla aplikovana do
nadob ve formé roztokil v koncentracich 0,1; 1; 10; 100 a 1 000 pg/l. Délka trvani pokusu byla do
ukonc¢eni larvalniho vyvojového stddia (28 dni po vylihnuti). Ryby byly krmeny 2x denné Cerstvé
vylihlymi Artemia salina. Po ukon¢eni pokusu byly larvalni stadia ryb usmrcena anestetikem (MS
222). U ryb byla sledovana mortalita, morfologické zmény a vyvojové abnormality. Z biomarkert
oxidativniho stresu byly stanoveny enzymatické parametry (GR, GST, GPx, CAT), lipidni poSkozeni
tkani (TBARS), poskozeni proteinli a poskozeni DNA.

Vysledky
Vysledky byly hodnoceny v programu Unistat 5.6 for Excel. Statistickd vyznamnost byla hodnocena
na hladiné p<0,05 a p<0,01 a porovnana ke kontrole. V embryondlnich testech toxicity vedla expozice
metazachloru k 100% mortalité u dania a lina po 48 hodinach po oplozeni (hpf) u kapra po 72 hpf
V nejvyssi testované koncentraci. Metazachlor v koncentraci 100 000 pg/l po 24 hpf zptsobil u dania
pruhovaného statisticky vyznamné vyssi vyskyt malformaci, napt. nevyvinuté o€i, zpomaleny vyvoj

ve srovnani s kontrolou. Také prochloraz zpiisobil 100% mortalitu v nejvyssi testované koncentraci
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u vSech testovanych druhti (danio pruhované, lin obecny, kapr obecny). U embryi dania pruhovaného
vystavenych koncentraci 100 000 pg/l MCPA bylo pozorovano zpomalené lihnuti a vznik
malformaci (84,6 % jedincti). U kapra obecného bylo Vv této koncentraci MCPA pozorovéno 29,1%
jedinct s malformacemi.

Produkty osobni péce mély taktéz vliv na embrya testovanych druhti ryb. Methylparaben zptsobil
100% mortalitu u dania pruhovaného a drapatky vodni v koncentraci 100 000 ug/1. U dania bylo také
Vv této koncentraci pozorované zpomalené lihnuti a vyskyt malformaci (83 % jedincti), u drépatky
bylo pozorovano zpomalené lihnuti i v niz§ich testovanych koncentracich (5 000 a 500 pg/l). Taktéz
butylparaben a propylparaben zpusobili 100% mortalitu v koncentraci 100 000 pug/l u dania
pruhovaného, lina obecného, kapra obecné¢ho a drépatky vodni. Butylparaben a propylparaben
zapricinili zpomalené lihnuti u dania pruhovaného a drapatky vodni. Butylparaben v koncentraci
1 000 pg/l mél déle vliv na vznik malformaci u dania pruhovaného (75 %) a drapatky vodni (33 %).
Béhem embryol-arvalniho testu na kapru obecném byla pozorovana statisticky vyznamné vyssi

mortalita v koncentraci 1 000 ug/1 prochlorazu.

Obrazek 1. Vyvojové malformace u embryi: A-edém srdce, krevni sraZenina a edém Zloutkového

vacku u kapra obecného, B-edém srdce u dania pruhovaného, C-edém srdce a zloutkového vacku

u kapra obecného.

Zavér
Bylo zjisténo, Ze metazachlor, prochloraz, methylparaben, butylparaben a propylparaben mayji
ve vysokych koncentracich negativni vliv na Zivotaschopnost embryi. MCPA ma negativni vliv

na vyvoj, lihnuti embryi a zapfi€ifiuje vznik malformaci.
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Uvod

Lécba humannich a veterinarnich bakterialnich infekei je vyznamné ovlivnéna nartstajicim vyskytem
kment bakterii rezistentnich k vice antimikrobidlnim latkdm zéaroven, pficemz se zvysuje jak
morbidita a mortalita pacientil, tak naklady na jejich 1écbu. Antibioticka rezistence se netyka jen
zdravi lidi, domacich a hospodaiskych zvitat, ktefi ptichazeji do pfimého kontaktu s antibiotiky, ale
ma vliv i na zivotni prostiedi a volné Zijici zvifata, jedna se o tzv. Koncept jednoho zdravi (1). Za
klicovy ekosystém podilejici se na rozvoji a Sifeni antibiotické rezistence je povazovano vodni
prostiedi, a to zejména odpadni vody a &istirny odpadnich vod (COV). COV jsou mistem vysoké
kumulace bakterii (ale i organickych latek, rezidui chemikalii atd.), kde dochazi k jejich interakci,
coz muze podpofit pfenos genl rezistence pomoci mobilnich genetickych elementl. Ptestoze
Gistirenské procesy pouzivané v COV eliminuji vétsinu mikroorganismi, uréita &ast procesy preziva
a dostava se nasledné do povrchovych vod a k voln¢ zijicim zvitatim (2).

Karbapenemy patii mezi Sirokospektra beta-laktamova antibiotika, kterd se pouzivaji predev§im
k 1é¢bé komplikovanych humannich infekei vyvolanych zejména multirezistentnimi nozokomialnimi
kmeny, které odolavaji 1é¢bé bézné pouzivanymi antibiotiky. Rezistence ke karbapenemim je
nejCastéji  zpisobena produkci enzyml tzv. karbapenemaz, které degraduji strukturu beta-
laktamového kruhu téchto antibiotik. Mezi nejrozsifenéjsi karbapenemazy fadime enzymy KPC,
NDM, OXA-48, VIM a IMP (3). Od roku 2000 je znama skupina enzymu nazyvana GES, ktera byla
poprvé detekovana u klinického izolatu ve Francouzské Guyané (Jizni Amerika) (4). Momentalné je
znamo 23 variant enzymu GES (5), které jsou zodpoveédné za produkeci Sirokospektrych beta-laktamaz
(ESBL, Extended-Spectrum Beta-Lactamase), piiCemz nekteré varianty hydrolyzuji i strukturu
karbapenemu. Producenti GES s karbapenemazovou aktivitou jsou dokumentovani skoro po celém
sveté (Jizni Amerika, Blizky vychod, jihovychodni Asie, Afrika, Evropa) a jejich vyskyt je
zaznamenan jak v nemocni¢nim prostiedi, tak v odpadnich vodach (3,4). V roce 2016 byl zachycen
kmen Enterobacter cloacae produkujici GES-5 u pacienta v Ceské republice (6). Pfes nariistajici
zachyt izolath produkujicich karbapenemdzu GES je jejich detailni molekularni charakteristika

omezena. Tento projekt charakterizoval soubor 121 izolatd nesoucich gen blages ziskanych
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z méstskych a nemocni¢nich odpadnich vod mésta Brna. Zejména byl urcen fenotyp a genotyp
antibiotické rezistence, jejich vzajemna pribuznost, genetické okoli genu blaces a jeho schopnost

horizontalniho pfenosu pomoci genetickych mobilnich elementt, plazmidd.

Material a metodika

V roce 2016 bylo odebrano celkem $est vzorki vod. T#i vzorky byly odebrané z nemocni¢ni COV ve
Fakultni nemocnici Brno: 1) ptitok COV, odpadni voda ptivodem z infekénich klinik, 2) piedisténa
voda z odtoku nemocniéni COV, 3) splaskova odpadni voda z nemocniéni kanalizace tekouci do
COV v Modfticich. Dalsi dva vzorky pochézely ze 4) ptitoku a 5) odtoku COV Modtice a 6) posledni
vzorek byl odebran z feky Svratky nad vypusti COV Modtice. Metodou PCR byl gen blaces prokazan
u 121 izolati (76 %, n=160). Tyto izolaty byly druhové ur¢eny metodou hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF a byla u nich testovana karbapenemazova aktivita pomoci hydrolyzy meropenemu
metodou MALDI-TOF MS. Nasledn¢ byla testovana epidemiologicka pfibuznost izolati metodou
restrikéniho $tépeni v kombinaci s pulzni gelovou elektroforézou. U vybranych neptibuznych izolath
byl urcen profil fenotypové rezistence k 21 antimikrobidlnim latkdm diskovou difuzni metodou
a testovan horizontalni pfenos blaces konjuga¢nimi experimenty.

U vybranych izolatd byla extrahovana genomicka DNA kitem NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel),
ktera byla vyuzita na pfipravu knihoven kitem Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina)
a tyto knihovny byly sekvenovany na pfistroji MiSeq (Illumina). Sekvenacni data byla assemblovana
programy Trimmomatic-0.36 a SPAdes v3.13.0 a ziskané kontigy byly analyzovany na ptitomnost
gent antibiotické rezistence (ResFinder 4.1), plazmidovych replikonil (PlasmidFinder 2.1) a urceni
sekvencniho typu izolath (MLST 2.0) volné dostupnymi nastroji
(http://www.genomicepidemiology.org). Analyza genetického okoli blaces byla zpracovana
v programu Geneious 9.1.8 za vyuziti databdze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
ve spojeni s algoritmem BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) a vizualizovana programem
clinker v0.0.13. U vybranych izolatd s rozdilnym zaélenénim genu blaces byla navic extrahovana
genomickd DNA kitem Nanobind HMW DNA Extraction (Circulomics), ktery poskytuje delsi
fragmenty DNA, aty byly sekvenovany na pfistroji MinlON (Oxford Nanopore Technologies)
pomoci kitu Rapid Barcoding kit (Oxford Nanopore Technologies). Kompletni sekvence plazmidd
nesouci gen blages byly nasledné ziskany pomoci programu Guppy Basecalling Software v4.2.2,
BBDuk v38.68, Porechop v0.2.4, Ratatosk v0.4, Unicycler v0.4.8, Racon v1.4.20, Medaka v1.2.3,

Pilon v1 pti vyuziti dat z Illumina a MinION sekvenovani.
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Vysledky
Kmeny nesouci gen blaces patfily k nasledujicim bakterialnim rodim: Enterobacter (n=60),
Escherichia (n=22), Citrobacter (n=20), Raoultella (n=7), Kluyvera (n=6), Klebsiella (n=4)
a Aeromonas (n=2) a jejich ptivod je znazornén na Obrazku ¢. 1. Karbapenemazova aktivita byla
prokazana u 73 % izolath (n=121). Na zédkladé jejich ptibuznosti byl vybran soubor 68 nepiibuznych
izolatd, ktery byl celogenomové sekvenovan. Varianta GES-1, kterd zptisobuje produkci ESBL, byla
prokazana u 51 % izolath a 49 % izolatl produkovalo karbapenemazu GES-5. VSechny izolaty
vykazovaly multirezisten¢ni profil a mezi dalsi detekované geny antibiotické rezistence patiily
zejména geny rezistence k beta-laktamim (napf. blaatc, blacmy-4¢ pro AmpC beta-laktamazu),

fluorochinolonim (plazmidové kdédované geny qnrB1, gnrB6, gnrS1 a qnrS2), aminoglykosidim atd.

Obrazek 1. Rod a ptivod izolatd produkujicich GES (n=121)

Enterobacter (n=60) Nemocnice splatkova

Nemocnice COV pfitok

...................

Citrobacter (n=20) Mésto COV pitok

W Kluyvera (n=6) Mésto COV odtok ';j

Horizontalni pfenos genu blages byl Gspésny pouze u 18 % izolatt a byl asociovan zejména s ColE2-
like a IncQ2 plazmidy napii¢ bakterialnimi rody (Enterobacter, Escherichia a Citrobacter).
U plazmidt IncQ2 byl gen sdruzen s genovou kazetou nesouci geny blaoxa-2-iike @ aac(6')-1b, zatimco
u ColE2-like plazmida byl lokalizovan pfedevsim jako soucast integronu tidy 1 zahrnujiciho geny
rezistence k aminoglykosidim aacA4 and aadA15/A10-like (Obrazek ¢. 2). Podobna struktura ColE2-

like plazmidi byla v Ceské republice jiz dfive dokumentovana [6].

%94



Obrazek 2. Geneticka struktura ColE2-like plazmidl a charakterizace izolath

Enterobacter asburiae, ~ PCZ863
nemocniéni prostredi, (7973 bp)
Praha, 2019 SAMN187533

Enterobacter cloacae, pCzZ862
nemocni¢ni prostredi, (7973 bp)
Praha. 2019 SAMN18753

pEcl-35771cz
Enterobacter cloacae, (6953 bp)

Klinicky, CR, 2016 MF370188

Enterobacter spp.. MP27mC

méstska COV piitok, (7592 _bP)
Bmo, 2016 tento projekt
Citr 'obactgr freundii, MO19m1
mestska COV  odtok, (7779 bp)
Bmo, 2016 tento projekt
2.5kb
Zavér

V ramci studie byla pozorovana vysokd diverzita producenti GES beta-laktamézy, ktera byla

reprezentovana vicero bakterialnimi druhy a jejich raznymi sekvenénimi typy. Gen blaces byl

asociovan zejména s ColE52-like a IncQ2 plazmidy. Pritomnost multirezistentnich kment

produkujici GES beta-laktamazu v ptecisténé odpadni vodé je vysoce znepokojiva, nebot’ se tato voda

nasledné vypousti zpatky do Zivotniho prostiedi. ZvySujici se mnozstvi informaci o Sifeni této beta-

laktamazy poukazuje na jeji rostouci vyznam.
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Stanoveni hypoglycinu A v rostlinnych vzorcich pochazejicich z javoru klen
(Acer pseudoplatanus) a javoru jasanolistého (Acer negundo)
Tereza Novotnd, Sabina Pospisilova, Michaela KabeSova, Petr Marsalek
Ustav ochrany a welfare zvirat a veiejného veterindrniho Iékaistvi, Fakulta veterindrni hygieny

a ekologie, Veterindrni univerzita Brno

Uvod
Hypoglycin A (HGA) (L-methylencyklopropylalanin) je neproteinogenni aminokyselina piirozené se
vyskytujici v urcitych rostlinach, ktera ma neznamou biologickou funkci. V soucasnosti je HGA
nalézan ve stromech a kefich Celedi Sapindaceae. Ve vztahu ke zdravi koni jsou nejvyznamngjsi
druhy Acer pseudoplatanus (javor klen) a Acer negundo (javor jasanolisty) kvili jejich spojitosti
s vyskyty Casto fatdlnitho onemocnéni atypické myopatie (AM), zndmé také jako sezonni pastevni
myopatie (SPM) (1). Atypickd myopatie je akutni az perakutni, Casto fatadln¢ koncici nezatézova
rabdomyolyza postihujici koné na pastvinach v né¢kolikaletych intervalech v podzimnim a jarnim
obdobi. Pti¢inou je ziskany deficit dehydrogendzy acyl-CoA vyvolany methylencyklopropyloctovou
kyselinou, ktera je metabolitem HGA. Dusledkem intoxikace je porucha beta-oxidace mastnych
kyselin a naruSeni energetického metabolismu svalu s naslednou kumulaci lipidi ve svalovych
vlaknech a rabdomyolyzou (2). Hlavnim rysem onemocnéni je nahly néstup klinickych ptiznaka
charakterizovany slabosti, ztuhlosti, ulehnutim, fascikulacemi, pocenim a myoglobinurii. Postizena
zvitata jsou apatickd, ale chut’ k pfijmu krmiva ziistava zachovéna, oralni dysfagie se u postizenych
koni nevyskytuje, ale byla ojedinéle zaznamenana impakce jicnu. PostiZené svaly mohou, ale ¢asto
nemusi byt palpaéné ztuhlé. Dochazi k velmi vyrazné elevaci svalovych enzymi. Progrese
onemocnéni je rychla, k thynu dochdzi jiz za 12 — 72 hodin (3). HGA je nalézan v télnich tekutinach
postizenych koni a také u klinicky zdravych koni pasoucich se na stejné pastving, kde se nachazela
semena nebo nazky javoru (4). HGA se ve vysokych koncentracich nachazi v javoru klen a javoru
jasanolisttm a byl nalezen v semenech, semendacich, listech a kvétenstvi. V piipad¢ javoru
jasanolistého hraje dulezitou ulohu skutecnost, Ze se jedna o dvoudomou rostlinu a nazky osamocené
stojicich stromti potom neobsahuji semena a ani HGA. Koncentrace HGA se zda byt v semenech
javoru jasanolistého velmi variabilni (5). V ptipadé javoru mlé¢ (Acer platanoides) a javoru babyka
(Acer campestre) nebyla piitomnost HGA zjisténa (1). U dalsi stromd rodu Acer nejsou informace
0 obsahu HGA Kk dispozici. Cilem této prace bylo zhodnotit obsah HGA ve vzorcich pochazejicich

