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Vézené kolegyné¢ a kolegové, studentky a studenti,

Veterinarni univerzita Brno prostiednictvim Interni grantové agentury univerzity (IGA
VETUNI) poskytuje ucelovou podporu na projekty vyzkumu provadéné studenty pti uskute¢inovani
akreditovanych doktorskych nebo magisterskych studijnich programii, ktery je bezprostiedné spojen
s jejich vzdélavanim. V roce 2023 bylo na urovni univerzity financné podpofeno a feseno celkem
24 studentskych projektl, které uspély v soutézi o ucelovou podporu na specificky vysokoskolsky
vyzkum na univerzité¢ zaméteny na aktualni problémy ve veterindrnim lékarstvi, veterinarni hygiené
a ekologii, bezpecnosti a kvalit€ potravin, ochrané zvitat nebo v gastronomii.

Sbornik obsahuje piispévky zpracované tesiteli projekti pro tcely prezentace na konferenci
a obhajoby svych projekti, a pfedstavuje tedy vysledky vyzkumu studenti VETUNI financovaného
z prostiedkii u¢elové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum MSMT na rok 2023.
Konference IGA VETUNI se v letoSnim roce kona 12. prosince 2023, coz je ptfesné¢ v den 105.
vyroci zalozeni univerzity. Zapojeni studenti do védy a vyzkumu v ramci jejich vzdélavani na
univerzit¢ je predpokladem rozvoje veterindrnich poznatkli a veterindrniho vzdélavani i
v budoucich letech.

Déekuji fesitelskym tymim, ¢lenim komise IGA VETUNI, oponentim avSem dal$im

pracovnikim, kteti se podileli na zajisténi letoSniho roc¢niku IGA VETUNI, za odvedenou praci.

prof. Ing. Eva Voslarova, Ph.D.
predsedkyné komise IGA VETUNI
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Vliv antiseptickych koZnich pripravkii na mikrobialni kontaminaci perifernich
intraveno6znich katetri u psi a kocek.
Mat&j Pavlik!, Andrea Nedasova!, Jan Krafka?, Alois Necas!
1 - Oddéleni chirurgie a ortopedie, Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi,
Veterindrni univerzita Brno
2 - Magistersky studijni program — 6. rocnik, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni univerzita

Brno

Uvod
Mikrobialni kontaminace perifernich intravendznich katetrti je ¢astou komplikaci ve veterinarni

medicing. Cetnost vyskytu mikrobialni kontaminace se pohybuje mezi 7-48 % (Matthews et al. 1996,

infekce a nasledné kolonizace intravenozniho katetru je kiize. Riziko kontaminace se da sniZovat
dostate¢nym ostfihanim srsti, odstranénim hrubych necistot a ndslednym pouzitim antiseptickych
koznich ptipravkl. Zavaznost a klinické disledky mikrobidlni kontaminace intravendznich katetrti
jsou mnohem vys$i u pacientl na jednotkach intenzivni péce, proto se zde v€nuje zvysena pozornost
radné aseptické pripraveé pred zavedenim intravenézniho katetru (Spurlock et al. 1990, Ones et al.
2009, Simpson et al. 2022). Bakterialni kontaminace intravenoznich katetrti a rozdily v ucinnosti
jednotlivych antiseptickych ptipravkt pro piipravu opera¢niho pole jsou dobie popsana témata
(Asimus et al. 2019), ale dle nasSeho védomi se zadna studie dosud nevénovala srovnani jednotlivych
antiseptickych koznich ptipravkll a jejich vlivu na miru bakteridlni kontaminace intraven6zniho
katetru. Nasim cilem bylo proto urcit vliv vybranych antiseptickych koznich ptipravka (alkohol,
chlorhexidin a jejich kombinace) na miru mikrobidlni kontaminace perifernich intravendznich
katetri.
Material a metodika

Do studie byla zatazena zvifata hospitalizovana na jednotce intenzivni péce Kliniky chorob pst a
kocek, kterym byl zavadén periferni intravenozni katetr. U kazdého zvitete byl k pfipraveé mista pred
zavedenim intravendzniho katetru pouzit jeden z nasledujicich ptipravki: roztok na bazi alkoholu
(ethanol, 2-propanol, Softasept N, B. Braun), chlorhexidinovy sprej (SkinMed spray, Cymedica) a
kombinace chlorhexidinového mydla (Lifo-Scrub, B. Braun) a roztoku na bazi alkoholu (Softasept
N, B. Braun). Psi a ko¢ky byli rozdéleni do skupin na zakladé pouzitého antiseptického piipravku a
dale na zaklad¢ délky hospitalizace. Zvitata byla podle délky hospitalizace rozdélena do tii skupin:
<24 h, 24-48 h, >48 h.



U kazdého psa a kocky byly provedeny 2 mikrobiologické stéry z klize a odebran jeden vzorek z
katetru po jeho vyjmuti z cévy. Prvni stér byl odebran z kiize v misté zavedeni intravendzniho katetru
po ostiihani srsti pred pouzitim antiseptického kozniho ptipravku. Druhy stér byl odebran ve stejném
misté po pouziti antiseptického kozniho pfipravku. Stéry byly odebirany sterilnim tamponem
navlhéenym ve sterilnim fyziologickém roztoku, ktery byl nasledné umistén do transportniho média
AMIES. Jako posledni vzorek byla ke kultivaci odesldna posledni tfetina intravenozni ¢asti katetru.
Vzorky byly nasledn¢ odeslany ke kultiva¢nimu vysetfeni. Celkem bylo odebrano 252 vzorki.
Kultivace stért z klize probihala na Columbia agaru (Oxoid) s ptidavkem 5 % ov¢i krve (krevni agar,
KA) a MacConkey agaru (MCA, Oxoid). Vzorky byly inkubovany pii 37 °C, za aerobnich podminek,
po dobu 48 hodin. Vzorky kanyl byly za aseptickych podminek vyjmuty z odbérové zkumavky,
nakultivovany na KA a nasledné piesunuty do zkumavky s Brain Heart Infusion bujonem (BHI,
Oxoid) k pomnoZeni. Pomnozeni probihalo pti 37 °C, za aerobnich podminek, 24 hodin. Po inkubaci
byl bujon dikladn¢ zvortexovan, 100 ul bylo naneseno na KA a nésledn¢ inkubovano pti 37 °C, za
aerobnich podminek, 48 hodin. Narostlé kolonie byly vizualn€ hodnoceny na zéklad€ rozdilné
morfologie a nasledn¢ identifikovany metodou MALDI TOF MS.

Vzorky kanyl byly kultivovany na KA a souc¢asné¢ pomnozeny v Brain Heart Infusion bujonu (BHI).
Po pomnozeni byl vzorek z bujonu vyockovan na KA. Kultivace vzorkd na agarech probihala pii 37
°C, aerobng¢, 48 hodin. Narostl¢ kolonie byly identifikovany metodou MALDI TOF MS. Ziskana data
byla statisticky zhodnocena, k hodnoceni byl pouzit Fishertuv exaktni test.

Vysledky

Celkem bylo do studie zatazeno 84 zvirat, konkrétné¢ 74 pst a 10 kocek. Klize ptred zavedenim
intravenozni kanyly byla oSetfena roztokem alkoholu u 32 zvifat, chlorhexidinovym sprejem u 26
zvitat a kombinaci chlorhexidinového mydla a roztoku alkoholu u 26 zvirat. Ve skupiné zvirat
oSetfenych roztokem na bazi alkoholu byly kultivacné pozitivni katetry zjistény u 7 jedinct (21,86
%), ve skupiné zvifat oSetienych chlorhexidinovym sprejem u 7 jedinct (26,92 %), a ve skupiné
zvifat osetfenych chlorhexidinovym mydlem a roztokem na bazi alkoholu u 4 jedinct (15,38 %) (graf
1). Jednotlivé skupiny se mezi sebou statisticky vyznamné nelisily (p=0,55). Z celkového poctu 84
testovanych katetri byl kultivaci zjistén pozitivni nalez u 18 vzorkd (21,43 %), ¢etnost pozitivniho
kultiva¢niho néalezu se mezi jednotlivymi skupinami podle typu pouzitého antiseptického ptipravku
nelisila (p=0,64).

Na zéklad¢ délky hospitalizace se procentudlni pocet kultivacné pozitivnich katetrti zvySoval s délkou
hospitalizace. Ve skupin€ do 24 h bylo pozitivnich 5 ze 35 (14,29 %), ve skupin¢ 24-48 h bylo
pozitivnich 6 z 26 (23,08 %) a ve skupin€ nad 48 h bylo pozitivnich 7 z 23 (30,43 %) (graf 2). Bakterii



nejcastéji izolovanou z perifernich intravendznich katetrti byl Entorobacter cloacae (celkoveé 7x,
38,89 % ze vSech pozitivnich nalezli). Dalsi nejcastéji izolované bakterie z intraven6znich katetra
byly bakterie rodu Staphylococcus, Micrococcus, Enterococcus, Corynebacterium, Pseudomonas a
Bacillus. Bakterie izolované z kontaminovanych katetri korespondovaly s bakteriemi izolovanymi z

kaze daného zvifete pouze v jednom piipadé (5,56 %), jednalo se o bakterii Micrococcus luteus.

Roztok alkoholu Chlorhexidin Chlorhexidinové mydlo +
roztok alkoholu

- J

= Negativni = Pozitivni = Negativni = Pozitivni = Negativni = Pozitivni

Graf 1. Procentudlni podil kultivacné pozitivnich kanyl v zdvislosti na pouZitém antiseptickém pripravku.
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Graf 2. Pocet kultivacné pozitivnich katetri v zdvislosti na délce hospitalizace.



Zaveér

chlorhexidinového mydla v kombinaci s roztokem alkoholu, nebyl prokazan statisticky vyznamny
rozdil mezi nami sledovanymi piipravky. Mira kontaminace intravendznich katetri ma tendenci
stoupat s délkou hospitalizace. Bakterie izolované z kontaminovanych katetri nekorespondovaly
S bakteriemi izolovanymi z ktize daného zvifete. Nase vysledky potvrzuji G€innost jednotlivych
koznich antiseptik a zaroven poukazuji na to, Ze ke kontaminaci intravendznich kanyl dochazi béhem
hospitalizace ptedevsim z prostfedi, a nejedna se proto o dusledek nedostateéné aseptické ptipravy
ktze pfed samotnym zavedenim katetru. Autoii by se radi vénovali vyzkumu zdroji a mechanismu

kontaminace v dalSich studiich.
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Incizni komplikace po laparotomickych zakrocich a rizikové faktory jejich vzniku u koni
Zuzana Kecerova, Kristyna Dvofakova, Magdaléna Oubrechtova
Klinika chorob koni, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita Brno
Uvod

Infekce v misté chirurgického zakroku, tzv. incizni komplikace, vedou ke zhorSenému hojeni
ran a jsou castym problémem u hospitalizovanych koni zejména po laparotomickych operacich
(Gehlen et al., 2023; Mair and Smith, 2005). Protoze laparotomie reprezentuji jedny z nejcastéjsich
operaci u koni, jsou incizni komplikace ve stfedu zajmu veterinarnich chirurgli po celém svéte. Pres
uplatnéni fady opatieni v podobé profylaktické aplikace antibiotik, Setrnych operacnich technik 1
postoperacniho managementu, dochdzi ke komplikovanému hojeni ran po operacich
gastrointestinalniho traktu v 10 % - 37 % ptipadech (Durward-Akhurst et al., 2013; Dziubinski et al.,
2020; Isgren et al., 2018).

V etiologii pooperacnich infekci se neziidka uplatnuji nozokomidlni multirezistentni
mikroorganismy (s rezistenci ke tfem a vice skupindm antimikrobik), konkrétné meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus, bakterie fadu Enterobacterales produkujici Sirokospektré betalaktamazy
(ESBL-E), Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, ¢i Acinetobacter baumanii. Obvykle jde
navic o smiSené infekce, kdy lze v ranach identifikovat kombinace vySe uvedenych agens piipadné
za spolutcasti mikrobt kolonizujicich riizné té€lesné kompartmenty (koaguldza negativni stafylokoky,
streptokoky, gramnegativni anaeroby, nerezistentni enterobakterie) ¢i environmentalnich mikrobt
(bacily) (Dziubinski et al., 2020; Zendri et al., 2023).

Rozvoj inciznich komplikaci ovliviiuje mnozstvi rizikovych faktori souvisejicich se stavem
samotného pacienta, rizika vSak vzchézi také z vedeni vlastniho zakroku a nésledné pooperacni péce.
Vyznamnymi se jevi zejména vek, vaha a imunokompetence koné. Z chirurgického aspektu je to
potom délka operace, pocet lidi pfitomnych na operacnim sale a zkuSenosti operatéra, ptedoperacni
ptiprava operacniho pole, stav operované tkdné a troveinl jeji kontaminace, typ incize a metoda
uzavieni rany spole¢né s pouzitym Sicim materidlem. V neposledni fad¢ jde také o pooperacni

management a celkovou délku hospitalizace. V1iv ma dokonce i ro¢ni obdobi (Eugster et al., 2004,

vV

24

selhani sutury rany, tvorba adhezi mezi bfi$ni sténou v oblasti rany a organy dutiny bfisni, tvorba

hernie (6 — 17%). (Robson et al., 2016)



Vzhledem k tomu, ze Klinika chorob koni VETUNI Brno zajist'uje pohotovost v rezimu 24/7,
pocet pacienti, u kterych je nutno vykonat laparotomicky zakrok, roste. V poslednich letech vSak
bohuZel narlsta také pocet operanti s komplikovanym hojenim ran, ktery presahl 40 % ptipadu.
Hlavnim cilem na$i studie proto bylo vyhodnoceni incidence inciznich komplikaci po
laparotomickych vykonech provedenych na naSem pracovisti v pribéhu roku 2023 se zamétenim na
identifikaci bakterialnich patogent a stanoveni jejich citlivosti k antibiotikim bézné vyuzivanym
k 1é¢bé infekei koni. Dil¢i cil spocival v posouzeni uplatnéni vybranych rizikovych faktorti na vzniku

a prubéhu pooperacnich komplikaci.
Material a metodika

Do studie bylo zahrnuto celkem 24 koni, kteti na KCHK podstoupili laparotomickou operaci
V obdobi mezi bieznem a srpnem roku 2023. Stafi pacientl se pohybovalo mezi jednim mésicem a
29 lety. Anamnéza, klinické vySetieni, pfedoperacni péce, vlastni zakrok a pooperacni péce byly
vykonany za dodrzeni standardnich postupt Kliniky chorob koni a podrobné¢ dokumentovany.

V den hospitalizace byl od kazdého kon¢ odebran vzorek nazalniho (NV1) a rektalniho vytéru
(RV1) a vzorek stéru kiize v oblasti pfedpokladané incize (vzorek €. 0). Dalsi odbéry nasledovaly
Vv pribchu vlastni operace. Konkrétné byl proveden stér rukou chirurga po umyti pied nasazenim
sterilnich rukavic (vzorek A) a stér z rukavic chirurga po dokonceni operace (vzorek B). Soub&zné
se odebiraly stéry pacienta: z kize po oholeni srsti pfed desinfekci operacniho pole (vzorek ¢. 1),
z kiize po desinfekci a zarouskovani tésné pred incizi (vzorek €. 2), z kiize v okoli incize pied suturou
(vzorek ¢. 3) a z klize po sutufe pred sterilnim zakryti rany (vzorek ¢. 4). Vzorek z incize ¢. 5 byl
setfen pfi prvnim pievazu soucasné s odstranénim stentu prvni pooperacni den, vzorek €. 6 pti druhém
pfevazu rany odebraném do 5. dne po operaci, vzorek €. 7 pfi tfeti vyméné kryti v dob€ po 5. dni od
operace a vzorek ¢. 8 bezprostiedné po vyjmuti koznich stehd 10. poopera¢ni den, poptipade v den
odjezdu pacienta z kliniky (pokud se tak stalo jesté pred vytazenim stehd z rany). Pii propousténi

pacienta byly jako posledni odebrany vzorky nosniho a rektalniho vytéru (NV2, RV2).

Veskery ziskany biologicky material byl neprodlené transportovan do laboratoii Ustavu
infek¢nich chorob a mikrobiologie v komerc¢nich odbérovych soupravach obsahujicich médium dle
Amiese (Dispolab, CR). Zde navéazalo mikrobiologické vysetfeni viech vzorkii pomoci
bakteriologické kultivace na Columbia blood agaru, McConkey agaru a déale pro izolaci ESBL
pozitivnich enterobakterii navic na McConkey agaru (vSechny piidy Oxoid, VB) suplementovaném
cefalosporinem 3. generace cefotaximem (Sigma Aldrich, VB) v koncentraci 2 mg.L™ . Definitivni
identifikace mikroorganismu prob¢hla metodou MALDI-TOF MS na pfistroji Microflex LT (Bruker



Daltonics, Némecko). Bakterie identifikované jako S. aureus jsme dale vySettily diskovym difiznim
testem (DDT) na citlivost k penicilinu, ko-amoxicilinu, cefalotinu, cefoxitinu, ceftiofuru,
cefchinomu, gentamicinu, rifaximinu, erytromycinu, tetracyklinu, doxycyklinu, ko-trimetoprimu, a
enrofloxacinu. U izolatd E. coli byla vySetiena citlivost DDT k ampicilinu, cefoxitinu, cefchinomu,
chloramfenikolu, florfenikolu, ciprofloxacinu, enrofloxacinu, marbofloxacinu, gentamicinu, ko-
trimetoprimu, tetracyklinu, doxycyklinu a oxytetracyklinu. U E. coli izolovanych na pud¢
s piidavkem cefotaximu byl navic zafazen Double disc synergy test (DDST) pro priikkaz produkce
sirokospektrych betalaktamaz. VSechny izolaty S. aureus a E. coli byly zamrazeny pii -80 °C pro
budouci izolaci DNA za ucelem celogenomového sekvenovani (WGS). Data ziskana z WGS pak
budou podkladem pro vyhodnoceni epidemiologické ptibuznosti vySetienych izolati a jejich

mozného nozokomialniho ptavodu.

Vysledky

K inciznim komplikacim doslo u 11 koni z celkem 24 zafazenych do sledovaného souboru
(46 %), charakter zmén zahrnoval otok, nebo secernaci z rany rizného charakteru (hemoragickou,
purulentni), ¢i otok i secernaci soucasn¢, obvykle doprovazené bolestivosti. Mira zdvaznosti téchto
komplikaci byla pfi ptevazech rany hodnocena jako mirné (7/11 pacientl; 64 %), stiedni (2/11; 18
%) i intenzivni (2/11; 18 %). Pfitomnost patogennich bakterii v ran¢ se prokézala u 16 ze vSech 24
pacientl (67 %), u osmi koni nebyl v priibéhu hospitalizace vykultivovan Zadny patogen. Konkrétné
byly identifikovany: E. coli produkujici Sirokospektré betalaktamazy ¢i neprodukujici ESBL,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecium a Staphylococcus aureus véetné kmenti meticilin rezistentnich. Pouze jeden
Z téchto obligatnich patogent byl diagnostikovan u osmi z 16 pozitivnich koni (50 %), kombinace
dvou u sedmi (7/16; 44 %) a dokonce tii patogend v ran¢ soucasné u jednoho jedince (6 %). Kromé
vyse jmenovanych druhtt mikroorganismii jsme ze stért klize a ran vykultivovali mikroby pfirozené
kolonizujici klizi koni a/nebo environmentalni bakterie, z nichZ se né¢které fadi mezi potencidlni, nebo
oportunni pivodce (koaguldza negativni stafylokoky, Corynebacterium spp., Pantoea spp.,
Micrococcus spp., Bacillus spp., Acinetobacter spp., Raoultella spp., Enterococcus spp., Myroides
spp., Arthrobacter spp., Comamonas spp., Moraxella spp., Rahnella spp., Paenibacillus spp. a dalsi.

Zamgétime-li se vyhradné€ na jedenéct pacienti s diagnézou IK, patogen byl vykultivovan z ran
u deseti z nich (91 %), pficemz u osmi koni zde figurovala E. coli, u péti z nich $lo dokonce o kmeny
produkujici ESBL. E. coli samotna byla prokazana u dvou koni, u ostatnich Sesti v kombinaci

S jinym/jinymi patogenem/patogeny. Konkrétné nejéastéji (3x) spoleéné s Enterobacter cloacae,



jednou s Enterococcus faecium, 1x s Acinetobacter baumanii a 1x s Pseudomonas aeruginosa i
MRSA. U zbyvajicich dvou operantii s IK byl u jednoho izolovan A. baumanii a u druhého citlivy S.
aureus. Ve skupiné 13 koni bez pooperacnich komplikaci s hojenim byl patogen v ran¢ identifikovan
U 6 z nich (46 %). Trikrat §lo o monoinfekci E. faecium a jednou o monoinfekci ESBL E. coli. U
zbylych dvou koni byla prokézana smisena infekce ESBL E. coli a Klebsiella pneumoniae, respektive
E. cloacae a K. pneumoniae.

V ramci sledovani mozné kolonizace nozokomialnimi patogeny MRSA a ESBL v prubéhu
hospitalizace na KCHK jsme odebirali vzorky nosnich a rektalnich vytéra jednak v den hospitalizace
(NV1, RV1) anasledné v den propusténi (NV2, RV2). Negativni na MRSA a ESBL byly prvni nosni
vytéry 23 pacientll u jednoho koné byla vykultivovana ESBL produkujici E. coli. P¥i propusténi
nebyli vzorkovani tfi kon¢, jeden z divodu eutanazie, dva byli opomenuti. Z 21 NV2 bylo
negativnich devét (43 %), pozitivnich pak dvanact koni (57 %). P&t koni mélo pii odchodu z Kliniky
dutinu nosni kolonizovanu meticilin rezistentnim S. aureus (5/12; 42 %), 3 ESBL E. coli (25 %),
vV druhém nosnim vytéru ¢tyt koni jsme nalezli MRSA i ESBL E. coli soucasné (4/12; 33 %). Rektalni
vytéry ziskané v den hospitalizace byly negativni u 18 koni (75 %), u Sesti jsme diagnostikovali ESBL
E. coli (25 %). V den propusténi jsme ESBL E. coli nalezli u 20 z 22 (u dvou koni nebyl odbér RV2
proveden) vzorkovanych koni (91 %). Budeme-li posuzovat negativitu v obou sledovanych
patogenech soucasn€, potom negativni prvni nosni i rektalni vytér mélo 18 koni z 24 (75 %), u
jednoho z téchto negativnich koni nebyl proveden zavérecny nosni vytér. Ani jeden z pivodné¢ MRSA
a ESBL E. coli negativnich koni nezistal negativni i pfi odchodu. MRSA v nozdrach negativnich, ale
s nalezem ESBL E. coli v rektalnim vytéru bylo 6 ze 17 koni (35 %), dva jini byli negativni na ESBL
E. coli v RV2, ale zato z nozder jednoho kon¢ jsme vykultivovali MRSA a z druhého ESBL E. coli.
Pozitivni zachyt z NV2 1 RV2 soucasn€ jsme zaznamenali u deviti (z pivodné zcela negativnich
pacientt (9/17; 53 %), a dokonce ¢tyii koné méli v nose nalez jak MRSA, tak ESBL E. coli.

Pfi plnéni cili nasi studie jsme ziskali 40 izolati ESBL E. coli, vSechny kultivaci vzorkt
odebranych od koni, nikoliv z rukou operatéra a 12 izolati MRSA, pti¢emz jeden pochazel z rukavic
chirurga po ukonceni zakroku. VSechny E. coli i MRSA vykazaly multirezistenci, sedm E. coli bylo

dokonce rezistentnich ke vSem testovanym antibiotikiim.

Diskuze a zavér

Vysledky naSi prace potvrdily, Zze incizni komplikace nasledujici po laparotomickych
operacich predstavuji na KCHK FVL VETUNI Brno stale velky problém. Z 24 sledovanych koni se

IK rozvinuly az u 46 procent. Toto mnozstvi piesahuje horni hranici 37 % uvadénych v recentnich



védeckych publikacich zamétenych na problematiku pooperacnich infekci u koni (Dziubinski et al.,
2020).

Rizikovych faktort, které se uplatiuji v etologii IK je velké mnoZstvi. Na hojeni postoperacni rany
ma vliv mnozstvi vn¢jSich 1 vnitinich faktord, které spole¢né ovliviiuji rozvoj postoperacnich
komplikaci. Rozvoj komplikaci zévisi na stavu pacienta a faktorech, kterym je vystaven
Vv pfedoperacnim obdobi, béhem operace a v pooperacnim obdobi. Mezi hlavni rizikové faktory
pacienta podilejici se na rozvoji IK lze zaradit vék, chronicka onemocnéni, dehydratace, zvySeny
hematokrit, hypoproteinemie, obezita. Béhem operace pak hraji roli v rozvoji IK ptiprava opera¢niho
pole a ucinnost pouzité dezinfekce, technika provedeni incize, sutury a pouzity Sici materidl, tah
pusobici na suturu, délka celkové anestezie, hypovolémie, provedeni enterotomie ¢i enteroektomie
béhem zakroku atd. V pooperacnim obdobi hraje roli kontaminace (obzvlasté dulezitd je tfadna
sanitace recovery boxi), intraabdominalni tlak, pfitomnost pivodcti nazokomidlnich infekci atd.
(Robson et al., 2016; Freeman, Rétting et al., 2002)

Z mikrobiologickych dat vyplynulo, Ze riziko pro rozvoj IK predstavuje predevSim izolace
(ESBL) E. coli z ran vice nez prikaz jinych patogenti. Naopak izolace Enterococcus faecium, ktery
se fadi mezi typické plivodce infekci ran, nezplsobil komplikace hojeni u tfi koni, u nichZ byl po
operaci identifikovan.

NaSe prace dale ptinesla podstatnou informaci o vysoké mife kolonizace traviciho traktu a
hornich cest dychacich pacientli nozokomialnimi patogeny, ke které dochazi v pribéhu hospitalizace
na KCHK. Na rozdil od huménni mediciny jsou informace o vyskytu nozokomidlnich infekci
ziskanych béhem pobytu ve veterindrnich zafizenich stale zna¢né€ limitované, pfesto pocet publikaci
na toto téma nartsta (Zendri et al., 2023). Nemocni¢ni patogeny zde prokazované byvaji ruzné
etiologie, obvykle jsou vSak vysoce rezistentni a Casto zoonotické. V kone¢ném diisledku negativné
ovliviiuji nejen uzdraveni hospitalizovanych zvitat, ale mohou vést k infekci a onemocnéni také
veterinarniho personalu a majitelti zvitat (\Weese et al., 2006). Pro posouzeni miry kolonizace koni
nozokomialnimi patogeny béhem hospitalizace na nasem pracovisti jsme zvolili bakterie E. coli a S.
aureus. Ukéazalo se, ze az sto procent koni, u nichz nebyly pfi pfijmu z nosnich ani rektalnich vytéra
vykultivovany bakterie druhit E. coli a S. aureus s fenotypem rezistence Kk Sirokospektrym
betalaktamdzam ¢i k meticilinu, bylo propusténo s pozitivni kultivaci. Jak bylo dale zjiSténo,
Vv rektalnim vytéru 25 % koni z naseho souboru odebranych bezprosttedné po piijeti, byly pfitomny
izolaty ESBL pozitivnich E. coli. Do prostiedi staji se tedy s nejvétsi pravdépodobnosti dostava
s trusem kolonizovanych zvifat znaéné mnozstvi téchto mikrobu a jejich eliminace z prostor kliniky

je extrémné obtizna. Je zfejmé, Ze vyfeSeni tohoto problému bude vyzadovat rozsahld a komplexni
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asanacni opatfeni spole¢né s navysSenim rutinnich ikont zahrnujicich desinfekci/sterilizaci veskerého

materialu a pomiticek, které ptichazi do kontaktu s hospitalizovanymi pacienty.
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Uvod
Z gastrointestindlniho traktu psii bylo doposud izolovano nékolik riznych druhti
Helicobacter spp. V humanni mediciné byl prokazan vliv Helicobacter pylori na rozvoj
onemocnéni zazivaciho traktu mimo jiné i onkologickych stavi Zaludku. Je publikovéano pouze
omezené mnozstvi studii zabyvajicich se problematikou vlivu zastupcti Helicobacter spp. na rozvoj
onemocnéni zazivaciho traktu pst. Predmétem feSeni projektu je sledovani vyskytu jednotlivych
druhti Helicobacter spp. v gastrointestinalnim traktu psti v Ceské republice a zhodnoceni jejich

potencialniho vlivu na rozvoj patologickych 1ézi GIT.

