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Viézené kolegyné, vazeni kolegove,

tento sbornik Vam piinasi ptispévky, které byly prezentovany na zavérecné konferenci
Interni grantové agentury Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno konané dne 10.

prosince 2019.

Ptispévky prezentuji vysledky projekti, které¢ byly feSeny studenty a akademickymi

pracovniky VFU Brno v ramci specifického vyzkumu.

Déekuji vSem feSitelskym tymim za inspirativni vysledky jejich prace. Dale déku;ji
vSem Clenim komise IGA VFU Brno, oponentiim, a dal$im pracovnikiim za vybornou

spolupréci pti zajisténi zdarného prabehu letosniho ro¢niku IGA VFU Brno.

doc. MVDr. Petr Chloupek, Ph.D.
pfedseda komise IGA VFU Brno
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Pouziti peroralni aplikace azaperonu pro sedaci prasat v ramci zlepSeni podminek welfare
Zdengk Fajt', Martin Svoboda!
Klinika chorob prezvykavcu a prasat, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindarni a farmaceuticka

univerzita Brno!

Uvod

Prasata jsou velmi citliva ke stresu pfi manipulaci a béhem transportu. To miiZe vyraznym zptisobem
snizovat jejich welfare. Tyto negativni G¢inky miiZe sniZzovat pouziti sedativ (Dantzer, 1977).
Nejcastéji pouzivanym sedativem u prasat je azaperon (piipravek obsahujici 40mg/ml inj.). Jedna se
o butyrophenonové neuroleptikum, které se pouziva u prasat k redukci stresu, ale také ke snizovani
agresivity a pii celkové injekéni anestezii (Benson and Thurmon, 1979). Podle soucasnych
doporuceni vyrobce se sedace prasat provadi injekéni aplikaci azaperonu v dédvce 2 mg/kg.z.hm.
Nevyhodou této formy aplikace je, ze azaperon zanechdva v misté¢ vpichu vysoké a perzistentni
koncentrace. Tato skute¢nost vylu¢uje moznost jeho pouZiti pfi transportu prasat na jatky. Resenim
tohoto nedostatku by mohlo byt pouziti peroralni aplikace azaperonu. Autoii Mestorino et al. (2013)
zjistili, Ze pokud aplikovali peroralné azaperon v davce 4 mg/kg.z.hm. 6 hodin pied odporazenim,
7koncentrace azaperonu ve vSech analyzovanych tkanich neptekrocila maximalni rezidualni limit
stanoveny EU. Nékteti autofi zjistili, Ze samotna injek¢éni aplikace azaperonu muze vyvolat urcitou
stresovou odpovéd’ u oSetfovanych prasat. Tato stresova odpovéd’ se projevila zvySenou koncentraci
napf. kortizolu, glukozy a laktatu v krevni plazmé (Das et al. 2016, Schwarz et al. 2018). Tuto
skutecnost je tieba brat v ivahu, pokud je azaperon pouzivan napf. pii fyziologickych experimentech,
které hodnoti vliv riznych faktori na biochemické ukazatele prasat. Zda se tyto negativni dusledky
projevuji 1 po peroralni aplikaci azaperonu prasatiim neni zatim zndmo. Z uvedenych skutecnosti je
ziejmé, ze znalost nékterych aspektli pouZiti azaperonu u prasat je doposud nedostatecnd. To nas
vedlo k formovani cilt studie, tj. porovnat u¢innost injekéni a peroralni aplikace azaperonu za ucelem
dosaZeni sedace prasat a zjistit jaky vliv ma injek¢ni a peroralni aplikace azaperonu na hematologické

a biochemické parametry selat a jak se li§i koncentrace azaperonu v krvi béhem jeho ptisobeni.

Material a metodika

Celkem bylo pouzito 40 selat po odstavu, rozdélenych do 4 skupin po 10 kusech. V rdmci samotného
pokusu byla selatiim odebrana krev pred zahajenim pokusu a v jeho prubéhu, v intervalu 0, 30, 90,

240 minut po aplikaci. Vzorek krve byl odebran sterilnimi jehlami a stfikackami z vena cava



cranialis. Krev byla odebirdna do zkumavek s EDTA na hematologické vySetieni a do zkumavek
s heparinem za ucelem ziskani vzorku plazmy pro biochemické vysetieni. Za icelem komplexniho
zhodnoceni stavu organizmu a stavu welfare byly do analyz zahrnuty biochemické parametry, tzn.
aktivity ALP, ALT, AST, GMT, CK, LDH koncentrace kreatininu a mocoviny, glukozy,
celkové bilkoviny a laktatu v plazm¢ a kompletni hematologické vySetfeni. V krevni plazmé se

stanovovala metodou ELISA koncentrace azaperonu a jeho farmakodynamické zmény.