Z javoru klen a javoru jasanolistého.
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Material a metodika
Vzorky rostlin Acer pseudoplatanus a Acer negundo byly sbirany z riznych lokalit Ceské republiky.
Na jafe byly odebirany semenacky, v 1ét€ a na podzim pak nazky. Sbér listi probihal v pribéhu celého
vegetacniho obdobi javort. Vzorky byly dendrologicky urCeny a umistény do uzaviratelnych
plastovych sackii. VSechny vzorky byly nésledné skladovany az do jejich zpracovéani a analyzy
v mrazédku pfi teploté¢ -20°C. Celkem bylo analyzovano 36 vzorka javoru klen (21 nazek a 15
semenacki) a 33 vzorkid javoru jasanolistého (19 nazek a 14 semenackll). Rostlinny material byl
vlozen do homogenizatoru na krmivo na dobu 30 sekund pfi rychlosti 3000 otacek za minutu.
Z homogenizované smési bylo do dvou Erlenmeyerovych ban¢k odvazeno pomoci analytickych vah
0,5 g vzorku do kazdé banky a ptfidino 25 ml methanolu. Vzorky byly nasledné na tfepacce
extrahovany po dobu 60 minut afiltrovany pies papirovy filtr. Do zkumavek bylo pipetovano 200 ul
filtratu a 7,8 ml methanolu pfi analyze vzorku z rostliny Acer pseudoplatanus a 2 ml filtratu a 6 ml
methanolu ve vzorcich Acer negundo. Nasledné bylo 1,7 ml vzorku piefiltrovano pomoci
stiikackového filtru do vialek a pouzito k LC/MS analyze. LC/MS analyza byla provedena s vyuzitim
chromatografické pumpy Accela 1250 a hmotnostniho spektrometru TSQ Qauntum Access MAX
(Thermo Scientific, USA) vybavenym sondou pro vyhiivany elektrosprej (HESI 1I).
K chromatografické separaci byla vyuzita kolona Thermo Scientific Hypersil C18 (2,1 mm x 100
mm, 1,9 um) a gradient mobilni faze slozeny z methanolu a vody. Mez detekce byla pro vzorky javoru
klen 2,21 mg/kg a pro vzorky javoru jasanolistého 0,208 mg/kg. Statisticka analyza byla provedena
s vyuzitim software Unistat. Data byla testovana na normalitu pomoci testu Kolmogorov-Smirnov.
Vzhledem Kk tomu, Ze data neméla normalni rozdéleni, byl dale vyuzit k porovnani jednotlivych
souboril neparametricky Mann-Whitney test. V pfipad¢, Zze obsah HGA ve vzorku byl pod mezi

detekce, byla pro statistické hodnoceni pouzita polovina hodnoty meze detekce.

Vysledky
Hypoglycin A byl nalezen ve vSech vzorcich javoru klen. V ptipad¢ javoru jasanolistého byl nalezen
hypoglycin A ve vSech vzorcich nazek, ve vzorcich listd byl obsah hypoglycinu A pod mezi detekce
v piipad¢ 8 vzorkd. Pomoci Mann-Whitneyho testu nebyl nalezen statisticky vyznamny (p>0,05)
rozdil mezi obsahem HGA v nazkach a semendaccich javoru klen. V ptipadé javoru jasanolistého byl
pomoci Mann-Whitneyho testu nalezen statisticky vyznamné vyssi (p<0,01) obsah HGA v nazkach
ve srovnani s listy (Obr. 1). Dale byl s vyuzitim Mann-Whitneyho testu nalezen statisticky vyznamné
vyssi (p<0,01) obsah HGA v nazkach pochazejicich zjavoru klen ve srovnani s nazkami

pochazejicich z javoru jasanolistého (Obr. 2).
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Obr. 1. Obsah HGA v nazkach (n=19) a listech (n=14) javoru jasanolistého. Sloupce piedstavuji
pramér a chybové usecky stiedni chybu priméru. Rozdilna pismena indikuji statistickou vyznamnost
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Obr. 2. Obsah HGA v nazkach javoru klen (n=21) a javoru jasanolistého (n=19). Sloupce piedstavuji
pramér a chybové tsecky stiedni chybu priméru Rozdilna pismena indikuji statistickou vyznamnost

(p<0,01)

Miuzeme také potvrdit, Ze obsah HGA se 1i$i mezi jednotlivymi stromy v rdmeci jedné pastviny, jako
tomu bylo v Pravlov¢, kde bylo v nazkach uréitych stromti naméfeno az desetkrat vice HGA oproti
stromim stejného druhu v jejich bezprostfedni blizkosti. Zajimavym zjisténim byla opakované
naméiend vys$i koncentrace ve vzorcich obou druhii javorti z Mladoboleslavska, naopak nizsi
hodnoty byly zjistény v okoli Brna. Na zéklad¢ toho miizeme ptedpokladat, ze se mnozstvi HGA 1isi

také v jednotlivych lokalitach. Protoze vSak vSechny vzorky nebyly sbirany ve stejnou dobu, musime
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brat v ivahu 1 moznou zménu koncentraci této latky v zavislosti na ro¢nim obdobi. Na zakladé¢ této
studie miizeme potvrdit, ze javor klen obsahuje vyznamné mnozstvi HGA, zejména jeho nazky
a semenacky, které¢ tak pro koné na pastving predstavuji nejvétsi riziko. U javoru jasanolistého
muzeme na zéklad¢ porovnani jeho nazek s nazkami javoru klenu ocekavat vyrazné nizsi hladiny
HGA. To by mohlo odpovidat menSimu poctu ptipadl atypické myopatie vyvolané pozienim javoru
jasanolistého a mirn&j§imu pribéhu otravy. Protoze viak na izemi Ceské republiky byl zatim popsan
pouze jeden potvrzeny piipad intoxikace HGA z javoru jasanolistého, nelze na zakladé toho udélat
kone¢ny zavér. Ke zhodnoceni rizika rozvoje fatdlni intoxikace by bylo potieba vice
dokumentovanych piipadi otravy timto druhem javoru na nasem uzemi a také porovnani hladiny

HGA v jeho semenaccich z riznych lokalit.

Zavér
Byl prokazan vyznamny rozdil v obsahu hypoglycinu A mezi javorem klen a javorem jasanolistym.
HGA byl prokazan ve vSech vzorcich javoru klenu (nazky, semenacky), avSak nebyl zjistén
vyznamny rozdil v hlading této latky mezi nimi. U javoru jasanolistého byl HGA ptitomen ve vsech
vzorcich nazek, v listech byla jeho koncentrace oproti nazkam vyrazné nizsi a v nékolika vzorcich

dokonce pod mezi jeho detekce.
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Dynamika, komparativna genomika a riziko Sirenia multirezistentnych patogénnych linii
Escherichia coli u rackov bielohlavych na vodnom diele Nové Mlyny
Jana Palkovi¢oval?, Kristina Negporoval?, Tomas Nohejll?, Marek Schneider!, Monika Dolejska'-
YUstav biologie a chorob volné Zijicich zvitat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

univerzita Brno, 2CEITEC, Veterindrni univerzita Brno

Uvod

Zvysujuci sa vyskyt antibiotickej rezistencie ku klinicky vyznamnym antibiotikdm (najma
sirokospektralne beta-laktdmy a fluorochinolony) pouzivanym na lieCbu zavaznych infekcii
Vv humanne;j aj veterinarnej medicine u tychto patogénov sa stala obrovskym globalnym rizikom (1).
Nadmerné alebo nespravne pouzivanie antibiotik zanechéva rezidud tychto latok v prostredi, a tym
dochadza k selekcii kmefiov, ktoré su k antibiotikam rezistentné. Sirenie bakterialnych kmetiov, ktoré
disponuju génmi pre antibioticku rezistenciu, je nad’alej podporené interakciami r6znych organizmov
a prostredia (2).

Racky maju tendenciu zivit' sa I'ahko dostupnou potravou spojenou s l'udskymi aktivitami, ako st
napriklad skladky odpadov. Predchadzajtce Studie ukazali, Ze pojedanim zvyskov zo skladok odpadu
modzu byt racky kolonizované bakteridlnymi kmetimi prirodzene sa vyskytujucimi u l'udi. Fekalna
kontamindcia sposobena tymito divo zijucimi vtakmi prispieva k Sireniu l'udskych patogénov do
prostredia, ¢im sa mozu dostat’ do kontaktu s d’al§imi organizmami (3). V Ceskej republike zimuje
a hniezdi niekol’ko druhov rackov. Jednym z ich pravidelnych hniezdisk je nadrz Nové Mlyny. T4 je
rozdelend na niekol'ko Casti, jedna z oblasti sliZi ako prirodna rezervacia, kde je mozné pozorovat
mnoh¢ druhy vtakov (vratane rackov), ale in¢ lokality su vyuZivané na rekreacné ucely (4).

Ciel'om tejto Studie teda bolo sledovat’ populacie rackov hniezdiacich na ostrovéekoch tejto nadrze,
charakterizovat’ bakteridlne kmene, ktorymi su kolonizované, a kvantifikovat’ riziko spojené

s vyskytom a Sirenim patogénnych multirezistentnych baktérii.

Material a metodika
Zbierka izolatov bola vytvorena 72 vzorkami Kkloakalnych sterov rackov bielohlavych (Larus
cachinnans) z roku 2018, 45 vzorkami z roku 2019 a vzorkami vody z vodnej nadrze Nové Mlyny
z roku 2019. Izolaty boli selektované na médiu s cefotaximom (2 pg/ml) a ciprofloxacinom (0,05
pg/ml). Kazda vzorka bola rezistentna asponi na jedno z tychto antibiotik.
U ziskanych izolatov sme charakterizovali rezistencny fenotyp, a to testom na citlivost pomocou
diskovej difuznej metddy k panelu 20 antibiotik, ktoré su zauzivanym Standardom European

Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), a komerénym fenotypovym testom
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MASTDISCS® Combi na detekciu produkcie beta-laktamdz a odliSenie producentov
Sirokospektralnych beta-laktamaz (ESBL) a AmpC beta-laktamaz. Pomocou zauzivaného PCR
skriningu boli identifikované gény rezistencie voci klinicky vyznamnym antibiotikam (beta-laktamy,
chinolony).

Na zaklade fenotypovych testov a PCR skriningu boli vybrané izolaty na celogenémové
sekvenovanie (WGS). Celogenomova DNA bola extrahovana NucleoSpin® Tissue kitom. Kniznica
bola pripravend pomocou kitu Nextera XT a sekvenovana na platforme HiSeq (Illumina). Zo
ziskanych dat boli odfiltrované adaptéry a ¢itania zlej kvality pomocou programu Trimmomatic
a sekvencie izolatov boli poskladané pomocou algoritmu SPAdes. Pomocou MLST (Multilocus
Sequence Typing) sa urcil sekvenény typ (ST) bakterialnych kmenov. Plazmidové replikony boli
detegované pomocou nastroja PlasmidFinder. Gény pre rezistenciu k antibiotikdm boli identifikované
pomocou nastroja ResFinder. Nasledne bola ur¢ena lokalizacia génov — na chromozome alebo na

plazmide.

Vysledky

Testovany stbor izolatov bol ziskany selekciou vzoriek na médiu s cefotaximom (2 pg/ml)
a ciprofloxacinom (0,05 pg/ml) zo sterov rackov a z odberov vody z rekrea¢nej nadrze Nové Mlyny.
Selekciou na médiu s cefotaximom sme ziskali 57 izolatov E. coli (79 %) z kloakalnych sterov z roku
2018 a 16 izolatov (36 %) z roku 2019. Z média na ciprofloxacine bolo ziskanych 58 izolatov E. coli
(81 %) z roku 2018 a 36 izolatov (80 %) z roku 2019. Kazda vzorka bola rezistentna aspofi na jedno
z tychto antibiotik. Po vyradeni duplicitnych izolatov (rezistnentnych na cefotaxim aj na
ciprofloxacin) zo sterov rackov bolo na d’alSie analyzy vybranych 99 izolatov E. coli z roku 2018
a 32 izolatov z roku 2019. Zo vzoriek vody bolo selekciou na cefotaxime ziskanych 14 izolatov, ale
z média s ciprofloxacinom bolo mozné ziskat’ len 1 izolat. Zo vzoriek kloakalnych sterov rackov bolo
multirezistentnych (k 3 a viac antibiotikam) 87 % izolatov (86/99) z roku 2018 a 81 % izolatov
(22/27) z roku 2019. Vsetky izolaty ziskané zo vzoriek vody boli multirezistentné.

Rezistentné izolaty niesli gény rezistencie k beta-laktamom (blacare, blatem, blaoxa, blactx-m,
blacmy), chinolonom (qnrB, gnrS), amfenikolom (catAl), sulfonamidom (sull, sul2), tetracyklinom
(tetA, tetB) aj k streptomycinu (StrA). Pomocou WGS sme identifikovali konkrétne varianty génov
pre produkciu ESBL a AmpC beta-laktamaz, a to blacars-2, blarem-1, blatem-106, blatem-s2, blacTx-m-
1, blactx-m-1s, blactx-m-27, blactx-m-ss, blacmy-2 a k fluorochinolénom (gnrS1, gnrB19). Len 1
Z izolatov neniesol ziadne plazmidy, u zvy$nych 99 % (139/140) izolatov bol identifikovany aspon 1

z plazmidovych replikonov B/O/K/Z, C, FIA, FIB, FIC, FII, HI1, HI2, 11, 12, N, R, X1, X2, X4, Y.
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Na zaklade fylogenetickej analyzy bolo identifikovanych 31 réznych ST u izolatov zo sterov rackov
v roku 2018 a 15 roznych ST v roku 2019, pricom sa pracovalo s 3x menej izolatmi z roku 2019.
Najviac prevalentné boli v roku 2018 E. coli ST11893 (37/99), nasledovali E. coli ST155 (7/99)
a ST2325 (4/99). V roku 2019 boli zo sterov rackov najviac prevalentné E. coli ST2325 (8/27)
a ST351 (3/27). V 15 izolatoch ziskanych zo vzoriek vody bolo identifikovanych 5 roznych ST,
z ktorych najprevalentnejSie boli E. coli ST10 (7/15) a E. coli ST2325 (4/15), ktoré boli detegované
aj U izolatov zo sterov rackov z roku 2019. E. coli ST2325 boli u rackov identifikované uz v roku
2018, ale v ovel'a mensej miere (4 %) nez v roku 2019 (30 %).