Material a metodika

Do projektu byly zatfazeny vzorky od jedincii se zazivacimi potizemi. VSichni tito pacienti byly
nejprve klinicky vySetieni, byli alespont po dobu 14 dni pfed odebranim vzorku krmeni veterinarni
dietou (RC gastrointestinal/RC senzitivity control/RC hypoallergenic/ RC Anallergenic, popfip.
ekvivalent od jiné firmy (Hill’s, Purina). U vSech téchto pacientll bylo provedeno koprologické
vysetieni s negativnim vysledkem. Dale u téchto pacienti bylo provedeno biochemické a
hematologické vySetieni krve a koprologické vysetfeni s negativnim vysledkem.

Jako negativni kontrola kontrolni skupina byly odebrany vzorky od pacientti Kliniky chorob pst
a kocek, kteti podstoupili planované oSetfeni v celkové anestezii z jiného diivodu (rhinoskopické
vySetieni). U téchto pacientli byly vzorky odebrany na zaklad¢ pisemného souhlasu majitele. Pred
odbérem vzorku u pacientli bylo provedeno klinické¢ vySetfeni a biochemické a hematologické

vySetfeni krve.
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V ramci endoskopického vySetieni GIT byly odebrany bioptické vzorky sliznice Zaludku a
duodena.

Po uvedeni pacientil do anestézie byla endoskopicky vysettena sliznice zaludku a duodena s
¢iselnym zhodnocenim endoskopického ndlezu a stanovenim endoskopického skore, kdy hodnota 0
znamenala normalni néalez, hodnota 1 odpovidala mirné hyperémii, edému nebo fragilité sliznice,
hodnota 2 stiedné vyrazné hyperémii, edému nebo fragilité sliznice a hodnota 3 vyrazné hyperémii,
edému nebo fragilité sliznice. Od kazdého jedince Byl nejprve proveden oplach sliznice duodena a
zaludku pomoci aqua pro injectione pomoci endoskopické oplachové kanyly a nasledné bylo dale
odebrano celkem 4 az 7 bioptati sliznice Zaludku a 3 az 6 bioptatd sliznice duodena pomoci
endoskopickych bioptickych klesticek.

Cast bioptickych vzorki byla fixovana v 10% pufrovaném formalinu a zpracovany parafinovou
technikou. Pro zhodnoceni miry kolonizace sliznice spirdlovitymi bakteriemi morfologicky
odpovidajicimi Helicobacter spp. a pfitomnosti a intenzity potencialnich zanétlivych zmén ve
vySetfovanych vzorcich byly histologické fezy barvené pfehlednym barvenim hematoxylin-eozinem.

Cast bioptickych vzorktl byla odebrana do aqua pro injectione a dopravena do laboratofe pro
naslednou extrakci DNA a PCR vysetieni s pouzitim rodové specifickych primera (C05, C97). Pro
extrakci DNA byly provedeny oplachy sliznice zaludku a duodena pomoci endoskopické kanyly.

Vysledky

Histopatologicky nélez ve vySetrovanych fezech bioptati zaludku zahrnoval normalni sliznici,
nekroza/ulcerace) alterace sliznice, zanétlivé zmény zahrnovaly mirnou az stfedn€¢ vyraznou
lymfoplasmocytarni gastritidu, chronickou aktivni gastritidu a mirnou akutni erozivni gastritidu.
V jednom piipadé byl ve vzorku Zaludku zjistén tubuldrni adenokarcinom. Ptitomnost spiralovitych
bakterii morfologicky odpovidajicich Helicobacter spp. byla zjisténa v osmi z dvanacti (66,67 %)
vzorki sliznice Zaludku.

Ve vySetfovanych fezech bioptati duodena zjisténa ve dvou pitipadech normalni sliznice,
zanétlivé zmény byly v rozsahu od mirné po vyraznou lymfoplasmocytarni duodenitidu. V zadném
vySetfovaném fezu bioptati duodena nebyla zjisténa piitomnost spirdlovitych bakterii morfologicky
odpovidajicich Helicobacter spp.

Ve vysettovanych vzorcich oplachu vysledek detekce PCR ptitomnosti Helicobacter spp.

koreluje s histopatologickym nalezem pozitivnich nalezti. Pozitivni uréeni pfitomnosti Helicobacter
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spp. byl vyssi v ptipad€ oplachu sliznice oproti bioptickym vzorkiim (66 % oproti 50 %). Oplach

sliznice se zda byt vhodnéjsi metodou pro detekci piitomnosti Helicobacter spp. Pozitivni PCR nalez

Helicobacter spp. je potieba korelovat s histologickym nalezem zmén GIT pro potiebu vylouéeni

fale$né pozitivity s ohledem na moznou pasaz Helicobacter spp. bez negativniho vlivu na zazivaci

trakt.
Parazitologické vySetieni vySlo negativni ve vSech dvandcti ptipadech.
Histopatologicky nélez Morfologicka prltsomnost Helicobacter
Pfipad &. Plemeno Pohlavi | Vék pe.
Zaludek Duodenum Zaludek Duodenum
hyperémie,
1 anglicky buldok | samec | 0,7 subepitelialni normalni sliznice + -
hemoragie
2 velky snyarls,ky samice | 07 m'|rn? akut'nl' stfedné vyr'a.zna . }
salasnicky erozivni gastritida | LP duodenitida
, _ mirnd az stredné
francouzsky mirnd LP , )
3 N samec 5 . vyrazna LP + -
buldocek gastritida .
duodenitida
mirnd az stiedné
4 labrador samec | 12 | normalni sliznice vyraznd LP - -
duodenitida
LoZiskova T .
5 irsky setr samice | 8,6 | nekrdza/ulcerace stfedné vyrazna + -
! o LP duodenitida
sliznice pyloru
mirna chronickd stfedné vyrazna
6 anglicky bulteriér | samec | 11 | aktivni gastritida, az vyrazna LP - -
tubularni ACA duodenitida
7 toy pudl samec | 3,8 I02|skc?va'f|broza normalni sliznice + -
sliznice
irna LP
8 labrador samice | 9,5 | normalnisliznice m|rna. K + -
duodenitida
, . . difuzni stredné
francouzsky loZiskovd mirnd , ,
9 N samec | 1,4 L. vyrazna LP - -
buldocek LP gastritida .
duodenitida
loZiskova mirna diftznistredné
10 labrador samec | 2,3 LP gastritida vyrazna LP + -
& duodenitida
difuzni stredné
11 krizenec samec | 3,2 | normalni sliznice vyraznd LP + -
duodenitida
mirna az loZiskové mirna
s . loZiskoveé stfedné az stredné
12 krizenec samice 6 , . , ( - -
vyrazna LP vyrazna LP
gastritida duodenitida
- . . . Parazitologické PCR - OPLACH PCR - biopsie
Pfipad ¢. Plemeno Pohlavi Vék Setieni
vysetrent Zaludek duodenum Zaludek duodenum
1 anglicky samec 0,7 negativni + - + -
buldok ' 8
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velky
2 Svycarsky samice 0,7 negativni +
salasnicky
francouzsky Lo
+ - +
3 buldotek samec 5 negativni
4 labrador samec 12 negativni
5 irsky setr samice 8,6 negativni + - +
anglicky _—
6 L, samec 11 negativni
bulteriér
7 toy pudl samec 3,8 negativni + - +
8 labrador samice 9,5 negativni + - +
francouzsky L,
9 buldogek samec 1,4 negativni
10 labrador samec 2,3 negativni + - +
11 krizenec samec 3,2 negativni +
12 krizenec samice 6 negativni
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Uvod

Onemocnéni parodontu je nejcastéji diagnostikovanym onemocnénim v klinické praxi pst a kocek.
Jelikoz se zprvu neprojevuje zavaznymi klinickymi pfiznaky, k jeho feSeni Casto dochazi az v
pokrocilych stavech. Parodontitida mize vyustit v oronasalni fistuly, endodontické onemocnéni,
patologické fraktury celisti, onemocnéni o¢i nebo osteomyelitidu. Parodontdlni onemocnéni ale
ovliviiuyje i jiné organové systémy. Negativn¢ ovliviiuje naptiklad funkci ledvin, jater, srdce nebo plic
(Niemec, 2008). Parodontalni onemocnéni je vysledkem interakci bakterii zubniho plaku a
imunitniho systému pacienta. Bakterie se zachycuji a mnozi v zubnim plaku, nésledné produkuji
toxiny, které poSkozuji zavésny apardt zubu. U lidi je hlavnim parodontopatogenem
bakterie Porphyromonas gingivalis. U pst a ko¢ek byva vykultivovana P. gulae (Fournier, 2001) a
dal$i druhy. Imunitni systém hostitele reaguje na pfitomnost bakterii vyslanim neutrofili, které
bakterie pohlcuji a rozkladaji. Pii tom dochéazi k uvoliiovani bakteridlnich toxinil a destruktivnich
enzymd, které nadale ptispivaji k destrukci parodontu (Reiter and Harvey, 2010). V poslednich letech
vznikly studie, které zkoumaly sloZeni bakterii v zubnim plaku u pst s parodontitidou metodou PCR.
Nejcastéji byly prokazany nasledujici bakterie: Porphyromonas gingivalis (88-100 %), Prevotella
nigrescens (57 %), Porphyromonas gulae (39 %). Vysledky studii se zna¢né li$i v pripadé bakterie
Tannerella forsythia (4 % vs. 100 %). Jedna ze studii také zminuje vyskyt bakterii rodu
Treponema spp. (64 %), jednalo se o bakterie Treponema denticola (28,5 %) a Treponema putidum
(42,9 %). Soubor téchto bakterii je tedy nyni davan do souvislosti s parodontitidou psa. Nicméné
nekteré z téchto druhd 1ze kultivovat také ze pst, ktefi nemaji klinické ptiznaky parodontalniho
onemocnéni (Kacirova et al, 2022; Ozavci, 2019). Terapii parodontilniho onemocnéni je
profesiondlni ¢isténi zubl (odstranéni supragingivalniho i1 subgingvalniho zubniho plaku, lesténi
zubni skloviny) provedené v celkové anestezii veterindrnim Iékafem. Na to vSak musi navazovat

denni domaci péce ze strany majitele. Jako nejefektivnéjsi se ukazalo denni €isténi zubi vhodnym
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zubnim kartackem, jehoz disledkem je pfi pravidelném a fadném provedeni redukce zubniho plaku.

Jedna se tak o prevenci progrese parodontalniho onemocnéni.

Nase zkuSenost z klinické praxe je takovéa, ze majitelé nejsou v preventivnim ¢isténi zubii disledni.
Pravidelné odstranéni zubniho plaku nahradit nelze, nicméné radi bychom samotné ¢isténi doplnili
dals$i metodou, kterd by snahu majitelti podpofila. Nanocastice stfibra maji obecné antisepticky
ucinek. Jejich roztoky by tedy mély mit inhibi¢ni pfipadné i baktericidni G¢inek na bakterie

kolonizujici dutinu Gstni psa, v¢etné téch, které povaZzujeme za parodontopatogeny.
Materialy a metodika
(1) Studie vyskytu bakterii, které jsou povazovainy za parodontopatogeny.

U obou skupin (psi trpici parodontitidou a psi bez klinickych ptiznakl parodontitidy) byly
odebirany vzorky zubniho plaku sterilnimi papirovym ¢epy a tampony a byly pfeneseny do 0,5 ml
redukovaného pufru ve zkumavce typu Eppendorf. V pufru byly vzorky po dobu 1 minuty
homogenizovany intenzivnim tfenim tamponu o sténu zkumavky a do 30 minut byly pfeneseny ke
kultivacnimu vysetieni, které probihalo v anaerobnim boxu. Jeden dil vzorku byl v anaerobnim
boxu pfenesen do sterilni redukované plastové zkumavky a nasledné zamrazen a uchovavan piti -80
°C pro zjisténi druhového zastoupeni bakterii metagonomickym vysetfenim. Druhy dil vzorku byl
zpracovan kultivaéné s vyuzitim selektivnich anaerobnich agarit vhodnych k izolaci bakterii z rodu
Porphyromonas a Prevotella. Ziskané izolaty byly subkultivovany, identifikovany hmotnostni
spektrometrii MALDI TOF (Bruker, Némecko) a uchovany v anaerobnim kryoprotektivnim médiu
pii -80 °C pro dalsi analyzy. Z uchovanych vzorki byla pomoci NucleoSpin®Tissue Kit (Roche)
izolovand DNA. Tato byla nasledné pouzita jako templat pro RT PCR. Pro kazdy vzorek bylo
piipraveno 5 PCR — jedna pro kazdy druh bakterie. RT PCR nasledné probghla v LightCycler® 480
(Roche).

(ii) Stanoveni citlivosti izolatit viici nanocasticim stribra in vitro

Vybrané izolaty bakterii z rodu Porphyromonas a Prevotella jsou testovany mikrodilu¢ni metodou
na citlivost vii¢i nanoc¢asticim stiibra. Ke stanoveni citlivosti jsou vyuzity metodiky mikrodilu¢niho
stanoveni MIC a MBC (VETO01, CLSI, 2020). Vychozi roztok nano stfibra (5000 p.p.m.) ve Wilkins-
Chalgrenové bujonu (Oxoid, VB) v redukovanych mikrotitra¢nich destickach a zaockovan

multiinokuldtorem na denzitu 1 x 10° KTJ pfislugného bakteridlniho kmene véetné typového kmene
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Porphyromonas gingivalis. Hodnoty MIC budou odeéteny jako nejnizsi koncentrace potlacujici

mnozeni testované kultury.

(iii) Stanoveni citlivosti ke koloidnimu roztoku nanocdstic stiibra in vivo

Majitelé psii, u kterych byl takto vzorek odebran, aplikovali po adekvéatnim parodontalnim oSetieni
komeréni mukoadhezivni gel podle instrukci ptibalového letdku. Kontrolni stér ddsni a zubl za
ucelem ovéieni piitomnosti sledovanych parodontopatogentt metodou RT PCR byl proveden po 4

tydnech.

Vysledky

Celkem bylo prozatim otestovano 25 psii obou pohlavi, rizného véku a patiicim k riznym plemeniim
(20 s parodontitidou, 5 bez klinickych pfiznak. Testy nékterych odebranych vzorkt pro

dlouhodobou kultivaci zatim jesté probihaji a nemohly byt vyhodnoceny.

Majitelé psit ze skupiny s onemocnénim parodontu, ktefi souhlasili s ucasti na tomto projektu,
aplikovali po adekvatnim parodontalnim oSetfeni psa komeréni mukoadhezivni gel podle instrukci
piibalového letaku. Kontrolni stér dasni a zubli za c¢elem kultiva¢niho pritkazu parodontopatogenti

byl proveden po 4 tydnech, pokud se dostavili na ptislibenou kontrolu.

Hodnoceni vysledkd stanoveni citlivosti izolatd vici nanoc¢asticim stiibra in vitro nebylo doposud

ukonceno. Komercéné vyrabéné mukoadhezivni gely obsahuji 0,02 % nanocastic stiibra.

Kultivaéné¢ se podafilo u psit s parodontdlnim onemocnénim prozatim prokazat piitomnost
Porphyromonas gulae, Porphyromonas macacae, Prevotella nigrificans a Veilonella parvula. U ¢asti
pst s parodontalnim onemocnénim kultivace nami hledané bakterie neodhalila. Kvantifikace pii
kultivaci naznacuje, Ze se zvysSujicim se stupném parodontitidy, se také zvySuje pocet bakterii daného

druhu. U kontrolni skupiny byla provedena kontrola metodou RT PCR.

Metodou RT PCR jsme ve vzorcich vysetfovali pfitomnost bakterii Tanerella forsythia, Treponema
denticola, Prevotella nigriscens a bakerie rodu Porphyromonas. Vyskyt bakterie Tanerella forsythia
byl prozatim potvrzen u 18 pacienti (14 pst s parodontdlnim onemocnénim, 4 psi z kontrolni
skupiny). Po aplikaci gelu bylo vySetteni prozatim zopakovano u 4 pacientl. U vSech se tato bakterie
v dutin¢ Gstni nadale vyskytovala. Pfitomnost bakterie Treponema denticola byla metodou RT PCR
zjisSténa prozatim u 8 testovanych pst (7 psi s parodontdlnim onemocnénim, 1 pes z kontrolni
skupiny) z nichz kontrolni odbér doposud absolvoval jeden pes — s negativnim vysledkem. Prevotella

nigriscens byla detekovana u 6 pst (5 pst s parodontalnim onemocnénim, 1 pes z kontrolni skupiny).
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Na kontrolni odbér se z téchto pst prozatim dostavil 1-S negativnim vysledkem. Bakterie z rodu
Porphyromonas byly metodou PCR detekovany u 6 psu (5 pst s parodontalnim onemocnénim, 1 pes

z kontrolni skupiny). VySetieni kontrolnich stéri pozitivnich psu prozatim nemame k dispozici.

Prikaz bakterii u testovanych pst RT PCR (%)

100 82
80
60
36

40 27 27
; H = =

0

Tanerella Treponema Prevotella Porphyrom.

Zavér

U vsech psi, ktefi trpi parodontalnim onemocnénim se ndm kultivaéné€, nebo pomoci PCR podatilo
potvrdit pfitomnost bakterii, které dle aktualni literatury mohou parodontitidu zplsobovat. Se
zvysSujicim se stupném parodontitidy pozorujeme ve vysledcich zvySujici se pocet kolonii
stanovovanych bakterii (kultivace). U pst trpicich parodontitidou pozorujeme ¢astéji kombinace vice
sledovanych bakterii. Pokud se tyto bakterie objevili v kontrolni skupiné, jednalo se vétSinou o nalez
pouze jednoho sledovaného druhu. V ptipadé jednoho psa z kontrolni skupiny se vyskytovaly dva
ruzné druhy bakterii. Nanocastice stfibra se v dekolonizaci téchto bakterii z dutin Gistni pst jevi slibné¢,
nicméné potiebujeme vice Casu pro odbér kontrolnich vzorkl (naro€nost kultivace) a nasbirani vice
pacientll do studie. Pouze bakterie Tanerella forsythia se po aplikaci stale vyskytovala ve vSech

kontrolnich vzorcich a pouZiti nanocastic stiibra na jeji odstranéni z dutiny stni nejspis nema vliv.
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MoZnosti pfimého a nepfimého priikkazu alfaherpesviru koni 1 a mapovani vyskytu reaktivaci
viru v souvislosti s pfidruZenymi infekcemi dychacich cest

Dobromila Molinkova!, Eva Samonilova?, Veronika Soprovés, Tereza Linkova®, Dominika Polcrova®

Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterindrni univerzita Brno*,
Klinika chorob koni, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni univerzita Brno?, Studentky MSP (6.
roc¢nik, 5. rocnik), Veterinarni univerzita Brno®

Uvod

Alfaherpesviry koni jsou ubikvitdrné rozSitené. Nejzavaznéj$i je Equine herpesvirus-1
(EHV-1), ktery zptsobuje respiraéni onemocnéni, neurologické poruchy a aborty. Herpesviry
piechazeji do stadia latentni infekce, z tohoto diivodu je jejich eradikace z komiské populace
nepravdépodobna (Khusro et al., 2020). U latentn¢ infikovanych koni dochézi k periodické reaktivaci
viru v disledku stresu nebo gravidity a tim pfedstavuji riziko pro ostatni vnimavé jedince (OIE, 2018).
Gamabherpesviry koni jsou rozsifeny celosvétové (Hartley et al., 2013) a mohou zplsobovat riizna
onemocnéni dychacich cest i asymptomatickou infekci. To komplikuje jednoznac¢né zatazeni téchto
virti mezi patogeny (Landolt, 2019). Onemocnéni zpisobena mykoplazmaty jsou u koni pomérné
vzacna. Druh Mycoplasma felis mtze zptisobovat onemocnéni dychacich cest u koni (Kinoshita et
al., Cuomo, 2020).

Piimy prukaz v podob& PCR (polymerazova fetézova reakce) se stal velmi vyuzivanou diagnostickou
metodou pro EHV a Mycoplasma felis (Soderlund et al., 2011) diky své vysoké citlivosti a specificité.
Odebira se nosni stér nebo nasofaryngealni lavaz (Davis, 2018), krev nebo tkan¢ (Slater, 2014).

Pro nepiimy priukaz v podob¢ testii pro detekei protilatek proti EHV-1/4 Ize pouzit virus neutraliza¢ni
test (VNT), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) a komplement fixac¢ni test (CFT).
Jednotna, mezinarodn¢ standardizovand technika provadéni sérologickych metod pro detekci
protilatek proti EHV-1/4 neni popsana (OIE, 2018).

Cilem prace bylo sledovat vyskyt equinnich herpesvirti a Mycoplasma felis v populaci koni na tzemi
CR pomoci pfimého pritkazu s akcentem na vyskyt EHV-1 a srovnat vyskyt v jednotlivych skupinach.
Cilem sérologické casti prace bylo optimalizovat VNT, zavést metodiku na pracovisti virologie
UICHM a porovnat jej s diskrimina¢ni a nediskriminaéni ELISA. Pomoci zminénych testd pak zjistit
séroprevalenci a odvodit frekvenci reaktivace EHV-1/4.

Material a metodika

Vzorky byly odebrany od 3 skupin koni (n=240). Prvni skupinu tvofili kon¢ hospitalizovani na
Klinice chorob koni na Veterinarni univerzit¢ Brno (VETUNI Brno) (n=121). Druhou skupinu tvofili
koné reprezentujici béZznou populaci koni (n=80). Tteti skupinu tvofili kon¢ ze soukromé staje v
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Praze, kde doslo k outbreaku EHV-1 (n=78, 39 parovych vzorka). U vSech koni byla zaznamenana
informace o jejich pohlavi, véku, o¢kovani a plemeni.

Piimym pritkazem bylo testovano 201 vzorkti od 163 koni. Pro extrakci DNA z tamponovych nosnich
stéri a nesrazlivé krve byl pouzit komercni kit NucleoSpin Blood DNA (Marcherey-Nagel,
Némecko). Nasledné byla provedena real-time PCR. Vzorky byly testovany na pfitomnost DNA vira
EHV-1, 2, 4, 5 a bakterie Mycoplasma felis. Piiprava reakénich smési probihala dle navodu vyrobce
(Luna Universal Probe, NEB, USA). Neptimym prikazem bylo vySetieno 86 koni. VNT byl provadén
v 96 jamkovych destickach. VysSetfované plazmy byly inaktivovany a v triplikdtech dvojkové
nafedény v kultivatnim mediu DMEM (Sigma-Aldrich, USA), nasledovala hodinova inkubace s
500 TCIDso (polovi¢ni infekéni davka) viru EHV-1 a pak tfidenni inkubace (37 °C/5 % COg) s
bunkami MDBK (Madin-Darby bovine kidney). Po fixaci a obarveni bun¢k krystalovou violeti byla
stanovena NDso (polovicni neutralizacni dévka). Plazmy byly rovnéz vySetieny testem ELISA
SVANOVIR® EHV1/EHV4-Ab (Svanova, Svédsko) a testem ELISA Ingezim Rinopneumonitis 480
(Ingenasa, Spanélsko) dle navodu vyrobce.

Vysledky

Piimym prukazem (Tab. ¢. 1) byla nejcastéji prokdzana aktivni infekce EHV-5, pak EHV-2,
Mycoplasma felis, EHV-4 a nejméné EHV-1 (pouze u jednoho koné bez koinfekce: valach, platné
ockovani, 4-lety, anglicky plnokrevnik, hospitalizace - ortopedie). Vakcinovani kon¢ vykazuji nizsi
zachyt herpesvirt, ale vyssi zachyt Mycoplasma felis v porovnani s nevakcinovanymi.

Tabulka ¢. 1: Vysledky primého prikazu (PCR)

Vysledek (pocet koni) Vysledek (%)
Testovana infekce Vysledek
Celkem Nevakcinovany Vakcinovany Celkem Nevakcinovany Vakcinovany
: negativni 162 72 90 99,4 100 98,9
EHV-1 pozitivni 1 0 1 0,6 0 1,1
EHV-2 negativni 127 49 78 77,9 68,1 85,7
pozitivni 36 23 13 22,1 31,9 14,3
: negativni 159 69 90 97,5 95,8 98,9
EHV-4 pozitivni 4 3 1 2,5 4.2 1,1
EHV-5 negativni 99 40 59 60,7 55,6 64,8
pozitivni 64 32 32 39,3 44 .4 35,2
MF negativni 152 70 82 93,3 97,2 90,1
pozitivni 11 2 9 6,7 2,8 9,9

Byla prokazana vyznamna korelace mezi v€kem nad 15 let a vyskytem EHV-5. Virus EHV-2 se
vyskytoval vyznamné ¢astéji u koni nevakcinovanych proti EHV-1/4. U hospitalizovanych koni byl
zvySeny zachyt vSech sledovanych EHV. Zachyt Mycoplasma felis byl srovnatelny u zdravych i
hospitalizovanych koni.

Metodami neptimého prikazu byla prokazana vyssi séroprevalence EHV-4 nez 1 (Tab. €. 2).
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Tabulka ¢. 2: Séroprevalence viru EHV-1 a EHV-4 v populaci ¢eskych koni — diskriminaéni

ELISA

Pocet vySetienych koni

Séroprevalence EHV-1

Séroprevalence EHV-4

SVANOVIR®

86

30,20 %

87,20 %

Vysetfeni parovych sér ze staje s propuknutim neurologického onemocnéni po infekci EHV-1 (Tab.
¢. 3) potvrdilo dostate¢nou sérokonverzi pouze u jednoho kon¢, pouze ve VNT.

Tabulka €. 3: Staj s herpesvirovou myeloencefalopatii — sérokonverze

VNT Ingezim Rinopneumonitis SVANOVIR® EHV-1 SVANOVIR® EHV-4
Sérokonverze 1-1,49 32 19 5 7
Sérokonverze 1,5-3,49 3 7 3 1
Sérokonverze 3,5< 1 0 0 0

Z vyzkousenych sérologickych testl byl na zakladé¢ bodového hodnoceni (Tab. €. 4) vybran pro
dalsi pouZiti na fesitelském pracoviiti test Ingezim Rinopneumonitis 480 (Ingenasa, Spanélsko).

Tabulka €. 4: Zhodnoceni testi pro nepiimy prikaz

Pracnost Cas Cena parovy test Specifi¢nost Opakovatelnost vysledku Vysledek
VNT 4 2(2h) 1 (53 K¢) 2 3 12
Ingezim Rinop. 2 2(25h) 2 (176 K¢&) 3 2 11
SVANOVIR® 2 4 (4 hod) 5 (2630 Kg) 1 2 14

Pti porovnani vysledkt pouzitych sérologickych testli byla konstatovana nejlepsi shoda mezi testem

Ingezim Rinopneumonitis 480 a VNT (Tab. ¢. 5)

Tabulka €. 5: Korelace vysledku testi pro neprimy prukaz

Ingezim Rinopneumonitis VNT SVANOVIR® EHV-1 SVANOVIR® EHV-4
Ingezim Rinop. p<0,01 p>0,05 p<0,01
VNT p<0,01 p<0,05 p<0,05
SVANOVIR® EHV-1 p>0,05 p<0,05 p>0,05
SVANOVIR® EHV-4 p<0,01 p<0,05 p>0,05

Pti pouziti testu Ingezim Rinopneumonitis (Tab. ¢ 8.) byla zjisténa séropozitivita EHV-1/4 Castéji u
vakcinovanych nez u nevakcinovanych koni. Testovani pomoci SVANOVIR® EHV-1 a
SVANOVIR® EHV-4 prokazalo (Tab. ¢. 8), ze vSichni kon¢ vakcinovani proti EHV-1/4 maji
protilatky proti EHV-4. To ovSem neplati pro EHV-1, kde je vyssi pocet pozitivnich ve skupiné

neockovanych.