Skupiné¢ A byl aplikovan piipravek obsahujici azaperon v koncentraci 40mg/ml inj 100 ml i.m.,

v davce 2 mg/kg z.h.,

Skupin€ B (kontrolni) byl aplikovan 1ml fyziologického roztoku per os

Skupiné C byl aplikovan piipravek obsahujici azaperon v koncentraci 40mg/ml inj 100 ml per os,

v davce 2 mg/kg z.h.

Skupiné D byl aplikovan piipravek obsahujici azaperon v koncentraci 40mg/ml inj 100 ml per os,

v davce 4 mg/kg 7.h.

Dle vyrobce ptipravku obsahujici azaperon se sleduje maximalni ucinek po injekéni aplikaci za 30-
60 minut a béhem 4 hodin vymizi. Vyrobce neuvadi zadné udaje o pouziti preparatu per os. Z tohoto
divodu se pokusna zvitata sledovala v intervalu 0, 30, 90, 240 minut po aplikaci. U vSech skupin se

sledovaly tyto parametry stupné sedace:

pohyb (rozsah 0-1-2), palpabralni reflex (ANO/NE), korneélni reflex (ANO/NE), flexorovy reflex
koncetin (ANO/NE), povrchova a hluboka citlivost koncetin (ANO/NE), stupen salivace (v rozsahu
0-1-2), prolaps pyje u samcii (0-1-2), uroven dychani a dechova frekvence (eupnoe-tachypnoe-
bradypnoe; pocet dechii/minutu), reakce na hlasitou stimulaci tupym uderem kovu do kovového
hrazeni, kazdych (15 min bude tento parametr sledovan) (0-1-2), méteni télesné teploty rektalnim

teplomérem a monitoring srde¢ni funkce fonendoskopem.

Vysledky

Zjistili jsme, Ze peroralni podani azaperonu v davce 2 mg/kg indukuje sedaci u selat, ale k ziskani
klinicky srovnatelné sedace s injek¢ni aplikaci (2 mg/kg i. m.) je nutné pouzit davku 4 mg/kg per os.

Dale jsme zjistili, Ze se zvySenim davky peroraln€ podaného azaperonu Ize ucinit nasledujici zavéry:



nastup sedace je rychlejsi, konec sedace je pozdéjsi, doba sedace je delsi. V dostupné literatute nejsou
doposud k dispozici udaje o tom, jakym zptisobem plisobi zvySené davky azaperonu na organismus
selat. Vyhodou peroralni aplikace azaperonu z hlediska welfare je moznost jeho hromadné aplikace

bez nutnosti fixace prasat v napajeci vode nebo krmivu.

Seznam literatury:

Benson GJ, Thurmon JC (1979) Anesthesia of swine under field conditions. J] Am Vet Med Assoc
174: 594-596.

Dantzer R (1977) New aspects of the use of tranquilizers in animal husbandry, with particular
reference to pigs. Vet Sci Commun 1: 161-169.

Das G, Vernunft A, Gors S, Kanitz E, Weitzel JM, Briissow KP, Metges CC (2016) Effects of general
anesthesia with ketamine in combination with the neuroleptic sedatives xylazine or azaperone on
plasma metabolites and hormones in pigs. J Anim Sci 94: 3229-3239.

Mestorino N, Marchetti ML, Martinez MA, Anadon A (2013) Tissue depletion of azaperone and its
metabolite azaperol after oral administration of azaperone in food-producing pigs. Rev Toxicol 30:
209-213.

Schwarz T, Ziecik A, Murawski M, Nowicki J, Tuz R, Baker B, Bartlewski PM (2018) The influence

of azaperone treatment at weaning on reproductive function in sows: ovarian activity and endocrine
profiles during the weaning-to-ovulation interval. Animal12(10): 2089-2097.

Tato prdace byla financovand grantem 1IGA VFU Brno 105/2019/FVL



Vliv parenterilni aplikace vitaminu E a beta-karotenu biezim kravam na kvalitu Kolostra a
imunitni a zdravotni stav jejich telat

Mikulkova K., Kadek R., Urickova E., Odkladalova V.