Rozsirenie izolatov rezistentnych k fluorochinolonom bolo podobné v oboch rokoch (asi 80 %).
Prevalencia izolatov rezistentnych k beta-laktimom ziskanych vzorkovanim rackov bola ale v roku
2019 signifikantne nizsia (36 %, 16/45) oproti roku 2018, kde bolo pozorovanych 81 % rezistentnych
E. coli izolatov (57/72). Analyzou WGS dat sme identifikovali bakterialnu liniu E. coli ST11893 u 65
% tychto izolatov (37/57 rezistentnych). Tento klon niesol F34:A-:B1 plazmid, ktory kodoval beta-
laktamazu CMY-2. V roku 2019 tento klon vymizol. Vo vSetkych izolatoch bol tento IncF plazmid

identicky, ako je vizualizované na obrazku 1.

Obr. 1. Porovnanie F34:A-:B- plazmidov z roznych E. coli izolatov
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HIbsou analyzou plazmidu sme zistili, Ze gén blacmy-2 bol za¢leneny tak, ze narusil gén pre kolicin
zodpovedny za lyzu inych bakteridlnych kmenov v populécii, a tym pravdepodobne doslo k znizeniu
schopnosti konkurovat’ inym baktériam, ako napriklad linii E. coli ST2325, ktora v roku 2019

prevladla.

Zaver
Racky bielohlavé volne zijuce v oblasti rekrea¢nej nadrze Nové Mlyny boli kolonizované
multirezistentnymi kmenmi E. coli. Tieto bakterialne kmene boli rozsirené nielen medzi rackami, ale
aj vo vode nadrze, ¢o predstavuje zna¢né riziko pre I'udské zdravie aj pre okolité prostredie. Okrem

toho sme demonstrovali vyznam plazmidov vo vyskyte a Sireni multirezistentnych izolatov.
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Antioxidac¢ni a protizanétlivé icinky jedlého hmyzu v zavislosti na krmeni
Martina PeCova, Simona Ljasovska, Jan Gregar, Matej Pospiech, Zderika Javiirkova
Ustav technologie a hygieny potravin rostlinného piivodu, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,

Veterinarni univerzita Brno

Uvod

Hmyz a produkty z jedlého hmyzu jsou jednim z velkych témat poslednich let. EFSA (Evropsky ufad
pro bezpecnost potravin) vydala zacatkem roku 2021 stanovisko, ve kterém byl moucny Cerv
(Tenebrio molitor) ozna¢en jako bezpe¢na potravina. V navaznosti na to byl v kvétnu roku 2021 tento
hmyz prvnim schvalenym druhem. S Upravou nové evropské legislativy je mozné nékteré druhy
hmyzu ptidévat do potravin ale i krmiv.

Velkou vyhodou pfi produkci hmyzu je jeho nizka zatéZ na Zivotni prostfedi. Kromé& vysoké miry
reprodukce je hmyz spojovan také s nizkou spotiebou krmiva a vody. Zaroven nevyzaduje ptili§ velké
plochy pro chov a produkuje mén¢ sklenikovych plyni nez napiiklad hovézi dobytek (1, 2).
Vyznamné nutricni sloZeni je jednim z diivodut, pro¢ se o hmyzu mluvi jako o alternativnim zdroji
proteintl. Proteiny jsou u nékterych druhli zastoupeny az 77 %, navic obsahuji vyznamné esencialni
aminokyseliny a v neposledni fadé jsou také dobie stravitelné (3). Proteiny jsou ve stravé
nezastupitelnou slozkou. Zastavaji nespocet funkci a jsou diilezité pro spravné fungovani organismu.
Pti jejich degradaci dochazi ke vzniku peptidi a aminokyselin, které navic nesou dal§i vyznamné
funkéni vlastnosti. Z nékterych studii vyplyva, Ze bioaktivni peptidy ziskané z proteini hmyzu
vykazuji nejen znamky antioxidacnich uc€inki, ale také nékterych dalSich pozitivnich G€inkl na zdravi
(4,5).

Krmiva pro zvitata se Casto vyrabi s ohledem na komponenty, které maji po nasledné digesci
a absorpci, pozitivné ovlivnit ristové vlastnosti a zaroven zabezpecit rovnomeérny piisun dilezitych
latek. S cilem zajistit pfirozené produkty Zivoc¢isného plivodu, s co mozné nejlepSimi vlastnostmi na
zdravi a Udrznost, je tendence pridavat antioxidanty pfimo do krmiv a krmnych smési. Z hlediska
toxicity se eliminuji pfidavky syntetické a voli se antioxidanty pfirodni. Ve studii Pena-Bermudeze
et al. (6) sledovali vliv latek s antioxidacnimi vlastnostmi, pfidavanych do krmiva, na jakostni znaky

masa jehnat.

Material a metodika
Chov larev potemnika brazilského (Zophobas morio) probihal v experimentalnich podminkach
Vv plastovych boxech pifi konstantni teplot¢ 22 °C. Skupiny byly rozdéleny do 3 variant po

2 opakovanich. Kazda varianta byla oznacena pfislusSnym druhem krmiva, které bylo ménéno
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Vv tydennich intervalech. Voda ve form¢ pekingského zeli byla dodavana ad libitum. Krmivo pro
jednotlivé varianty bylo nasledujici: 1-2 (komer¢ni krmna smés pSeni¢nych klicka a pSeni¢nych
otrub), 3-4 (s6jové vlocky) a 5-6 (kukuii¢né vlocky). Kazda skupina obsahovala 550 g + 0,6494 g
jedinct. Pokus probihal, véetné adaptacniho tydne, 5 tydnii. Behem kazdého tydne byla métena délka
a hmotnost nahodnych 10 jedincii pro kazdou skupinu. Celkovd hmotnost kazdé skupiny byla
zaznamenavana. Pro ukoncéeni pokusu byl hmyz ponechian 24 hodin vytravit a nasledné Sokové
zmrazen a pro nasledujici analyzy uchovavan pti mrazirenskych teplotach.

Pro ucely analyz byly vzorky hmyzu upraveny 3 zptsoby: cely bez enzymatické hydrolyzy (N), cely
hydrolyzovany (C), enzymaticky hydrolyzovany extrahovany protein (O). Extrakce proteinu byla
provedena na zaklad€ srdzeni proteini za pomoci NaOH a HCI. Enzymaticka hydrolyza byla
provedena u variant C a O dle metodiky Jakubczyk et al. (7).

Pro stanoveni celkovych polyfenoli byla pouzita spektrofotometricka metoda dle Folin-Ciocalteua,
vychazejici ze studie Zhang et al. (9). Antioxida¢ni kapacita (TAC) byla stanovena metodami ABTS
a DPPH spektrofotometricky. Pro v§echna stanoveni byly vzorky 4x ziedény a nasledné odstfedény
pro zbaveni kalu. VSechny metody byly upraveny pro mikrotitracni desticky a méfeni probihalo
pomoci spektrofotometru Infinite M Nano (Tecan, Rakousko). Protizanétlivé G¢inky jednotlivych
vzorkl byly stanoveny pomoci kitu (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Tento test méfti
peroxidazovou slozku COX. Aktivita peroxidazy se méii kolorimetricky sledovanim vyskytu

oxidovaného N, N, N’, N'- tetramethyl-p-phenylenediaminu pti 590 nm.

Vysledky
Z chovného pokusu vyplyva, Ze hmotnost larev potemnika brazilského se konstantné snizovala
Z hlediska zvySovani hmotnosti skupiny, bylo pozorovano u krmiva pSeni¢ného charakteru. Celkovy
vyvoj zmény hmotnosti ukazuje tab. 1. Primérmé& hmotnost larev potemnika, na konci pokusu po
vytraveni, na pSeni¢éném krmivu dosahovala 750,05 g + 2,33. Pro sdjové krmivo 109,45 g + 18,17
a pro kukuti¢né krmivo 701,55 g + 4,60.

Tabulka 1. Vyvoj hmotnosti larev potemnika v zavislosti na krmeni v prib¢hu 5 tydnt

Krmivo Pseniéné klicky a otruby Sdjové vliocky Kukufiéné vlocky
Skupina 1 | 2 3 \ 4 5 \ 6
Hmotnost (g)
1 550,7 549,8 551 549,9 550,1 551,4
c 2 685,9 683,9 378,7 3972 663 666,2
3 3 708,7 686,9 3271 3204 668,9 662,5
= 4 755,3 755,6 204,7 200,5 707,6 716,7
5 772 7731 126,9 101,3 720,1 726,8
Po vytraveni 751,7 748,4 122,3 96,6 698,3 704,8
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Vysledky chovného pokusu potvrdily, Ze pSeni¢né klicky a otruby jsou vhodnou krmnou smési pro
chov potemnika brazilského, ktery pfi této formé¢ krmeni dosahuje nejvyssi hmotnostni priristek.

Krmna davka, kromé zvySovani hmotnosti, pro hmyz ptedstavuje také zivotni prostiedni a jako
takové ma vliv i1 na dalsi parametry takto vyprodukovaného hmyzu. V této studii byl proto sledovan
vliv krmné davky na antioxidacni vlastnosti hmyziho produktu a zaroven vliv na potencialni

protizanétlivé ucinky.

Tabulka 2. Vysledky méfeni antioxidacnich a protizanétlivych ukazatell pro jednotlivé skupiny

N C o)
polyfencly polyfenocly polyfencly
(mgflkg |ABTS(%) |DPPH (%) [COX (%) |{mg/lkg |ABTS (%) |DPPH (%) |COX (%) |(mg/lkg |ABTS (%) |DPPH (%) |COX (%)
kys. gallové) kys. gallové) kys. gallové)
0,1577 22,7371 | 12,5834 | 64,8653 0,3296 34,9630 | 15,8168 | 85,8191 0,1213 7,5925 5,3261 | 75,6864
! 0,1663 21,7283 | 11,1902 | 66,4770 0,2820 24,4990 | 15,0696 | 64,2015 0,1152 7,2629 | 4,7403 | 76,7252
0,1383 23,9476 | 12,5172 | 57,8854 0,3108 31,0356 | 17,3710 | 65,8669 0,1808 7,1285 | 6,4517 | 69,9852
2 00,1710 21,9704 | 12,8161 | 76,6098 0,2581 27,2159 | 11,3097 | 86,8497 0,1459 06,0457 | 4,8557 | 78,3206
3 00,2657 40,1816 | 18,8475 | 68,6207 0,3813 26,6644 | 16,4624 | 81,9359 0,1469 06,5367 | 4,5131 | 73,9550
0,2557 39,1527 | 17,8373 | 85,1414 0,4181 23,6516 | 17,6635 | 65,7515 0,1382 06,0592 | 4,2441 | 77,5809
4 0,1552 25,8104 | 11,9613 | 70,2614 0,4402 28,4398 | 14,5317 | 99,1508 0,1476 74781 | 0,8245 | 83,3540
0,2191 26,4492 | 11,5428 | 74,3672 0,4409 26,5905 | 14,9740 | 77,8218 0,1471 6,66044 1,9427 | 74,8207
0,1092 18,4667 | 8,7333 | 78,9430 0,2741 17,6059 | 7,2008 | 84,1702 0,0991 5,2051 0,8428 | 74,1776
° 0,1108 18,1103 | 8,6317 | 65,0824 0,2297 18,6079 | 39,7077 | 66,4853 0,1096 5,9449 0,8305 | 61,3406
6 0,1090 17,5252 | 8,0100 | 86,1324 0,2524 18,8366 | 8,8250 | 71,1271 0,0925 4,6402 | 0,5320 | 55,6052
0,1096 19,3813 | 7,5521 | 78,802% 0,2813 23,6382 | 95,7794 | 82,0843 0,1025 06,1601 | 0,4364 | 59,6092

Z tabulky 2 vyplyva, ze nejvyssi obsah polyfenold byl u celého enzymaticky hydrolyzovaného hmyzu
(C), nejvyssi u hmyzu krmeného so6jovymi vloCkami, nasledoval hmyz krmeny pSeni¢nymi klicky
a otrubami a nakonec kukuficnymi vlockami. Nejvyssi obsah polyfenold u larev vSech skupin byl
Uhmyzu krmeného krmivem obsahujiciho s6ju. Hmyz, ktery byl krmen krmivem s obsahem
polyfenolti je schopen tyto polyfenoly absorbovat. Tento jev byl pozorovan naptiklad u studie Nina
et al. (10) aplikované na cvréka domaciho (Acheta domesticus). Nejvyssi obsah polyfenolt byl
pozorovan u vzorkl s nejvyssi antioxidacni aktivitou vyjadrenou jako % inhibice DPPH* (8). To bylo
pozorovano 1 u naSich vzorki (viz tab. 2). Nejvyssi koncentrace polyfenolt odpovidaji nejvySsimu
procentu inhibice DPPH* v 75 % pftipadii u prvnich 4 nejvysSich hodnot pro vSechny zptsoby
ptipravy vzorku (N, C, O). Podobna pozitivni korelace mezi celkovym obsahem polyfenolt
a antioxidacni aktivitou byla popsana i u extraktl z hmyzu cvrcka domaciho (Acheta domesticus)
a potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor) ve studii Navarro Del Hierro et al. (8).

U protizanétlivych uc€inkl, zmétenych pomoci kitu byly shledany rozdily mezi pSenicnymi klicky
a otrubami (69,04 + 6,37) a sdjovymi vlockami (80,69 + 12,48) u nativniho hmyzu (N). U ostatnich

typl pfijimaného krmiva a zplisobl zpracovani hmyzu nebyly protizanétlivé uc¢inky mezi skupinami
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rozdilné. Primérné se protizanétlivé ucinky vyjadiené v procentech pohybovali: u vzorka O 72,10 +

7,85, uvzorka C 77,61 £ 11,00 a u vzorka N 74,77 +£9,77.