Tabulka €. 6: Procentualni zastoupeni pozitivnich vysledki ve skupinach vakcinovanych a
nevakcinovanych Kkoni: test Ingezim Rinopneumonitis, testy SVANOVIR® EHV-1 a
SVANOVIR® EHV-4

Celkovy pocet Pozitivni vysledek Ingezim Celkovy pocet | Pozitivni vysledek | Pozitivni vysledek
vzorki — test Rinopneumonitis vzorkiu — testy SVANOVIR® SVANOVIR®
Ingezim SVANOVIR® EHV-1 EHV-4
Rinopneumonitis EHV-1, EHV-4
Vakcinovani koné 73 63,01 % 49 26,53 % 100,00 %
Nevakcinovani koné 111 26,13 % 37 35,14 % 70,27 %
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Zavér

Pfedmétem prezentované prace bylo sledovani vyskytu herpesvira koni (1, 2, 4, 5) a Mycoplasma
felis v populaci koni na uzemi CR pomoci p¥imého a nepiimého pritkazu s diirazem na vyskyt
EHV-1. Ten byl metodou ptimého prikazu detekovan pouze u jednoho koné (0,6 %). Naopak u
gamaherpesvirl bylo prokézano, ze jejich aktivni pfitomnost na sliznicich dychacich cest koni je

Castd (61,4 %). VSechny sledované herpesviry se vyskytovaly castéji u hospitalizovanych koni.
Zklamanim byly nizké postvakcinacni titry protilatek proti EHV-1 u koni vakcinovanych v
poslednim pil roce proti EHV-1/4. Pro dalsi pokracovani sérologické diagnostiky na UICHM, FVL,
VETUNI Brno byl diky tomuto projektu vybran pomoci nékolika hodnoticich kritérii
nediskriminativni test ELISA.
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Diagnostika a terapie respira¢nich onemocnéni u potkanii chovanych ze zaliby
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Uvod

Respira¢ni onemocnéni patii mezi nejcastejsi onemocnéni, se kterymi se setkavame u potkani
chovanych ze zaliby. Plicni 1éze az abscesy jsou dusledky zavazné infekce, ktera vede k destrukci
respiracnich bunék a fibrozni tkdné. Diagndza respiranich onemocnéni mize byt vyslovena na
zékladn¢ anamnézy a klinického vysetfeni. Auskultace hrudniku obvykle odhali Selesty az vrzoty
(Benato, 2012). Bez podrobngjsiho zobrazovaciho vySetfeni ale neni mozné odhalit ptvod
onemocnéni a v pripad¢ prikazu infekéniho ptivodu je nezbytné identifikovat piivodce pro zvoleni
efektivni terapie.

Rentgenogramy hrudniku jsou obvykle povazovany jako zasadni krok v diagnostice plicniho
onemocnéni, nicméné toto vysetfeni ma své limity (Reissig a kol., 2012). VySetfeni pomoci
pocitacové tomografie byva nazyvano zlatym standardem, nicmén¢ stejné jako pro rentgenologické
vySetieni dutiny hrudni je 1 pro toto vySetieni nezbytné uvést pacienta do celkové anestezie. Hrudni
sonografie se v poslednich letech stava metodou volby pro dyspnoické pacienty vzhledem k jeji
diagnostické ptesnosti, neinvazivité¢ a opakovatelnosti. Vysledky srovnavacich studii ptikladaji
hrudni sonografii stejny vyznam jako pocitacové tomografii (Nazerian a kol., 2015, Lovrenski a kol.,
2016, Ma a kol., 2016, Mathis, 2018, Mayo a kol., 2019, Najgrodzka a kol., 2019).

Bronchoalveolarni lavaz (BAL) je velmi uZitecny diagnosticky prvek pro diagnostiku plicnich
onemocnéni. Odebrand tekutina obsahuje biochemické a cytologické indikéatory bunééné odpovédi

na infekci a v neposledni fadé patogeny zapficinujici dané onemocnéni (Song a kol., 2010).

Material a metodika
Do studie bylo zarazeno 250 potkanti, u kterych bylo provedeno vysetieni metodou RATTUS
(Rat thoracic ultrasound). VySetfovana zvifata vazila od 97 g do 885 g (primér£SD 465+125,24 g) a
jejich vék se pohyboval v rozmezi od 3 do 29 mésict (2143,6 mésict).
RATTUS byl proveden bez celkové anestezie. Za vyuziti multifrekvencni sondy (SonoScape
S22, 8-14 MHz) bylo provedeno skenovani obou hemithoraxii, které byly rozdéleny na dv¢ linie — od

axilarni linie po skapulérni linii a druha od skapulérni linie po paravertebralni svaly. Nasledné bylo
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provedeno hodnoceni substernalnim piistupem. Srst pacientd nebyla holena, kontakt sondy
s povrchem byl zajistén dostate¢nym mnozstvi sonografického gelu.

Mezi znaky pneumonie byly zafazeny typické sonograficky zobrazitelné znaky: nalez
konsolidaci, C linii, B linii, znak zmackaného papiru (shred sign), ptipadné pfitomnost pleuralni efuze
nebo translobarni konsolidace véetné hodnoceni vzduchového/s tekutinou/dynamického/statického
bronchogramu.

U 16 z téchto zvifat (8 samic, 8 samcii; hmotnost od 330 g do 720 g pramér+£SD 526.9+109.25
g, stafi od 9 do 29 mésich 16.6+7.5 mésicit) bylo dle pozitivniho sonografického priikazu pneumonie
provedeno BAL, hematologické a sérologické vysetieni. Tato zvifata byla uvedena do celkové
inhala¢ni anestezie isofluranem (Isoflutek 1000 mg/g, Laboratorios Karizoo, S.A., Spanélsko).
Nejprve byl proveden odbér 0,4 ml krve z vena cava cranialis, ktera byla umisténa do sterilni
zkumavky s EDTA (Idexx, Némecko) k hematologickému vysSetfeni. DalSich 0,6 ml krve bylo
odebrano do sterilni zkumavky bez antikoagulans, centrifugovano a ziskané sérum bylo udrzovano
zamrazené (-18°C) do sérologického vysetfeni v laboratofi (Anlab, Ceska republika). Zde byly
vySetieny nasledujici parametry: RCV/SDAV, RTV, KRV, H-1, RPV, RMV, NS-1, SEND, MAD
1+2, REO3, PVM, HANT, CARB, MPUL, IFA PCAR, IFA MPUL. Néasledn¢ byl pouzit sterilni
mocovy katetr (Sterilni koci¢i katetr 1,0x110 mm, Polnet, Polsko), ktery byl pod otoskopickou
kontrolou umistén do trachey a nasledné¢ do plic a bylo aplikovano 0,2 ml temperovaného
fyziologického roztoku, ktery byl nékolikrat aspirovan zpét a opét aplikovan. Béhem této procedury
byla anestezie ukonéena, aby na konci BAL dochazelo k probouzeni pacienta a ten mohl piipadné
snadno vykaslat rezidudlni obsah fyziologického roztoku. Nésledovala post-oxygenace do Uplného
probuzeni.

Vzorek BAL byl umistén do sterilni zkumavky bez antikoagulans a odeslan pro provedeni
mikrobiologického vysetfeni véetné antibiogramu. Cast vzorku byla aplikovana na selektivni média
(ClearMIlk test, LabMediaServis s.r.o0., Ceska rebuplika) pro ozkouseni rychlejii varianty in-house
vysledkd. Kultivace a antibiogram byly provedeny akreditovanou laboratoti (SynLab, Ceska
republika).

Vysledky

Bakterie, které byly vykultivovany z BAL jsou prezentovany v tabulce (Tab. 1),a to vcetné
jejich citlivosti na antibiotika.

Staphylococcus aureus byl nalezen u 4/16 (25 %) potkani, 1/16 (6.25 %) byl Meth/Oxa
rezistentni. Rodentibacter ratti byl nalezen u 3/16 (18.75 %) potkanli, Muribacter muris byl nalezen
u 3/16 (18.75 %) potkant, Corynebacterium mastitidis bylo nalezeno u 1/16 (6.25 %) potkant,

Corynebacterium iowii bylo nalezeno u 1/16 (6.25 %) potkanti, Corynebacterium tuberculostearicum
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bylo nalezeno u 1/16 (6.25 %) potkant, Streptococcus suis byl nalezen u 2/16 (12.5 %) potkant,
Streptococcus intermedius byl nalezen u 1/16 (6.25 %) potkanti, alpha-hemolyticky Streptococcus
byl nalezen u 1/16 (6.25 %) potkant, Streptococcus mitis byl nalezen u 1/16 (6.25 %) potkant,
Haemophilus haemolyticus byl nalezen u 1/16 (6.25 %) potkanti, Enterobacter kobei byl nalezen u
1/16 (6.25 %) potkanti, Enterobacter hormaechei byl nalezen u 1/16 (6.25 %) potkanti, Enterococcus
faecalis byl nalezen 2/16 (12.5 %) potkanii, Brevundimonas diminuta byla nalezena u 1/16 (6.25 %)
potkant, Acinetobacter sp. byl nalezen u 3/16 (18.75 %) potkanil, Neisseria flavescens byla nalezena
u 2/16 (12.5 %) potkanti a Escherichia coli byla nalezena u 7/16 (43.75 %) potkant.

U 9/16 (56 %) zvirat byla pfitomna koinfekce n¢kolika bakteriemi.

ZlepSeni zdravotniho stavu po zacilené antibiotické terapii bylo prokazano u 14/16 zvirat
(87,5 %), 1/16 (6,25 %) zvite bylo utraceno pied kontrolou. U 7/16 (43,8 %) potkanti pomohla BAL
zacilit antibiotika po netispéSné predchozi antibiotické terapii ,,na slepo*.

Nalezy RATTUS nebyly specifické pro dana bakteridlni onemocnéni, ale zavaznost typickych
znakl pneumonie souhlasila se zdvaznosti nalezi BAL. U 3/16 (18,75 %) ptipad(i s mirnymi pfiznaky
pneumonie, kde byla BAL provedena po piedchozi antibiotické terapii, byl zaznamenan pouhy mirny
nartiist bakterii, coz odpovida nélezii ,,hojici se* pneumonie.

Z vysledki sérologického vySetieni dominovala ptitomnost protilatek proti Mycoplasma
pulmonis (MPUL; 17/18, 94,4 % testovanych zvifat), cilia-associated respiratory bacillus (CARB;
18/18, 100 % testovanych zvitat), a Pneumocystys carinii (PCAR; 17/18, 94,4 % testovanych zvitat).
U 11/18 (61,1 %) zvitat byl nalez pozitivni pro Rat theilovirus (RTV), ostatni vysledky jsou shrnuty
v Tab. 2.

Tab. 1: Vysledky kultivace bakterii v€etné antibiogramu

G
BAC
OX | CLIN | TETR | CEF MARB | ERYTROMY | TRIM AM ENR E | PEN | CHLOR
BAKTER ITR
I ACIl | DAM ACY URO | OFLO CIN(AZATR | ETO+S | OXC | OFL | N ICI | AMFEN ACH
LIN [ YCIN | KLIN | XIM | XACIN OMYCIN) ULFA | LAV | OX T LIN IKOL N
A
Staphyloc C C C C C C C C R
occus C C C C C C C C R
aureus C C C C C C C C C C
MRSA R R R R R C R R C Cc
R C R R C C R
Rodentiba
C C C R C C R
cter ratti
R C C C C C C R
C C R C C R R R
Muribacte
C C C | C C C R
r muris
R C C C C C C

26



Cornebact
erium

mastitidis

Corynebac
terioum

iowii

Streptococ

Ccus suis

Streptococ
cus
intermediu

S

Streptococ
cus
hyointesti

nalis

Streptococ
cus mitis

Haemophi
lus
haemolyti

cus

Enterobact

er kobei

Enterobact
er
hormaeche

Enterococ
cus

faecalis

Brevundi
monas

diminuta

Acinetoba

cter sp.

(@]

Neisseria

flavascens

E. coli

O O O O] O] O T O

O O O O] O] O] O O

O O O O] O] O] O] O

O O O O] O] O] O ©

O O O O] O] O] O] O

O O O] O] O] O O

27




Tab. 2: Vysledky sérologického profilu (RCV —rat coronavirus, RTV —rat theilovirus, KRV — Kilham
rat virus, RPV — rat parvovirus, RMV — rat murine virus, NS-1 protein parvoviru, SEND — sandai
virus, MAD 1+2 — mouse adenovirus, REO 3 — reovirus, PVM — pneumonia virus of mice, HANT —
hantaan virus, CARB — cilia-associated respiratory bacillus, MPUL — Mycoplasma pulmonis, PCAR

- Pneumocystys cariniii)

MA
RCV/SDA RT KR RP RM | NS- | SEN REO PV HAN CAR MPU PCA

v \% \Y% v \Y 1 D 3 M T B L R
1+2

pocet

pozitivnich 0 Iy 0|1 4 |3 0 1 0 0 0 18 | 17 | 17

pacientl

Zavér
Prezentovana studie prokazala, ze RATTUS je efektivni diagnostickou metodou v klinické
medicin€ potkanil pro diagnostiku respiracnich onemocnéni. BAL a serologické vysetieni krve patii
mezi zasadni diagnostické kroky pfi diagnostice pneumonie, a to pfedevSim diky pfesnému
mikrobiologickému prikazu a stanoveni antibiogramu a tim zacileni antibiotické terapie. Vyuziti ,,in-
house** diagnostiky se zd4 byt jako nepfilis dobra varianta vzhledem k velké variabilité jednotlivych

bakterii co se tyCe rezistence na antibiotika.
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Role volné Zijicich vlki evropskych jako sentinelovych hostiteld Toxoplasma gondii.
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Uvod
Toxoplasma gondii je celosvétove rozsitenym parazitem, infikujicim vSechny teplokrevné obratlovce
véetné Cloveka. Informace o cirkulaci T. gondii mezi voln¢ Zijicimi zvifaty ve stiedni Evropé jsou
omezené predevsim na serologické studie, pfipadné PCR detekcei indikujici infekei T. gondii u fady
druhti voln€ Zijicich zvifat v roli mezihostiteli (Kornacka-Stackonis, 2022). Volné zijici psovité
Selmy jako je vlk obecny (Canis lupus) mohou v sylvatickych cyklech T. gondii figurovat jako
vyznamné sentinelové druhy v ptipadech pienosu parazita z jednoho hostitele na dalsiho v disledku
karnivorismu a pozfeni tkatovych cyst s bradyzoity. VIci v soudasné stiedni Evropé véetné Ceské
republiky zaznamendavaji uspéSny navrat a nartst populaci, coz ma nesporny vliv na cely ekosystém,
vcetné jeho parazitarni slozky, jez je jeho nedilnou soucasti. Mezi typickou kofist vlka ve sttedni
Evropé se fadi jelenoviti a divoka prasata (Wagner et al. 2012), ktefi figuruji jako relativné Casti
mezihostitelé T. gondii v sylvatickém prostfedi. Metaanalyza dat zabyvajici se seroprevalenci T.
gondii u evropskych jelent (Cervus elaphus) a srnct (Capreolus capreolus) odhalila primérné
hodnoty prevalenci 29 % u srncii a 15 % u jelent (Fanelli et al, 2021), data z CR ukazuji 45 %
prevalenci u jelenti a 24 % u srncti (Bartové a Sedlak, 2012). U divokych prasat v CR byla zjisténa
az 59 % prevalence (Racka et al, 2015). Recentni vysledky studie zabyvajici se T. gondii u vlka
zijicich v Narodnim Parku Yellowstone v USA naznacuji signifikantni vyznam tohoto parazita
ovliviyjiciho chovani nakazenych jedincl, coz ma v koneéném disledku vliv na cely ekosystém
(Meyer et al, 2022). Studie mapujici vyskyt T. gondii v populacich vlkii na izemi CR dosud nebyly
provedeny, zaroven jsou k dispozici pouze velmi omezené informace o genetické variabilité T. gondii
kolujici v sylvatickych cyklech ve stiedni Evropé. Cilem stavajiciho projektu je proto zjisténi vyskytu
T. gondii u volné Zijicich vlkii na uzemi CR pomoci molekularnich metod a nasledn4 genotypizace
ve spolupraci se $pickovym pracovistém Institute of Epidemiology na Friedrich-Loeffler-Institute
v Némecku. Tento projekt je koncipovan jako pilotni pro pfipravovanou rozsahlou studii zabyvajici
se T. gondii u voln¢ Zijicich masozravci. V koneéném disledku mohou mit ziskana data dopad i na
ochranu lidského zdravi v dasledku mozZnosti prolinani sylvatickych a domestikalnich cykla tohoto
parazita pfi relativn€ hustém zalidnéni v antropogennich podminkéch stfedni Evropy, kdy dochazi ke

stale ¢ast&j$im kontaktim volné zijicich zvifat s civilizaci.
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Material a metodika

Vzorky tkani

Diky dobte fungujici spolupraci s Agenturou ochrany pfirody a krajiny byla na pracovisti feSitelt
provedena pitevni vySetieni vzacnych volné Zijicich $elem vlki obecnych z uzemi Ceské republiky,
pii kterych byly odebrany vzorky tkani za i¢elem molekularnich analyz T. gondii. Pro ucely projektu
byly k dispozici zamrazené tkan¢ kosterni svaloviny, plic a srde¢ni svaloviny, u nékterych jedinct i
tkan mozku z 20 jedinct vlkii. Pro vyssi vytéznost izolace DNA byly analyzovany tkanové vzorky o

hmotnosti 20 — 50g.

Magnetic capture a real-time PCR

Vzorky tkani o hmotnosti 20 az 50g byly lyzovany v lyza¢nim pufru s proteindzou K a byl ziskan
hruby extrakt. Z extraktu byl vyvazan biotin pfirozené se vyskytujici v tkanich a do vzorku jsou
piidany T. gondii specifické oligonukleotidy znacené biotinem (Tox-CapF a Tox-CapR),
které hybridizuji s DNA T. gondii. Nasledn¢ byly do smési piidany magnetické kulicky pokryté
streptavidinem. Prostfednictvim vazby streptavidinu a biotinu se na kulicky navazal hybrid
znaéenych oligonukleotid a DNA T. gondii. Komplex se pak zachytil pomoci magnetu DynaMag-
15 na stén€ zkumavky a byl odsan supernatant, ¢imz se odstranila DNA hostitele. Po denaturaci se
DNA T. gondii navazana v komplexu s magnetickou kuli¢kou uvolnila, zbytek komplexu se zachytil
na stén¢ zkumavky magnetem DynaMag-2 a roztok s uvolnénou DNA T. gondii byl odsan do nové
zkumavky (Opsteegh et al., 2010). Takto ziskané vzorky DNA byly vysetfeny pomoci real-time PCR
s pouzitim specifickych primerti Tox-9F a Tox-11R amplifikujicich 529 bp repeat elementu a BHQ-
FAM znacené sondy Tox-TP1 (Homan et al., 2000). Fluorescence byla ode¢itana pii 530 nm (Tox-

TP1). Byla provedena kvantifikace zoitl na gram tkan¢ na zéklad¢ odectenych hodnot Cp.

Vysledky
Celkem bylo vySetfeno 34 vzorkl tkani z 12 jedincii s vyuZzitim izolace DNA pomoci magnetic
capture, u kterych byla provedena kvantitantivni PCR. V pfipadé 7 jedinct byly vysetfeny vzorky
srdeéni svaloviny, plic a kosterni svaloviny, u jednoho jedince byly k dispozici pouze vzorky srdce a
plic a u jednoho vzorek kosterni svaloviny. Z 12 vlki testovanych byli zjisténi 4 jedinci pozitivni na
piitomnost zoiti Toxoplasma gondii ve vysetfovanych tkanich. U dvou jedinci byly pozitivni pouze
vzorky srde¢ni svaloviny, u jednoho vlka byl pozitivni vzorek kosterni svaloviny a v ptipad¢ jednoho

jedince byly pozitivni vzorky srdce a kosterni svaloviny. VSechny vzorky plicni tkdné€ byly negativni
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na pritomnost T. gondii. Prevalence T. gondii u dosud vysetienych vlku ¢ini 33,3 %. Pozitivni jedinci
byli nalezeni v blizkosti obci Nazidla (okres Cesky Krumlov), Prostfedni Beéva (okres Vsetin),
Metylovice (okres Fryden-Mistek) a Sonov (okres Nachod). V piipadé tif jedinci bylo pfi¢inou smrti
polytrauma zptsobené srazkou s dopravnim prostfedkem, u jednoho zvifete bylo zjisténo trauma
hrudni koncetiny ziejm& po uviznuti v draténém oku, dehydratace a hladovéni. Z dosazenych
vysledku se jevi jako nejvhodnéjsi tkan pro detekci T. gondii u vlki srde¢ni svalovina, ktera byla
nejcastéji zjisténou pozitivni tkéni a pti kvantifikaci v ni byly zjistény nejvyssi poCty zoitli/g tkan¢
(tabulka 1). Vysledky zatim nejsou kompletni, budou provedena vySetieni dalSich osmi jedincii, u
pozitivnich vzorkti bude provedena genotypizace a v kompletnim setu vzorkd bude provedeno

statistick¢ vyhodnoceni.

Pocet zoitll na gram tkané
Oznaceni zviftete: CL241 CL256 CL257 CL258
Srdce: 1,12 28,45 294,56
Plice:
Kosterni sval: 89,84 2,31

Tabulka 1 Vysledky kvantifikace zoitli na gram vySetfené tkan¢
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Vliv infekce hlistici Angiostrongylus cantonensis na vybrané fyziologické funkce definitivnich
hostitelil
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Uvod

Hlistice Angiostrongylus cantonensis je pri¢inou eosinofilni meningoencefalitidy se
zavaznymi nasledky u lidi a dalSich teplokrevnych obratlovci a ma globalné¢ charakter emerging
disease. Pfirozenym definitivnim hostitelem jsou potkani a krysy, u nichz jsou dospélci lokalizovani
Vv plicnich cévach, a jako mezihostitel¢ funguji riizné druhy plzi. Pro pochopeni epidemiologie a
Sifeni onemocnéni je potieba porozumét, jak parazit ovliviiuje svého hostitele, a to jak na bazi
pfimého piisobeni na tkdné a vznikajicich patologickych zmén, tak na irovni zmén chovani a zptisobu
zivota. Po infekci larvy migruji ze stfev do centralni nervové soustavy (CNS), kde né€kolik tydna
probiha vyvoj a nasledn¢ larvy opét migruji do plicnich cév, kde se rozmnozuji. Behem faze v CNS
dochazi ke vzniku meningitidy, kterd mize vyrazné ovlivnit kognitivni funkce jako napt. prostorovou
orientaci a pamét’. Plicni faze infekce pak mize negativné ovliviiovat kardiovaskuldrni a respiratorni
funkce a tim padem fyzicky vykon hostitele. Zmény téchto fyziologickych funkci tedy mohou
ovlivitovat schopnost shanét potravu ¢i unikat pied predatory nebo také reprodukcni chovani, coz ma
Vv disledku vliv na epidemiologii onemocnéni. Intravitalni parametry byly studovany spiSe omezené
a studie fyziologické povahy nebyly provedeny vibec. Prikaz parazita pii mikro-CT vySetieni
Vv nervové fazi by mohl pomoci pti diagnostice u nahodnych hostitelt (pst, ko¢ek) nakazenych timto

patogenem.

Material a metodika
Laboratorni zvitata
Do pokusu je zapojeno 30 samcti potkana laboratorniho kmene Wistar (Rattus norvegicus var. alba)
s dlouhodobou aklimatizaci na pouzivané pfistroje, postupy a manipulaci. Zvitata jsou rozdélena do
3 skupin, kdy jedna skupina slouzi jako negativni kontrola a dal$i dv& skupiny byly infikovany
riznymi infekénimi davkami: 40 L3 a 80 L3.
Bludisté tvaru Y
Pro hodnoceni prostorové paméti byli potkani podrobeni testu spontanni alternace v bludisti tvaru Y,

pfi kterém se snimaji vstupy potkana do jednotlivych ramen na videozdznam. Pfi néasledném
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zpracovani se hodnoti jednotlivé vstupy do ramen, lokomoc¢ni aktivita potkana a uspéSnost zvifete
stiidat postupné vSechna tfi ramena a tvofit tak tzv. triddy, ke kterym nedochazi v pripad¢ alterace
prostorové paméti u testovanych subjekti. Test se opakuje kazdé 2 mésice pro zjisténi ptipadného

dlouhodobého vlivu infekce na prostorovou pamét’.

Hodnoceni fyziologickych parametrii v zavislosti na aktivité

Vliv infekce na klinicky stav zvifat je hodnocen pravidelné kazdych 20 dni. Jedna se o souhrn méieni
dechové frekvence, tepové frekvence a saturace krve kyslikem v klidové fazi a nasledné opakovani
méteni po fyzické aktivité, kterou je béh na upraveném bézicim pase v péti intervalech po 20
sekundach o rychlosti 1 km/h. Pro méfeni saturace kyslikem a tepovou frekvenci je pouzivan pulzni
oxymetr na bazi ocasu. Pro zjisténi dechové frekvence je proveden videozaznam, ze kterého je pocet

dechil nasledné odecten na zéklad¢ pohybu hrudni stény.

Mikro CT vySetieni

Pro vizualizaci 1€zi zpiisobené parazity byly vyuzity organy uhynulych potkan impregnované
roztokem molekularniho jodu ve 100% methanolu. Skenovany byly mozky a plice dvou potkant
uhynulych v pribéhu pokusu (8 dpi, 27 dpi) a konzervované plice potkana v chronické fazi infekce
(cca 8 mésict po infekci). Pfed dvoudenni impregnaci jdédem byly orgdny fixovany v 10% formalinu
a nasledné prosly alkoholovou fadou (30%, 50%, 70%, 80% a 90% ethanolu, vZdy na 24 hodin).
Vzorky byly déle skenovany na zafizeni SkyScan2376 CMOS firmy Bruker na Vyzkumném ustavu

veterinarniho 1ékafstvi.

Vysledky

Jiz béhem prvnich stadii infekce byl prokazan statisticky vyznamny rozdil (p=0,02) mezi testovanou
skupinou s vyssi infekéni davkou a kontrolni skupinou v parametru saturace kyslikem po fyzické
aktivité. Vzhledem ke stale probihajicimu pokusu se da ptedpokladat, ze rozdil mezi testovanymi

zvitaty a kontrolni skupinou bude v prubéhu ¢asu dale naristat.

Po zhodnoceni kratkodobé prostorové paméti pomoci bludisté tvaru Y byly rovnéz dokumentovany
odchylky procentudlni uspé$nosti alternace ramen testované skupiny oproti kontrolni, které¢ se mohou
Vv pribehu pokusu ménit. Také lokomoc¢ni aktivita, tj. pohyb v rdmci bludisté a pocet navstivenych
ramen, se liSila mezi potkany v kontrolni a testované skupiné potkanii s mozkovou fazi infekce. U

infikovanych zvitat byl primérny pocet navstivenych ramen 16, u infikovanych zvirat 22.
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Mikro-CT wvySetieni mozki uhynulych potkani vlebce bez impregnace jodem neprokazalo
pritomnost parazitli, piestoze v jednom piipadé (27 dpi) byl pii nasledném vyjmuti mozku nalezen 1
dospélec v subarachnoidalnim prostoru. Pti nasledném skenovéni po impregnaci mozku jodem ve
snaze zaznamenat niz§i vyvojova stadia larev v mozkovém parenchymu jsme také nezaznamenali
pozitivni vysledek. Nicméné tato metodika byla zatim testovdna na nizkém poctu vzorkl a dalsi

vysledky ocekavame.

Pti ex vivo Mikro-CT vysetieni levého plicniho laloku chronicky infikovaného potkana bylo objeveno

lozisko naplnéné dospélci A. cantonensis o velikosti 18,8 X 2,5 mm, pfestoze jeho klinicky stav

podobnému obrazu nenasvédCoval. Z tohoto diivodu je potieba dale pokracovat v hodnoceni vlivu

infekce na definitivni hostitele a sledovat tento vliv i v dlouhodobém méfitku, vzhledem k omezenym

dosavadnim informacim.