Klinicka laborator pro velka zvirata, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka

univerzita Brno
Uvod

Udrzeni optimalniho zdravi telat m& vyznamny vliv na jejich produkci v budoucnosti a tedy i na
ekonomiku chovu. Nizkd koncentrace a-tokoferolu a -karotenu byla castéjsi v souvislosti s vysokou
mortalitou telat ve stad&'. U telat, kterym byl injekéné aplikovan vitaminovy piipravek (E, A a D)
byla zji$téna vy3si koncentrace IgG1 a téZ vyznamny vliv na jejich riist a imunitni odpovéd®?. Cilem
této studie bylo sledovani vlivu aplikace vitaminovych preparati (vitamin E a beta-karoten) biezim

kravam na biochemické a hematologické parametry a zdravotni stav jejich telat po porodu.

Material a metodika

V ramci pokusu bylo vybrano 30 biezich krav, které byly nasledné rozdéleny do tii skupin (kontrolni
skupina, 1. pokusna skupina - aplikace vitaminu E, 2. pokusna skupina - aplikace beta-karotenu). V
obdobi 10-14 dni pied porodem byl proveden prvni odbér krve u krav z v. coccygea media a zaroven
byl aplikovan vitaminovy piipravek dle skupiny (1. pokusna skupina - ADE inj. roztok, 2. pokusna
skupina - Carofertin). V den oteleni téchto krav byl proveden jejich druhy odbér krve a zaroven prvni
odbér krve u jejich telat z v. jugularis ihned po narozeni. Kolostrum krav bylo pribézné oddojeno a
pouzito k prvnimu (do 2 hodin po narozeni), druhému (do 6 hodin po narozeni) a tfetimu (na dalsi
den) napojeni telat a vzorek kolostra byl analyzovéan. Druhy a tfeti odbér krve u telat byl proveden 2
hodiny a 24 hodin po napojeni a pak ¢tvrty odbér 5-7 dni po porodu v obdobi pfechodu na mlécnou
vyzivu. V dobé 5-7 dni po porodu byl odebran zaroven i tieti vzorek krve u krav. Pti kazdém odbéru
telat byl sledovan a zaznamenan jejich klinicky stav (zZivotaschopnost, saci reflex, ptipadny vyskyt
priymi, flexorovych kontraktur). Stanoveni danych parametri v krevnim séru a v plné krvi bylo
provedeno v Klinické laboratofi pro velkd zvitata, VFU Brno. V krvi krav byly stanoveny nasledujici
parametry: vitamin E, beta- karoten, CB, albumin, BHB, NEMK, AST, bilirubin, gluk6za, UREA,
Ca, P, Zn, Cu, Mg. V krvi telat byly stanoveny nasledujici parametry: vitamin E, beta- karoten, CB,
albumin, glukéza, IgG, AST, GMT, bilirubin, kreatinin, UREA, Ca, P, Mg, Na, K. Vitaminy byly
stanoveny metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Stanoveni biochemickych

parametri bylo provedeno na automatickém biochemickém analyzatoru KONELAB 20XT.



Mineralni profil byl stanoven pomoci atomové absorpéni spektrometrie (AAS). U krav i telat bylo
provedeno zékladni hematologické vysetieni pomoci automatického hematologického analyzatoru
BC-2800 VET. V kolostru byl stanoven také vitamin E a beta- karoten. Stanoveni kvality kolostra

bylo provedeno pomoci refraktometru v jednotkdch BRIX.
Vysledky

Vysledné koncentrace vitaminil v séru krav jsou uvedeny v Tab 1. V ramci odbérii v den oteleni a
5-7 dni po porodu nebyly prokazany zadné statisticky signifikantni rozdily v koncentraci vitaminu
E v séru krav mezi 1. pokusnou skupinou (vitamin E) a ostatnimi skupinami (beta-karoten a
kontrolni skupina). Statisticky signifikantn¢ zvysend (P < 0,01) koncentrace beta-karotenu byla
zaznamenana u 2. pokusné skupiny (6,05 pmol/l) v porovnani s kontrolni skupinou (3,61 pmol/l) pfi
odbéru v den oteleni. Statisticky velmi signifikantni rozdil (P < 0,001) v koncentraci beta-karotenu
byl dale pozorovan mezi 2. pokusnou skupinou (5,35 pmol/l) a kontrolni skupinou (3,41 umol/l) 5-7

dni po porodu.