Zavér

Z chovného pokusu larev potemnika brazilského vyplyva, ze pro dosazeni nejlepsiho hmotnostniho

ptirtstku neni s6jové krmivo pfili§ vhodnou variantou. Vybér krmiva zaroven ovliviiuje obsah

polyfenoll a antioxidacni vlastnosti u tohoto hmyzu. Je ziejmé, Ze bioaktivni latky z krmiva pfechazi

do vysledné potraviny — jedlého hmyzu. Piidavek larev potemnika brazilského do potravin muize

pozitivné ovlivnit mnozstvi bioaktivnich latek v téchto potravinach. Diky témto poznatkiim by bylo

mozné hmyz zatradit i mezi funkéni potraviny.
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Uvod
Spektrum vyuziti nanomateridlll se rychle rozsifuje, zejména diky unikatnim fyzikalné-chemickym
vlastnostem nanocastic. Pro své antibakterialni a¢inky maji materialy na bazi nano kovti a jejich oxidu
(Zn0O, CuO) velké uplatnéni v mediciné a biologii. Narust jejich environmentalnich koncentraci je
zfejmy, rezidua jsou zjiStovana v pude¢, povrchovych vodach, sedimentech, podzemnich vodach
I v mofskych ekosystémech (1). Nanoforma oxidu zinku je vyuzivana v ruznych odvétvich.
absorbuje UV zafeni. Pfi kontaktu s vodou v8ak dochazi k uvolnéni az 25 % naneseného krému, coz
pfi dlouhodobém uzivani a zejména v turistickych oblastech mize zvySovat ekologicka rizika (2).
V zemédé@lstvi se nanoforma zinku vyuziva naptiklad v postficich na ochranu rostlin nebo jako
ptidavek do diety k dosazeni antimikrobidlni aktivity chovanych zvitat (3). M&d’ je 1éty provéfena
fungicidni latka, obzvlasté Casto pouzivana na vinicich a v ekologickém zeméd¢lstvi. lonty médi maji
schopnost branit kliceni spor plisni, avSak pro dosazeni tohoto uc¢inku je potieba aplikovat velké
mnozstvi médi. Resenim se jevi nanotechnologie za pouZiti nanokomplextt médi, ¢imz se dosahne
vyrazného sniZzeni davky médi pfi zachovani fungicidniho ucinku (4). S nariistajicimi koncentracemi
nanocastic v jednotlivych sloZkach Zivotniho prostiedi roste i jejich potencialni riziko pro vodni
biocen6zu. Relevantni informace zejména o subletalnich efektech na vodni organismy jsou stéile

sporadické.

Material a metodika

Pro posouzeni vlivu vybranych nanokovii na vodni biocenozu byly zvoleny testy akutni toxicity
na sladkovodni fase Pseudokirchneriella subcapitata, na okfehku mensim Lemna minor,
na sladkovodnim korysi Daphnia magna, niténce Tubifex tubifex a ranych vyvojovych stadiich dania
pruhovaného. Metodicky se postupovalo dle ptislusnych norem a to OECD 201 (Test inhibice rastu
fas), OECD 221 (Test inhibice rustu Lemna sp.), OECD 202 (Akutni imobiliza¢ni test s Daphnia sp.)
a jako alternativa k testu toxicity na rybach test dle OECD 236 (Embryonalni test toxicity). Pro testy
s niténkou byla vyuzita modifikovana metodika dle OECD 207.

Testy s vodnimi organismy byly vybrany tak, aby byla zastoupena trofickd troven producenta,

konzumenta a destruenta. Princip testu inhibice rdstu fas P. subcapitata spociva v jejich kultivaci
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Vv Zzivném médiu, které obsahuje testovanou latkou v riiznych koncentracich. Uéinek testované latky
na fasovou kulturu se projevi jako inhibice rustové rychlosti v porovnani s kontrolami v Cistém
zivném roztoku. V testu s okfehkem mensim se sleduje inhibice rychlosti ristu a biomasy okiehku za
168 hodin. Akutni test na perloockach D. magna spociva ve sledovani jejich imobilizace ve zvoleném
rozsahu koncentraci testované latky pii expozici 24 a 48 hodin. Principem zkousky s niténkou T.
tubifex je vystaveni péti stejné velkych jedinc piasobeni testované latky po dobu 96 hodin.
Sledovanymi efekty jsou mortalita a imobilizace. Akutni toxicky ucinek testovanych latek na jikry
ryb dania pruhovaného (D. rerio) je hodnocen na zaklad¢ hodnot LC50 (letalni koncentrace) a dal$ich
subletalnich efektt (lihnuti, srde¢ni frekvence, edém, odd€leni ocasu, nepfitomnost somitd, unikova
reakce a deformity patete) po dobu 96hodin.

Koncentra¢ni fada nanocastic kovl byla stanovena na zakladé¢ predbéznych testl. Soucasné
pro porovnani probihaly testy siontovou formou kovu. Koncentra¢ni fada vybranych nanokovi
(Zn0O, CuO) a iontovych forem kovt (ZnCl,, CuCl,-2H20) byla pro fasy a okiehek (0,01; 0,05; 0,1;
0,5; a 1 mg.I"), pro dafnie (0,0005; 0,01; 0,05; 0.1; 0,5 a 1 mg.I"), pro niténky (0,1; 0,25; 0,5; 0,75;
a1l mg.I") a dania (0,1; 0,5; 1; 5; a 10 mg.I"). Byly otestovany tii velikosti nano&astic zinku, a to

mensi nez 5, 50 a 100 nm a jedna velikost nanocastic médi mensich nez 50 nm.

Vysledky
Na zaklad¢ sledovanych letalnich a subletalnich efektii u testovacich organismi bylo posuzovano
ekotoxikologické riziko kovovych nanoc¢éstic, vyznamnych z hlediska vodni toxikologie. Citlivost
k testovanym nanokovim jednotlivych zastupcll vodni biocendzy se vyrazné liSila. Rozdilné efekty
byly zjistény i v ptipadé, kdy testovaci organismy byly exponovany nanocasticim riizné velikosti,
ptipadné iontovym formam kovu, vyrazné rozdily byly u rostlinnych a zivoc¢isnych zastupcti vodni
biocendzy. Zinek i méd’ jako mikrobiogenni prvky ovliviiuji metabolické procesy v rostlinach.
Mohou ptisobit jako aktivatory nebo inhibitory biochemickych procest. Pii nedostatku dochézi
k poskozeni chloroplastii a snizuje se fotosyntéza. To se ukazalo v ptipadé okiehku, kdy s rustem
koncentrace zinku byl zaznamenan vyrazny nartist biomasy (Graf 1). Naopak u fas pusobil zinek jako
inhibitor biochemickych procesii, coz se projevilo v inhibici ristu (Graf 2). V piipadé D. magna jsme
zaznamenali kumulaci agregatlh médénych nanocastic ve stfevech a na povrchu téla v zavislosti se
vzristajici koncentraci testovanych nanokovii (Obrazek 1). Tyto agregaty znemoZiuji pfirozeny
pohyb dafnii ve vodnim sloupci. Zména ve velikosti téla nebyla zaznamenana. Pro D. rerio jsou
nejvice toxické iontové formy kovii. Se vzriistajici velikosti nanoc¢éstic toxicita klesa. Jako nejméné

citlivy ukazatel se jevi mortalita danii. Bylo ov§em zaznamenéano vyrazné ovlivnéni lihnuti, které je
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oproti kontrole opozdéné nebo k nému po dobu testu nedochazi. Srde¢ni rytmus byl oproti kontrole

mirné stimulovan u vSech testovanych latek. Dalsi subletdlni efekty zaznamenéany nebyly.
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T. tubifex a E F D. rerio. Chybové tsecky odpovidaji 95% intervaliim spolehlivosti.
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Obrazek 1. A Daphnia magna (kontrola) B Daphnia magna (1 mg.I"t CuO)

Zavér
Z vysledkl je ziejmé, Ze nanoCastice kovi ovliviiuji negativné vodni biocendézu a to predevsSim
na urovni subletalnich efektti. Relevantni informace zejména o téchto efektech na vodni organismy
jsou stale sporadické. Je ziejmé, ze akvatické organismy nejsou vystaveny pisobeni pouze
nanocastic, ale také jejich rozpustnych a/nebo agregovanych produktt. Toxicita kovi je prokazatelné
ovlivnéna formou jejich vyskytu ve vodé a fyzikalné chemickymi vlastnostmi vody, zejm. hodnotou
pH. Je proto tfeba zam¢éfit se i na zpusob pfipravy roztoku (michani, sonikace), pfitomnost a miru
osvétleni ovliviiyjici fotosyntézu autotrofnich organismi a posoudit potencidlni rizika nejen

Z hlediska akutni, ale i chronické a kombinované toxicity.
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Plazmidy prenasena rezistence ke kolistinu u humannich, animalnich a environmentalnich
izolati Escherichia coli: genomicka surveillance
Petra Sismoval?, Aneta Papouskova®?, Jana Palkovi¢ova'?, Katarina Pomorska®, Vladislav
Jakubt?, Ivana Chytilova®, Helena Zemli¢kova®*, Monika Dolejskal?
YUstav biologie a chorob volné Zijicich zvitat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni
univerzita Brno, >CEITEC, Veterindrni univerzita Brno, *Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie,
Fakulta veterindarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita Brno, *Statni zdravotni uistav Praha,

SStatni veterindrni tistav Praha

Uvod
Prestoze byla zaznamendna nizsi spotieba antibiotik vcetné diurazu kladené¢ho na jejich racionalni
aplikaci pii lécbé béznych onemocnéni, rostouci antibiotickd rezistence je 1 nadale alarmujici.
Zavaznym zjiSténim je vzriust odolnosti bakterii 1 na tzv. rezervni antibiotika, uzivana pti 1écbé zivot
ohrozujicich systémovych infekci zptisobenych multirezistentnimi kmeny. Jednim z téchto antibiotik
je 1 kolistin. Problémem ptedstavujici mozny zdroj kolistinové rezistence je jeho bézné pouziti ve
veterinarni sféfe pii terapii gastrointestinalnich infekci vyvolanych neinvazivnimi gramnegativnimi
bakteriemi (1). Donedavna byla rezistence ke kolistinu spojena pouze s chromozomalnimi mutacemi.
Objev izolatu s plazmidy determinovanou rezistenci ke kolistinu zprostiedkovanou geny mcr (z angl.
,,mobile/modern colistin resistance) byl poprvé zaznamenan v roce 2015 u veterinarnich izolatd
v Cing. Nedlouho poté bylo dokumentovano celosvétové rozsifeni genti mer u Enterobacteriaceae
(nejcastéji u E. coli) rizného pivodu zahrnujici pacienty, potravinova zvifata, potraviny i prostiedi
vcetné volné Zijicich zvifat (4, 5). Doposud bylo detekovano celkem 10 variant mcr gend (mcr-1 az
mcr-10) zodpoveédnych za rezistenci ke kolistinu (2), které mohou byt zaclenéné do chromozomu
nebo umisténé na plazmidu S moznosti pfenosu prostfednictvim konjugace (2, 3). Cilem projektu bylo
stanoveni prevalence a genotypu izolatl E. coli rezistentnich ke kolistinu s plazmidy koédovanou

rezistenci z lidi, hospodaiskych zvifat a prostfedi Ceské republiky.

Material a metodika
V ramci projektu byl analyzovan soubor zahrnujici klinické izolaty s plazmidy determinovanou
rezistenci ke kolistinu z let 2009-2020 (n=73), vzorky cCerstvého dribeziho (n=181), vepiového
(n=91) a hovéziho (n=90) masa z tuzemské 1 zahrani¢ni trzni sité, vzorky slepych stiev (n=297)
Z jate¢nich zvitat (dribeze, n=183 a prasat, n=114) a vzorky z prostfedi (odpadni vody, n=44 a voln¢

zijici zvitata, n=64). Primarni vzorky z terénu a sbirka bakterialnich izolatl rezistentnich ke kolistinu

(MIC> 2mg/1) byli poskytnuty Statnim zdravotnim tstavem (SZU) a Statnim veterindrnim ustavem
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(SVU) jako sou¢ast béZicich narodnich programi monitoringu vyznamnych mechanismi antibiotické
rezistence. Veterinarni vzorky (n=659) pomnozené v peptonové vod¢ byly podrobeny selektivni
kultivaci na agarovych pudach (Eosin methylene blue a MacConkey agar) s kolistinem (3,5 mg/l).
Ziskané Cisté kultury rezistentnich izolati byly druhové identifikovany pomoci hmotnostniho
spektrometru MALDI-TOF (microflex LT/SH; Bruker). Ke stanoveni profilu citlivosti
k antibiotikim vc¢etné produkce klinicky vyznamnych beta-laktamaz byla vyuzita diskova difuzni
metoda s hodnocenim dle CLSI (CLSI, 2018) a mikrodilu¢ni metoda na zakladé minimalni inhibiéni
koncentrace (MIC) dle EUCAST (EUCAST 2021). Detekce genu mcr (mcr-1 az mcr-10) byla
provedena polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Detailni analyza bakteridlnich izolat z riiznych
zdrojii nesoucich gen mcr byla provedena metodou celogenomového sekvenovani (WGS) na
platformé Illumina v kombinaci s technologii MinlON. K izolaci celogenomové DNA byl pouzit kit
NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel) a ptiprava DNA knihoven byla realizovana kitem Nextera XT
DNA Library Preparation Kit (Illumina). Ziskand sekvencni data byla kvalitativné zpracovana
programem Trimmomatic v0.36. a nasledné¢ assemblovana do formatu fasta za vyuziti software
SPAdes v3.13.1 obsahujici pouze sekvenci jednotlivych ¢teni slozenych do delSich usektit DNA. Ze
zpracovanych dat jsme pomoci online dostupnych bioinformacnich nastroji urcili sekvencni typ
bakterie (MLST), geny rezistence k antibiotikiim (ResFinder), chromozomalni mutace (PointFinder)
a plazmidové replikony (PlasmidFinder). Primarni nukleotidové sekvence plazmidi sestavené
s vyuzitim programu Unicycler 0.4.8 byly porovnany s referencnimi sekvencemi z databaze GenBank
ke stanoveni pfibuznosti plazmidi nesoucich geny mcr v ramci nasi sbirky a s plazmidy popsanymi
v Evrop¢ a ve svéte. Schopnost horizontalniho pfenosu plazmidl s geny rezistence ke kolistinu byla
otestovana konjugacnimi experimenty. Velikost a pocet plazmidl pfenesenych do recipientnich
buné¢k byly stanoveny pomoci pulzni gelové elektroforézy (PFGE) s pouzitim nukleazy S1

a porovnani sekvenci plazmidi bylo provedeno nastrojem BRIG.

Vysledky
Z 2511 humannich izolatd rezistentnich ke kolistinu byla u 73 izolati (3 %, n=2511) prokazana
ptitomnost genu na plazmidu (mcr-1, n=48 a mcr-4, n=3). Izolaty E. coli s genem mcr-1 (obr. 1)
patfily k riznym sekvencnim typim (ST, n=26), z nichZ nejcastéji zastoupeny byl ST744 (n=10).
Patnact izolatd E. coli nalezelo k ST88 (n=3), ST538 (n=3), ST1011 (n=3), ST69 (n=2), ST162 (n=2)
a ST453 (n=2), zatimco zbyvajicich jedenact izolata patfilo k unikatnim ST. Mezi izolaty komplexu
E. cloaceae dominovala linie ST484 (n=11). VétSina rezistentnich izolati s mcr-1 nesla geny
rezistence k aminoglykosidiim, makrolidiim, sulfonamidu, tetracyklinu a trimethoprimu. Mezi

plazmidy nesouci gen mcr-1 dominoval u humannich izolati vyskyt ~33 kb IncX4 (34/73; 47 %)
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s vysokou urovni nukleotidové podobnosti (>99,9 %). Sestavené sekvence plazmidu vykazovaly
vysokou miru shody s jinymi plazmidy dostupnymi ve vetejnych databéazich, napt. plazmid
PMCR_1413_E1 z E. coli ST354 pochézejiciho ze syrového kriitiho masa z Ceské republiky a izolat
PMCR_1138 D1 z E. coli ST744 ze syrového kriitiho masa dovezeného z Némecka. V mens$i mife
byly zastoupeny stfedné velky ~55 kb plazmid IncI2 (8/73; 11 %) a nejvétsi ~220 kb plazmid IncHI2
(9/73; 12 %). Zbylych 22 izolatd neslo gen mcr-4 na Col plazmidu (3/73; 4 %) a gen mcr-9 zaclenény
do chromozomu (19/73; 26 %). Ptenos plazmidu s genem mcr-1 byl uspésny u 43 izolatd (90 %,

n=48) zahrnujici izolaty E. coli (n=39) a K. pneumoniae (n=4).