Obrazek 1. Snimek Mikro-CT vysetieni levého plicniho laloku chronicky infikovaného potkana,

ohranicena léze s parazitickou hlistici oznacena Sipkou.
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Zavedeni sitovaci techniky k detekci a nasledné genotypizaci vajiek tasemnic v trusu volné
Zijicich masoZravci
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Uvod

Od konce dvacatého stoleti je ve stiedni Evropé véetné Ceské republiky zaznamenavan néavrat
populaci velkych Selem, konkrétné vlka obecného (Canis lupus), rysa ostrovida (Lynx lynx) a v
nckterych oblastech také medvéda hnédého (Ursus arctos) (Kutal et al., 2017). D¢je se tak diky
pfirozené migraci téchto zvifat do volnych teritorii a zaroven jejich ochrané, castecné i diky
reintrodukei. Nejvyrazngjsi expanzi v ramci CR zaznamenavame u vlki. Tento fenomén piedstavuje
Vv kulturni krajin€ stfedni Evropy potencial pro blizky kontakt téchto predatorti s domacimi zvitaty a
clovékem, pfi némZz mize mimo jiné dochazet k prolinani sylvatickych a domestikalnich cykli
nékterych druhti parazitd. Dulezitou skupinou takovychto parazitii jsou tasemnice ¢eledi Taeniidae,
zahrnujici rody Taenia a Echinococcus, vyznamné z hlediska veterinarni i humanni mediciny. Oba
tyto rody byly opakované detekovany u voln¢ zijicich vlkii obecnych ve stiedni Evropé (Lesniak et
al., 2017). Vzhledem k chranénému statutu téchto Selem je snaha maximaln€ vyuzivat neinvazivné
ziskané biologické vzorky, napt. vzorky trusu. Vhodnou metodou pro koprologické vysetieni trusu
zaméfené na detekci vajiCek tasemnic je tzv. nasledné sitovani, umoziujici vyuziti vzorkli pro
molekulérni analyzy.

Cilem projektu bylo urc¢eni druhového spektra taeniidnich tasemnic ze vzorkt trusu vlk obecnych

z NP Sumava, a to na zakladé molekularnich dat u vzorki vySetfenych pomoci nasledného sitovéni.

Material a metodika
Vzorkovani a koprologické metody
Vzorky trusu vyuzité v projektu byly sbirany pracovniky NP Sumava v rAmci monitoringu viki
obecnych na Uzemi narodniho parku, diive vySetiené standardnimi koprologickymi metodami
(flotace, sedimentace, larvoskopie) na piitomnost endoparaziti. K inicidlnimu vySetfeni vzorkl
pouzitych v projektu byla zvolena metoda nasledného sitovani, kterd pomoci sit o dané velikosti ok
(105, 38 a 21 pum) umozni separaci rtiznych vyvojovych stadii endoparaziti a pfichysta je

k navazujicimu molekularnimu vysetfeni (Mathis et al., 1996).

38



Molekularni analyzy

Celkova DNA ze vzorkl prichystanych naslednym sitovanim byla izolovana pomoci alkalické 1yzu
a komeréniho izola¢ni kit (Stefani¢ et al., 2004). Pro druhové uréeni tasemnic byla vybrana
kombinace mitochondrialnich markerd podjednotky 1 cytochrom ¢ oxidazy (COIl) a podjednotky 1
NADH dehydrogenazy (NAD1). V obou piipadech byly vyuzity protokoly nested PCR. U COI byly
pro projekt navrzeny vnéjsi primery a jako vnitini byly vyuzity univerzalni primery JB3 a JB4.5
(Bowles et al., 1992). Pro detekci NADI1 byly vyuzity primery JB11 a JB12 (Bowles et al., 1993)
v kombinaci s primery NAD1-T Fw a NAD1-T Rv (Armua-Fernandez et al., 2011) Vysledné
produkty byly vizualizovany pomoci elektroforézy na 2% agardézovém 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 Prime a porovnany se sekvencemi z databaze GenBank za pouziti BLAST analyzy
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Vysledky a diskuze
Celkové bylo v ramci projektu vysetifeno 155 vzorki trusu metodou nasledného sitovani. Porovnanim
s flota¢nim vySetienim vyplyva, Ze se jedna o senzitivnéj$i metodu. Zarovein vSak nejvyssiho zachytu
bylo dosazeno pii kombinaci vysledki obou metod (Tabulka 1). Ze sitovanych vzorki byla zatim u
48 7 nich izolovana DNA a provedeno PCR zaméiené jak na COI, tak na NADI1. Prvotni vysledky
odhalily ptitomnost DNA taeniidnich tasemnic u 10 vzorkid. Konkrétné byly zachyceny druhy Taenia
hydatigena (7), T. krabbei (2) a T. lynciscapreoli (1). Tyto druhy jsou u volné zijicich predatori
stitedni Evropy bézné. Zajimavosti je i zachyt Eurotaenia gracilis, coz je tasemnice drobnych volné

zijicich hlodavct a je ptikladem pseudoparasitismu. Molekularni analyzy budou nadale pokracovat

S cilem spektrum taeniidnich tasemnic v populaci Sumavskych vikd.

Pouzitad metodika Pocet vysetienych | Pozitivni vzorky
vzorkll (%)
Flota¢ni vysetieni 155 20 (12,9)
Nasledné sitovani 155 27 (17,4)
Kombinace obou vySetieni 155 34 (29,1)

Tabulka 1 Srovnani koprologickych metod
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Porovnani diagnostickych algoritmu pfi vySetieni magnetickou rezonanci v ortopedii a
neurochirurgii malych zvirat
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Uvod
Pouziti magnetické rezonance (MRI) v klinické praxi se datuje do 80tych let minulého stoleti,
nejvetsiho rozvoje vSak tato modalita dosahuje aZ v poslednich n€kolika letech. V humanni medicing
se jednd o metodu volby u pacienti s mnoha ortopedickymi i neurologickymi abnormalitami,
vrozenymi vadami i ziskanymi nemocemi pohybového aparatu. Magnetické rezonance je v soucasné
dob€ modernim trendem ve veterinarni medicing, ktery se stdva zlatym standardem v neurologické a
neurochirurgické diagnostice onemocnéni pst a koéek. V Ceské republice ve veterinarni medicing
neni tato metoda rutinné vyuZzivana pro zobrazeni ortopedickych a neurologickych abnormalit
z divodu jeji omezené dostupnosti. Navic, jednotlivé pristroje se lisi ve vykonu a kvalité zobrazeni,
coz muze mit vliv na klinickou interpretaci vysledki. Vzhledem k rozdilim ve velikosti humannich
a veterinarnich pacientti, stejn¢ jako rozdilim mezi plemeny jednoho zvifeciho druhu (¢ivava versus
némecka doga), neni mozné jednoduse prevést zavedené protokoly z humanni mediciny do mediciny
veterinarni. Proto je nutné optimalizace zavedenych protokolii. Diky rozvoji kvality veterinarni péce
a veterinarni mediciny vSeobecné¢ je stale vice kladen daraz na optimalizaci diagnostickych postupt
pii vySetfeni MRI tak, aby byla vytéZnost daného vySetfeni co nejvétsi vzhledem k jeho Casoveé
narocnosti a s nim spojenych rizik celkové anestezie, ktera je nutnou podminkou pro MRI vySetieni

pacientil ve veterinarni medicing.

Material a metodika

Studie prob¢hla na Klinice chorob psti a ko¢ek VETUNI Brno. Do studie byly zafazeny kadavery psit
ve dvou hmotnostnich skupinach: pét kadaverti o hmotnosti 5 az 15 kg reprezentujicich skupinu
malych plemen psii a pét kadavert o hmotnosti 25 kg a vice, reprezentujicich velké plemena pst. U
vSech kadaveri byla provedena magnetickd rezonance se zaméfenim na nejcastéj$i anatomickeé
lokalizace ortopedickych a hlavné neurochirurgickych onemocnéni. Magnetickd rezonance byla

provadéna na 0,35T pfistroji s permanentnim magnetickym polem Magnetom C (Siemens).

Pro kazdou anatomickou lokalizaci jsme nejprve vyuzili standardni protokol magnetické rezonance,
ktery byl zvolen tak, aby korespondoval s béZznymi klinickymi postupy a umoZznil srovnani s jiz
existujicimi daty. Zaroven se jednalo o pfednastaveny protokol v systému syngo C15. Po prvnim
zhodnoceni obrazi doSlo k upravé algoritmu vySetieni s cilem optimalizovat pomér mezi rychlosti
skenovani a kvalitou ziskanych obrazii. Nasim zdmérem bylo dosdhnout maximalni diagnostické
vytéznosti v co nejkrat§im mozném Case vysetieni, coz je kli¢ové v klinické praxi, kde Cas predstavuje
Casto omezeny zdroj.
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Nésledné byly zhodnoceny nalezy a algoritmus vysetieni byl dale upraven s ohledem na rychlost a
vytéznost, aby bylo mozné dosahnout alternativniho protokolu pro vySetieni. V pribéhu studie byla
zkoumana rtizné nastaveni parametrtt MRI, véetné echo ¢asu (TE), opakovaciho ¢asu (TR), tloustky
fezu a velikosti zorného pole (FOV). Vysledky z rliznych nastaveni byly vzajemné porovnavany a
hodnoceny s dirazem na kvalitu obrazu, detailnost zobrazeni a schopnost identifikovat patologické
zmény v tkanich.

Vysledky z raznych nastaveni byly vzajemné porovnany s cilem identifikovat nejefektivnéjsi
nastaveni MRI, které by v kontextu casové naroc¢nosti poskytovalo nejlepsi diagnostickou vytéznost.

Vysledky

V ramci nasi studie byla provedena magneticka rezonance (MRI) na deseti kadaverech pst,
rozdélenych do dvou hmotnostnich kategorii. Zaméfili jsme se na vySetfeni ramene, lokte, kolena a
patete. Zaméteni bylo hlavné na anatomické struktury kli¢ové pro dané oblasti. V oblasti ortopedie
bylo zjisténo, ze velikost pacienta je hlavnim omezujicim faktorem, jelikoz protokoly vySetfeni
vybranych oblasti vyzadovaly dlouhou dobu — pfiblizné primérné 35 minut u mensich plemen a 45
minut u vétsich. V porovnani s poc¢itacovou tomografii (CT) je to vyrazné delsi a pro rizné diagnozy
by byly potieba odlisné protokoly. Na druhou stranu je MR vySetfeni senzitivnéj$i pro nékteré

onemocnéni v porovnani s CT.

Byly pouzity primarné T2 vazené (T2W) a T1 vazené (T1W) sekvence v rezimu Turbo Spin
Echo (TSE). Béhem studie byl zkouman vliv zvySeni poctu excitaci (NEX) na pomér signalu k Sumu
(SNR) a tim 1 na rozliSeni jednotlivych snimkd. Zjistili jsme, Ze zvySeni NEX zlepSuje SNR, coz vede
k lepSimu rozliSeni obrazu, ale zaroven prodluzuje dobu vySetieni. Proto bylo nutné najit rovnovahu
mezi Casem vySetfeni a kvalitou obrazu, aby bylo mozné dosdhnout optimalnich diagnostickych

vysledka.

V neurochirurgické ¢asti studie bylo hlavnim zamétfenim patef, se specidlnim dirazem na
meziobratlové disky a michu. V této oblasti jsme dosahli lepSich vysledkd, a to i u mensich plemen,
kde se ndm podafilo ziskat snimky dostatecné kvality. Pro skenovani byla klicova pecliva volba a
umisténi civek. JelikoZ veterinarni civky pro pouzity pfistroj neexistuji, museli jsme pro jednotlivé
regiony otestovat a urcit civky urcené pro pouziti v humanni mediciné. Men$i civky umisténé co
nejblize zkoumanému objektu vyrazné zlepSovaly signdl. Spravné umisténi kadavert bylo rovnéz
esencialni, pfiCemz jsme testovali vSechny dostupné metody a pozice, aby bylo dosazeno co

nejlepsSiho signalu.
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V ramci studie byla zkoumana riizna nastaveni parametrtt MRI, v¢etné velikosti zorného pole
(FoV), echo casu (TE), opakovaciho ¢asu (TR) a poctu excitaci (NEX). Hlavnim cilem bylo
dosahnout optimalniho poméru mezi rychlosti zobrazovani a kvalitou obrazu. Vysledky rtznych
nastaveni byly vz4jemné porovnany s diirazem na kvalitu obrazu, detailnost zobrazeni a schopnost

identifikovat patologické zmény, zejména v meziobratlovych discich.

Obr. ¢1: TIW SNR = 1,70 Obr. €2: T2W SNR = 1,70 Obr. ¢3: T2W SNR = 0,70

Obr.
¢4: TIW SNR = 1,45 Obr. ¢5: TIW SNR =0,90

Zavér
Vysledky naSeho vyzkumného projektu poskytly cenné poznatky v oblasti vyuziti MRI v diagnostice
ortopedickych a neurochirurgickych onemocnéni u malych zvitat. Ac¢koliv byly dosazené vysledky
pfinosné, zduraziuji také omezeni, kterd jsou spojena s pouzivanim kadaveri. Hlavnimi omezenimi
jsou absence krveni, imunitnich reakci a nemoznost pouziti intraven6zniho kontrastu. Tyto faktory
hraji klicovou roli v diagnostice a nelze je pln¢ modelovat pomoci kadaverd.
Je tedy nezbytné rozsifit vyzkum i na Zivé pacienty, coZ umozni lepsi simulaci redlnych klinickych

situaci a poskytne dalsi dalezité informace pro optimalizaci MRI protokoli. Vyzkum na zivych
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zvitatech ndm také umozni 1épe pochopit dynamiku krveni, imunitnich reakei a efekt intravendzniho
kontrastu na kvalitu obrazu v MRI.

Tento dalsi krok bude kli¢ovy pro rozvoj efektivnich a ptesnych diagnostickych metod, které budou
moci byt aplikovany v redlné klinické praxi. Vysledky tohoto rozsiteného vyzkumu budou mit
potencial nejen zlepsit diagnostické schopnosti veterinarnich klinik, ale také pfispét k lepsimu
pochopeni patologickych procesti u malych zvitat, coz povede k efektivnéjsi 1é€be a zlepsSeni kvality

zivota nasich zvitecich pacientd.

Seznam literatury:

1. Pujol E, Van Bree H, Cauzinille L, et al. Anatomic study of the canine stifle using low-field
magnetic resonance imaging (MRI) and MRI arthrography. Vet Surg 2011,40(4): 395-401.

2. Baeumlin Y, De Rycke L, Van Caelenberg A, et al. Magnetic resonance imaging of the
canine elbow: an anatomic study. Vet Surg 2010;39(5):566-573.

3. Ober CP, Freeman LE. Computed tomographic, magnetic resonance imaging, and cross-
sectional anatomic features of the manus in cadavers of dogs without forelimb disease. Am J
Vet Res 2009;70(12):1450-1458.

4. Marino DJ, Loughin CA. Diagnostic imaging of the canine stifle: a review. Vet
Surg 2010;39(3):284—295.

Tato prace byla financovana grantem 1IGA VETUNI 150/2023/FVL.

44



Farmakokinetika torasemidu a zhodnoceni jeho dlouhodobého podani na funkci ledvin a

plazmatickou elektrolytovou rovnovahu u kralika domaciho (Oryctolagus cuniculus)
Zuzana Tomiczkova, Vladimir Jekl
Ustav farmakologie a farmacie, Fakulta veterindrniho Iékaistvi, Veterindrni univerzita Brno

Uvod

Onemocnéni srdce je u kralikii chovanych ze zaliby stale ¢astéjSim klinickym nalezem (Ozawa a kol.
2021, Jekl akol. 2022, Miiller and Mancinelli 2022). Kralik je také modelovym zvifetem onemocnéni
srdce u Cloveka. Pro terapii onemocnéni srdce se vétSina davek 1€¢iv odvozuje od davek pro psa nebo
koCku (Miiller and Mancinelli 2022). Diuretika hraji zasadni roli v terapii kardiovaskularnich
onemocnéni, predevsim kongestivniho srdecniho selhani ¢i edematoznich stavli. Torasemid (nékdy
oznacovan jako torsemid) je stejné jako furosemid klickové diuretikum, které zptisobuje inhibici
kotransportu sodikovych, draselnych a chloridovych iont. Tohoto efektu je dosazeno predevsim
uc¢inkem na ascendentni ¢ast Henleovy klicky. Vyvolani salurézy (zvysené vylucovani NaCl) souvisi
se zménou osmolarity v dfeni ledvin. Pravé zvySena osmolarita snizuje zpétnou reabsorpci vody a
vyvolava exkreci moéi. U¢inek klikovych diuretik je ve srovnani s jinymi diuretiky vyrazné
rychlejsi. Klickova diuretika se daji tedy vyuzit pfi edémech z pfi¢in kardialnich, rendlnich i
hepatalnich. Dalsi vlastnosti klickovych diuretik je zvySeni eliminace vapenatych a hofe¢natych ionti
ledvinami. Torasemid byl vyvinut jako diuretikum s del§im polocasem rozpadu, tedy delsi dobou
ucinku a vyssi biologickou dostupnosti ve srovnani s €astéji pouzivanym klickovym diuretikem
furosemidem. Neékterymi autory je uvadén az 10 x silngjsi efekt torasemidu ve srovnani s
furosemidem (Papich 2021). V minulosti byl popsan také jeho antialdosteronovy a vazodilatacni
efekt. Torasemid by mél dosahovat svého efektu s minimalnimi nezadoucimi G¢inky. Resorbuje se
spolehlivé z vice nez 80 % na rozdil od furosemidu, u kterého se miize resorpce snizit az na 30 %
podavané davky. U kralikii byla farmakokinetika a farmakodynamika torasemidu publikovana pouze
po jeho intraven6znim podani, a to zejména u novorozenych kralika Kim et al. 2004). Dlouhodoby

vliv torasemidu na funkci ledvin a ptipadnych elektrolytovym imbalanci popsan dosud neni.
Material a metodika

V ramci projektu byla stanovena farmakokinetika torasemidu u kralikd po jeho jednorazovém
oralnim podani ve dvou davkach — 0,3 a 0,6 mg/kg. V této fazi bylo pouzito 14 kralikii ndhodné
rozdélenych do 2 skupin + kontrolni skupina (negativni kontrola — 7ks), které byl podéan fyziologicky

roztok.
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Po aklimatiza¢ni fazi byl kraliklim aplikovan torasemid (UpCard 0,75 mg tablety, Vetoquinol SA,
Francie). Tyto tablety byly rozdrceny, rozpustény s malym mnozstvim vody, aplikovany peroralné
sttikackou do tlamy kralikiim a nésledné jim bylo podano dostatecné mnozstvi vody tak, aby doslo k

uplnému polknuti tablety.

Odbéry vzorkil krve byly u kraliki provadény pred aplikaci torasemidu a déale po jeho aplikaci 30
min., 60 min, 2 hod., 6 hod., 8 hod., 12 hod, 24 hod. a 36 hod. Byl provadén stiidavy odbér z levé a
pravé usni cévy (a. auricularis centralis) tak, jak je popsén v jinych vé&deckych publikacich
S maximalni opatrnosti a prevenci vzniku hematomu. Zvifata béhem odbért nebyla sedovana, ale
pouze fixovana odborné zpisobilym personalem tak, aby dochéazelo k co nejmenSimu stresu a byl
zachovan refinement (v ramci koncepce 3 R). Krev byla odebirdna na heparin a nasledné
centrifugovéna pro ziskéni plazmy. Vzorky urcené pro stanoveni farmakokinetiky byly okamzité po

ziskani oznaceny, zamrazeny a nasledné dopraveny do laboratofe na suchém ledu.

Kromé¢ stanoveni farmakokinetickych parametrti byla v krvi sledovdna hladina celkové bilkoviny,
albuminu, moc€oviny, kreatininu, elektrolytd, vapniku a fosforu. Pfed aplikaci torasemidu i v prubéhu
experimentu byla odebirdna moc¢ (spontanni mikce), kde byla po jeji centrifugaci kontrolovana
koncentrace torasemidu, méfena specificka hmotnost (refraktometricky) a zaroven byla tato moc
orientacné vySetfovana indikatorovymi papirky. Moc byla pribézné slévana z ticu pod rosty a

métena jeji produkce.

Béhem celého experimentu bylo také méfeno mnozstvi piijatych tekutin (pitnd voda) podavanych
v keramickych miskach a pribézné kontrolovan zdravotni stav zvifat. Zafazeni jedinci byli po

kontrole zdravotniho stavu nabidnuti k adopci za dodrzeni veterinarnich podminek.

Vysledky

U davky 0,3 mg/kg doslo k maximalni diuréze do 2,5 h po perordlnim podéni torasemidu a nésledné

mnozstvi produkované moci klesalo.

U davky 0,6 mg/kg se tato doba maximalni produkce moci zdvojnasobila a zacala klesat po 5

hodinach.

Spolecné se zvysujici se diurézou dochazelo k rastu hodnoty pH moci a neptimou umeérou k poklesu
jeji specifické hmotnosti, coZz bylo prokdzéno jak indikdtorovymi mocovymi papirky, tak

refraktometricky.
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U hypostenurické moc¢i (v dobé maximalni diurézy) byla prokazana diagnostickymi prouzky
pritomnost dusitanti u obou podanych davek a dale ptitomnost bilkovin, které se ovsem u druht se
zéasaditym pH moci bézné prokazi (jedna se o falesné pozitivni informaci). Pfitomnost leukocyti,
glukézy, ketontl, urobilinogenu, bilirubinu ¢i krve nebyla prokdzana ani u jednoho vzorku v pribéhu

pokusu.

V plasmé byl béhem néstupu U¢inku zaznamenan narust celkové bilkoviny, albuminu, mocoviny,

kreatininu, vapniku, fosforu a zaroven pokles vapniku a drasliku.

Farmakokinetika byla stanovena z odebiranych vzorkd krve a moc¢i v akreditované laboratofi
(BIOPHARM, Vyzkumny ustav biofarmacie a veterinarnich 1é¢iv a.s., CZ-254 01, Jilové u Prahy,
CZECH REPUBLIC) a nasledné zde provedena analyticka a statisticka ¢ast studie.
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Analyza cest Sifeni aviarni patogenni Escherichia coli z riznych zdrojia

Jarmila Lausova'?, Kristina Ne§porova?, Iva Sukkar?, Jana Palkovi¢ova?, Monika Dolejska'
!Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindarni

univerzita Brno, *Stredoevropsky technologicky institut, Veterindrni univerzita Brno

Uvod
Kolibacil6za je povazovana za nejcastéjSi onemocnéni v ptacich chovech v poslednim desetileti,
jedna se o lokalni nebo systémové infekéni onemocnéni zpiisobené aviarni patogenni Escherichia
coli (APEC).! Stejné jako ostatni extraintestinalni patogenni E. coli je APEC komenzalem stfevni
mikroflory, presto se za uréitych podminek vyvine v patogen zplisobujici rizn¢ zavazné infekce. Mezi
terapeutické moznosti 1é€by APEC infekei patfi pouziti antibiotik (tetracyklinii, sulfonamidi a
aminoglykosidl), ackoliv je dokumentovan zvySujici se vyskyt rezistentnich APEC kment k celé
skale antibiotik.? Velmi zdvazné je zjisténi recentnich studii, které ozna¢uji APEC jako potenciélni
zoonoticky alimentarni patogen a zdroj extraintestinalnich infekci pro ¢lovéka.? Kontrolovat
onemocnéni zpiisobend APEC kmeny je velmi obtizné, nebot’ Zadny jednotlivy gen, plazmid, fag ¢i
ostrov patogenity nebyl spojen vyluéné s rozvojem patogenity APEC.! APEC kmeny vyuZivaji
Sirokou $kalu faktorti virulence a patogeneze k vyvolani onemocnéni kufat, jedna se predev$im o
adhesiny, invaziny, protektiny, systémy pro pfijem zeleza a toxiny. Rozvoj technologie
celogenomového sekvenovani je velkou pfilezitosti pro detailni popula¢ni genomiku evoluce APEC
kmenii. V této studii jsme provedly detailni genomickou a fylogenetickou analyzu rozsahlého
souboru kmentl z vyznamné linie ST744 s cilem zhodnotit obsah gent rezistence k antibiotikiim a

virulence a Sifeni mezi clovékem a zviraty.

Material a metodika
V ramci projektu byla charakterizovana sbirka 30 izolatu E. coli ST744, které pochazely z Ceské
republiky (pacienti, maso z trzni sit¢, odpadni voda, racek). U této sbirky byly jiz z pfedchozich studii
dostupné vysledky fenotypové rezistence k antibiotikim a celogenomové sekvence technologii
kratkych c¢teni. V ramci feSeného projektu bylo u vSech izolati provedeno celogenomové
sekvenovani technologii dlouhych c¢teni (MinlON, Oxford Nanopore Technologies) a byly tak
ziskany kompletni souvislé nukleotidové sekvence. Tyto sekvence byly nasledné¢ v druhém kroku
kombinovany se sekvencemi z kratkého ¢teni z Illumina sekvenovani. K izolaci celogenomové DNA
byl pouzit kit Genfind V3 (Beckman Coulter, USA), DNA knihovny byly pfipraveny kitem SQK-
RBKO004 rapid barcoding 1D kit a sekvenovany na flow cell (FLO-MIN106 R9.4 SpotON) po dobu
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48 hodin. Data byla zpracovana vcetné base calling programem Guppy v4.2.2, pro odstranéni
adaptori a nekvalitnich ¢teni byl vyuzit program BBDuk a pro demultiplexovani program Porechop
v0.2.4. Pro ziskani kompletni nukleotidové sekvence jak chromozomu, tak plazmidii bylo provedeno

hybridni assembly pomoci programti Ratatosk, Unicycler v0.4.8 a Flye v2.6.

Nasledujici analyzy  byly  rozSifeny 0 genomy z databaze Enterobase

(https://enterobase.warwick.ac.uk/) ¢itajici priblizné 884 genomu studované linie ST744. U genomu

byly provedeny analyzy pro identifikaci genetickych elementi odpovédnych za UspéSnost a
patogenitu APEC se zaméfenim na genetické okoli gent rezistence, faktory virulence, a plazmidy..
Vytvotenim fylogenetickych stromil na zékladé jedno nukleotidovych polymorfizmi v core genomu

bakterii byly definovany mozné cesty Sifeni kmenti mezi zvitaty, clovékem a prostfedim.

Vysledky

Fylogeneticka analyza

Soubor E. coli ST744 pochazel z 51 zemi a rtiznych zdroji (potravinova zvitata, jidlo, domaci
mazlicci, ¢lovek, prostiedi, volné Zijici zvitata). Fylogenetické analyza roz€lenila izolaty na zékladé
serotypu do tfi hlavnich vétvi (Obrazek 1): a) serotyp H9:0101 (zelena vétev) — dominantni klaster
s nejvyssim pocétem zastupct b) serotyp H10:0101 (fialova vétev) — druhy nejcastéjsi, c) serotyp
H25:0101 (rizova vétev) — maly klaster s pouze dvaceti izolaty. Klinické izolaty byly nejcastéjsi a
byly rozmistény napfti¢ fylogenetickym stromem. Nebylo prokazano sdruZeni Zadného z klasteru
s konkrétnim zdrojem izolatu. Celkova genetické diverzita izolath byla vysokad a jednotlivé genomy
se od sebe liSily v priméru v 580 SNP (z angl. single nucleotide polymorphism). Byly nalezeny
izolaty z rizného zdroje a zemé puvodu, které se liSily maximalné v 50 SNP, coz ukazuje na jejich

evolu¢ni piibuznost.