Tab 1: Koncentrace vitaminti v séru krav 10-14 dni ante partum, v den oteleni a 5-7 dni po porodu

10-14 dni a.p. den oteleni 5-7 dni p.p.
Parametry KO VitE BETA KO VitE BETA KO VitE BETA
Vit E X 5,91%4 6,55% 4,97¢ 4,69 4,67 4,13 4,27 3,85 3,79
pmol/l SD 1,26 1,43 0,63 0,73 1,34 1,07 0,58 1,03 0,64
bKar X 5,19%4 7,984 7,34% 3,61% 4,80 6,05 34140 4,66% 5,352
umol/l SD 1,34 2,73 1,56 0,94 1,54 2,06 0,51 1,21 1,07

x — stfedni hodnota; SD — smérodatna odchylka; signifikantni rozdily mezi skupinami v rdmci daného odbéru jsou zaznamenany
pomoci stejného znaceni: o, p — P < 0,05; A—P<0,01; a,b— P <0,001; KO — kontrolni skupina; Vit E — 1. pokusna skupina
(vitamin E); BETA — 2. pokusna skupina (beta-karoten); Vit E — vitamin E; bKar — beta-karoten

Vysledné hodnoty celkové bilkoviny, imunoglobulinii, vitaminu E, beta-karotenu a hematologickych
parametrt u telat jsou uvedeny v Tab 2. Koncentrace celkové bilkoviny byla statisticky vyznamné
zvySena u kontrolni skupiny ve vSech odbérech po napojeni v porovnani se skupinami pokusnymi.
Statisticky nejvyznamnéjsi rozdil byl pozorovan v ptipadé¢ odbéru 2 hodiny po napojeni mezi
kontrolni skupinou (59,0 g/l) a 1. pokusnou (49,6 g/l; P <0,001) a 2. pokusnou (49,1 g/I; P <0,001)
skupinou. Statisticky vyznamny rozdil v koncentraci vitaminu E u telat mezi jednotlivymi skupinami
byl pozorovan 5-7 dni po porodu. Koncentrace vitaminu E v séru telat 1. pokusné skupiny byla
v tomto obdobi nejvyssi (9,64 pmol/l) v porovnani s kontrolni (P < 0,05) a 2. pokusnou skupinou (P
< 0,01). Statisticky vyznamné (P < 0,01) zvySené koncentrace beta-karotenu byly pozorovany mezi

1. pokusnou skupinou a 2. pokusnou skupinou v odbérech 2 hodiny a 24 hodin po napojeni. Nebyly



zjiStény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami telat v rdmci jednotlivych odbérii v poctu
WBC. Na druhé stran¢ byly zaznamenany statisticky vyznamné¢ zvysené koncentrace hemoglobinu
u 1. pokusné (107 g/l; P < 0,01) a 2. pokusné skupiny (104 g/l; P < 0,05;) v porovnani se skupinou
kontrolni 2 hodiny po napojeni a také v rdmci odbéru 24 hodin po napojeni (98 g/l a 96 g/l vs. 30,3
%; P < 0,01). Signifikantné zvySend koncentrace hematokritu byla také pozorovéana u 1. pokusné
(39,9 %; P < 0,05) a 2. pokusné skupiny (40,1 %; P < 0,05) v porovnani se skupinou kontrolni 2
hodiny po napojeni a také v ramci odbéru 24 hodin po napojeni (35,0 % u obou pokusnych skupin
vs. 82 g/l; P<0,01). Rovnéz byl 2 hodiny po napojeni statisticky vyznamné zvyseny (P < 0,05) pocet
RBC u telat 2. pokusné skupiny (8,96 *10'%/1) v porovnani s kontrolni skupinou (8,14 *10'%/1).
Signifikantni pozitivni korelace byla zaznamenana mezi koncentraci vitaminu E v kolostru a
koncentraci vitaminu E v séru telat 24 hodin po napojeni (r = 0,3716; P < 0,05). Hodnoty BRIX
v kolostru signifikantné pozitivné korelovaly s koncentraci celkové bilkoviny a imunoglobulint
v séru telat v odbérech 24 hodin po napojeni (CB: r = 0,6578; P <0,001; IgG: r = 0,6286; P < 0,001)
a 5-7 dni po porodu (CB: r = 0,6640; P <0,001; IgG: r = 0,5546; P <0,01).