Obr. 1. Fylogeneticka analyza humannich izolatt E. coli v¢etné ptvodu, typu plazmidu a detekce
gent kodujicich klinicky vyznamné beta-laktamézy.
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Ze sbirky 659 veterinarnich vzork pomnoZenych v peptonové vodé bylo selektivni kultivaci na dvou
agarovych pudach ziskano celkem 112 izolati E. coli rezistentnich ke kolistinu s genem mcr-1.
Izolaty pochazely z 65 vzorkid (10 %, n=659), pfi¢emz z pozitivniho vzorku byly obvykle ziskany
dva pozitivni izolaty. Izolaty s genem mcr byly nalezeny v Cerstvém mase z domaci produkce (43/303,
14 %) zahrnujici drabezi (33/149, 22 %), veptove (6/74, 8 %) a hoveézi maso (4/80, 5 %). Vyssi miru
rezistence ke kolistinu jsme zaznamenali v mase z dovozu (17/59, 28 %), konkrétné u dribeziho
(16/32, 50 %) a hovéziho masa (1/10, 10 %), ve vzorcich veptfového importovaného masa (n=17)
nebyly geny mcr nalezeny. Naopak nizky vyskyt E. coli s geny mcr byl zjistén ve stievé jatecné
dribeze (3/181; 2 %) a prasat (2/114, 2 %), slepé stievo hovéziho dobytka nebylo vySetieno. Pri
stanoveni profilu rezistence k antibiotikim byla u vétSiny izolath rezistentnich ke kolistinu (97/112,

87 %) prokazéna rezistence k riznym typum antibiotik, coz poukazuje na mozZny vyskyt
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multirezistentnich kment. Izolaty E. coli nalezely k riznym ST, v¢etné patogennich linii (ST=69,
ST131), pricemz nejcastéji zastoupené byly ST=1011 (n=8) a ST10 (n=6). Gen mcr-1 se nachazel
pfevazné na jednom ze tii inkompatibilnich (Inc) skupin konjugativnich plazmidd zahrnujici
plazmidy IncX4, IncI2 a IncHI2. Pfenos mcr-1 do laboratorniho kmene E. coli byl tspésny u 70 %
izolata.

Z environmentalnich vzorkt byl detekovan gen mcr-1 u jednoho ze ¢tyf izolati E. coli z rackid
a u jednoho ze Sedesati izolatl E. coli z dravci. ST analyza prokazala vysokou variabilitu, nicméné
nekteré ST byly shodné s izolaty od lidi a hospodarskych zvirat (ST162, ST10). Ze vzorkl odpadnich
vod (n=44) bylo selekci ziskano 50 bakteridlnich izolatu ze 4 riznych Celedi. Gen mcr-1 byl
detekovan pouze u izolatd E. coli (12/50, 24 %).

Zavér
Projekt poskytl nové poznatky o vyskytu plazmidy kodované rezistence ke kolistinu u bakterii celedi
Enterobacteriaceae napiic¢ riznymi zdroji. Celogenomovym sekvenovanim jsme v bakteridlnim
genomu urcili geny odpovédné za rezistenci ke kolistinu, stanovili chromozomalni mutace
a sekvencni typy (ST) a detailn€ charakterizovali plazmidy jako vyznamné néstroje pro pienos geni
mcr mezi bakteriemi navzdjem. Studie rozSifila vyzkum rezistence na kolistin v rdmci narodniho
monitoringu a prokdzala zvySeny zachyt genti mer u hospodéiskych zvitat, ktery mtize byt povazovan
za jeden z vyznamnych zdroju kolistinové rezistence. Vyzkum doplnil informace o potencionalnim
pfenosu rezistentnich izolati ze zvifat na lidi a podpofil tak mysSlenku jednotného zdravi, které

poukazuje na spojitost mezi zdravim lidi, hospodatskych zvitat a prostredi.
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Detekce vybranych patogennich mikroorganismii v ready-to-eat potravinach
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Uvod
Ready-to-eat (RTE) potraviny jsou velmi atraktivni pro konzumenty, ktefi hledaji konvenientni
potraviny. Codex Alimentarius definuje RTE potraviny jako potraviny (v¢etné napoji), které mohou
byt syrové, vatfené, zpracované i jinak pfipravené, a jsou ve formé¢, ve které jsou piimo spotiebiteli
konzumovany (1). Vzhledem k chyb¢jici tepelné upravé RTE potravin pied jejich konzumaci,
predstavuji tyto potraviny potenciondlni zdravotni riziko pro konzumenty. Riziko spociva predevsim
v mozné kontaminaci RTE potravin patogennimi mikroorganismy béhem jejich vyroby, manipulace
a skladovani. Chlazené RTE potraviny, kontaminované patogennimi mikroorganismy, vedly
celosvétove jiz k mnoha ptipadiim alimentarnich onemocnéni. Proto se problematika mikrobidlni
bezpe¢nosti a kvality téchto potravin stala dilezitym tématem v ochrané vetfejného zdravi (2).
Hlavnim cilem tohoto projektu bylo rozSifeni poznatki o mikrobidlnim zatizeni RTE potravin
dostupnych v trzni siti. Pozornost byla vénovana ptredev§im detekci patogent a to: Helicobacter
pylori, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. a Staphylococcus aureus resp. MRSA ve vybranych

RTE potravinach.

Material a metodika
Vzorky RTE potravin byly zakoupeny v trzni siti na uzemi Ceské republiky. Bylo provedeno
5 odbért, v ramci nichZ bylo celkem zakoupeno a vySetteno 50 vzorkli RTE potravin. Vybér vzorki
zahrnoval rizné typy téchto potravin (salat, sandwich, bageta, bagel, wrap, uzeny losos, uzena
makrela). Pfi vybéru vzorkid byl kladen diiraz na zastoupeni zivociSnych slozek. Vzorky byly
transportovany a uchovavany pfi teploté 2-4 °C. Mikrobiologické analyzy byly provadény vzdy do
dvou hodin od nakupu vzorki. Ke stanoveni patogennich bakterii byly vyuZity klasické kultiva¢ni
metody a metody molekularné-biologické. Salmonella spp. byla stanovena dle CSN EN ISO 6579,
L. monocytogenes dle CSN EN ISO 11290-1 a S. aureus dle CSN EN ISO 6888-1. Nasledné byly
u ziskanych izolatl provedeny vybrané konfirmacni testy. Suspektni izolaty byly poté testovany
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Z konfirmacnich testd byl vyuzit ITEST S. AUREUS
LATEX (ITEST plus, s.r.o.) pro potvrzeni tvorby plasmakoagulazy. Dale pak SALMONELLA TEST
KIT (OXOID) pro stanoveni Salmonella spp. a test API LISTERIA (BIOMERIEUX) pro konfirmaci
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L. monocytogenes. Pro néslednou PCR reakci byla pouzita DNA, jez byla ze ziskanych izolati
izolovana varem. Pomoci PCR byly detekovany vybrané geny specifické pro dany druh, resp. rod.
U suspektnich izolat S. aureus byl pomoci multiplex PCR zjistovan vyskyt specifického fragmentu
SA442 a soucasn¢ byla provedena detekce genu mecA (pro urCeni piipadného vyskytu MRSA —
methicilin rezistentni S. aureus) (3, 4). Jako interni kontrola byl v této multiplex PCR pouzit gen
kodujici 16STRNA (5). U suspektnich izolatd L. monocytogenes a Salmonella spp. byla rovnéz
vyuzita metoda PCR. Provedeni obou reakci bylo Gspé$né optimalizovano na podminky laboratofe.
U L. monocytogenes byl detekovan gen prfA zodpovédny za produkci Listeriolysin positive
regulatory protein a sou¢asné jako interni kontrola gen kodujici 16SrRNA (5, 6). U rodu Salmonella
pak byla stanovena pfitomnost genu invA specifického pro tento rod (7, 8). Bakterialni DNA pro
Nested PCR byla ze vzorkt RTE potravin izolovana pomoci dvou riznych kitl, DNeasy mericon
Food kit (QTAGEN®) a NucleoSpin Microbial DNA (Macherey-Nagel). Detekce H. pylori byla
provedena pomoci Nested PCR, jejiZ optimalizace byla jednim z Gsp&né splnénych cili projektu
IGA ¢islo: 224/2020/FVHE. Pomoci Nested PCR byla dale ve vzorcich detekovana Salmonella spp.
Tato reakce byla navrzena na zakladé studii Waage et al. (9) a El-Taweel et al. (10) a upravena
vzhledem k podminkam laboratofe. U této reakce se pro zvySeni specificity vyuzivaji dva pary
primert. Nejprve se provede reakce s tzv. vnéjSimi pary primerti a vznikly produkt je vyuzit jako
templat pro reakci s vnitinimi primery. Kombinaci dvou parti primerd se zvysi pravdépodobnost

amplifikace pouze daného, specifického useku, a to i pti malém mnozstvi DNA.

Vysledky
V ramci projektu bylo zjisténo, ze izolace pomoci NucleoSpin Microbial DNA (Macherey-Nagel) je
pro ziskani vétsi vytéznosti bakterialni DNA z potravin vyhodnéjsi. Dale pak doslo k optimalizaci
metody pro stanoveni Salmonella spp. pomoci Nested PCR a rovnéz k optimalizaci klasické PCR pro
detekci L. monocytogenes a Salmonella spp. Projekt umoznil vyuziti optimalizované metody pro
stanoveni H. pylori pomoci Nested PCR, ktera je vysledkem piedchoziho projektu IGA
224/2020/FVHE. Celkem bylo vysetieno 50 vzorkli RTE potravin, které byly zakoupeny v 6 raznych
prodejnach. Bylo zjisténo, ze v kazdé prodejné se nachdzela potravina kontaminovana nami
sledovanymi patogennimi bakteriemi. VSechny vzorky byly negativni na pfitomnost S. aureus a tim
padem 1 MRSA. Toto odpovida vysledktim jinych studii, ve kterych byla rovnéz prevalence MRSA
v RTE potravinach velmi nizka. Prevalence S. aureus je naopak v fadé studii vyraznéji vyssi (11, 12).
Toto miZe poukazovat na vysokou urovei hygieny vyroby téchto vyrobkd v Cesku.
L. monocytogenes byla prokadzana ve 3 vzorcich (6 %). Jednalo se o vzorky typu wrap a tortilla

(Caesar wrap, tortilla s mozzarellou a suSenymi rajcaty, tortilla s halloumi syrem a pecenou
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paprikou). Kontrola vyskytu této bakterie v RTE potravindch je v SouCasnosti stanovena v platné
legislativé (Nafizeni komise (ES) ¢. 2073/2005), protoze pravé tyto potraviny jsou nejcasteji
spojovany s vyskytem zavazného onemocnéni — listeriozy (13). Pfi stanoveni Salmonella spp. bylo
dosazeno rozdilnych vysledku pomoci metody PCR a Nested PCR. V piipadé PCR nebyla v zadném
vzorku prokazana piitomnost této bakterie. Pii pouziti metody Nested PCR byla Salmonella spp.
prokézana u 4 vzorkt (8 %). Konkrétné se jednalo o vzorky: fecky salat, wrap s kufecimi stripsy, filet
z uzeného lososa, toast se Sunkou a syrem. Vysledky ukazuji, ze Nested PCR lze pouzit i na vySetfeni
potravin s vysokym vyskytem kontaminujici mikroflory a také, Ze tato metoda je schopna detekovat
i velice malé mnozstvi pfitomnych bakterii rodu Salmonella. Vyskyt L. monocytogenes i Salmonella
spp. byl relativné nizky, coz potvrzuji vysledky i dalSich studii (14, 15). V ptipadé H. pylori bylo 25
vzorklt (50 %) pozitivnich. Toto je vyrazné¢ castéjsi zachyt, nez v studiich Ghorbani et al.
a Hemmatinezhad et al. (16, 17), kde byl stanoven vyskyt v RTE potravinach 13,45 % a 20 %. Tento
rozdil Ize pticist tomu, Ze ve zminénych studiich byla pouzita kultiva¢ni metoda. H. pylori zptisobuje
zavaznd onemocnéni, jako je chronickd gastritida, chronicky vied a rakovina Zzaludku.
Pii neptiznivych podminkach dokaze tato bakterie vstoupit do zivotaschopné, ale nekultivovatelné
formy, u které se vSak predpoklada, ze miize byt stale infekcni. Proto byla jako nejvhodnéjsi vybrana

metoda Nested PCR, ktera dokaze zachytit i tyto formy.

Zavér
Vzhledem k chybéjicimu tepelnému oSetieni pied konzumaci RTE potravin, mohou tyto potraviny
pfedstavovat zvySené riziko pro spotiebitele, a to 1 diky zji§ténému vyskytu moznych plvodct
onemocnéni z potravin jako byla v naSem ptipadé L. monocytogenes a Salmonella spp. a predevsim
vysokému vyskytu H. pylori. Zptisoby pienosu H. pylori nejsou dosud piesné znamy. Nicméné
vysledky nasi studie ukazuji, Ze RTE potraviny mohou hrat vyznamnou roli v Sifeni tohoto patogenu

v lidské populaci.
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Porovnani urovné dobrych Zivotnich podminek v chovech a p¥i pirepravé na jatky u druhi
a kategorii zviiat chovanych v CR na zakladé vyskytu uhynii a traumatickych poskozeni
zjistovanych pri veterinarni prohlidce na jatkach
Lenka Valkova, Eva Voslarova, Vladimir Vecerek
Ustav ochrany a welfare zvirat a veiejného veterindrniho Iékaistvi, Fakulta veterindrni hygieny

a ekologie, Veterinarni univerzita Brno

Uvod

Zajistit odpovidajici uroven péfe a zachazeni se zvifaty je nutné nejen zvifatim v chovu, ale
I zvifatim piepravovanym k porazce na jatkach (1). Je skutecnosti, ze uroven welfare se u jatecnych
zvitat 1i8i podle druhu a kategorie poradzenych zvitat. Z divodu smérovani veterindrniho dozoru nad
chovem, pfepravou a porazenim jate€nych zvitat je dllezité rozpoznat, u kterych druht a kategorii
jate€nych zvitat je v soucasnych podminkdch péce a zachazeni se zvitaty riziko tthynti pfi piepraveé
na jatky a poskozovani zvifat traumatickymi vlivy narusujicimi odpovidajici troven welfare
jatecnych zvifat. UrCeni druhl a kategorii zvitat na zékladé jejich porovnani z pohledu nasledki
neodpovidajici pée a neodpovidajiciho zachdzeni, které zplsobuje Uhyny pii pfepravé anebo
traumaticka poSkozeni tél a koncetin zvifat, nejvice postizenych z pohledu narusSenych podminek
welfare zvifat, je vyznamnym vystupem aplikovaného vyzkumu s vyuzitelnosti téchto vysledki pro
chovatelskou i veterinarni praxi (2-5). Poznatky porovnavajici welfare vétSiny druht a kategorii zvitat
pordzenych na jatkach jsou vSak v odborné literatufe omezené a jejich rozpoznani na zakladé redlnych
dat by bylo vyznamnym pfinosem pro rozvoj poznatkii v oblasti welfare jatecnych zvifat a vytvotilo
by predpoklad pro opatieni k zvySeni irovné welfare zvifat poraZzenych na jatkach.