Rezistence k antibiotikiim, virulence a plazmidy

Vétsina izolath vykazovala vysokou miru rezistence k riznym skupindm antibiotik, pouze 35 z 914
studovanych genomil neslo geny pro rezistence k jedné nebo dvéma skupindm antibiotik a zbylé
izolaty byly multirezistentni. Izolaty nesly klinicky vyznamné a plazmidy pfenosné mechanismy
rezistence k cefalosporinlim, karbapenemiim, kolistinu a fluorochinoloniim. Velka cast izolatl nesla
geny rezistence rovnéZ na bakteridlnim chromozomu. Vedle rezistence k antibiotikiim se v jejich
genomu frekventné nachédzel mer operon pro rezistenci ke rtuti. Z hlediska patogenity ukdzala analyza
globalni sbirky ST744 ptislusnost k liniim s nizkym obsahem gent virulence (32-67 detekovanych

genil virulence pro jednotlivé izolaty, median 45) v porovnani s jinymi patogennimi liniemi. VétSina
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izolatl nesla geny pro produkci kapsuly, fimbrii, adhezin a geny pro invaziny. V genomu izolatt
byly identifikovany specifické geny pro metabolismus, které budou v budoucnu podrobeny
funkénimu studiu. Ttetina izolatl nesla ve svém genomu rtizné plazmidy typu ColV sdruzené s APEC

vewr

kmeny, pfi¢emz plazmidy typu C4:A:-B1 byly nejcastéjsi.
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Obrazek 1. Fylogeneticky strom souboru izolati E. coli ST744 z ruznych zdroji

Zavér
E. coli ST744 je celosvétove rozsitena linie patogenni E. coli sdruzena s riiznymi infekcemi ¢loveka

1 zvitat, ale rovnéz rozsifend v prostfedi. Blizce piibuzné izolaty byly prokdzany v raznych zdrojich

(animalni/humanni/environmentélni) a riznych zemich, coz ukazuje na komplexni cesty Sifeni této
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linie. VétSina piislusniki této linie je vysoce rezistentni k antimikrobialnim latkam, vykazuje
multirezistence, ale ma obecné nizky obsah genti virulence v porovnani s jinymi patogennimi
liniemi.
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VLIV FORTIFIKACE ROSTLINNYMI PRIDAVKY NA VLASTNOSTI MYDLA
VYROBENEHO Z POUZITEHO OLEJE
Katerina Bohackova, Dani Dordevic, Simona Dordevic, Bohuslava Tremlova
Ustav hygieny a technologie potravin rostlinného pivodu, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,
Veterinarni univerzita Brno
(%))

S naristajicim poctem populace a zajmu o smazené jidlo se zveda i mnozstvi prepaleného tuku.
Oleje pouzité na zpracovani nejriznéjSich druhl potravin pii teploté 160 az 200 °C jiz nadéle nejsou
pro ¢lovéka pozivatelné a predstavuji tak velky zdroj odpadu. Pii zahiivani oleje dochazi k mnoha
reakcim, jako je hydrolyza, termalni degradace, oxidace a polymerizace, které mohou byt diisledkem
toxickych produktt (Panadare et al., 2015). Podle Greenea v Evropské unii 51 % odpadu z
ptepaleného oleje pochazi z domacnosti a pouze malé procento je sesbirdno. VétSina téchto oleji pak
skon¢i v odpadnich vodach a zplsobuji environmentalni a ekonomicky problém (Hillairet et al.,
2016). V dnesni dob&é maji oleje velky potencial ve vyrobé biopaliva, pryskyfice, mydel a mnoho
dalsich (Panadare et al., 2015; Gokalp et al., 2019). Obohaceni téchto mydel o slozky kavové sedliny
nebo pomerancového prasku by mohlo mit pozitivni vliv nejen na senzorické vlastnosti.

MATERIALY A METODIKY

Piiprava vzorki mydla

Pro ptipravu vzorkd mydla byl pouzit piepaleny fepkovy olej z restauraci. Mydlo se vyrabélo
lehce upravenou studenou saponifikaci, kterou uvadi Adigun et al. (2019). Olej o hmotnosti 130 g
byl smichan s 66,92 g 26 % vodného roztoku NaOH za pomoci mixéru (3-5 min). Smes se poté nalila
do forem a nechala se 24 hodin tuhnout. Nasledn¢ se mydlo vytdhlo z forem a nechalo dozrat na
vzduchu. Po 4 tydnech se mydla podrobila analyze.

Hodnota pH byla zméfena v 1% roztoku mydla v destilované vodé za pomoci pH metru Orion
4 star (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Pro zjisténi vlhkosti se vV susarné ususilo 5 g mydla
za teploty 105 °C po dosaZeni konstantni hmotnosti. Vzorek byl pfed a po usuSeni zvdzen na
analytickych vahach ALS 250-4A (Kern, Franfurkt am Main, Germany). Zasaditost se urcila pomoci
titrace (CSN 68 1148, 1994).

Celkovy obsah polyfenol byl méfen pomoci metody Folin-Ciocalteau metodice. VVzorky byly
michany po dobu 10 minut a néasledné byl odebran 1 ml do 25 ml odmérné baiiky, ke vzorku bylo
piidano 5 ml roztoku Folin Ciocalteau (nafedéného 1:10) a 4 ml 7,5% Na2CO3Absorbance byla
zmétena pii 765 nm (Tomadoni et al., 2016). Celkovy pocet flavonoidil byl zméfen pti 510 nm (Pekal
and Pyrzynska, 2014). Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity ABTS se do tmavych vialek navazilo 0,1

g vzorku, 20 ml ethanolu a vody a celek se homogenizoval. Nasledné se smichal s 10 ml 0,007 M
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ABTS roztoku a 10 ml 0,00245 M persiranu draselného a nechd se reagovat. Tento roztok se poté
fedil do absorbance 0,7 pii vinové délce 735 nm (Thaipong et al., 2006). Pro provadéni statistické
analyzy byl pouzit software IBM SPSS.
VYSLEDKY A DISKUZE

Hodnoty pH uvedené v Tabulce €. 1 jsou podobné u vSech vzorkl v rozmezi od 10,25 u vzorku Pom
5% po 10,38 u vzorku Kéva 1%. Statisticky vyznamny rozdil od kontroly byl zaznamenam pouze u
vzorku Pom 5%. Komer¢ni mydla testovana v praci Tauruna et. al. (2014) méla hodnotu 9-10. Po
porovnani hodnot s praci od Antonic et. al. (2021), kde se pH pohybovalo v rozmezi 9,5 az 10,2, se
hodnoty pH mydla po ptfidavku kavové sedliny a pomeran¢ového prasku mirné zvysily. Normalni
lidska ktize ma pH pohybujici se mezi 5,4 az 5,9 a jakékoliv vystaveni mydlu s vys$§im obsahem pH
muze ovlivnit ochrannou funkci kiize a jejiho biomu (Tarun et al., 2014). Celkové mnozstvi alkalii
ktera se podili na Cisticich vlastnostech mydla (Awang et al). Nejvétsi pénivost byla zaznamendna u
vzorku s ptidavkem 1 % pomerancového prasku 148 % a nejnizsi po pridavku 2,5 % kavové sedliny
(105 %). Vlhkost znazornéna v Tabulce ¢. 2 se pohybovala od 4,10 % u vzorku Kava 1% po 5,87 %
u vzorku Pom 5%. Mezi témito hodnotami nebyl objeven statisticky vyznamny rozdil. Obohaceni
mydla o zminéné slozky tedy nemélo vliv na jeho vlhkost. Rozpustnost byla u vsech vzorkd
stoprocentni.

Tabulka €. 1. pH a celkové alkalie ve vzorcich mydel

Vzork H (- Celkové alkalie (%
Kontrola 10,37 + 0,062 0.00 + 0.00

Pom 1% 10,29 =+ 0,05 0.00 = 0.00

Pom 2.5% 10,29 =+ 0,042« 0.00 = 0.00

Pom 5% 10,25 =+ 0,02¢ 0.00 = 0.00

Kava 1% 10,38 + 0,03% 0.00 +0.00

Kava 2.5% 10,32 + 0,03 0.00 +0.00

Kava 5% 10,36 + 0,012 0.00 +0.00
Kavova sedlina 523 + 0,02°

Pomeran&ovy prasek 6,03 + 0,04

* rozdilna pismena v hornim indexu znaci statisticky vyznamné (p < 0,05) rozdily mezi fadky

Tabulka ¢. 2. Pénivost, vlhkost a rozpustnost mydel

Vzork Pénivost (% Vlhkost (% Rozpustnost (%
Controls 129 + 27 543 + 0,342 100

Pom 1% 148 + 27,53 498 + 0,262 100

Pom 2,5% 123 + 16,58 5,62 + 1,082 100

Pom 5% 126 + 23,93 5,87 + 0,542 100

Kava 1% 125 + 9,128 4,10 £ 0,322 100

Kava 2.5% 105 + 16,83 5,74 + 0,05° 100

Kava 5% 125 + 33,41 5,71 + 0,632 100

Kavova sedlina 7,45 £ 0,35°

Pomerandovy prasek 10,9 + 0,46°

* rozdilna pismena v hornim indexu znaci statisticky vyznamné (p < 0,05) rozdily mezi fadky



Tabulka ¢. 3. Antioxidac¢ni vlastnosti mydel

Vzorky

Celkovy pocet polyfenolt
(mg gallic acid/g)

Celkovy pocet

flavonoida

ABTS
(%)

(mg epikatechinu/g)

Control 5,16 + 7,36% 0,08 + 0,007 3,54 £ 0,54*
Pom 1% 4,30 + 0,50¢ 0,25 + 0,03 4,07 +1,07%
Pom 2.5% 3,64 + 0,062 0,22 + 0,01 5,07 +0,51¢
Pom 5% 4,03 + 0,82 0,11 +0,01° 5,43 + 0,35¢
Kava 1% 3,23 + 0,06* 0,27 + 0,031 4,72 +0,59%
Kéva 2.5% 4,12 + 0,36% 0,31+0,01° 5,33 +0,74¢
Kava 5% 4,81 + 0,30 0,31+ 0,01 6,29 + 1,07¢
Kévova sedlina 23,53 + 0,33° 0,17 +0,00' 30,61 +1,94°
Pom. prasek 15,68 + 0,16 0,02 + 0,00/ 22,86 + 1,47

* rozdilné pismena v hornim indexu znaci statisticky vyznamné (p < 0,05) rozdily mezi fadky
Hodnoty polyfenolt se pohybovaly v rozmezi od 5 mg/g do 3,5 mg/g. Nejvyssi hodnota byla
naméfena u vzorku S piidavkem 5 % kavové sedliny 4,81 mg/g, u tohoto vzorku byl také zjistén
nejvyssi statisticky rozdil od kontroly. Flavonoidy do mydla piidavaji antibakterialni G¢inky (Febriani
et al., 2020). Vsechny zjisténé hodnoty se statisticky vyznamné lisily od kontroly. U hodnot ABTS si
1ze v§imnout statisticky vyznamnych rozdilt pouze u dvou vzorku. U vzorku s pfidavkem 1 % kavové
sedliny a vzorku s ptidavkem 1 % pomerancového prasku.
ZAVER
V zéavéru studie lze konstatovat, Ze piidavky kdvové sedliny a pomerancového prasku ovlivnily
fyzikalni a chemické vlastnosti mydla. Pénivost, rozpustnost, obsah polyfenolt a flavonoidl vykazaly
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi vzorky mydla. Tato studie zdUraziuje, Ze ptidavky
kavové sedliny a pomeranc¢ového prasku do mydla nejen obohacuji jeho antioxida¢ni vlastnosti, ale
mohou také ptinéaset ekologické vyhody.
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Uvod

ZneciSténi zivotniho prostiedi riznorodou smeési kontaminanti je vyznamnym celosvétovym
problémem. Globaln¢ rostouci populace s sebou piinasi tlak na zvyseni produkce potravin a tim na
pouzivani ptipravkli na ochranu zemédé€lskych plodin. Azolové pesticidy jsou pro své vlastnosti
nepostradatelnou soucasti fungicidni ochrany rostlin a zemédélskych plodin. Jsou u¢inné na Siroké
spektrum patogenti a Ize je aplikovat preventivng i kurativné. Jejich Siroké pouzivani je vSak bohuzel
i ptri¢inou toho, Ze se rezidua téchto latek dostavaji do vodniho prostiedi a mohou pak vzhledem ke
své potencidlni toxicité predstavovat riziko pro necilové organismy vodniho prostfedi, kumulovat se
v sedimentech, kontaminovat podzemni vody a mnohé znich maji 1 potencidl biomagnifikace
v potravnim fetézci (Peris et al., 2022). Naptiklad Nataraj et al. (2023) sledovali vliv azolového
fungicidu difenokonazolu na labeo avanské (Labeo rohita). V pokusu byly ryby vystaveny dvéma
subletalnim koncentracim (0,45 mg/L a 0,9 mg/L) této latky po dobu 21 dnii. Na konci pokusu bylo
zaznamenano vyznamné snizeni aktivity enzymu superoxiddismutazy a katalazy v Zabrach, jatrech a

ledvinach ryb ve srovnani s kontrolnimi skupinami.

S rGistem a starnutim globélni populace je rovnéz spojena zvysujici se spotieba 1é¢ivych piipravki,
kterd opét vede ke kontaminaci vodniho prostiedi. Gabapentin (GBP) se fadi mezi antikonvulzivni
1é¢iva, kterd se vyuzivaji k 1é€be epilepsie a neuropatické bolesti. Pii pouzivani GBP nedochézi
v lidském organismu k Gplné metabolizaci, a proto je tento I¢k spojen s vysokou rychlosti vylu¢ovani
a snadno se dostava do odpadnich vod. Cistirny odpadnich vod pak dosahuji velmi nizké G&innosti v
odstraniovani tohoto 1é¢iva z odpadnich vod (Li et al., 2018). Ptitomnost rezidui GBP ve vodnim
prostiedi byla detekovana v mnoha statech celého svéta. Za poslednich 10 let se spotfeba GBP
v Ceské republice téméF zdvojnasobila (za rok 2022 spotiebovano 17 tun) a trend jeho spotieby je
rostouci (SUKL, 2023). Mimo teratogenity u mysi byl pak v roce 2018 zkouman vliv GBP na rana
vyvojova stadia dania pruhovaného (Danio rerio) a jeho antioxidacni systém. Z negativnich vlivi
plynoucich z ptitomnosti GBP ve vodnim prostiedi byla popsana malformace embryi, hemaglutinace
a perikardidlni edém, dale bylo zjisténo vyznamné zvySeni srde¢ni frekvence, vyskyt malformaci

organt a abnormalni pohyby (Li et al., 2018).
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Material a metodika

Prvni ¢ast projektu byla orientovana na testy embryonalni toxicity, které byly provedeny dle
modifikované metodiky OECD ¢. 236 s pfidanim subletalnich endpointii. V této ¢asti projektu byly
vyuzity modelové druhy kapr obecny (Cyprinus carpio) a danio pruhované (Danio rerio), jez byly
exponovani riznym koncentracim 1é¢iv ze skupiny antiepileptik (gabapentin a lamotrigin) a
azolovych fungicidl (tebukonazol, difenokonazol a jejich metabolit 1,2,4 triazol). Gabapentin byl
testovan v koncentracich 0,3; 1,5; 10; 100; 1 000 a 100 000 ug/L, lamotrigin v koncentracich 0,1; 1;
10; 100; 1 000 a 100 000 pug/L, tebukonazol v koncentracich 0,5; 5; 50; 500; 5 000 a 10 000 (a u
kapra obecného jesté 15 000) pg/L, difenokonazol v koncentracich 0,1; 1; 100; 1 000 a 5 000 pg/L a
1,2,4- triazol v koncentracich 0,1; 1; 100; 1 000; 10 000 a 100 000 pg/L. Nejnizsi testovana
koncentrace kazdé latky vzdy odpovidala koncentraci environmentalni. Testy byly provedeny v
mikrotitra¢nich deskach a kazdych 24 hodin byly pozorovany ukazatele mortality, ale i subletalni
endpointy, jako jsou morfologické abnormality a rychlost vyvoje. Pti ukonceni testu (96 hodin po
oplozeni jiker) byly odebrany vzorky na hodnoceni zmén genové exprese vybranych geni

zodpovédnych za vyvoj orgdnovych soustav.

Druhou ¢asti projektu byl test embryo-larvalni toxicity, ktery byl proveden dle metodiky OECD ¢.
210 na kapru obecném (C. carpio) semistatickou metodou. Testy embryo-larvalni toxicity byly
provedeny jak s léCivem gabapentinem, tak s fungicidem tebukonazolem. GBP byl testovan
v koncentracich 1; 10; 100; 1000; 10000 pg/L a tebukonazol v koncentracich 0,1; 1; 10; 100; 1000
pug/L). Délka trvani pokusu byla podminéna ukonéenim larvalniho vyvojového stadia (tj. 28 dni po
vylihnuti). Experiment byl ukoncen pifedavkovanim larvalnich stadii ryb anestetikem tricain
methanosulfondtem (MS 222). Po ukonceni testu byly odebrany vzorky larev pro hodnoceni zmén
genové exprese vybranych gend za pomoci metody qRT-PCR, vzorky pro stanoveni ukazatell
oxida¢niho stresu a vzorky pro histopatologické vySetieni. Pro vyhodnoceni efektii na biomarkery
oxidativniho stresu byly po ukonceni testu stanoveny aktivity antioxidacnich enzymii, dale bylo
zhodnoceno lipoperoxidacni poskozeni tkani, poSkozeni proteini a DNA, také byly posouzeny
pfipadné histopatologické zmény. Na zaklad€ ziskanych vysledkl byly stanoveny hodnoty nejvyssi
koncentrace testovaného vzorku nevyvolavajici Zadné pozorovatelné ucinky (NOEC) a nejnizsi

koncentrace testovaného vzorku, pii které jsou pozorovany ucinky (LOEC).
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Vysledky

V ramci projektu byly provedeny testy akutni toxicity na embryondlnich stadiich ryb s 1éCivy
gabapentinem a lamotriginem a test subchronické toxicity (embryo-larvalni test toxicity) s Ié¢ivem
gabapentinem. Z vysledk test akutni toxicity vyplyva, ze gabapentin je pro embryonalni stadia ryb
citlivost vici gabapentinu. U embryi kapra obecného exponovanych gabapentinu byla pozorovana
retardace vyvoje (opozdéné lihnuti) v Case 72 hodin po oplozeni ve vSech exponovanych skupinach
testované koncentrace 0,3 pg/L. Embrya exponovana koncentraci 100 000 pg/L méla dale kratsi délku
téla ve srovnani s kontrolou. U embryi dania pruhovaného exponovanych gabapentinu bylo opozdéné
lihnuti pozorovano u vSech exponovanych skupin s vyjimkou nejnizsi testované koncentrace 0,3 pg/L
a zrychleny srdecni tep ve srovnani s kontrolou byl pozorovan u vSech skupin. V testech embryonalni
toxicity s lamotriginem vykazoval kapr obecny vyssi citlivost ve srovnani s ddniem. Retardace vyvoje
(opozdéné lihnuti) bylo pozorovano v koncentracich 0,1; 1; 10; 1 000 a 100 000 pg/L a zrychleny
srde¢ni tep ve vSech exponovanych skupindch. U embryi dania pruhovaného byla pozorovano pouze
opozdéné lihnuti v koncentracich 1 a 100 pg/L. V testu embryo-larvalni toxicity s lécivem
gabapentinem nebyl pozorovan statisticky vyrazny rozdil v mortalité ani rychlosti vyvoje ve srovnani
s kontrolou. Byla ale zaznamenéana statisticky vyznamné vy$§i hmotnost i1 délka jedinct

exponovanych koncentraci 10 000 pg/L ve srovnani s kontrolou.

Dale byly provedeny testy akutni toxicity na embryondlnich stadiich kapra obecného a dania
pruhovaného s azolovymi fungicidy tebukonazolem, difenokonazolem a jejich metabolitem 1,2,4-
triazolem a test subchronické toxicity s tebukonazolem na ranych vyvojovych stadiich kapra
nez pro danio pruhované. U embryi kapra obecného byla pozorovana zvySena mortalita (v
koncentraci 15 000 pg/L), opozdéné lihnuti (v koncentracich 50; 5 000; 10 000 a 15 000 pg/L),
zrychleny srde¢ni tep (v koncentraci 10 000 png/L), zpomaleny srdecni tep (v koncentracich 0,5 a 50
ug/L) a kratsi délka téla (v 15 000 pg/L). U embryi dania pruhovaného byla po expozici tebukonazolu
pozorovana krat$i délka téla u vSech jedincii ve srovnani s kontrolou. Rovnéz vysledky testl
embryonalni toxicity s difenokonazolem naznacuji, Ze je tato latka vice toxicka pro kapra obecného.
U tohoto druhu byla béhem testu pozorovana zvysena mortalita (v 5000 ug/L), opozdéné lihnuti (ve
vSech skupinach), zvySena Cetnost malformaci (v 5000 pg/L), snizena frekvence srde¢niho tepu (v
1000 a 5000 pg/L) a kratsi délka téla (v 5000 pg/L). U embryi dania pruhovaného bylo po expozici
difenokonazolem pozorovano opozdéné lihnuti (v 5000 pg/L), zvySeny vyskyt malformaci (v 5000

ug/L), zpomaleny srdecni tep (v 1000 a 5000 pg/L) a kratsi délka téla (v 5000 pg/L). Metabolit 1,2,4-
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triazol je ve srovnani s tebukonazolem a difenokonazolem méné toxicky. U embryi dania
pruhovaného vsak bylo pozorovano opozdéné lihnuti u vSech skupin s vyjimkou koncentrace 10 000
pg/L. U embryi kapra obecného pak byla pozorovana kratsi délka téla v koncentraci 100 000 pg/L a
opozdéné lihnuti v koncentracich 10 000 a 100 000 pg/L. V testu embryo-larvalni toxicity s ranymi
vyvojovymi formami kapra obecného byla pozorovéana pouze zvysend mortalita v koncentracich 1,

100 a 1000 pg/L.
Zavér

Cilem studie bylo zhodnoceni ucinkli 1éCiv (gabapentin a lamotrigin) a azolovych fungicidi
(tebukonazol, difenokonazol a jejich metabolit 1,2,4 triazol) a jejich vzdjemné kombinace na rana
vyvojova stadia ryb modelovych druht kapr obecny (Cyprinus carpio) a dénio pruhované (Danio
rerio). Vysledky predlozené studie prokazaly, Ze testované latky maji vyznamny vliv na mortalitu
v nejvysSich koncentracich. Dale mély vSechny latky negativni vliv na miru lihnuti vyjma
tebukonazolu, jez byl testovan na daniu, kde nebyl zaznamenan Zadny statisticky signifikantni rozdil

v porovnani s kontrolou. Srde¢ni tep a délka t¢l jedincii byla negativné ovlivnéna také.
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Uvod

Migrujici ptaci jsou béhem dalkovych migraci nuceni piekonavat riizné formy biotickych a
abiotickych piekazek. U mnoha druhi dravct, jako napiiklad motak pochop (Circus aeruginosus)
nebo lunak cerveny (Milvus milvus) mohou byt migra¢ni trasy vyrazné ovlivnény ménicimi se
atmosférickymi podminkami (1). VySe zminéné druhy jsou schopny migrovat na vzdalenosti
globalnich métitek a zaroven se jedna o socidlni druhy, které komunalné nocuji na spole¢nych
nocovistich v poc¢tech desitek az stovek jedincti. Mimo jiné se také jednd 0 zastupce druht, které se
mohou pfizivovat na skladkach komunalnich odpadu, obzvlast v dobé zimovani (1).

Volné Zijici ptaci mohou plsobit jako vektor pro riizné patogeny a rozsifovat je v globalnim
hledisku. Zaroven také v sedentarnich populacich mohou zastavat funkci rezervoaru pro nékteré
patogeny. Pfikladem muze byt pienos a udrzovani v populaci ptaki virus zapadonilské horecky, kde
programu monitoringu u volné Zijicich ptaka v severni Italii, ktery probihal od roku 2006 do roku
2021, byla zjisténa piitomnost larev Trichinella pseudospiralis u motadka pochopa. Tento druh
hlistic mlize byt pienostny na savce, véetné lidi (3). Na hnizdistich lunaki cervenych ve Francii
byla u mlad’at zjisténa pfitomnost parazitli ze skupiny Hematozoa. Biotopy v této oblasti zaroven
slouzi jako zimovisté lunakl cervenych pochazejicich ze stiedni Evropy. Ne vSichni luiaci ¢erveni
jsou tazni, na Iberském poloostrové zustava i ¢ast populace sedentarné (4).

Hlavnim cilem prace bylo zjistit migracni a Casoprostorové strategie dravci, pivodem ze
sttedni Evropy, pfi pfekondvani biotickych a abiotickych pfekazek pomoci modernich metod, jako
je GPS-GSM telemetrie. Dalsimi cili bylo rozsifit pocet telemetricky znacenych ptakl pro studium

dalkovych migraci a zpracovani telemetrickych dat.

Material a metodika
V hnizdni sezéné 2023 byla pro rozsifeni datasetu oznacena mlad’ata dravcd pivodem ze
sttedni Evropy vysilackami OrniTrack, vyrabéné firmou Ornitela. Mlad’ata byla oznacena na

zéklad¢ vyjimky z ochrannych podminek zvlasté chranénych Zivoc¢ichli stanovenych v ust. § 5 odst.
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2 zakona &. 114/1992 Sb., o ochrand pfirody a krajiny na tizemi Ceské republiky, v piipadé
zahrani¢nich znaceni dle platnych zakont pfislusného statu.

Ziskana data byla zpracovana pomoci licencovanych a freeware softwarti je ArcGIS, Google
Earth Engine a R Studio Software. Byly zjiStovany casoprostorové aktivity motaki pochopii
migrujicich 1 sedentarnich. Pro zjisténi vybéru zastdvek u migraci ptes abiotické piekazky byla
vyuzita metoda dalkového prizkumu povrchu umoziujici kvantifikovat data ze satelitnich snimkt v
souvislosti s telemetrickymi daty jednotlivych sledovanych jedinc. Pomoci programu Google
Earth Engine byl zjistén NDVI (Normalised Difference Vegetation Index) urcujici zelenost krajiny
u zastavek migrujicich dravcii pravé pies abiotické prekdzky severni Afriky. Dale byl pomoci
GLMM (Generalized Linear Mixed Model) vypocitan predikovany efekt NDVI na
pravdépodobnost vyuziti oblasti jako zastdvky béhem migrace a nasledné bylo prozkoumano
Casovani zastavek béhem podzimni i jarni migrace.

Ke zjisténi preferenci u dvou sedentarnich motakd pochopt (znaéeni v delté feky Evros,
Recko a na Iberském poloostrové, Portugalsko) byly vyuzity metody ke kvantifikaci jejich
domovskych okrskt, biotopové preference a jejich vyvoj v pribéhu roku. Pro jedince byly
vypocitany hodnoty MCP (Minimal Convex Polygon), KDE (Kernel Density Estimation), dBBMM
(dynamic Brownian Bridge Movement Model) a dale byly jejich casoprostorové aktivity
poropojeny s voln¢ dostupnym mapovym podkladem CORINE Land Cover pro zjiSténi
biotopovych preferenci a pfipadné moZnosti vyuZzivani antropogennich oblasti pro ziskavani

potravy.

Vysledky

U migrujicich motakd pochopti mezi lety 2007 a 2023 byla zjisténa statisticky vyznamna
pozitivni preference (p<0.01) pro oblasti s vy$s§i NDVI pro zastavky béhem migraci ptes Saharu. Pti
zpracovani GLMM modelu bylo zjisténo, ze se zvysujici se hodnotou NDVI se zvysuje i Sance na
vyuziti dané oblasti pro zastavku béhem migrace. V ptipad¢ modell byl zjistén vyssi vyznam NDVI
pfi jarnich migracich. Po prozkoumani nacasovani zastavek béhem jarni a podzimni migrace ptes
Saharu bylo zji§téno, ze béhem jarnich migraci (29 % ze zaznamenanych zastdvek) motéaci pochopi
Castéji vyuzivali zastdvky behem dne oproti podzimnim migracim (15 % ze zaznamenanych
zastavek).