Cilem prace proto bylo porovnat trovent dobrych zivotnich podminek v chovech a pfti pfepravé na
jatky u hospodaiskych zvifat chovanych v CR na zékladé (thynii pii piepravé a na zékladé vyskytu
traumatickych poSkozeni zjiStovanych pfi veterinarni prohlidce na jatkach s cilem rozpoznani trendt
ve vyvoji urovné welfare v poslednich letech u jednotlivych druht a kategorii zvifat a na zaklad¢
mezidruhového srovnani dovodit rozdily v Grovni welfare mezi jednotlivymi druhy a kategoriemi
poraZzenych zvifat ve smyslu ur€eni rizikovych druhii a kategorii zvifat z pohledu veterinarniho

dozoru nad welfare zvifat pfepravovanych k poraZce jatky.

Material a metodika
Porovnani irovné dobrych Zivotnich podminek v chovech a pfi pfepraveé na jatky u dojnic, jalovic,
bykt, telat, prasnic, prasat ve vykrmu, selat, ovci, jehiat, koz, kizlat, kralikd, nosnic, kufecich

brojlert, kriit, hus, kachen a pstrosti chovanych v CR bylo provedeno na zakladé poétu uhyni pfi
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prepraveé a na zakladé vyskytu traumatickych posSkozeni zjist ovanych za obdobi 10 let (2010 az 2019)
pfi veterinarni prohlidce na jatkéch, a to zejména se zaméefenim na rozliSeni traumatickych zmén na
téle a na koncetinach, které mohou indikovat rozdilné zplisoby zachazeni s jate¢nymi zvitaty. Trendy
ve vyvoji urovné welfare u sledovanych druhti a kategorii jateCnych zvitat byly stanoveny na zékladé
vyskytu thynti v jednotlivych letech sledovaného obdobi a z pritbéhu ¢asovych fad byly dovozeny
ptipadné sméry vyvoje v trovni welfare sledovanych druhti a kategorii zvirat. Mezidruhové rozdily
v péCi zvitat a pti zachézeni s nimi s dopadem na jejich welfare byly dovozeny na zaklad¢ porovnani
cetnosti vyskytu thynt a vyskytu nalezl traumatického ptivodu na jatkdch mezi jednotlivymi druhy
a kategoriemi zvifat. Jednotlivé nalezy z veterinarni prohlidky na jatkach pro sledované druhy
a kategorie pordzenych zvifat pro obdobi 2010 az 2019 byly ziskdny ve spoluprici se Statni
veterinarni spravou.

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci programu Unistat 6.5 for Excel. Pro statistické
porovnani ¢etnosti v ramci jednotlivych kategorii byl vyuzit Chi kvadrat test pro hodnoceni statistické
vyznamnosti v kontingen¢ni tabulce 2x2. Pti Cetnostech piekracujicich 5, byla pouzita Yatesova
korekce, pti Cetnostech nizsich nez 5 byl vyuzit Fishertiv presny test. K vyjadieni trendd v pritbéhu

sledovaného obdobi byl pouzit Spearmantv koeficient potfadové korelace.

Vysledky

Z vysledk vyplyva, Ze existuji rozdily v urovni thynl pii pfepravé na jatky pro rizné druhy
a kategorie jateCnych zvifat. Mezi zvifaty pfepravovanymi volné (tabulka 1) byly nejvyssi thyny
u skotu (0,027%) a ovci (0,015%). Z mezidruhového srovnani vyplyva, Ze u dospélych zvitat
vyfazenych z chovu byly nejvyssi tthyny zjiStény u prasnic (0,188%), mezi vykrmovanymi zvifaty
byly nejvyssi uhyny zjistény u vykrmovanych prasat (0,061%) a mezi mlad’aty vyfazenymi z chovu
u selat (0,266%). Z porovnani Cetnosti thynt pfi prepravé na jatky pro zvifata piepravovana
v kontejnerech vyplyva, Ze nejvyssi uroven uhynt vykazovaly nosnice (0,507%) coby ptaci
ptepravovani po ukonceni intenzivniho snaskového obdobi (tabulka 2). U vykrmované dribeze
a kralikt byly thyny pfi prepravé statisticky vyznamné nizsi (P < 0,05). Mezi vykrmovanymi zvifaty
byly nejvyssi uhyny zjiStény u brojlerovych kutat (0,429%) a dale u krélikli (0,199%) a naopak
obdobi zjistény statisticky vyznamné zmény, avSak u vykrmovanych prasat (rSp = -0,83, P = 0,003)
a selat (rSp = -0,85, P = 0,002) byl prokazan pokles uhynt, naopak u brojlerovych kutat (rSp = 0,70,
P =0,025) a kachen (rSp = 0,92, P = 0,000) pocty thyni vzrostly.
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Nejvice traumatickych zranéni (tabulka 3 a 4) bylo zjiS§t€no u nosnic (2,80%), u dojnic (1,71%)

a u kralikt (1,52%). Pozitivni zji$téni je, ze u vétSiny sledovanych druht a kategorii byly traumatické

nalezy pozorovany pouze v nizké ¢etnosti. Z pohledu lokalizace traumatickych nalezi byly ¢astéjsi

(P < 0,01) nalezy na koncetinach nez na trupu. Vyjimku pfedstavovaly pouze pstrosi, jehiata, kozy

a kiizlata, u kterych statisticky vyznamny rozdil mezi nalezy na koncetinach a trupu zjistén nebyl (P

= 1,00), coz bylo déno velmi nizkym (jehnata) nebo zadnym (pstrosi, kozy a kizlata) vyskytem

traumatickych nalezli u téchto skupin.

Tabulka 1. Uhyny skotu, prasat, ovci a koz pii piepravé na jatky

Druh zvirat
skot prase ovce koza
dojnice | jalovice | byci telata | prasnice | vykrm | selata | bahnice | jehnata | kozy |kuizlata
piepraveno 1137256 | 257931] 1015601 | 104557 | 587351 |25042633 | 123520 22821 | 114278| 1350| 5778
uhynulo 502 19 60 98 1106 15330 329 6 14 2 0
uhyn (%) 0,044 0,007 0,006 0,094 0,188 0,061| 0,266 0,026 0,012| 0,148| 0,000
Tabulka 2. Uhyny dribeze, kraliki a ptrosii pfi prepravé na jatky
Druh/kategorie zvifat
kralici brojlerova kufata nosnice krity husy kachny pStrosi
piepraveno 1880670 1094054474 20132832 1182971 37691 | 28613090 6252
uhynulo 3741 4647787 102088 1373 1 33325 0
thyn (%) 0,199 0,425 0,507 0,116 0,003 0,117 0,000

Tabulka 3. Cetnost traumatickych pokozeni u skotu, prasat, ovci a koz zjidténych pii prohlidce na

jatkach
. Pocet Traumaticka poskozeni koncetin Traumaticka poskozeni téla
Druh/kategorie porazenych
zvikat pocet % pocet %
dojnice 1136754 13716 1,207 5768 0,507
jalovice 257912 1448 0,561 405 0,157
byci 1015541 2269 0,223 596 0,059
telata 104459 391 0,374 83 0,080
prasnice 586245 749 0,128 111 0,019
prasata vykrm 25027303 23477 0,094 741 0,003
selata 123191 164 0,133 15 0,012
bahnice 22815 17 0,075 2 0,009
jehnata 114264 2 0,002 3 0,003
kozy 1348 0 0 0 0
ktizlata 5778 0 0 0 0
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Tabulka 4. Cetnost traumatickych poskozeni u dritbeze, kralikii a pstrosi zjisténych pii prohlidce na

jatkach
. Pocet Traumatické poSkozeni koncetin Traumaticka poskozeni téla
Druh/kategorie porazenych
zvifat % pocet % pocet
kralici 1876929 15645 0,834 12855 0,685
nosnice 20030744 557726 2,784 2269 0,011
brojlerova kufata 1089406687 150545 0,014 81770 0,008
kruty 1181598 2532 0,214 612 0,052
husy 37690 160 0,425 5 0,013
kachny 28579765 832 0,003 42 0,000
pStrosi 6252 0 0 0 0
Zavér

Vysledky ukazuji, ze z pohledu uthynti pfi piepravé je problematickd zejména pteprava zvirat
v kontejnerech, k nejvy$$im uhyntim dochazelo pii piepravé nosnic, brojlerovych kufat a kraliku.
U zvitat prepravovanych volné dochézelo k nejvyssim thynlim u prasat, zejména prasnic a selat.
Vyssi prevalence thynt zvifat prepravovanych na konci jejich produkéniho cyklu (nosnice, prasnice
a dojnice) nebo po vyfazeni z chovu (selata) doklad4 potifebu vénovat vétsi pozornost posouzeni
zdatnosti zvirat pired piepravou a vylouceni nezpusobilych zvifat z piepravy. Obdobné zavéry
vyplyvaji i z posouzeni vyskytu traumatickych nalezi, které se nejcastéji vyskytovaly u post-
produkénich zvitat (zejména dojnice a nosnice). Pomérné nizka cetnost traumatickych 1ézi u ostatnich

druhti a kategorii zvifat je z pohledu welfare porazenych zvitat ptizniva.

Seznam literatury:

1) SCHWARTZKOPF-GENSWEIN, K.S., et al., 2012. Road transport of cattle, swine and poultry
in North America and its impact on animal welfare, carcass and meat quality: A review. Meat
Science, 92(3), 227-243.

2) GRILLLI, C., et al., 2015. Welfare indicators during broiler slaughtering. British Poultry Science,
56(1), 1-5.

3) HUNEAU-SALAUN, A, et al., 2015. Contribution of meat inspection to the surveillance of
poultry health and welfare in the European Union. Epidemiology & Infection, 143(11), 2459-2472.

4) STARK, K.D.C., 2017. Abattoir condemnation data remain underused in decision making.
Veterinary Record, 180(21), 514-515.

5) STARK, K.D.C,, et al., 2014. Strengths and weaknesses of meat inspection as a contribution to
animal health and welfare surveillance. Food Control, 39, 154-162.

Tato prace byla financovana grantem 1GA VETUNI 213/2021/FVHE

123



Prima identifikace felinniho koronaviru u kocek chovanych v atulku
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Uvod
Vlivem umisténi do Gtulku mohou zvitata celit faktorim, které jsou spojeny s narusenim dobrych
zivotnich podminek. Jednim z takovych faktort je vysoka koncentrace riznych zvifat s neznamou
zdravotni historii. Koronavirus ko¢ek (FCoV) je v populaci kocek rozsifen celosvétove, predevsim
Vv utulcich a u vétsiho poctu zvifat v domacich chovech. Virus patii do rodu Alphacoronavirus 1,
podéeledi Orthocoronavirinae, ¢eledi Coronaviridae (1). Existuji dva biotypy FCoV, a to avirulentni
nebo nizkovirulentni enterickd forma viru (FECV) a vysoce virulentni forma (FIPV), ktera vznikne
v disledku mutaci viru v organismu hostitele a je ptivodcem infekéni peritonitidy s vysokym
procentem mortality kocek (2). K mutacim a k rozvoji letdlniho onemocnéni pak dochdzi u ptiblizné
3 % kocek nakazenych nepatogennim FECV (3). Perzistenci FCoV v organismu ovliviiuji faktory
prostfedi, genom hostitele i pivodce. U hostitele je dilezitym faktorem vykonnost imunitniho
systému, ktery byva negativné ovlivnén stresem; ten kocky ¢asto vlivem zmény rezimu, piitomnosti
cizich kocek a osob po umistnéni do utulku prozivaji. Roli hraje také stafi, plemeno a genetické
predispozice. Sifeni viru vykaly zvifat je rozdilné u chovii s jednim zvitetem (25 %) a tam, kde je
vysoké koncentrace chovanych kocek (atulky nebo doméci chovy s vét§im poctem kocek) (80 %) (4).
Cilem této prace byla identifikace a kvantifikace FCoV v trusu u ko€ek nové ptijatych do ttulku
metodou qPCR, porovnani citlivosti rychlych antigennich testl z trusu kocek od tfi vyrobcl pro
praktickou vyuzitelnost v utulku, identifikace viru z prostfedi metodou RT nested PCR a zjisténi
pteZivatelnosti viru v Gtulku v zavislosti na U¢inku dezinfekce, kterd se v utulku béZné pouziva,

a sledovani chovani kocek s pozitivnim nalezem FCoV.

Material a metodika
Pro detekci FCoV byl odebran trus od 70 nové pfijatych kocek pochazejicich ze 3 riiznych utulkt
v CR a nésledné analyzovan metodou real-time PCR (qPCR). Koc¢ky byly v &ase odbéru vzorki
umisténé v karanténni ¢asti ttulku. Pro izolaci RNA ze vzorku trusu byl vyuzit kit NucleoSpin® RNA
Stool (Macherey Nagel, Némecko). 5 ml RNA bylo nasledné po izolaci pfepsano do cDNA pouzitim
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Svycarsko) a Random oligonucleotidii. Jako
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pozitivni kontrola byl vyuzit purifikovany plazmid s inzertem DNA felinniho koronaviru, negativni
kontrolou byla voda RNase-free. Detekce a kvantifikace RNA byla provedena pouzitim kitu Xceed
qPCR SG Istep 2 x Mix Lo-ROX v celkovém mnozstvi 20 pl dle instrukci uvedenych vyrobcem
v piistroji Light Cycler® 480 II (Roche, Svycarsko). Kromé qPCR analyzy byly vzorky trusu jesté
podrobeny testovani pomoci rychlych antigennich testli pochéazejicich od tfi riiznych vyrobct.

Za ucelem zjisténi schopnosti felinniho koronaviru piezivat v prostfedi utulku bylo odebrano a
vySetfeno 19 stéra z prostiedi (6x kocici toalety, 4x podlaha, 4x domek, 2x gau¢, 3x vyvySené police
- odpocivadla) pied ocistou téchto objektl a prostor. Ze stéru byla kitem Nucleo Spin RNA
(Macherey Nagel, Némecko) izolovana virova RNA a detekce virové RNA byla provedena RT nested
PCR za pouziti MM master mixu (Top Bio, CR). ProtoZe byla virova RNA v prostiedi nalezena, byla
navic ovéfovana ucinnost 3 druhil dezinfekce (na bazi chloru, alkoholu a neiontovych, povrchové
aktivnich latek) ve vztahu k ptfezivani FCoV. Jelikoz jeden z Utulkli disponoval zafizenim na
ozonovani vzduchu, bylo ovéfeno 1 piisobeni ozonu na FCoV. Po ozonaci bylo z prostedi odebrano
14 stéri, ze kterych byla izolovana a detekovana RNA vyse popsanym zpiisobem. Jelikoz byla i po
aplikaci ozonu virovd RNA identifikovana, bylo nezbytné navic ovéfit viabilitu FCoV v prostredi
pomoci kultivace suspenznich izolatl na bunécnych liniich koci¢i provenience. Za aseptickych
podminek byl virus v koncentraci 10-4 inokulovan na bunécny monolayer linie CRFK (Sigma-
Aldrich, USA) v 5 % médiu DMEM (Sigma-Aldrich, USA) a provedena inkubace v termostatu pfi
37 °C s 5 % koncentraci oxidu uhlic¢itého. Po 48-hodinové inkubaci byl pozorovan cytopaticky efekt
pod inverznim mikroskopem.