U sedentarniho motaka pochopa v oblasti delty feky Evros byl zjistén domovsky okrsek
pomoci dBBMM 158 km?, zatimco u jedince obyvajiciho Ibersky poloostrov 1488 km?. Jadrové
oblasti mély rozlohu 21 km? u jedince znadeného v Recku a 314 km? u jedince znaGeného v

portugalsku. Po propojeni telemetrickych dat s mapovym podkladem CORINE Land Cover bylo
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zjisténo, ze z hlediska dostupnosti habitatli, fecky jedinec preferoval nezavlazovanou ornou pidu a
vodni toky vyznamné vice oproti ostatnim dostupnym habitatim. Oproti tomu vyuziti ryZovych poli
a pastvin bylo mnohem nizsi. Jedinec znaceny na Iberském poloostroveé projevil preferenci ke
slaniskiim, vnitrozemnim moktadiim a skladkam komundalnich odpadii z hlediska dostupnosti téchto
habitat. Naopak bylo zjisténo vyhybani se oblastem s trvalym zavlazovanim, extenzivnim
hospodarskym oblastem a dale také habitatim s nizkymi ketovitymi rostlinami.
Zavér

Délkovy prazkum povrchu s vyuzitim sateliti a propojeni takto ziskanych informaci
s telemetrickymi daty vyznamn¢ obohacuje informace o ekologii motaka pochopii. Data obohacena
o udaje NDVI vyzdvihuji nezastupitelnost vegetace béhem migracnich zastavek pii prekonavani
vyraznych abiotickych ptekazek, jako je naptiklad Sahara. Propojeni habitatovych podklada
CORINE Land Cover s telemetrickymi daty ukazalo, Ze i v antropogenné pozménéné krajiné jsou
sedentarni motaci pochopi tyto oblasti tolerovat a dokonce z nich i profitovat. Tato data jsou velmi

cenna pro ptimou ochranu druhti a biotopti, které vyuzivaji.
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Uvod
V poslednich desetiletich se antibioticka rezistence stala jednou z nejvyznamnéjSich hrozeb pro
svétové vetejné zdravi a potravinovou bezpecnost. Je pfi¢inou delSich hospitalizaci v nemocnicich,
vy$Sich nakladii na 1é¢bu a také zvySené timrtnostil. Bakterialni druhy patiici do rodu Klebsiella,
zejména Klebsiella pneumoniae, jsou dobfe znamé oportunni nemocnicni patogeny s potencidlem
§ifit se mimo nemocnice cestou odpadnich vod. Jsou Castou pfic¢inou onemocnéni vyzadujicich
hospitalizaci véetné¢ pneumonii, infekci mocovych cest a bakteriémii. Vyskyt téchto bakterii v
nemocnicich a v prostiedi, a to zejména téch rezistentnich na antibiotika, je vyznamnym problémem
pro Zivotni prostiedi a vefejné zdravi®. Méstské ¢istirny odpadnich vod jsou mistem, kde se odstrafiuji
hlavni kontaminanty pied ndvratem do pfirodniho prostfedi. Béhem cisténi vSak nejsou zcela
odstranény zbytky antibiotik, rezistentni bakterie a geny rezistence k antibiotikim a tyto
kontaminanty jsou nasledn¢ vypoustény do okolniho prostiedi. Vodni prostiedi funguje jako kli¢ové
spojeni mezi lidmi, zvifaty a pfirodou, poskytujici nejen neomezeny zdroj Zivin, ale také vhodné
prostiedi pro $ifeni rezistentnich bakterii’. V sou¢asné dobé je té7ké fict, zda piitomnost patogennich
rezistentnich bakterii v nemocni¢nich odpadnich vodach pfedstavuje potencialné vétsi riziko pro
lidské zdravi nez téch, které se vyskytuji v komunalnich odpadnich vodach, coz zdaraziuje potiebu
studii analyzujicich jak nemocni¢ni odpadni vody, tak i komunélni odpadni vody a jejich nasledny
vliv na vodni prostredi*
Material a metodika

V roce 2020 a 2021 byly ve dvou raznych terminech odebrany vzorky vod z ¢istiren odpadnich vod
(COV) a fek ve dvou lokalitach (A, B) v Ceské republice. Bylo odebirano 5 réiznych typt vod v kazdé
lokalité a terminu: 1. odpadni voda z nemocnic, 2. odpadni voda pfitékajici na COV, 3. predisténa
voda odtékajici z COV, 4. voda z feky nad COV a 5. voda z feky pod vytokem z COV. Ve stejném
obdobi byly sbirany rezistentni izolaty Klebsiella pneumoniae od pacienti z nemocnic. Pomoci
selektivni kultivace na miskach s Klebsiella ChromoSelect Selective agarem a MacConkeyho agarem
s ptidavkem cefotaximu v koncentraci 2 mg/l, nebo meropenemu v koncentraci 0,125 mg/l bylo

ziskano 374 CcCistych izolath, které byly druhové upiesnény pomoci hmotnostni spektrometrie
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MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics) jako Klebsiella pneumoniae complex (KLPNc). U vSech izolatt
byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace k 24 antimikrobidlnim Ilatkdm pomoci setu
MIKROLATEST® MIC, od firmy Erba Lachema a zjisténa produkce Sirokospektrych beta-laktaméz
(ESBL) a AmpC betalaktaméaz pomoci MASTDISCS® Combi testu. U vSech izolatt byla izolovana
celogenomova DNA pomoci kitu NucleoSpin Tissue od firmy Macherey-Nagel. Tato DNA byla
sekvenovana na platform¢ Illumina (HiSeq). Ziskand sekvenacni data byla assemblovana
prostfednictvim softwaru Trimmomatic 0.39 a SPAdes 3.13.1. Geny rezistence, typy plazmidi a
sekvencni typ izolatu byly uréeny pomoci volné dostupnych CGE nastroji ResFinder, PlasmidFinder,
pMLST a MLST (http://www.genomicepidemiology.org). Fylogeneticka piibuznost izolatl byla
stanovena analyzou jednonukleotidovych polymorfismii v core genomu bakterii pouzitim programii

Prokka, PIRATE a RAXML, k vizualizaci fylogenetického stromu byl pouzit software iTOL 6.6.

Vysledky

Celkem bylo ziskano 374 izolati KLPNc z nemocni¢ni odpadni vody (n=95), pritokti (n=55) a odtoku
(n=63) z mé&stské COV, z feky nad (n=13) a pod (n=17) COV a od pacienti z nemocnic (n=131).
Testovani citlivosti k antibiotikiim ukazalo, Ze 95 % izolath (n=354) je multirezistentnich, pficemz
nejcastéji byla zjiSténa rezistence k cefalosporinim (100 %, n=374), trimetoprimu (91 %, n=340),
ciprofloxacinu (86 %, n=323), aminoglykosidiim (80 %, n=298) a tetracyklintim (67 %, n=251). Také
byla pozorovana rezistence k zasobnim antibiotikiim jako jsou karbapenemy (15 %, n=56) nebo
kolistin (8 %, n=31) (Obrazek ¢. 1). Produkce Sirokospektrych beta-laktamaz byla zjisténa u 95 %
izolata.

Location: A Eacation: B Obrazek ¢. 1 Heatmapa: Znazomnéni citlivosti
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Z celogenomovych sekvenacnich dat bylo zjisténo, ze rezistence k cefalosporinlim byla kédovana
nejcastéji geny blactx-m, pricemz z 99 % variantou blacrtx-m-15, u tiech izolatl se jednalo o blactx-m-

1 au dvou izolath o blactx-m-55. Geny zodpoveédné za rezistenci ke karbapenemiim byly nalezeny u
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izolatl z obou lokalit a ze vSech typl vzorkli kromé fi¢ni vody, jednalo se o geny blages-5s (n=10,
ptitok a odtok z COV), blaoxa-4s (n=4, pacienti), blaxpm-1 (=4, nemocniéni odpadni voda a pacient)
a blaxpc-3 (n=1, nemocnic¢ni odpadni voda). Mezi dalsi ¢asto detekované geny patti su/2 odpoveédny
za rezistenci k sulfonamidum, aph(6)-1d zajistujici rezistenci k aminoglykosidiim nebo gnrB1, ktery
poskytuje rezistenci k chinolonim.

KLPNc zahrnuje n¢kolik druht a poddruhti Klebsiella. Pomoci analyzy sekvenc¢nich typl a in-situ
DNA-DNA hybridizace bylo mozné roz¢lenit izolaty do n¢kolika skupin: nejvétsi podil, 58 %, tvotila
skupina K. pneumoniae sensu stricto, mensi skupina K. pneumoniae subsp. ozaenae tvotila 27 % a
nasledovali skupiny K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae 7 %, K. variicola 7 %, dva izolaty

K. quasipneumoniae sensu stricto a jeden izolat K. quasivariicola (Obrazek €. 2).
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Obrazek ¢. 2 Fylogeneticky strom pribuznosti druhii a poddruhti Klebsiella z Klebsiella pneumoniae komplexu

Celkem bylo identifikovano 78 sekvencnich typl (ST), pficemz nejcastéji detekovanym byl ST307
(n=52), ktery byl nalezen ve vSech typech vzorkli, nejcastéji z lokality B. Mezi dalsi casto
identifikované ST patii ST405 (n=19), ST29 (n=17) aST616 (n=17). Fylogenetické analyzy a analyza
jednonukleotidovych polymorfismti (SNPs) potvrdila blizkou ptibuznost izolatu linie ST307. Rozdil
v rozmezi 17-21 SNPs mezi izolaty z pacienttl, piitoku na méstskou COV a vodou v fece pod COV

v lokalité¢ B z prvniho odbéru potvrzuje klonalni Sifeni tohoto sekvencniho typu (Obrézek €. 3).
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Zavér
Cilem této studie bylo zjistit, zda se ESBL-produkujici bakterie rodu Klebsiella mohou S§ifit

b4

z prostiedi nemocnic do Zivotniho prostiedi cestou odpadnich vod. Vysledky studie potvrzuji Siteni
téchto patogennich rezistentnich bakterii z nemocnic, ptes Cistirny odpadnich vod aZ do povrchovych
vod, odkud se miiZou nésledné Sifit dal do Zivotniho prostiedi. Tato studie tak potvrzuje dileZitost
monitorovani vyskytu téchto bakterii v nemocni¢nich a méstskych odpadnich vodach.
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Uvod
Voln¢ zijici zvifata predstavuji dulezity rezervoar antibiotické rezistence. Predchozi studie
demonstrovaly, ze iklinické kmeny pochazejici z nemocni¢nich zafizeni se mohou dostavat do
prostiedi a dale se $ifit prostiednictvim volné zijicich zvitat [1][2]. Mezi vyznamna volné Zijici
zvitata pfispivajici k Sifeni rezistence patii voln¢ zijici ptaci, zejména racci, ktefi se zivi snadno
dostupnou potravou spojenou s antropogennimi aktivitami.
Karbapenemy, povazované za antibiotika posledni volby, patii mezi klinicky vyznamné skupiny
antibiotik. Z tohoto dtvodu ptedstavuje Sifeni karbapenemaz, tj. enzymu, které karbapenemy $tépi,
potencialni ohrozeni vefejného zdravi. |pfesto, ze pienos karbapenemaz je tUzce spjaty
S nemocni¢nimi zafizenimi, kmeny nesouci geny pro karbapenemazy byly zaznamenany i mimo
klinicka zafizeni. IMP-4 karbapenemaza byla v ramci piedchozi studie identifikovana u izolatl z
racku australskych (Chroiocephalus novaehollandiae) z kolonie Five Islands v Australii [2].
U zjisténych kment celedi Enterobacteriaceac byla pievazné kodovana na plazmidech (72 %,
86/120), zejména plazmidech inkompatibilni (Inc) skupiny HI2 (IncHI2) schopnych horizontalniho
pienosu. Pii testovani schopnosti konjugac¢niho pienosu plazmidi nesoucich gen blamps byly
pozorovany zmény ve velikosti plazmida [1].
Plasticita a dynamika mobilnich genetickych elementi (MGE), zejména plazmidi, muze hrat
vyznamnou ulohu v adaptaci bakterialnich kment [3]. Proto bylo cilem tohoto projektu analyzovat
mikroevoluéni zmény IncHI2 plazmidt schopnych $itit gen blavpe-s, ktery poskytuje rezistenci ke
karbapenemuim.
Material a metodika

Na zaklad¢ pritomnosti riiznych variant IncHI2 plazmida kodujicich IMP-4 karbapenemazu bylo ze
sbirky izolatd zrackl australskych vybrano 42 izolatd (Escherichia coli, n=40; Klebsiella
pneumoniae, n=1; Salmonella enterica, n=1). Tyto izolaty byly podrobeny sekvenovani kratkymi
¢tenimi na platformé NovaSeq 6000 (Illumina).

Pfedbézna analyza obsahu plazmidi z Illumina sekvenovani ukazala, Ze plazmidy ménici velikost
patii do sekvenéniho typu 3 (IncHI2-ST3). Na zaklad¢ genctického obsahu a piibuznosti izolatl
zjisténych Illumina sekvenovanim bylo vybrano 20 reprezentativnich wild-type (WT) kment

nesoucich IncHI2-ST3. Podle vysledkti pulzni gelové elektroforézy (PFGE) z testovani
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konjugativniho pfenosu bylo vybrano 13 transkonjugantt (piislusnych sedmi ptavodnim WT
kmentim), jejichz IncHI2-ST3 plazmidy ménily velikost. Z téchto 33 vybranych kment byla
extrahovana celogenomova DNA pomoci Nanobind CBB Big DNA kitu (Circulomics), pfipraveny
knihovny kitem SQK-RBK004 (Oxford Nanopore Technologies, ONT), a ty nasledn¢ sekvenovany
dlouhymi ¢tenimi na platformé MinlON Mk1b (ONT).
Primarni data byla zpracovana nastroji Guppy, Porechop a BBDuk. Ze zpracovanych dat byly
pomoci programu Unicycler de novo poskladany genomy vybranych bakteridlnich izolatu.
V kompletnich sekvencich byly identifikovany pfitomnost atyp plazmida, genl rezistence
a determinant virulence nastrojem ABRicate s vefejné dostupnymi databazemi PlasmidFinder,
PMLST, ResFinder a VFDB. Tak bylo mozné rovnéz identifikovat lokalizace (chromozom,
plazmidy) téchto genetickych determinant.
Kompletni cirkularni sekvence plazmidi byly porovnany s vysledky PFGE pro ovéfeni velikosti
IncHI2-ST3. Plazmidy byly anotovany pomoci programu Geneious. Strukturni zmény pozorované
pii ptenosu 13 plazmidt IncHI2-ST3 z transkonjugantti byly analyzovany porovnanim se sedmi
ptislusnymi WT kmeny pomoci nastroje Mauve a vizualizovany programem clinker. Pro potvrzeni
dlouhodobé stability variant IncHI2-ST3 plazmidl byl proveden dlouhodoby evolu¢ni experiment
(LTE, long-term evolution experiment) po dobu ptiblizné 360 bakterialnich generaci.

Vysledky
Illumina sekvenovani testovanych 42 WT izolata identifikovalo pfitomnost genetickych
determinant antibiotické rezistence pro pét a vice skupin antibiotik. Bakteridlni kmeny nesly
plazmidové replikony riznych Inc skupin, mezi nimi IncHI2, IncF-type, Incl1, IncN, IncP1, IncQ1,
IncR, IncX1, IncX5 a IncY. Bylo zjisténo, ze IncHI2 plazmidy, které koduji IMP-4 karbapenemazu
a pfi konjuga¢nim prenose méni velikost, jsou INcCHI2-ST3 plazmidy.
ONT sekvenovani vybranych 33 izolati ukazalo, Ze vétSina zjisténych determinant antibiotické
rezistence se nachazi na IncHI2-ST3 plazmidech. U vétsiny analyzovanych IncHI2-ST3 byly navic
detekovany geny pro neantibiotickou rezistenci: rezistence k tézkym kovim u 93,9 % (31/33)
izolatt a k formaldehydu u 24,2 % (8/33) izolata. Vétsina plazmidi (84,9 %, 28/33) méla v genomu
pomoci inzeréni sekvence (IS) 26-vl (1S26-v1) zaclenény plazmidovy replikon IncN. Velikost
pavodnich IncHI2-ST3 ve WT kmenech byla 176 az 317 kilobazi (kb) a pfi testovani pienosu se
jejich velikost zvySovala ¢i snizovala az o 150 kb.
Analyzou IncHI2-ST3 ze sedmi WT izolata a 13 transkonjugantd byly identifikovany kointegrace
S jinymi plazmidy pfitomnymi v bakterialni buiice (viz Obr. 1). IncHI2-ST3 do své sekvence
zaclenovaly celé plazmidy. Nejcastéjsim kointegratem byl IncHI2-X5, ale identifikovany byly i
kointegraty IncHI2-P1 a IncHI2-F-type, ktery zformoval megaplazmid o velikosti 401 kb.
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Kointegrat IncHI2-X5 byl navic pozorovan i u dvou WT kment ziskanych z voln¢ Zijicich racka
australskych. Integrace plazmidd do IncHI2-ST3 prob¢hla homologni rekombinaci jinych MGE:
inzer¢nich sekvenci (IS4321R, IS1R) atranspozond (TnAsl). Inkorporace jinych plazmidi muize
zvysSovat spektrum kompatibilnich hostiteli a rovnéz umoznuje koexistenci vice plazmidt jedné Inc
skupiny Vv bakterialni bufice, coz je jinak nemozné. To jsme pozorovali i v ramci této studie, kde

V jedné bunce byly pfitomny ¢tyii varianty InCHI2-ST3 plazmidu.

1605m1 X5
169126 bp
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1605m1-TC1 HI2 44 4
125t ¥
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IncHI2 identical sequences

& ®154321R-like
g o Inserted IncX5 sequences

Obr. 1 Zaclenéni IncX5 plazmidu do IncHI2-ST3 plazmidu zprostfedkované homologni
rekombinaci 1IS4321R ptitomné na IncX5 a IncHI2-ST3.

V dusledku inkorporace jinych plazmidt zaclenily IncHI2-ST3 do své sekvence rovnéz geny pro
konjugaéni pienos, syntézu ATP, ale ideterminanty virulence ageny pro antibiotickou
i neantibiotickou rezistenci (viz Tab. 1). Diky tomu mohou byt IncHI2-ST3 schopny zvySovat

frekvenci své konjugace, coz podporuje jejich Sifeni mezi dalsi bakterialni kmeny.

Tab. 1 Porovnani velikosti plazmidii a pfitomnosti determinant antibiotické a neantibiotické
rezistence identifikovanych na IncHI2-ST3 u kment, jejichz plazmidy vykazovaly strukturni
zmény.

. RIF Beta-laktam
. Velikost y
Pivod . @
ID Kmene plazmidu 7
(kb)
=
327, 236,
WT | 160, 150
1585m1 | TC€L | 1%8
TC2 236
TC3 202
WT 178
1605m1
TC1 243
WT 248
1610m1 | TC1 401
TC2 248
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WT 252
1612m1 | TC1 252
TC2 317
WT 252
1620m1 | TC1 317
TC2 152
WT 281
1662m1 | TC1 281
TC2 323
1731m1 T 2
TC1 252

WT — wild-type kmen, TC — transkonjugant, kb - kilobaze. Cerna vypli — piitomnost piislusného genu
rezistence. Seda vyplii — gen blajves. Na plazmidech byla detekovana rezistence k jedné az deviti skupindm
antibiotik, u 18/20 plazmida byla detekovana rezistence k t€Zkym kovim a u 6/20 plazmida i rezistence k
formaldehydu. RIF — rifamyciny, AG — aminoglykosidy, TET — tetracykliny, MK — makrolidy, FQ —
fluorochinolony, AF — antifolaty, QC — kvartérni amoniové slouceniny (biocidy), AM — amfenikoly, FM —
formaldehyd.

Dlouhodoby evoluéni experiment potvrdil, ze vzniklé varianty plazmidi neptedstavuji nahodny
zachyt jedné udalosti. Varianty vzniklé pfi konjugacnim pienosu byly stabilni minimalné po dobu
360 generaci.
Zavér

IncHI2-ST3 plazmidy kodujici karbapenemazu IMP-4 z volné Zijicich rackt australskych mohou
Sifit rezistenci ke karbapenemim a jinym klinicky vyznamnym antibiotikim mimo klinické
prostiedi. Tyto plazmidy jsou schopné do genomu zaclenit jiné plazmidy pfitomné v bakteridlni
bunice, ¢imz dale rozsifuji spektrum nesenych genli vyhodnych pro bakterie. Diky tomu umoZiuji
svym bakterialnim hostitelim adaptovat se na Sir§i spektrum podminek v prostiedi a ulehcuji jejich

§ifeni.
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Uvod

Jako karagenany jsou oznacCovany sulfitové polysacharidy ziskdvané z bunék cervenych
moiskych fas fadu Gigartinales, pficemz mezi vyznamné komeréni typy patii hlavné iota (1),
kappa (x) and lambda (A). VyuZivany jsou diky své schopnosti vytvétet gel a zvySovat viskozitu
(Hotchkiss et al., 2016). Tyto schopnosti souvisi se zménou textury a jsou v rizné mite zadouci
u nékterych potravinovych matric. Texturni zmény po pfidavka karagenanti byly pozorovany
u riiznych druhil potravin, jako jsou syry (Ahmad et al. 2016; Cernikova et al. 2010), uzeniny
(Ayadi et al. 2009), cukrovinky (Song et al. 2022) a jiné. Existuji studie, které upozornuji na
toxické ucinky karagenant (Pogozhykh et al. 2021). V roce 2018 bylo vydano stanovisko
panelu EFSA, které zkoumalo toxické ucinky karagenani. Zavérem tohoto stanoviska byla
maximalni denni doporucend davka (ADI= 75 mg/kg télesné hmotnosti za den) prozatim
potvrzena jako docasna. Nedostatek informaci byl zaznamenan v oblasti chemické struktury.
Velmi podobnou az totoZznou molekularni strukturu totiz vykazuje jiné latka (oznacovana jako

poligenan), ktera neni povolenou potravinaiskou pfidatnou latkou (Younes et al. 2018).

Karagenan patii mezi aditiva, ozna¢ované jako E407 podle natizeni Evropského Parlamentu a
Rady 1333/2008, a byva pouzivana jako ptisada v potravinatském priamyslu. Oficialni metody
jeho detekce ovsem nebyli definovany. Nékteré metody byly zalozeny na spektroskopii (Zhang
et al. 2019). U jinych byla vyuzita metoda lektinové histochemie, zaloZend na pouziti
specifickych proteint-lektinti (Bartlova et al. 2021). Tyto lektiny jsou schopny vazat konkrétni
sacharidy. Mezi lektinové techniky patii také metoda ELLA (Enzyme-Linked Lectin Assay),
ktera vSak probihd v 96 jamkové desticce a vykazuje podobnost s ELISA testy. Principidlné
jde o metodu spektrometrickou, kde se métena absorbance odviji od koncentrace latky ve
vzorku. K barevné zméné dochazi pouzitim chromogenu. Cilem této studie bylo metodu

optimalizovat, stanovit LOD, LOQ a opakovatelnost.
Material a metodika

Vybrané karagenany (iota, kappa a lambda) byly pfipraveny do roztoku ve dvou variantach v

zasobni koncentraci c=1M. Prvni varianta pfipravy zahrnovala var po dobu jedné hodiny,
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naslednou filtraci horkého vzorku pies 0,45 um filtry a fedéni do koncentracni fady. Druha
varianta byla pfipravovana za pomoci enzymu karagenazy 16 A (Zg Cgk16A) purifikované z
Escherichia Coli (Nzytech, Portugal). Enzymaticka inkubace probihala jednu hodinu pfi
teploté 40 °C a pro ukonceni aktivity enzymu byly inaktivovan teplotou 100 °C. VVzorky byly
filtrovany a fedény obdobné jako varianta neenzymaticka. Samotna ELLA byla optimalizovana

v nékolika krocich, vychazi vSak z publikace Patel and Hawes (1988).
Neptima ELLA metoda:

1) Pokryti 96 jamkové desticky nekonjugovanym lektinem PNA v PBS-Ca pufru, v
koncentraci 1:500, alesponi 24 h v lednici

2) Promyti desticky PBS-Ca pufrem s Tweenem, 3x

3) Blokace nespecifické vazby — Carbo-Free Blocking Solution (Vector Laboratories,
USA) 200 pl, 30 minut

4) Promyti desticky PBS-Ca pufruems Tweenem, 3x

5) Aplikace a nasledna inkubace vzorkd, 50 ul, 1 h

6) Promyti desticky PBS-Ca pufrem s Tweenem, 3x

7) Aplikace lektinu PNA konjugovaného peroxidasou fedéného v PBS-Ca pufru (1:
1000), 50 ul, 1 h

8) Promyti desticky PBS-Ca pufrem s Tweenem, 3x

9) Aplikace TMB (3,3', 5,5'-tetramethylbenzidine) chromogenu (TMB substrat kit,
Vector Laboratories, USA), 50 ul, 15 minut

10) M¢teni absorbance spektrofotometrem (Infinite 200 Pro, Tecan, Austria) pii 650 nm

11) Piidavek 50 pl 1M kyseliny sirové (Lach-Ner, Czech)

12) Mé&ieni absorbance spektrofotometrem (Infinite 200 Pro, Tecan, Austria) pii vinové
délce 450 nm

Vysledky a diskuse

Pro reaktivitu lektint je dulezité vhodné prostfedi s obsahem piislusnych iontt. Zda se, Ze
nékteré lektiny vyzaduji pfitomnost iontt, proto aby byly pIné funkéni (Ahmad et al. 1999).
Z tohoto diivodu byly v prvni fazi projektu ovéfeni vhodného pufru s riznym zastoupenim
iontd. Jednalo se o DPBS, PBS, lektinovy pufr a PBS-Ca. Jejich reaktivita znazornéna jako
korelaéni koeficient koncentra¢niho gradientu je uvedena v grafu 1. Korelace ke
koncentra¢nimu gradientu byla nejvyssi u PBS-Ca a lektinového pufu. U vSech pufri je ale

patrny vysoky rozptyl, ktery je zptisoben opétovnou polymerizaci karagenanu, coz zptsobuje
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nejednotné vysledky. Zda se, ze se lektiny vazou na terminalni konce karagenanu, a jejich
absolutni mnozstvi tedy urCuje intenzitu odpovédi vyvijené metody (intenzitu zbarveni
chromogenu). Pufry s nejvyssi pozitivni korelaci ke koncentracnimu gradientu byly pouzity
také pro ovéfeni za pouziti enzymatické depolymerizace pomoci enzymu karagenazy.
Schopnost karagenazy depolymerizovat karagenan je popisovana ve studii Zhu et al. (2018).
Uvadi se, Ze dal$i moznosti, jak zménit molekulovou hmotnost a degradovat tento polysacharid
je za pouziti ultrazvuku (Tecson et al. 2021). Vysledky znazornéné v grafu 1 potvrdily, ze mezi
pouzitym pufrem 1 za pouziti karagenazy, je statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Je patrna
vyssi korelace ke koncentra¢nimu gradientu v ptipadé pufru PBS-Ca. Zaznamenan byl i vyssi
rozptyl u lektinového pufru (SD=0,178) ve srovnani s PBS-Ca pufrem (SD=0,023).
V porovnani S depolymerizaci varem u lektinového pufru (SD=0,35) je ale u této metody

rozptyl nizsi.

Graf 1: Box plot pro pouzité pufry s depolymerizaci karagenanu varem a enzymaticky.
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Zakladnim ptedpokladem pro metody vyuZivajici méteni analytu pomoci zmény absorbance v
roztoku je schopnost dosahnou opakujicich se vysledki v pouzivanych koncentracich analytu.
Pro ovéfeni se pouziva regresni rovnice. V praci byla pouzita pro nejlépe reagujici metody, a

to var 1 h PBS-Ca a karagenaza PBS-Ca viz graf 2.
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Graf 2: Regresni rovnice pro var 1 h a enzymatickou depolymerizaci PBS-Ca pufru.
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Korelace s koncentraéni fadou byla pro var 1 h PBS-Ca R=0,55 (p < 0,05) a karagenazu PBS-
Ca R=0,91 (p < 0,05). Pro ob¢ metody lze tedy pouzit regresni rovnici a pfedpokladat shodny
vysledek pti opakovanych métenich. Pro ovéteni metody byly testovany nasledujici parametry
LOD, LOQ a opakovatelnost. Testovani bylo na dvou nejlépe reagujicich metodach var 1 h

PBS-Ca a karagenaza PBS-Ca.

LOD pro karagenazu PBS-Ca byl 0,44 g/100g, LOQ byl stanoven 0,48 g/100g. Opakovatelnost
byla stanovena na R=0,21 respektive R=21 %. Pro Var 1 h PBS-Ca byl LOD a LOQ
srovnatelny. Konkrétné LOD 0,25 g/100g, LOQ byl 0,52 g/100g, opakovatelnost byla R=0,45,
respektive R=45 %. Lepsi vysledky a vysokou senzitivitu vykazuje vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie, kde je stanoven LOD= 0,06 g/kg a LOQ= 0,18 g/kg (Sun et al. 2021).
Karagenan jako polymer tvoii vysoce stabilni gel, ktery i kdyz dojde k jeho degradaci varem
je schopen znovu polymerizovat. Vysledkem je pravé horsi opakovatelnost. Za pouziti enzymu
karagenazy, dochazi ale k hydrolytickému S$tépeni vazeb B-1,4 za vzniku oligosacharidi
(Michel et al. 2006). Je pravdépodobné, ze diky tomu ELLA metoda i opakované dosahuje
ptesngjsich vysledki.

Zavér

Pro priikaz karagenanti je nejvhodné;jsi neptima ELL A metoda s enzymatickou depolymerizaci
karagenanu a za pouziti PBS-Ca pufru. Tato metoda je schopna detekovat 0,44 g/100g

karagenanu a od 0,48 g/100g je metodu mozné pouzit na kvantitativni odhad mnozstvi

karagenanu ve vzorku. Vysoka odolnost karagenanového gelu a jeho schopnost opétovné
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polymerizace bohuzel zvySuje cenu za vysetieni, protoze je nutné pouzit specificky enzym-

karagenazu.
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Uvod

Neustale se zvySujici antibioticka rezistence bakterii pfedstavuje rozsahly problém nejen v oblasti
humanni a veterindrni mediciny, ale také v ptipad€ volné zijicich zvifat a Zivotniho prostiedi.
Gramnegativni bakterie, vcetné Escherichia coli, ptedstavuji rozsahlou skupinu rezistentnich
mikroorganismi kolonizujicich rizna prostiedi. Mezi nejrozsitenéjsi sekvencni typy (ST) E. coli
spada multirezistentni ST131, ktery je spojen s vysokym vyskytem nozokomialnich ndkaz, jako jsou
napiiklad infekce mocovych cest ¢i krevniho fecisté. Tento typ E. coli je rovné€Zz zodpovédny za
infekce u dribezZe a volné Zijicich ptakl. Vysoka mira vyskytu konjugativnich plazmidi u tohoto ST
zvySuje pravdépodobnost Sifeni genil rezistence 1 virulence, a vede k tomu, Ze je v dneSni dobé tento
ST hlavnim sekven¢nim typem zodpovédnym za Sifeni genli pro produkci Sirokospektrych beta-
laktamaz (ESBL, z angl. extended-spectrum beta-lactamases) [1].

Izolaty E. coli ST131 se Casto déli do péti skupin (A, B, CO, C1 a C2) na zaklad¢ fylogenetické
ptibuznosti a vyskytu variant genu fimH pro tvorbu fimbrii a genu blactx-m pro rezistenci k beta-
laktamovym antibiotikim. Skupiny C1 a C2 se vyskytuji nejhojnéji a vykazuji navic jesté
chromozomalni rezistenci k fluorochinolonim koédovanou mutacemi v genech gyrA a parC. Pro
vSechny skupiny je charakteristickd také asociace s urcitymi inkompatibilnimi skupinami IncF
plazmidl nesoucimi dal§i geny rezistence a virulence (napt. [F1:A2:B20] pro skupinu C1 nebo

[F2:Al:B-] pro skupinu C2) [2].

Material a metodika
V projektu byly charakterizovany a porovnany bakterie rezistentni k bézn¢ vyuzivanym Klinicky
vyznamnym antibiotikiim. Testovana sbirka 1026 izolatd E. coli ST131 se skladala ze vzorku
ziskanych v prabéhu let 2009-2021. 1zolaty sekvencniho typu 131 byly vybrany ze sbirky obsahujici
11 000 izolath za pomoci PCR screeningu O25 rfb varianty a specifickych jednonukleotidovych
polymorfismi v genech mdh, gyrB a parB. Celkem 955 (93,1 %) izolati ST131 pochazelo z odbéru
z Ceské republiky, zbylych 71 izolatd bylo poté ziskano z Australie, Belgie, Kanady, Keni, Pobiezi
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Slonoviny, Polska, Slovenska, Srbska, Ukrajiny a USA. Z celkového poctu 955 izolata jich 739 (77
%) bylo huméanniho ptivodu, 141 (15 %) izolatt pochazelo z prostiedi a 75 (8 %) izolatt bylo ziskano
z volné Zijicich a potravinovych zvifat. Z téchto 955 izolath bylo 138 (14,5 %) selektovano na pudé
s ciprofloxacinem (0,05 pg/ml), 137 (14,4 %) na piad¢ s cefotaximem (2 pg/ml) a 6 (0,6 %) na padée
s meropenemem (0,125 pg/ml). Zbyvajicich 674 (70,6 %) izolath bylo kultivovano na piidé bez
antibiotika.

Po odfiltrovani kontaminovanych a duplicitnich vzorkii nam zbylo 898 izolatt, které byly otestovany
na citlivost k antibiotikim stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace [3] a podrobeny PCR
screeningu na pritomnost geni rezistence viici beta-laktamtm, fluorochinolonlim a karbapenemtim.
V ramci celého vyzkumu bylo vSech 898 izolati E. coli podrobeno analyze pomoci celogenomového
sekvenovani. Celogenomova DNA byla z izolatd extrahovéna kitem NucleoSpin® Tissue a
sekvenovani prob¢hlo na platform& NovaSeq 6000 (Illumina). Kvalitativni kontrola ziskanych dat
byla provedena softwarem Trimmomatic, ve kterém byly ofezany adaptorové sekvence a odfiltrovany
sekvence s nizsi kvalitou. Upravend data byla poskladdana v programu SPAdes. Pomoci néstroje
MLST [4] byl potvrzen sekvenéni typ testovanych izolati. Sekvencni data izolatd byla
charakterizovana v programu PlasmidFinder, pomoci kterého jsme identifikovali plazmidy nesené
izolaty a zafadili je do pfisluSnych inkompatibilnich skupin. Sekvenéni data izolatd byla
charakterizovana algoritmy PlasmidFinder, ResFinder a VirulenceFinder ve webovém nastroji Center
for Genomic Epidemiology (https://www.genomicepidemiology.org), ktery nam napomohl
identifikovat pfitomné plazmidy, geny koédujici rezistenci k antibiotikiim a virulen¢ni faktory. Pro
podrobné;jsi analyzu bylo vybrano 12 izolatd pro sekvenovani dlouhych ¢teni na platformé MinION
(Oxford Nanopore Technologies), kde bylo urceno, zda se gen rezistence vyskytuje na chromozomu
nebo na konjugativnim plazmidu. V softwaru RStudio [5] byly provedeny fylogenetické analyzy
véetn¢ vytvoreni fylogenetickych stromi a heatmap zaloZenych na jednonukleotidovych

polymorfismech.

Vysledky
Sbirka 898 izolatd E. coli ST131 byla rozdélena do skupin podle fylogenetické piibuznosti a
pfitomnosti variant genu fimH pro produkci fimbrii a genu blactx-m koédujiciho produkei
Sirokospektrych beta-laktamaz. Nejvice izolatt spadalo do skupiny C (804/898) s typickym vyskytem
genu fimH30, ktera se poté jeste rozdélila na skupinu C2 (528/898) asociovanou s genem blactx-m-1s,
skupinu C1 (262/898) s charakteristickym genem blactx-m -27 a variabilnéjsi skupinu CO (14/898).

Cela fylogeneticka skupina C v hojném pocétu obsahovala izolaty s bodovymi mutacemi v
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chromozomalnich genech parC a gyrA zodpovédnymi za vznik rezistence k fluorochinolonim.
V mensim poctu byla poté zastoupena skupina A (49/898) charakterizovana variantami fimH41 a
blacTx-m-15 a skupina B (45/898) s variantami fimH22 a blactx-m-14. Ve skupiné C1 byla pozorovana
vysokd mira klonalni pfibuznosti mezi izolaty pochazejicimi z lidi, volné zijicich ptakt a odpadnich
vod (rozdil SNP 0-50). Tento trend jsme mohli sledovat také ve skupiné C2, a to mezi izolaty z lidi

a odpadnich vod.

Obrazek 1. Fylogeneticky strom zobrazujici rozdéleni izolat do jednotlivych skupin

Napfi€ celou sbirkou byla bez ohledu na zdroj izolatu detekovéana ptitomnost rozli¢nych F-plazmida.
Plazmidy piibuzné pUTI89 (F29:A-:B10), které nesou CjrABC-senB tusek prispivajici k virulenci
patogennich bakterii izolovanych z infekci mocovych cest, byly asociovany s izolaty ze skupiny A
pochézejicimi ze vzorkl od lidi a z vod. Izolaty skupiny B pak ¢asto nesly ColV plazmidy rozli¢nych
sekven¢nich typl a pochazely zejména z humannich vzorki a vzorkl z volné zijicich ptakt a dribeze.
V ramci studie jsme mohli pozorovat rozsiteni jednotlivych fylogenetickych skupin E. coli ST131
napti¢ riznymi zdroji a prostfedimi. V souladu s pfedchozimi vyzkumy [6] byly 1 v naSi sbirce
nejpocetné]i zastoupenymi skupinami vysoce klonalni podskupiny C1 a C2. Vysledky potvrzuji nejen
souvislost mezi fylogenetickymi skupinami a vybranymi geny rezistence, ale také sdruzeni téchto

gend s konjugativnimi plazmidy, ¢imZ poukazuji na vznik evolu¢né vyhodnéjsich epidemiologicky
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dalezitych kmenii. Naopak neexistujici asociace jednotlivych skupin se zdroji, ze kterych byly

ziskany, naznacuje cirkulaci téchto kment a plazmida napfi¢ riznymi prostfedimi nezavisle na sobg.

Zavér
Studie nabizi pohled na sbirku pfevazné klonalnich izolati E. coli ST131 pochazejicich z rtiznych
zdroju, prostfedi a obdobi, a to zejména v ramci fylogenetickych skupin C1 a C2. Vétsina izolatt byla
asociovana s rozlicnymi epidemiologicky vyznamnymi F-plazmidy rozsifenymi mezi rGznymi typy
hostiteli a prostiedi. Tato zjisténi podtrhuji dilezitost vyzkuml zamétenych na diive nepopsané Casti

svéta a dale posiluji tvrzeni ohledné globalni hrozby, kterou rezistentni bakterie predstavuji.
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Uvod

Netopyii jsou uznavani jako rezervoarovi hostitelé patogennich virG. Za nejstars$i znamé
zoonotické patogeny jsou povazovany lyssaviry (Schatz et al., 2013). Udava se, ze pravé netopyii
jsou ptivodnimi hostiteli vSech 17 v soucasné dobé& znamych lyssavird. U netopyra v Eurasii byly
zatim detekovany pouze nékteré, a to European bat lyssavirus typu 1 a 2 (EBLV-1, EBLV-2), West
Caucasian bat lyssavirus (WCBYV), Lleida bat lyssavirus (LLBV), Bokeloh bat lyssavirus (BBLV),
Kotalahti bat lyssavirus (KBLV), Aravan virus (ARAV), Irkut virus (IRKV) a Kujon virus (KHUV)
(Xietal., 2012; Klein et al., 2022). Na druhou stranu celosvétove rozsiteny virus vztekliny (RABV)
ptedstavujici hlavni pfi¢inu onemocnéni vzteklinou u savci, veetné ¢lovéka, se dle dosavadnich
poznatkil vyskytuje pouze u netopyri zijicich na Americkém kontinentu. Onemocnéni, které tyto viry
zpusobuji je po rozvinuti klinickych ptiznakti smrtelné a krom¢ centralniho nervového systému je
virus vztekliny ptitomen i Vv siti nervovych vlaken obklopujicich vlasové/chlupové folikuly (Macedo
et al., 2006; Xi et al., 2012).
Naopak mezi novodobé objevy v oblasti potencionalnich zoondz u netopyra patii astroviry. Dlouhou
dobu byly povazovany za ptisné druhové specifické. Nedavno objevena velka geneticka diverzita
ovSem naznacuje potencial téchto virG pfekonavat druhovou bariéru. To v souvislosti se studiemi
asijskych a evropskych druhii netopyrd, u kterych jsou astroviry bézné, rozmanité a maji relativné
vysokou prevalenci (Fisher et al., 2017), pfedstavuje potencialné¢ mozné riziko do budoucnosti.
Dle literatury je vhodnou matrici pro detekci téchto virti u netopyri mozkova tkan anebo ktize
odebrana z plagiopatagia. Zvlasté s ohledem na jedine¢nou inervaci chlupovych folikuli a atypickou
organizaci perifernich nervi létaci membrany netopyrt (Marshall et al., 2015).
Cilem nasi studie bylo pfinést nové poznatky o vyuziti téchto matric v diagnostice virovych patogent
u netopyri. Dale zhodnotit vyskyt, distribuci a prevalenci lyssaviri a astrovirii u netopyri

vySetienych na lokalitach v Evropé a Asii.

Material a metodika
Sher vzorkii
Celkové jsme analyzam na pritomnost genetické informace Lyssavirus spp. a Astrovirus spp.

podrobili 183 vzorkti dvou rtiznych typu biologickych matric. Vzorky mozkové tkan¢ (n=53) byly
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ziskany pitvou kadaveri netopyri Myotis myotis a Nyctalus noctula z Ceské republiky, kterymi jiz
pracovisté disponovalo z piedchozich let. Celkem 130 vzorka 1étaci membrany bylo odebrano
pomoci bioptické jehly (0 priméru 3 mm) pii odchytech netopyri (Myotis blythii, Myotis
emarginatus, Myotis capaccinii, Miniopterus schreibersii, Miniopterus pallidus, Rhinolophus
ferrumequinum, Rhinolophus hipposideros) v Arménii, Gruzii a Bulharsku béhem let 2022 a 2023.
Vsechny vzorky byly po odbéru hluboce zamrazeny (-80 °C) ve zkumavkach s RNAlaterem a

skladovany az do doby analyz.

Izolace RNA
RNA byla ze vzorku izolovana za pouziti kitu NucleoSpin® RNA XS (Macherey-Nagel, Némecko)
dle protokolu. Koncentrace a kvalita ziskanych izolati byla ovétena pomoci nanospektrofotometru a

nasledné byly izolaty uskladnény pfi teploté -80 °C.

Molekularni detekce Lyssavirus spp.

Pro detekci lyssavirové RNA v 53 vzorcich mozkt a 130 vzorcich koznich bioptatti jsme pouzili real-
time RT-PCR. Vybrana amplifikovana oblast cilila na vysoce konzervovanou nekddujici oblast a ¢ast
sekvence kodujici nukleoprotein (N) genomu Lyssaviru. Navrzené primery by mély byt schopny
detekovat RABV a také zastupce 13 dalSich druhi lyssavird (Wadhwa et al., 2017). Reakéni smés
byla ptipravena dle navodu kitu OneStep RT-PCR (Qiagen, Némecko) s rozdilem celkového objemu
125 ul. Do reakce vstupovaly forward primery (10 uM) (5-ACGCTTAAC
AACCAGATCAAAGAA-3' a 5-ACGCTTAACAACAAAATCADAGAAG-3Y); reverzni primer
(5-CMGGGTAYTTRTAYTCATAYTGRTC-3") (10 uM); a ¢tyii fluorescenéné znacené sondy
(5uM) z nichz tfi s LNA (locked nucleic acid) modifikovanymi bazemi LN34 (FAM-
AA+C+ACCY+C+T+ACA+A+TGGA -BHQ1), LN34a (FAM-AAC+ACCYC+T+ACA+A+TGGA
-BHQ1), LN34lago (FAM-AA+C+ACTA+C+T+ACA+A+TGGA-BHQ1) a jedna sondu LN34m
(6FAM-ACACCYCTACAATGGAT-MGBNFQ); to vse s pfidanim 2,5 pl extrahované RNA.
Podminky reakce byly sestaveny nasledovné: 10 minut pii 45 °C pro reverzni transkripci a 10 minut
pii 95 °C pro aktivaci; nasledovalo 45 cykld, denaturace pii teploté 95 °C po dobu 15 sekund,
annealing pfi teploté 56 °C po dobu 20 sekund a extenze pii 72 °C po dobu 30 sekund. Soucasti
analyzy byla negativni kontrola a také pozitivni kontrola (synteticka sekvence 127 nukleotidi oLPC-
rabies3-4).

Molekularni detekce Astrovirus spp.

Pro detekci astrovirii z totoznych 130 vzorkd koznich bioptati byla zvolena heminested RT-PCR
zacilena na gen RdRp (RNA-dependentni RNA polymeraza). V prvnim kole bylo ke 45 ul reak¢ni
smési Superscript 11 (Invitrogen, USA), (12ul RNase — free water, 25ul RT mix, 4ul MgSO4, 2ul
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Taq EnzymeMix), dvou forward primera (10 uM) AS1 (5-GARTTYGATTGGRCKCGKTAYGA-
3) a AS2 (5-GARTTYGATTGGRCKAGGTAYGA-3) a reverzniho AS3 primeru (5'-
GGYTTKACCCACATNCCRAA-3) (10 uM) pfidano 5 pul RNA. Reakce zapocala inkubaci
pii teploté¢ 55 °C 30 minut a poté 2 minuty pii 94 °C. Nasledovalo 29 cyklu denaturace pii 94 °C
po dobu 15 sekund, annealing pti 50 °C po dobu 30 sekund a extenze pii 72 °C po dobu 40 sekund a
finalni extenze pii 72 °C trvajici 7 minut. Ve druhém kole jsme ptidali 2 pl PCR produktu z kola
prvniho do 48 ul pfedem ptipraveného mixu s Pwo DNA polymerazou (39,75 ul RNase-free water,
Iul dNTPs, 5ul MgSO4, 0,25ul Pwo), smési forward primera (10 uM) AS4 a AS5 (5-
CGKTAYGATGGKACKATHCC-3' a 5-AGGTAYGATGG KACKATHCC-3) a jiz dfive
pouzivaného reverzniho primeru AS3 (Chu et al., 2008). Podminky amplifikace zistavaji stejné jako
v prvnim kole S rozdilem 39 cykli. Spravné provedeni a pribéh reakce bylo opét kontrolovano
pouzitim negativni a pozitivni kontroly, kterou v tomto ptipadé predstavoval pozitivni vzorek
Astrovirus sp. Ziskané PCR produkty byly poté naneseny na 2% agar6zovy gel pro elektroforetické

vyhodnoceni, pfi¢emz fragmenty o velikosti 422 part bazi (bp) znacily pozitivitu vzorku.

Vysledky

Pro pritkaz pfitomnosti lyssavirii a astroviri u netopyrii z Ceské republiky, Bulharska, Arménie a
Gruzie jsme analyzovali 130 vzorka koZnich bioptati a 53 vzorkd mozkové tkané.

Multiplexova metoda RT-pPCR detekujici Lyssavirus spp. odhalila 2 pozitivni vzorky koZni tkané
netopyra M. pallidus a M. emarginatus z Arménie. Tyto vysledky ukazuji prevalenci 5,71 %
ze souboru vzorkl netopyru analyzovanych z lokalit v Arménii. Vzorky pochézejici z Bulharska a
Gruzie byly negativni, stejné jako vzorky mozkové tkané z Ceské republiky.

Pomoci heminested RT-PCR jsme detekovali ptitomnost Astrovirus spp. v 10 vzorcich koZnich
bioptati, jez pochazeji od netopyra R. ferrumequinum (n=8) a M. schreibersii (n=2) z jeskyn¢
V bulharské oblasti Mandrata Chavdarzi, coz odpovida prevalenci 16,39 % vramci vzorku

analyzovanych z Bulharska.

Zavér
Netopyfi jsou oznacovani za hostitele mnoha patogeni. Jednou z moznosti, kdy se mohou uplatnit
jako rezervoarové druhy, jsou pravé lyssaviry nebo potencidlné zoonotické astroviry. Timto
vyzkumem piinasime dal$i poznatky o prikazu Lyssavirus spp. a Astrovirus spp. ve vzorcich kozni
tkan¢ netopyrd, pficemz nami zjisténé prevalence koresponduji s hodnotami zjinych studiich.
Informace o lyssavirech nalezenych u netopyra se stale rozsifuji, avSak vyuziti koznich bioptath

pro jejich molekularni detekci ztistavalo nepfili§ probadanou oblasti. Nase zjisténi ovSem nabizeji
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nové moznosti v diagnostice vira se zoonotickym potencidlem, a to neinvaznim zplisobem

U chranénych druhti netopyra.
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Uvod
Bisfenoly predstavuji vyznamné environmentalni kontaminanty s ubikvitdrnim vyskytem a
prokazanymi toxickymi vlastnostmi. Ve vodnim prostfedi je lze detekovat v rtiznych abiotickych
matricich, jejich pfitomnost byla prokdzdna i Vrostlinnych pletivech a ZivociSnych tkénich.
Bisfenol A (BPA) se jiz po desetileti pouziva v plastikaifském priamyslu jako aditivum a monomer
pro vyrobu polykarbonatti. Jedna se o material s Sirokym technickym vyuzitim, a to predevsim diky
chemické, tepelné ¢i mechanické odolnosti, lehkosti, Cirosti a libovolné barvitelnosti (Almeida et al.,
2018). Védecké studie potvrzuji, ze BPA je endokrinni disruptor, u ryb byly v minulosti zjistény
zejména poruchy reprodukce ¢i zmény v ¢innosti thyroidnich hormonti. Pozorovany byly ale také
dalsi projevy toxicity jako ovlivnéni exprese vybranych genili, indukce oxidativniho stresu,
genotoxicita, embryotoxicita, neurotoxicita, vyvojova toxicita a dalsi (Liu et al., 2021). S ohledem na
vysledky predchozich toxikologickych studii je v soucasné dobé pouzivani BPA v urcitych typech
vyrobku legislativné regulovano/zakazano a BPA je z téchto diivoda ¢asto nahrazovan jinymi typy
bisfenoli. Jednim z hojné vyuzivanych analogi BPA je bisfenol F (BPF). Piestoze se dnes jiz také
BPF pouziva ve velkych objemech, informace o jeho toxicit¢ ve vodnim prostiedi jsou stile
limitované (Rochester and Bolden, 2015). Cilem naseho experimentu bude komplexni zhodnoceni

ucinki BPA a BPF podavanych v krmivu na pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss).

Material a metodika
Test probehl dle metodiky OECD 215 pro testovani chemikalii (Fish, Juvenile Growth Test). Celkem
144 ks juvenilnich jedinct pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) bylo umisténo do 12 akvarii
s objemem 200 litrd. Po aklimatizaci trvajici 14 dni nésledoval Sestitydenni experiment. Cely
experiment byl realizovan na Mendelové univerzité v Bmé na Ustavu zoologie, rybaistvi,

hydrobiologie a vcelafstvi.
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Do pokusu bylo zatazeno Sest duplicitnich skupin — kontrola, skupiny exponované bisfenolem A v
davce 10 pg/kg (BPA low) a 1 000 pg/kg (BPA high), skupiny exponované bisfenolem F v davce 10
ug/kg (BPF low) a 1 000 ug/kg (BPF high) a skupina, které byla podavana kombinace bisfenolu A a
bisfenolu F v koncentracich 10 pg/kg (BPA+BPF low). Krmivo s obsahem testovanych latek bylo
podavano 3x denné v davce 1,5 % aktualni hmotnosti a po 14 dnech bylo provadéno kontrolni vazeni
pro upravu krmné davky. Po ukonceni expozice byly vSechny ryby usmrceny tupym tderem do hlavy
a byl proveden odbér krve z ocasni cévy do Eppendorf zkumavek s obsahem heparinu sodného.
Vzorky heparinizované krve byly vyuzity pro hematologické vysetieni (leukocyty, erytrocyty,
hemoglobin a hematokrit). Cést heparinizované krve byla zpracovana krevni plazmy, ktera byla
vyuzita pro analyzu zédkladnich biochemickych parametrt, koncentraci thyroxinu, vitellogeninu a
ukazateld oxidativniho stresu (FRAP, ceruloplasmin). Nasledn¢ bylo u vSech ryb provedeno
zhodnoceni zékladnich morfologickych parametrt. Dale pfi pitveé byly odebrany vybrané tkané pro
analyzu ukazatelii oxidativniho stresu a histologické vySetfeni. Statistické vyhodnoceni ziskanych dat
bylo provedeno v programu Unistat 6.5 for Excel. Testovani bylo provedeno na hlading vyznamnosti
p <0,05.
Vysledky a diskuze

V pribéhu experimentu nebyly zaznamenédny Zzadné thyny. Po ukoneni experimentu byly u vSech
jedincii sledovany biometrické parametry. Statistickd analyzy nepotvrdila signifikantni rozdily u
zadného ze sledovanych ukazateld. V ramci hematologického vySetfeni byly zjistény statisticky
vyznamné rozdily v porovnani s kontrolni skupinou pouze v ptipadé poctu leukocytl (Tabulka 1).
Doslo ke statisticky vysoce vyznamnému sniZzeni poctu leukocytl u experimentalni skupiny

vystavené ucinkim BPF ve vyssi testované koncentraci.

Tabulka 1. Vysledky hematologického vysetieni pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) po
pusobeni bisfenold A a F v krmivu. Data jsou uvadéna jako primér + stfedni chyba praméru.

Statisticky vyznamné rozdily jsou indikovany odlisSnymi pismeny.

skupiny kontrola BPA low BPA high BPF low BPF high BPA+BPF low
Ery (T/l) 1,53 + 0,172 1,30 + 0,142 1,08 + 0,06 1,53+ 0,212 1,52 + 0,082 1,54 + 0,142
Hb (g/l) 83,30+ 4,482 81,87 +3,728 84,85 + 3,848 80,65 + 3,492 75,41 +£3,56% | 77,23 +£2,892
Ht (/) 0,34 +0,02° 0,35 +0,02° 0,35 +0,02° 0,37 +0,028 0,35 +0,028 0,37 +0,02°
Leu (G/I) 59,80 + 7,902 59,90 + 7,142 41,40 £2,36% | 4830+6,29% | 28,20+3,64° | 37,60+ 6,84%

Pti biochemickém vySetfeni krevni plazmy byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily pouze

Vv piipadé kreatininu a aktivity amylazy. V porovnani s kontrolni skupinou doslo v piipadé¢ kreatininu
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k signifikantnimu zvySeni u skupiny BPA low. U amylazy doslo u vSech skupiny ke zvys$eni aktivity,
statisticky vyznamnd zména v porovnani s kontrolni skupinou byla ovSem pouze v piipade

experimentalnich skupin vystavenych bisfenolu F, a to v obou testovanych koncentracich.

Pti analyze koncentrace thyroxinu byly zaznamendny statisticky vyznamné rozdily oproti kontrole
v experimentalnich skupinach vystavenych nejvyssi koncentraci BPF a kombinace obou bisfenolt.

Detailni data jsou uvedena v grafu 1.