Za Gcelem zjisténi vlivu FCoV na welfare kocek, byly u jedinct vylucujicich FCoV v trusu ve 14-
dennim intervalu monitorovany zmény ve 3 behaviordlnich (Groven hravého chovani, sociability
a vztahu k ostatnim koc¢kam) a 8 zdravotnich indikatorech welfare (Groven fyzické kondice (BCS),
prijem, vytok/zarudnuti/otok oka, vytok z nosu/zarudnuti/otok, pfitomnost patologickych zvukl
a ztizeného dychani, kulhani a abnormalni postoj, kvalita srsti, viditelnd poranéni) podle protokolu
sestaveného na zdklad¢ poznatkii ziskanych z védecké literatury. Ziskand data byla statisticky
vyhodnocena pomoci statistického programu Unistat 6.5. Na zaklad¢ statisticke analyzy byly ziskané
vysledky z antigennich testll srovnavany s vysledky analyzy metodou qPCR; stanovena byla
senzitivita a specifita antigennich testl. K testovani rozdili mezi Cetnostmi byl vyuzit y2 test,
Spearmantiv korelac¢ni koeficient byl vyuzit ke korelacni analyze. Wilcoxontliv test byl pouzit
k otestovani vyznamnosti mezi znamkami v ramci jednotlivych hodnoceni zdravotnich

a behavioralnich indikatora kocek.
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Vysledky
Ze 70 vysettenych vzorkl bylo na pfitomnost FCoV v trusu metodou qPCR zji§téno vyznamné vice
pozitivnich (p < 0,05) nez negativnich vzorkl (44 vs. 26). VE&k ani pohlavi nehraly vyznamnou roli
(p>0,05) ve vyluc¢ovani FCoV v trusu kocek. V ramci testovani trusu rychlymi antigennimi testy byl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v poctu pozitivné testovanych vzorki (p < 0,05), vysledky
mezi testem A a B vzajemné nekorelovaly (p > 0,05, rs = 0,2025). Korelace mezi vysledky byla
nalezena v piipad¢ testu B a C (p < 0,05, rs = 0,4792). Stanovena senzitivita byla u testu A a C na
ptekvapivé nizké trovni (20,5 % a 34,1 %), senzitivita testu B byla vyssi (65,9 %). Stanovena
specificita testll byla na vysoké, resp. uspokojivé trovni (test A: 100 %, test B: 73,1 %, test C: 92,3
%). Mnozstvi virovych ¢astic detekovanych piistrojem Light Cycler® 480 II nekorelovalo s vysledky
antigennich testl (p > 0,05). Zjistili jsme, Ze ani v ptipad¢ analyzy vzorki pomoci qPCR ani v ptipadé
pouziti antigenovych testl nekorelovaly ziskané vysledky s konzistenci trusu (p > 0,05).
Z 19 stéra, které byly odebrany z prostiedi ttulku pted jeho ocistou, byla RNA FCoV izolovana ze
16 vzorka (84,2 %). Zjistili jsme, ze vyskyt FCoV se v prostfedi utulku nutné€ nevazal pouze na koc¢ici
toalety, pravé naopak, stéry, ve kterych nebyla RNA nalezena, byly odebrany z povrchu toalet. Po
aplikaci ozonu byla RNA FCoV stéle nalezena v 10 ze 13 stéri odebranych pted aplikaci ozonu, proto
bylo pfezivani viru navic ovétovano kultivaci na buiikach. Cytopaticky efekt nebyl u bunék evidentni
ani v pripad¢ stéri ziskanych z prostiedi pted ani po aplikaci ozéonu.
Z hlediska ovétovani ucinnosti dezinfekcnich prostiedkil na prezivani FCoV, byla eliminace RNA uz
po 5 minutach piimého pisobeni na virus detekovana u dezinfek¢éniho prostiedku na bazi chloru
(0¢inna latka chlornan sodny). U zbylych dvou dezinfekénich prostfedkli na bazi alkoholu (G€inna
latka ethanol + propan-2-ol) a neiontovych povrchové aktivnich latek (uc¢inna latka alkyl (C12-16)
dimethylbenzylammoniumchlorid) byla virovda RNA nalezena po 5, 15 ale 1 po 30 minutové expozici.
Da se tedy konstatovat, Ze kombinace ozonu a dezinfekéniho prostfedku, pfedev§im na bazi chloru
vyrazné redukuje virus z prostiedi.
V prubéhu sledovani kocek v utulku v 14-dennim intervalu bylo zjisténo, ze u vyznamné vyssiho
poctu kocek (p < 0,05) nedoslo ke zméné stavu béhem pobytu v Gtulku, resp. doslo k jeho zlepSeni
Vv alespont jednom ze sledovanych indikéatort oproti poctu kocek, u kterych doslo béhem pobytu
v utulku ke zhorSeni stavu. U Zadného ze sledovanych indikator nebyl zaznamenan vyznamny rozdil
pii srovnani znamek kocek prvniho a posledniho hodnoceni (p > 0,05). V prabéhu sledovani uhynulo

5 kocek, avSak ani u jedné nebyla primarni pfi¢inou smrti infek¢ni peritonitida.
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Zavér
Vysledky této studie naznacuji, Ze pouzitelnost rychlych antigennich testi k detekci FCoV trusu

v

kocek v utulku je omezend a nemtize v plné mife nahradit spolehlivéjsi metody (QPCR). Z pohledu

v

vlivu dezinfek¢nich prostredkii na piezivani FCoV v prostiedi 1ze za nejspolehlivejsi dezinfektant
oznacit pripravek na bazi chloru (v praxi napt. Savo), jelikoz virovda RNA byla u zbyvajicich dvou
testovanych pfipravkil na bazi alkoholu a neiontovych povrchové aktivnich latek nalezena i po jejich
30-minutové expozici. Viabilita viru by méla byt u téchto pfipravkl v dalsim vyzkumu ovéfovana

kultivaci na bunécnych liniich.
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Uvod

V soucasné dob¢ patii nesteroidni antiflogistika (NSAID) mezi nejcastéjsi a nejbéznéjsi pouzivana
1é¢iva v humanni i veterinarni medicing. Vyuzivaji se k tlumeni bolesti, zanétu a snizeni horecky (1,
2, 3). Mezi casto vyuzivana NSAID v humanni mediciné patii piedevsim ibuprofen a diklofenak.
a antipyreticky ucinek. Derivat kyseliny octové, diklofenak, se pak vyuziva naptiklad pii 1écbé
revmatickych onemocnéni, kde kromé analgetického u€inku zmirniuje otoky kloubtli. Nejcastéji jsou
NSAID aplikovany peroralng, jsou tedy absorbovany v gastrointestinalnim traktu (1). Po vylouceni
z organizmu odchazi rezidua spole¢né s odpadni vodou do ¢istiren odpadnich vod, které ale nejsou
schopny tyto latky z vody kompletné odstranit a v povrchovych vodach nalézame rezidua 1é¢iv
v koncentracich 0,001-1 pg/1 (5), ale i nasobné vyssich (1600 ng/1) (6). V dusledku vysoké spotieby
NSAID dochazi ke kumulaci téchto latek v Zivotnim prostiedi (4) a piedeslé studie jasné prokazuji
negativni vliv NSAID na vodni organizmy (7, 8).

Cilem tohoto projektu bylo rozsitit poznatky 0 u€incich peroralni aplikace ibuprofenu a diklofenaku
na zdravotni stav pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss). Testované latky byly podavany
v krmivu, a to v mnozstvich 2 pg/kg ibuprofenu = IBN2; 200 pg/kg ibuprofenu = IBN200; 2 ug/kg
diklofenaku = DFN2; 200 pg/kg diklofenaku = DFN200; 2 ug/kg ibuprofenu + 2 ug/kg diklofenaku
= IBN+DFN.

Material a metodika
Béhem experimentu byl sledovan vliv peroralni aplikace ibuprofenu a diklofenaku na pstruha
duhového. Samotnou experimentéalni ¢ast predchédzela ptiprava testovaného krmiva. Patentovanou
impregnacni metodou byly na povrch granuli naneseny testované latky v koncentracich 2 pg/kg a 200
ug/kg ibuprofenu, 2 pg/kg a 200 pg/kg diklofenaku a smés téchto latek v koncentraci 2 ug/kg
ibuprofenu a 2 ug/kg diklofenaku. Pied zahajenim experimentu probéhla 14-denni faze aklimatizace,
béhem které si ryby navykly na testované krmivo a prostfedi. Béhem experimentu byly pravidelné
analyzovany fyzikalné-chemické parametry vody, byla sledovana mortalita a piipadné zmény

chovani pokusnych zvifat.
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Po Sestitydenni experimentalni fazi byl pokus ukoncen a ryby byly usmrceny tupym tderem do hlavy.
Poté jim byla odebrana krev a béhem pitvy i dalsi vzorky tkani pro laboratorni analyzy. Krev byla
vyuzita pro stanoveni hematologickych a biochemickych ukazateli. Ze vzorkl zaber, jater a ledvin
byla izolovdna DNA pro genovou expresi vybranych gent a byly odebrany také vzorky tkani pro
histopatologické vySetfeni a analyzu stanoveni oxidativniho stresu.

V ramci analyzy genové exprese byly specifické primery navrzeny a jejich funkcénost byla ovéfena
pomoci gelové elektroforézy. Pro validaci qRT-PCR analyzy byly vyuzity vzorky vybranych organt,
které byly ziskdny v ramci pfedchoziho experimentu na pstruhu duhovém. Na orgénech byly
cyplal, cyp3a27, clsl a cls2).

Hematologické vySetfeni bylo provedeno podle metodiky Svobodova et al. (9). Biochemické
vySetfeni bylo provedeno na analyzatoru Konelab 20i.

Vysledky histopatologického vySetfeni se momentalné zpracovavaji a budou soucasti sepsané
veédecké publikace s IF.

Zjisténa data byla nésledné¢ statisticky vyhodnocena pomoci statistického programu Unistat.

Vysledky

V ramci experimentu se zjiStoval ptipadny vliv ibuprofenu a diklofenaku na genovou expresi sedmi
vybranych gent (coxl, hsp70, cyp3a27, cox2, clsl, cyplal a cls2). Vzorky odebranymi pro tuto
analyzu byla tkan jater, Zaber a ledvin. Jako statisticky vyznamné byly vybrany hodnoty, které
vykazovaly p < 0,05 a p <0,01. Tkan ledvin IBN2 skupiny vykazovala statisticky vyznamné zvyseni
exprese gentt hsp70 (p < 0.01) (graf. 1) a cyplal (p < 0.05) (graf. 2). Statisticky vyznamné (p < 0,05)
zvySeni exprese genu hsp70 jsme zaznamenali také v jaterni tkani skupiny IBN2 (graf. 3). Analyza
zaberni tkan¢ ukazala statisticky vyznamné zvySeni genové exprese genu hsp70 ve skupiné IBN2 (p
< 0.01), IBN200 (p < 0.01) a DFN200 (p < 0.05) (graf. 4). U ostatnich sledovanych gent nebyly
zaznamenany statisticky vyznamné odchylky.

Pti statistickém vyhodnoceni hematologickych ukazatelti nebyl zjiStén Zadny signifikantni rozdil

mezi testovanymi skupinami a kontrolou.
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Pii analyze biochemickych parametri z krevni plazmy bylo zjisténo statisticky vyznamné (p < 0.01)
snizeni hladiny amoniaku u skupiny vystavené kombinaci ibuprofenu a diklofenaku oproti kontrole.
U dalsich biochemickych parametrii nebyly zjistény zadné signifikantni zmény.

Pii analyze parametrii oxidativniho stresu bylo prokazano statisticky vyznamné (p < 0.01) snizeni
aktivity enzymu GPx (glutathio peroxidazy) po Sestitydenni expozici koncentracim 2 a 200 ug/kg
ibuprofenu pfi srovnani s kontrolni skupinou u Zaber. Dale v Zabrech doSlo ke statisticky
vyznamnému (p < 0.01) sniZeni aktivity katalazy ve skupiné vystavené koncentraci 200 pg/kg

diklofenaku v krmivu oproti kontrole.

Zavér
V ramci experimentu, jsme pozorovali vliv nesteroidnich antiflogistik, ibuprofenu a diklofenaku, na
pstruha duhového. Kromé sledovani vlivu jednotlivych latek jsme se zaméfili 1 na jejich kombinaci.
Ve vodnim prostiedi se obvykle nevyskytuji latky samostatné, ale ve smési latek, které na organismy
komplexn¢ ptsobi.
Zjistili jsme zvysSeni genové exprese dvou gentl, hsp70 a cyplal. Gen hsp70 patii do skupiny ,heat
shock protein®. Jedna se o gen, ktery je z této skupiny nejvice rozsifeny a jeho tkolem je ochrana

bunék pred stresovymi podminkami. Gen cyplal je soucasti cytochromu P450, podili se tedy, mimo
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jiné, na metabolismu 1é¢iv. Vysledky studie prokazuji vliv koncentrace ibuprofenu 2 ug/kg krmiva,
na zvysSen¢ stresové pusobeni ve tkani ledvin, jater a zaber. ZvySeni exprese genu cyplal v ledvinach
pak poukazuje na jeho vyssi potiebu pti detoxikaci organismu.

Testované latky statisticky vyznamné neovlivnili hematologické a biochemické parametry,
s vyjimkou hladin amoniaku v krevni plazmé. Tkan zaber ale vykazovala u skupin, kterym byl
podavan ibuprofen (2 a 200 pg/kg) vyrazné sniZeni aktivity enzymu glutathion peroxidazy a u
skupiny které byl podavan diklofenak (200 pg/kg) vyrazné snizeni aktivity enzymu katalazy. Oba
tyto enzymy maji za kol pfeménovat v organizmu peroxid vodiku na vodu a vodik. Jejich snizeni
tedy vede k poSkozeni tkani ptisobenim peroxidu vodiku.

V zavéru muzeme fict, Ze ibuprofen a diklofenak maji na pstruha duhového negativni vliv, ktery je

vyrazn¢ veétsi u jednotlivych latek nez u jejich kombinace.
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Stanoveni Zeleza, médi a zinku v séru psi a posouzeni jejich vztahu k vyzivé
Viola Zentrichova, Alena Pechova
Ustav chovu zvirat, vyZivy zvirat a biochemie, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

univerzita Brno

Uvod

V dnesni dobé je na trhu dostupna velka skala komercnich krmiv pro psy, at’ uz granulovanych, nebo
vlhkych. V nasich podminkach se vyrobci téchto krmiv fidi doporu¢enimi Evropské federace vyrobct
krmiv pro domaci zvitata (FEDIAF) (1). To je do jisté miry zarukou, ze jsou tato krmiva nutri¢né
vyvazena. Kromé zakladnich Zzivin, jako jsou bilkoviny, tuk a makroprvky, jsou v téchto
doporucenich obsazena i minimalni doporu¢end mnozstvi pro nékteré stopové prvky. Mezi nimi jsou
1 Zzelezo, méd’ a zinek. Psi, krmeni komerénim krmivem, by tedy méli mit zajistén dostate¢ny piijem
téchto minerald.