Graf 1. Vysledky thyroxinu v plazm¢ pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) po pusobeni
bisfenolit A a F v krmivu. Data jsou uvadéna jako primér + stfedni chyba primeéru. Statisticky

vyznamné rozdily jsou indikovany odlisnymi pismeny.
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Pti hodnoceni oxidativniho stresu byly zjistény signifikantni rozdily jak pfi analyze plazmy, tak pti
analyze vSech sledovanych organt (tzn. jatry, Zabry 1 ledviny). Pii analyze plazmy byly zjiStény
signifikantni rozdily v porovnani s kontrolni u ceruloplasminu, redukéniho potencialu plazmy i
poskozeni DNA. Nejvyznamnéj$i byly zmény v pifipad€ experimentalnich skupin vystavenych
pusobeni BPF ve vyssi testované koncentraci a kombinaci téchto latek (Tabulka 2). Pti analyze tkani
bylo nejvice zmén zaznamenano v piipadé¢ aktivity katalazy, kterd se signifikantné zvysila ve vSech
analyzovanych tkanich, a to predevSim v experimentdlni skupin€ vystavené kombinaci obou
bisfenoll. Detailni data jsou uvedena v tabulce 3. Signifikantni rozdily byly také zaznamenany pfi
analyze genové exprese, a to jak u ukazateld oxidativniho stresu, tak parametri endokrinni disrupce
(data nejsou uvedena). V soucasné chvili je provadéno histologické vySetieni vybranych tkani a

analyza vitellogeninu jako ukazatele endokrinni disrupce.
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Tabulka 2. Vysledky ceruloplasminu (AA/min x 10000), reduk¢niho potencialu plazmy (umol/l) a
poskozeni DNA — 8--HOdG (pg/ml) v plazmé pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) po ptsobeni

bisfenolit A a F v krmivu. Data jsou uvddéna jako primér + stfedni chyba primeéru. Statisticky

vyznamné rozdily jsou indikovany odliSnymi pismeny.

kontrola BPA low BPA high BPF low BPF high BPA+BPF low
ceruloplasmin| 173,5+5,8° 170,9+ 7,0 189,0 £ 6,5% 178,2 +£10,0° 192,2 £ 12,4% 197,0 + 6,9
FRAP 692,7+16,5* | 733,5+31,0® 797,7 + 23,4® 814,0 + 20,9 839,0 + 25,3° 718,6 £ 32,2%
8--HOdG |9853,3 + 767,67 | 7250,0 + 597,0° | 8712,6 + 505,8% | 8199,8 + 956,9 ®® | 7111,2 + 376,6° | 8968,6 + 366,2%

Tabulka 3. Vysledky aktivity katalazy (umol/min/mg protein) v jednotlivych tkanich pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss) po ptsobeni bisfenoltt A a F v krmivu. Data jsou uvadéna jako

primér + stfedni chyba priméru. Statisticky vyznamné rozdily jsou indikovany odliSnymi pismeny.

tkané kontrola BPA low BPA high BPF low BPF high BPA+BPF low
jatra 639,6 + 42,6° 975,7 + 46,62 893,2 + 19,02 982,7 + 44,82 980,4 +50,4* | 1026,0 +59,7°
ledviny 930,9 + 61,5° 1371,3 + 86,12 1372,6 + 50,42 1200,7 +70,5* | 1280,2 +61,5* | 1490,8 + 100,02
Zabry 1330,9 + 61,2° 1837,6 £ 63,22 1707,8 + 44,52 1724,6 £75,5® | 1763,1 £36,6* | 1895,4 + 70,52
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Uvod

Hlavni zptsob kulinarniho zpracovéani vysekového vepfového masa predstavuje tepelna tprava.
Konzumenti u této tipravy masa hodnoti senzorické vlastnosti masa, oznacované vyrazem ,,eating
quality (Joo et al., 2013). Na prvnim misté je to vin¢ a chut’ masa, $tavnatost a kiehkost. Tyto
senzorické vlastnosti lze ovlivnit rychlosti a rozsahem poklesu hodnot pH, pohlavim (moZzna
ptitomnost kanciho pachu), sloZenim mastnych kyselin, podilem a rozpustnosti pojivové tkan¢,
myofibrilarni strukturou a podilem vnitrosvalového tuku. Stejné jako v ptipadé hovéziho masa i
u vepiového ma zrani masa vliv na kiehkost. V literatuie byl popsan ve vétsiné piipadi pozitivni
vliv zrani vepifového masa po dobu 4, 7 nebo 10-12 dni v porovnani k 1-2 dniim po porazce.
Vysledky studie Channon et al. (2016) ale kladny vliv zrani masa v délce 2 nebo 7 dni post-mortem
neprokazaly, patrné doba 7 dnti byla v tomto piipadé ptili$ kratka. Aaslyng et al. (2018) nechali zrat
veprovou peceni pii 4 °C po dobu 2, 5, 7 nebo 10 dnii. Az do 10 dnd zrani se kichkost masa
zvySovala (P = 0,001).

V principu existuji dvé metody zrani masa, které se pouzivaji primarn€ pro hovézi maso. Suché
zrani predstavuje uloZeni kust mas s kosti v chladirnach s fizenym rezimem teploty vzduchu,
relativni vlhkosti a rychlosti proudéni vzduchu. Vlhké zrdni znamena vakuové zabaleni kusti masa
do folie s bariérovymi vlastnostmi a uloZeni v chladirndch. V tomto pfipadé je dilezitym
parametrem teplota vzduchu. Vlhkost ani rychlost proudéni vzduchu nehraji pfi vlhkém zrani
zadnou roli. Z pohledu chutnosti masa po kulinarni uprave se vSak upfednostituje suché zrani masa,
béhem né¢hoz vznikaji aromatické latky, které piiznivé ovlivituji chut’ a viini. Vyvin téchto latek je
umérny délce zrani masa (Perry, 2012).

Pfi zrdni masa predstavuje nejvétsi problém bakteridlni kontaminace a s tim souvisejici kazeni
masa. Je znamo, ze za aerobnich podminek (pfitomnost vzdusné atmosféry) se maso brzy zkazi. Je
to vyvolano rychlym rustem bakterii rodu Pseudomonas. Na hovézim, jehné¢im, vepfovém
a dribezim mase i vnitinostech byly nalezeny cetné druhy celed¢ Enterobacteriaceae. Ke kazeni

ptispivaji rody Serratia, Enterobacter, Pantoea, Klebsiella, Proteus a Hafnia. S ohledem na

vvvvvv
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a Enterobacter (Pantoea) agglomerans (Duskova et al., 2020). Baleni pfedstavuje urcité ,,sito”,
které dovoluje piezit jen omezenému spektru bakterii pfitomnych na cerstvém mase po jeho
bourani. Napft. v piipad¢ vakuového baleni uvadéji Kaur et al. (2017) sniZeni bakterialnich roda
0 30-55 %. Snaha zpracovatelli masa nabidnout zakazniklim vysoce jakostni vysekové maso se
odrazila v zavadéni postupli zrani vepifového masa. Na trhu se jiz objevily produkty, které byly
vystaveny suchému zrani. Podle nékterych zpracovateli nelze z mikrobiologického hlediska
aplikovat u veprového masa vlhké zrani po dobu delsi jak 10 dnd. Suché zréni, za vhodnych
podminek, Ize u vepfového masa pouzit po dobu 14 dnu.

Hlavnim cilem projektu bylo analyzovat vybrané parametry (mikrobiologickd kvalita,
instrumentalni analyzy textury a barvy masa, hmotnostni ztraty) veptového masa po dvoutydennim

suchém zrani a tyto vlastnosti porovnat s vepfovym masem v den porazky.

Material a metodika

Po dohodé¢ s vybranym zpracovatelem masa s vlastni porazkou prasat byly piipraveny tzv. vepiové
karé s kosti (veptfova krkovice a pecené), které byly v podobé masa s kosti vcelku. V nasi studii
byly tyto kusy masa vystaveny pfi teploté 0-1 °C suchému zrani po dobu 2 tydnd.

Na mikrobiologické vySetfeni bylo odebrdno celkem 120 vzorkii. Vzorky byly odebrany stérem
pomoci abrazivni houbicky Vv den porazky (den 0) a po 14 dnech zrani (den 14). Stéry byly
provedeny na 4 mistech vepfového karé. Dva stéry na kizi (strana krkovice a strana peceng)
z plochy 100 cm? a 2 stéry na fezu (strana krkovice a strana pecené) z plochy 10 cm?. Vzorky byly
analyzovany v den odbéru. Kultivaénimi metodami byl stanoven dle ISO norem celkovy pocet
psychrotrofnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganismti (CPM) z povrchu masa i z
masa na fezu, stejné tak pocet psychrotrofnich bakterii mlécného kvaseni (BMK), bakterii celedé
Enterobactariaceae a bakterii rodu Pseudomonas. Soucasti pokusu bylo i vyhodnoceni
hmotnostnich ztrdt béhem suchého zrani. Jeden kus veptového karé piedstavoval jeden vzorek.
Vsechny vzorky byly zvazeny v den 0 a v den 14. Vysledky byly statisticky zpracovany (Microsoft
Excel). V posledni fazi experimentu se vzorky masa vykostily a pripravily se platky z pecené a
krkovice pro stanoveni barvy a textury. Maso bylo méfeno v syrovém stavu a po tepelné Uprave
v konvektomatu (grilovani na teplotu jadra 70 °C). Barva byla méfena systémem CIE L*a*b*.
Textura byla méfena instrumentalné v syrovém stavu a 24 hodin po tepelné upravé. Vzorky
chlazeného masa (2+2 °C) byly pfed méfenim temperovany na pokojovou teplotu. U masa byla
meétena velikost stfizni sily dle Warner-Bratzler (WB) pomoci univerzalniho testovaciho stroje
(Instron 5544). U tepelné upraveného masa byla provedena také analyza texturniho profilu (TPA).
Vsechny analyzy byly statisticky zpracovany (Microsoft Excel).
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Vysledky
Vysledky experimentu porovnavajiciho mikrobiologicky profil povrchu masa (kize) (tabulka 1) a
bocnich feznych ploch (tabulka 2) v den porazky a po 14 dnech suchého zrani masa prokazaly, Ze
suché zrani vyrazné nezhorsuje mikrobiologicky profil. Rozdil v mnozstvi CPM, bakterii z ¢eledi
Enterobacteriaceae a BMK nebyl statisticky vyznamny (P >0,05). U stéru z kaze doslo po 14
dnech zrani k poklesu bakterii Pseudomonas spp. (P <0,05). U stéra z feznych ploch doslu naopak k

jejich naristu.

Tabulka 1. Vysledky stanoveni poétu psychrotrofnich CPM, Enterobacteriaceae, psychrotrofnich
BMK a Pseudomonas spp. z povrchu kuze v den porazky (A) a 14 dni po porazce (B). Vysledky
jsou uvedeny v log KTJ/g.

Vzorek CPM Enterobacteriaceae BMK Pseudomonas spp.
A B A B A B A B
Priamér 5,95 5,26 4,9 2,18 4,02 3,64 4,71 3,72
Min 1,98 <1 1,08 <1 <1 <1 2,70 <1
Max 7,34 6,62 4,46 3,54 5,20 4,88 572 4,57
P-hodnota >0,05 >0,05 >0,05 <0,05

Tabulka 2. Vysledky stanoveni poctu psychrotrofnich CPM, Enterobacteriaceae, psychrotrofnich
BMK a Pseudomonas spp. z boé¢nich feznych ploch v den porazky (A) a 14 dni po porazce (B).
Vysledky jsou uvedeny v log KTJ/g.

Vzorek CPM Enterobacteriaceae BMK Pseudomonas spp.
A B A B A B A B
Priamér 5,46 8,10 2,48 4,44 2,26 5,29 3,16 6,45
Min <1 <2,6 <0,6 <0,6 <1,6 <1,6 <1,6 <1,6
Max 6,72 9,48 3,83 5,88 3,26 6,49 4,18 7,59
P-hodnota >0,05 >0,05 >0,05 <0,05

Hmotnostni ztraty se pohybovaly od 5,07 % do 8,29 %. Statisticky vyznamny rozdil v hmotnosti

masa v den porazky a po 14 dnech zrani nebyl prokazan (P >0,05). Vysledky instrumentalniho
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meéfeni barvy Vv ptipadé hodnot L* a a* neprokazaly statisticky vyznamné rozdily mezi syrovym
a tepelné upravenym masem (P >0,05). Vyrazné niz§i hodnoty b* byly zjistény ve veprové peceni
po tepelné tpravé po 14 dnech zrani ve srovnani se syrovym masem. Dale bylo zjisténo, ze vyssi
hodnoty b* vykazuje zrala syrova krkovice ve srovnani s ¢erstvou syrovou krkovici v den porazky.
Nase zjisténi jsou shodna s vysledky, které uvedli Jin a Yim (2020). Suché zrani nemélo vyznamny
vliv na stfizni silu (P >0,05). U zralé tepelné upravené krkovice byla zjisténa vyrazné vyssi tuhost
ve srovnani s tepelné upravenou krkovici odebranou v den porazky (P <0,05).

Nase zjisténi ukazuji, ze vyzralé vepfové maso za predpokladu dodrzeni zasad spravné vyrobni
a hygienické praxe nema vliv na mikrobiologickou kvalitu. Po 14 dnech nedos$lo k statisticky
vyznamnym hmotnostnim ztratdm. Suché zrani vepfového masa rovnéz nemélo vyznamny vliv na
svétlost (L*), ¢ervenou barvu (a*) a stiizni silu. Rozdily byly zjistény u Zluté barvy (b*) a tuhosti

masa (P <0,05).
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Vplyv hemogregarin rodu Hemolivia na zdravotny stav ich korytnacich hostitel’ov.

Zaneta Ziv¢icova!, Pavel Siroky!

Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,

Veterindrni univerzita Brno'

Uvod

Parazity maju zvycajne negativny vplyv na svojho hostitel'a. Medzi parazity, ktoré najdeme
u plazov patria aj krvné parazity z ¢elade Haemogregarinidae. U hemogregarin z rodu Hemolivia ale
zatial' neboli pozorované ziadne vyrazné klinické symptomy (3). Pri tychto parazitoch prebicha
gamogoénia v erytrocytoch ich ektotermnych hostitelov. Sporogonia pozostava zdvoch faz
prebiehajucich v epitelidlnych bunkéach definitivneho hostitel'a, ktorym st klieste z ¢el'ade Ixodidae.
Nasim sledovanym modelom bola Hemolivia mauritanica a jej hostitelia, suchozemské korytnacky
Testudo marginata a Testudo graeca (5).

Mnohé krvné parazity st zndme tym, ze formuju ekologiu endotermnych stavovcov, ale
patogenita nami skiimanych hemogregarin aich vplyv na ektotermého hostitel'a, je len malo
preskimana (1). V niektorych populadciach dosahuje prevalencia infekcie hemolivii u dospelych
korytnaciek az 80 — 100 % bez zjavnych priznakov ochorenia (4). V takychto pripadoch nie st
k dispozicii Ziadne data o ich patogenite a virulencii. TieZ nemame Ziadne tdaje ani o ich vplyve na
biodiverzitu, zdravotny stav jednotlivych zvierat alebo ich populécii. Vplyv parazitov na populacie
by sa nemal podcenovat, kedZe mnoho druhov korytnac¢iek patri medzi kriticky ohrozené a ich
prezitie moze zavisiet od rdéznych ex-situ chovnych programov a ochrandrskeho manaZmentu.
K patologickym interakcidam medzi hostitel'om a parazitom prispievaji aj neprirodzené¢ podmienky
chovu, enviromentalny stres a nespravna vyziva. Hlavné riziko prenosu patogénov a vzniku novych
chorob predstavuje hlavne presun zvierat do ochranarskych chovnych zariadeni a spatné vypustanie
do prirody (2).

Nasim hlavnym ciel'om bolo zistit’ mozny vztah medzi parazitémiou nakazenych jedincou
a diferencidlnym rozpoc¢tom leukocytov u tychto korytnafiek pomocou svetelnej mikroskopie

a Statistickych metod.
Material a metodika

Vzorky pochéadzali z dvoch druhov suchozemskych korytnaciek zrodu 7Zestudo. Vzoriek
z druhu Testudo marginata bolo 23 apochadzali z oblasti Grécka. Vzorky z Testudo graeca

pochadzali z Iranu (N=30), Turecka (N=45) a Syrie (N=34). Celkovo som vysetrila teda 134 krvnych
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naterov. Vzorky 7. marginata, na ktorych bol pozorovany ¢asovy priebeh parazitémie a pocitany
diferencialny pocet leukocytov, pochadzali z minulych §tadii. Sledované jedince boli tri (dve samice
a jeden samec).

Krv bola odoberané inzulinovou ihlou z dorzalnej chvostovej ily. Cast’ krvi bola pouZita na
krvné natery a zvy$na Cast’ bola uloZeny do 96% etanolu na d’al$ie molekuldrne metody. Krvné natery
boli nésledne fixované metanolom a néasledne farbené¢ Giemsovym farbivom. Pritomnost’ parazitov
bola zistovana pomocou svetelného mikroskopu Olympus BX53 pri 1000x zvicseni. Po néjdeni
parazitov bola spocitana parazitémia a diferencidlny rozpocet leukocytov.

Aby sme zistili, ¢i méa samotna infekcia vplyv na pocet leukocytov, porovnali sme zastupenie
jednotlivych leukocytov medzi infikovanymi a neinfikovanymi jedincami pomocou Mann Whitney
U testu pre neparametrické a neparové data. Dalej sme porovnali zastipenie jednotlivych leukocytov
medzi pohlavim (samce x samice) a vekovymi kategériami (juvenil x adult), aby sme odhalili mozné
fyziologické a ontogenetické rozdiely v diferencidlnom pocte leukocytov. Ako juvenil boli oznacené
vSetky korytnacky s odhadovanym vekom do 10 rokov. StarSie jedince boli oznacené ako adult.

U percentudlneho zastipenia leukocytov, kde bol ndjdeny Statisticky vyznamny rozdiel medzi
infikovanymi a neinfikovanymi jedincami, sme vykonali linedrne modely, aby sme zistili, ¢i ma
parazitémia vplyv na percentualny zastlipenie dané¢ho typu leukocytu u infikovanych jedincov.
Modely boli vytvorené pomocov balicku ,lme4* v programu RStudio. Pred tvorbou modelu sme
preskiimali distribticiu zavislych premennych pomocou testu normality. Percentudlne zastiipenie
bazofilov a eosinofilov sme transformovali pomocou druhej odmocniny, aby sme zaistili normalnu
distribiciu premennej. Spravnost’ vytvoreného modelu bola overena diagnostickymi grafmi pomoci
balicku DHARMa. Spracovanie dat a analyzy boli vykonané v programe Excel Microsoft Office
a RStudio.

Vysledky

U vzoriek zozbieranych v teréne z vol'ne Zijicich zvierat bol zisteny Statisticky vyznamny
rozdiel medzi jednotlivymi druhmi (Tabulka 1.). U korytnacky 7. graeca bol zisteny rozdiel medzi
pohlaviami v pocte eozinofilov, bazofilov a heterofilov, medzi juvenilmi a adultami bol rozdiel
v pocte lymfocytov a heterofilov. Medzi nakazenymi a nenakazenymi korytnackami bol Statisticky
vyznamny rozdiel v poc¢te eozinofilov. U korytnacky 7. marginata bol $tatisticky vyznamny rozdiel
iba v pocte bazofilov (Obrazok 1.). Po vykonani linearnych modelov na zistenie vplyvu parazitémie
na pocet leukocytov sme nezistili ziadny Statisticky vyznamny rozdiel (Tabulka 2.). Pri porovnavani
parazitémie a poctu leukocytov za ¢asové obdobie nam vyslo, ze u samca 7. marginata pri vysokej
parazitémii zacCali poCty azurofilov postupne klesat’ (Obrazok 2.). Pri samiciach Statisticky vyznamny

rozdiel nebol pozorovany.
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Species Variable Status Sex Age
Noninf. Inf. U p Female Male U p Juvenile Adult U p
T. graeca (19) (90) (66) (43) (32) 77
(109) i Ly % 1 563+£19.9 592+168 797.0 064 :60.1+173 56.7+174 15755 0.33 : 66.5+14.8 555+174 769.5 0.00
" He % 1 25.6+222 19.6+13.7 9375 051 : 17.6+12.6 254185 1069.0 0.03 : 147+94 23.1+169 1569.5 0.02
| E0 % | 95+113 120+11.6 5960 004 13.5+125 87+93 17855 0.02 | 84+89  13.0+124 1380.0 0.32
' Ba% Lo3.1+27 35+28 7000 020 : 3.6+26 3.1+29 17125 0.06 34+26 34+28 12190 0.93
C Az % 84+7.2 62+44 939 050 : 6.0+4.5 73+57 1216.0 0.20 79+5.6 59+47 944 0.06
T. marginata (4) (19) : (8) (15)
(23) Ly % 1 573+£172 642+120 270 039 :663+142 613+123 700 053 : - - -
He % 29.5+16.5 25.1+11.,5 455 057 228+11.6 275+125 465 0.40 : - - -
' Eo% 7.0+£5.8 75+53 370 096 : 6.6+64 7.8+4.7 50.0 053 : - - -
' Ba% 38+33 05+1.0 620 003 14+28 09+1.5 60.0 0091 - - -
FAZ% 25421 24+1.8 400 022 % 3.0+12 2.1+21 79.0 0.92 - - -

Tabulka 1. Vysledky Mann-Whitney U testu porovnavajuceho percentd typov leukocytov

korytnaciek 7. graeca a T. marginata so stavom ndkazy, pohlavim a vekom. Pocty jedincov st

uvedené v zatvorkach. Hodnoty su uvedené ako priemer + $tandardna odchylka. Statisticky

vyznamné hodnoty su zvyraznené.

Species Model Variable Estimate SE t value p

T. graeca Sqrt (Eo) (Intercept) 2.89 0.19 15.00 0.00
Parasiteamia -0.01 0.07 -0.06 0.94

T. marginata Sqrt (Ba) (Intercept) 0.72 0.19 3.73 0.00
Parasiteamia -0.10 0.07 -1.44 0.16

Tabul'ka 2. Vplyv parazitémie na percentd eozinofilov a bazofilov vypocitany pomocou linearnych
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Obrazok 1. Boxploty vyjadrujice vztahy medzi percentami niektorych leukocytov a pohlavim,

vekom a stavom u 7. marginata a T. graeca.

96



Relationship between percentage of azurophils and parasitemia
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Obrazok 2. Graf znazornujuci vzt'ah medzi percentom azurofilov a parazitémiou za ¢asové obdobie

u testovaného samca 7. marginata.
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Vliv pridavku beta-glukani v krmivu na pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss)

po experimentalni challenge Aeromonas salmonicida

Ivana Mikulikova, Zuzana Lepkova, Hana Novotna, Ivona Toulova, Aneta Kubickova,

Lucie Veitova

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

Veterinarni univerzita Brno

Uvod

Se zvySujici se intenzivni produkeci rybi akvakultury zaroven dochézi ke zvySovani rizika propuknuti
infek¢nich onemocnéni. Nejvyznamnéjsim rizikem jsou bakterialni onemocnéni, jejichz tlument je i
v soucasné¢ dob¢ spojeno s pouzitim chemoterapeutickych latek. Ty vSak predstavuji potencialni
nebezpeci pro zivotni prostfedi a mohou mit negativni vliv na kvalitu kone¢ného produktu i na zdravi
lidi. Jednou z nejvyznamnéjSich patogennich bakterii u lososovitych ryb je Aeromonas salmonicida,
ktera je pivodcem furunkul6zy. Toto onemocnéni mize zpusobit vysokou imrtnost rybi obsadky a
s tim souvisejici vyznamné ekonomické ztraty v intenzivni akvakultufe (Park et al., 2020). V ramci
preventivnich opatfeni v chovech se vyuziva fada latek s pozitivnim G¢inkem na zdravotni stav ryb.
V poslednich letech je pozornost zaméfena na vyuZiti beta-glukant. Jedna se o polysacharidové
derivaty bakterii, hub, kvasinek, fas a rostlin, které hraji dilezitou roli v imunomodulaci. U riiznych
druhti ryb byl zjistén ucinek zejména na nespecifickou imunitni odpoveéd’ (napt. Liu et al., 2022;

Meena et al., 2013; Lin et al., 2011).
Metodika

V ramci projektu byli pouziti juvenilni pstruzi duhovi (Oncorhynchus mykiss). Pétitydenni infekéni
¢ast experimentu (VETUNI) navazovala na ¢ast odchovnou (MENDELU, 8 tydni) (Obr. 1). Ryby
byly rozdéleny do 4 skupin (pfidavek beta-glukanti v krmivu 0 %, 0,2 %, 0,5 % a 1 %). Po ukonceni
odchovné casti byly prostfednictvim imerzni koupele ryby experimentalné infikovany patogenni
bakterii Aeromonas salmonicida. V prub¢hu testu byla zjistovana mortalita, zmény chovani ryb a
pfijmu krmiva. Osm tydnli po zahajeni pokusu a 5 tydnl po experimentalni challenge byla rybam
odebrdna krev na hematologické a biochemické vySetfeni a na imunologické analyzy. Dale byl
odebran hlen z povrchu téla pro stanoveni aktivity lysozymu. Nasledné byly ryby usmrceny v souladu
s § 51 Zakona 246/1992 Sb. Byly zjistény biometrické ukazatele. Z obsahu stfeva ryb byla

vyizolovana DNA a bude provedena metagenomickad analyza sloZeni stfevniho mikrobiomu.
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Vysledky

Porovnani vysledki fagocytarni aktivity na konci odchovné a infek¢ni ¢asti ukazuje jisté zvyseni této
aktivity 5 tydna po experimentalni challenge u vSech skupin oproti stavu ptred challenge z divodu
reakce imunitniho systému na A. salmonicida (Graf 1, 2). Statisticky vyznamny rozdil mezi

jednotlivymi skupinami navzajem vSak nepozorujeme.

V ramci biochemickych parametrii pozorujeme statisticky vyznamnou odchylku u Pi (anorganicky
fosfor), TP (celkova bilkovina) a TAG (triacylglyceroly). U Pi byl zjistén statisticky vysoce
vyznamny rozdil (p < 0,01) mezi skupinou s 0,5 % a 0,2 % beta-glukand, stejn€ tak mezi skupinou
s ptidavkem 0,5 % a 1 % beta-glukanti, skupina s pfidavkem 0,5 % m¢la v obou ptipadech vyssi
hodnoty Pi (Graf 3). Statisticky vyznamny rozdil (p <0,05) byl zjistén mezi kontrolou a 0,2 % a mezi
kontrolou a 1 % beta-glukanti, kontrolni skupina méla v obou ptipadech vyssi hodnoty Pi. Pridavek
beta-glukant mél vliv na celkovou bilkovinu krevni plazmy, kde byl zjistén statisticky vyznamny
rozdil (p < 0,05) mezi skupinami s 0,5 % a 1 % ptidavku beta-glukant, skupina s ptidavkem 0,5 %
betaglukanti méla vyssi hodnoty TP (Graf 4). Mezi ostatnimi skupinami nebyl zaznamenan zadny
vyznamny rozdil. U triacylglycerolt byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami s 0,5 %
a 1 % ptidavku beta-glukant, skupina s pfidavkem 0,5 % beta-glukani méla vyssi hodnoty TAG
(Graf 5). U ostatnich biochemickych parametrii nebyl zaznamenan Zadny statisticky vyznamny

rozdil.

Vysledky hematologického vySetfeni krve z odbéru na konci infekéni ¢asti experimentu takeé
neprokdzaly statisticky vyznamné odchylky mezi skupinami v Zadném z méfenych parametrti

(Tabulka 1).

Dalsi analyzy (metagenomické analyza sloZeni stievniho mikrobiomu, stanoveni titru specifickych

protilatek, stanoveni aktivity lysozymu v koZnim slizu) nyni probihaji.

Obr. 1: Casova osa pritbéhu experimentu
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Graf 2: Fagocytarni aktivita 5 tydnti po
experimentalni challenge (VETUNI)
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Graf 3: Hodnoty anorganického fosforu v krevni plazmé 5 tydni po experimentéalni challenge
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Graf 4: Hodnoty celkové bilkoviny Vv krevni plazmé 5 tydnii po experimentalni challenge
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Graf 5: Hodnoty triacylglycerolt v krevni plazmé 5 tydni po experimentalni challenge
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Tabulka 1: Hematologické parametry (n = 12, primér = SD) 5 tydn po experimentalni challenge

Hemoglobin [g/l] Hematokrit [I/1] Erytrocyty [T/1] Leukocyty [G/I] ‘
Kontrolni skupina 83,59+6,97 0,42+0,03 1,1940,17 37,2546,94
0,2% beta-glukany 84,80+7,24 0,42+0,04 1,18+0,07 37,00+10,25
0,5% beta-glukany 86,85+4,77 0,42+0,04 1,31+0,26 38,50+14,64
1% beta-glukany 88,98+8,20 0,43+0,05 1,20+0,21 32,60+6,10
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