V soucasné dobé ovsem také narlsta popularita doma pfipravované stravy, a to predevsim syrové,
nebo vafené kombinované se syrovou. Dle majiteli, krmicich své psy syrovou stravou, je tento
zpusob ,,zdravéjsi« a ,,ptirozengjsi* (2). Mezi vyhody se také uvadi, Ze je pro psy chutnéjsi, psi maji
Cistsi zuby a lesklejsi srst (3). Jen 9 % majitelt ovSem konzultuje vyzivu svého psa s veterinafem a
také se vice spoléhaji na internetové zdroje, nez na odborniky (2). Takova strava pak muize byt
nevyvazena, bez dostatecného mnozstvi vSech esencialnich zivin. Na to poukazuji i publikované
studie, zkoumajici obsah mineralnich latek v doma ptipravovanych dietdch pro psy. V prvni studii,
analyzujici 95 receptd, nespliiovalo pozadavky na mineralni latky 60 % z nich (4). Ve druhé studii
dokonce ani jeden ze 75 receptl nesplnil vSechny nutriéni doporuc¢eni FEDIAF (5). Cilem této prace
bylo potvrdit hypotézu, ze psi krmeni doma pfipravovanou stravou maji nizsi pfijem mineralnich
latek, a proto 1 niz$i koncentrace Zeleza, médi a zinku v krevnim séru. Dale byl posouzen vztah

stopovych prvki k jednotlivym makroprvkiim a biochemickych parametrim.

Material a metodika
Vzorky byly odebrany ve spolupraci se soukromymi veterindrnimi 1ékafi v ramci jejich preventivni
a diagnostické c¢innosti. VSichni psi byli pfed odbérem vySetfeni a shledani klinicky zdravymi.
Majitelé podepsali informovany souhlas a vyplnili anamnesticky dotaznik. V tomto dotazniku podali
informace o véku, pohlavi a plemeni psa, a dale o skladb¢ stravy a Cetnosti krmeni. Podle téchto
informaci byli psi rozd€leni do tfi skupin — psi krmeni komerénim krmivem (vice nez 75 % denni

davky tvofilo komeréné€ vyrabéné krmivo), psi krmeni domaéci stravou (vice nez 75 % denni davky

132



tvofila doma pfipravovana strava) a psi krmeni kombinovanou stravou. Celkem jsme ziskali vzorky
od 89 psi, z toho 50 zvitat bylo krmeno komeréni, 21 doméci a 18 kombinovanou stravou.

Vzorky byly odebirany zv. jugularis nebo v. cephalica antebrachii. Pfiblizné 2 mililitry byly
odebrany do zkumavky bez antikoagulancia. Pro ziskéni séra byly vzorky ponechéany 30 minut
V pokojové teploté¢ a nasledné odstiedény. VSechen vysetfovany material byl zmrazen na -80 °C a
rozmrazen az bezprostiedné¢ pied analyzou. VSechna stanoveni probihala pomoci klinického
biochemického analyzatoru INDIKO™, za pouziti komerénich setl a certifikovanych kontrolnich
materidlti. Z biochemickych parametrii byly stanovovany kromé zeleza, médi a zinku také vapnik,
anorganicky fosfor, hoicik, ALT, ALP, AST, GMT, urea, kreatinin, celkova bilkovina, albumin,
triglyceridy, kreatinin kindza, cholesterol a celkovy bilirubin. Z diivodu nedostatku vzorku nebyly
vSechny parametry zméfeny ve vSech vzorcich. Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program
UNISTAT 6.0 (Unistat Ltd, Londyn, Velka Britanie). Data byla testovana pomoci Kolmogorov-
Smirnova testu, a dle vysledku byla pouzita jednofaktorova ANOVA, nebo Mann-Whitney U test.
Korelace byly hodnoceny pomoci Spearmanova koeficientu. Hladina statistické signifikance byla

ur¢ena na p < 0,05.

Vysledky
Z 21 pst krmenych pievazné domaci stravou jen dva majitelé uvedli, ze ptidavaji nutricni doplnék
s obsahem mineral. V grafech 1-3 je znazornéna distribuce dat koncentrace Zeleza, médi a zinku
v krevnim séru celého souboru vySetfovanych psi. Tabulka 1 uvadi sérové koncentrace stopovych
prvki v zavislosti na dieté. Signifikantni vliv diety byl zji§t€n pouze u zinku, pfi¢emZ koncentrace

Zn v krvi byla vyssi u pst dostavajicich komer¢ni dietu ve srovnani se psy krmenymi domaéci stravou.

Graf 1. Koncentrace Zeleza (n = 89) Graf 2. Koncentrace médi (n = 88)
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Po analyze vzajemnych vztahii stopovych prvki a ostatnich biochemickych parametrti bylo zjisténo,
ze koncentrace zeleza nekoreluje se zddnym ze sledovanych parametria. Méd’ pozitivné korelovala

s hodnotami vapniku (¢ = 0,430, p < 0,001), hoi¢iku (c = 0,318, p = 0,003), ALT (c = 0,246, p =
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0,022), ALP (¢ =0,253, p=0,017), albuminu (c = 0,268, p = 0,012) a celkové¢ bilkoviny (¢ = 0,272,
p =0,011). Zinek pozitivn¢ koreloval s hot¢ikem (c = 0,242, p = 0,028), ALP (c = 0,233, p = 0,035),
albuminem (¢ = 0,320, p = 0,003), triglyceridy (c = 0,360, p <0,001) a cholesterolem (¢ = 0,286, p =
0,045).

Graf 3. Koncentrace zinku (n = 82)
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Tabulka 1. Koncentrace stopovych prvka (median) v zavislosti na dieté (* p < 0,05, signifikantni

rozdil mezi skupinami)

komer¢ni | kombinovana | domaci

umol/l | strava strava strava
zelezo 28,4 24,8 29,6
méd’ 4.4 4,3 4,3
zinek 8,9* 7,3 6,7*

Pfi statistickém vyhodnoceni udajii z anamnestickych dotazniki vyplnénych autory bylo dale
zjisténo, Ze vaha psi (skupiny < 10 kg, 10-20 kg, > 20 kg) nema vliv na koncentraci Zeleza, médi ani
zinku v krevnim séru. Zaznamenali jsme ovSem vliv véku a pohlavi. Psi star§i 10 let méli vyssi
koncentraci médi (medidn 5,5 umol/l) nez vSechny ostatni vékové skupiny (mladsi 2 let median 4,0
umol/l, 2-5 let 4,4 umol/l a 610 let 4,3 umol/l). Pohlavi mélo rovnéz vliv na hladinu médi. Dale i na
koncentraci zinku. Zatimco medidn u samcii byl 6,6 pmol/l pro zinek a 4,3 pmol/l pro méd’, u samic

byl 8,9 umol/l (zinek) a 5,0 pmol/l (méd’).

Zavér
pfevazné doma pifipravovanou stravou a nejvyssi u pstt krmenych komerénim krmivem, pfi¢emz tento
rozdil je statisticky vyznamny. NaSe hypotéza se tedy v ptipad¢ zinku potvrdila. Méd’ a zelezo ovSem
podavanou stranou ovlivnény nebyly. Zajimavé ovSem je, ze sérova hladina zinku byla ovlivnéna

pohlavim a hladina médi pohlavim a vékem.
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Spermie a parovaci systémy evropskych netopyri
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Uvod

Zivotni strategie netopyri Zijicich v mirném pasmu se 1idi od obecného savéiho modelu kvili jejich
schopnosti ptekonat obdobi nedostatku potravy v zimnich mésicich ve stavu pravého zimniho spanku
neboli hibernace. V tomto obdobi dochézi ke snizeni Zivotnich funkci a hormonalni aktivity spojené
s reprodukci. Spermatogeneze, probiha na jaie a v 1ét€, zatimco pafeni nastava na podzim béhem
swarmingu a vyjimec¢n¢ i béhem hibernace. Zralé Zivotaschopné spermie jsou uchovavany po celou
dobu hibernace bud’ v cauda epididymis (piesto, Ze spermatogeneze ustava jiz od konce 1éta) nebo po
kopulaci v sami¢i rozmnozovaci soustaveé (1). Takto ulozené spermie pieziji az 7 mésicl, coz je mezi
savei vyjimeéné (napi. Rhinolophus hipposideros) (2). Na jafe po probuzeni dochéazi u samic
k ovulaci, uvolnéni spermii a nasledn¢ oplodnéni vajicka.

Parovaci systémy jsou alespon ¢aste¢né popsany pouze u 7 % druh@ netopyrt. VéEtSina evropskych
druhti netopyri vyuziva typicky savci model, tedy polygamii, s moznou promiskuitou obou pohlavi.
Moznost mnohonasobného pareni a parametry reprodukéni fyziologie netopyrii naznacuji, ze
kompetice spermii bude hrat dilezitou a €asto podcetiovanou roli v evoluci parovacich systému
u netopyru (3). Tento jev dokazuje napiiklad i vicenasobna paternita u druhu Eptesicus fuscus (4).
U evropskych druhti netopyrid, jakymi jsou netopyr dlouhouchy (Myotis bechsteinii) a netopyr
fasnaty (Myotis nattereri), dochazi k pafeni na mistech swarmingu. Tato mista se ¢asto nachazeji pred
vchody do jeskynnich systémi. Aktivita jedincii na téchto mistech tak muize byt povazovana
za obdobi paftici aktivity (5).

Cilem studie bylo porovnani parametri spermii a aktivity na mist¢ swarmingu u druhii Myotis
bechsteinii a Myotis nattereri. PolozZili jsme Si vyzkumné otazky a zpracovali je do nasledujici
hypotézy: Pokud je reprodukéni aktivita dvou druhti rozdilna v €ase, budou mit samci jednotlivych
druhtiv daném okamziku rozdilné parametry spermii? Tedy u M. nattereri nebudou nalezeny rozdilné
parametry spermii, nebot’ se v daném cCase vSichni samci nachazi pfed obdobim pafici aktivity,

zatimco M. bechsteinii se v daném ¢ase nachazi po obdobi pafici aktivity, tudiz 1ze o¢ekavat rozdilné

parametry spermii u samcii uspé$nych a netispésnych.
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Material a metodika
Do odchytové klece a narazovych siti byli dne 18. 9. 2021 pii vyletu z Katefinské jeskyné (Blansko)
odchyceni 4 samci Myotis bechsteinii a 4 samci Myotis nattereri. Jedinci byli zméfeni, zvazeni
a samostatn¢ vlozeni do oznacenych platénych pytlika. Zvifata byla individualné uspéna za pomoci
inhala¢niho pfistroje s odpafovacem isofluranu anestetikem o koncentraci 1,5-2 %. Pro ziskani
vzorkll ejakuldtu byl pouzit piistroj IEEG-impulsni elektroejakula¢ni generator (Certifikovana
metodika). Po uspani zvifete byla do rekta zavedena mikroelektroda pro dosazeni ejakulace semene
(0,3-3 mA, 50 Hz). Ejakulat byl odebran sterilni $pickou, pfi¢emz 5 pl vzorku slouzilo k analyze
pomoci systému CASA (Computer-assisted Sperm Analysis, Spanélsko) a 5 pl bylo napipetovano na
podlozni sklicko a zafixovano k pozdéjsi morfometrické analyze. Pro barveni vzorki bylo pouzito
Giemsovo barvivo. Po odebrani ejakulatu bylo odpojeno inhala¢ni anestetikum a zvifata byla
ponechéna na kysliku az do probuzeni. Bezprostiedn€ po uplném probuzeni z inhala¢ni anestezie byla
zvitata vypusSténa v misté¢ odchytu. Data o aktivité netopyri ve vchodu Katefinské jeskyné byla
ziskana ve spolupraci s Ustavem biologie obratlovett AV CR (doc. Zukal). Letova aktivita netopyrii
byla zaznamendvanad po desetidennich intervalech od poloviny cervence do poloviny listopadu.
Samci byli pro statistickou analyzu rozdé€leni na dvé kvalitativni skupiny s rozdilnym zastoupenim
nepohyblivych spermii ve vzorku. Méné nez 10 % nepohyblivych spermii predstavuje vysoky
aktualni reprodukéni potencial (VARP), vice nez 10 % nepohyblivych spermii piedstavuje aktualné
nizky reprodukéni potencial (NARP). Jelikoz vSechna ziskané data méla normalni rozlozeni (Shapiro-
Wilkiv test) byla kanalyze rozdild mezi druhy a definovanymi skupinami samci pouzita

parametricka analyza rozptylu (ANOVA).

Vysledky
Aktivita Myotis bechsteinii a Myotis nattereri v obdobi pafeni na mist¢ swarmingu (Katefinska
jeskyng€) se vyznamné 1isi. M. bechsteinii je aktivni zejména v druhé poloving srpna, zatimco vrchol
aktivity M. nattereri nastava az v prub¢hu fijna (Obr. 1). Datum odbéru vzorkd spermii odpovida

desetidennimu obdobi D1 a je zvyraznéno modrou Sipkou.
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Obrazek 1. Relativni aktivita druhti v zavislosti na obdobi. C1-D6 znaci desetidenni interval odchyta

v obdobi 15.7.-14.11.2021.

Koncentrace spermii v 1 ml vzorku se neli$i mezi jedinci téhoz druhu, ani mezi riznymi druhy (F =
0,93; p <0,5). Rozdily vSak byly nalezeny v procentudlnim zastoupeni imotilnich a motilnich spermii
(F =42,44; p <0,01; respektive F = 42.45; p < 0,01) (Obr 2a,3a,3b). Déle byl testovan rozdil dvou
typtd motilnich spermii, které se déli na progresivni spermie, které se pohybuji pfimocare ¢i ve
velkych kruzich a neprogresivni spermie, které se sice pohybuji, ale jejich pohyb je v malych kruzich
nebo bez piimého posunu (Obr 2b). Vyznamny rozdil v zastoupeni motilnich spermii byl zptisoben
zejména rozdilem v objemu progresivnich spermii (F = 88,81; p <0,01). Zastoupeni neprogresivnich
spermii se statisticky vyznamné liSilo pouze mezi druhy (F =38,81; p <0,01), nikoliv v rdmci jednoho

druhu (F =5,79; p <0,07).
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Obrazek 2 a, b. Typ VARP- samec s mén¢ nez 10 % imotilnich spermii, Typ NARP —samec s vice
nez 10 % imotilnich spermii, MO — motilni spermie, IM — imotilni spermie, PR — progresivni

spermie, NP — neprogresivni spermie, hodnoty v %.
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Obrazek 3 a, b. Fotografie z vySetieni ejakulatu pomoci piistroje CASA u samce M. bechsteinii
s VARP (a) a NARP (b).

Zavér

Nase vysledky potvrzuji rozdilnou fenologii reprodukce samcti u dvou studovanych druhti. U samcti

M. bechsteinii, kteti jsou vzorkovani za vrcholem svého paticiho obdobi byly zjistény vyrazné rozdily

v kvalité ejakulatu. Lze tedy predpokladat, ze samci s vysokym zastoupenim imotilnich

a neprogresivnich spermii (NARP) byli pfi reprodukci uspéSni, zatimco samci s Vvysokym

zastoupenim motilnich a progresivnich spermii (VARP) byli pii rozmnozovani neuspésni. U samct

M. nattereri, kteti jsou vzorkovani pied paficim obdobim se tyto rozdily v kvalité ejakulatu

neprojevily, nebot’ jsou pfipraveni k rozmnozovani, ke kterému teprve dojde.
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