Tab 2: Hodnoty biochemickych a hematologickych parametrti v krvi telat bezprostfedné po porodu pied prvnim napojenim kolostrem,

2 hodiny po napojeni, 24 hodin po napojeni a 5-7 dni po porodu

pred napojenim 2 h po napojeni 24 h po napojeni 5-7 dni p.p.
Parametry KO VitE  BETA KO VitE BETA KO Vit E BETA KO VitE  BETA
CB X 56,5 473" 49.4° | 59,0 49,6 49,1° 84,7¢ 75,0 73,3¢ 81,14 71,3¢ 69,6*
g/l SD 3,6 3,1 2,0 5,1 4,0 2,4 10,9 11,5 13,8 8,6 7,1 10,5
IgG X 0,11* 0,19° 0,76 2,90 2,20 2,22 17,11 16,81 12,97 16,92 17,22 12,40
g/l SD 0,15 0,15 0,31 2,95 2,56 1,95 5,18 5,13 6,06 4,41 5,33 7,77
Vit E X 0,39 0,48 0,46 0,56 0,63 0,60 1,46 1,51 1,26 7,46%  9,64%A 6,834

umol/l SD 0,11 0,19 0,20 0,16 0,25 0,16 0,84 0,69 0,56 1,44 2,86 1,47

bKar X 0,71* 0,614 1,21%* 1,23 0,874 1,584 1,76 1,354 2,294 3,00 2,76 3,47

pmol/l SD 0,43 0,27 0,56 0,58 0,32 0,68 0,71 0,50 0,96 0,64 1,07 0,90

WBC X 12,3 10,7 11,4 14,5 12,2 12,1 11,2 12,1 11,3 8,7 8,0 9,8

*10°/1 SD 3,6 32 2,2 3,6 4,0 2,9 3,1 4,5 5,6 3.3 3,0 3,6

RBC X 8,86 9,26 9,05 8,14¢ 8,56 8,96* 7,49 8,37 8,11 7,45 7,88 7,83

*10'21 SD 0,75 1,29 1,05 0,73 1,14 0,63 0,73 1,15 0,64 0,63 1,35 1,10

HGB X 100 112 106 920A 1074 104¢ 82/B 984 96" 83 94 90

g/l SD 8 16 16 7 14 10 7 16 10 9 11 14

HCT X 38,5 433 40,9 34,9+ 39,9¢ 40,1 | 30,3~% 35,04 35,08 29,7 34,0 32,6




% SD 35 6,3 6,0 2,7 6,1 38 2,8 6,0 4,3 3,4 4,9 5,1

x — stfedni hodnota; SD — smérodatna odchylka; signifikantni rozdily mezi skupinami v ramci daného odbéru jsou zaznamenany
pomoci stejného znaceni: a, p — P <0,05; A, B— P <0,01; a,b— P <0,001; KO — kontrolni skupina; Vit E — 1. pokusna skupina
(vitamin E); BETA — 2. pokusna skupina (beta-karoten); CB — celkova bilkovina; IgG - imunoglobuliny; Vit E — vitamin E; bKar —
beta-karoten; WBC - leukocyty; RBC erytrocyty; HGB - hemoglobin; HCT — hematokrit

Zavér

Koncentrace vitaminu E se v séru krav vyznamné nezvysila po podani vitaminového ptipravku.
Vzhledem k tomu, Ze kolostrum se v mlécné zlaze vytvaii uz par tydnii pred porodem, je mozné, ze
mnozstvi vitaminu E obsazené¢ho v ptipravku bylo spotfebovano v kolostru. Na druhé strané,
koncentrace vitaminu E u telat v odbéru 24 hodin po napojeni vyznamné korelovaly s koncentraci
vitaminu E v kolostru. Koncentrace vitaminu E v séru telat 1. pokusné skupiny byla signifikantné
zvysSena v porovnani s kontrolni a 2. pokusnou skupinou 5-7 dni po porodu. Koncentrace beta-
karotenu v krvi krav 2. pokusné skupiny byla vyznamné zvySena v porovnani s kontrolni skupinou
krav v den oteleni a 5-7 dni po porodu. Avsak, korelace mezi hladinou beta-karotenu v krvi telat a
mnozstvim beta-karotenu obsazené¢ho v kolostru nebyla vyznamnd. Nebyly také pozorovany
statisticky vyznamné rozdily v koncentraci beta-karotenu mezi 2. pokusnou a kontrolni skupinou
v odbérech po napojeni kolostrem. Statisticky vyznamné zvySené koncentrace beta-karotenu byly
zaznamenany mezi 1. pokusnou skupinou a 2. pokusnou skupinou v odbérech 2 hodiny a 24 hodin
po napojeni. Nebyl prokazan vliv aplikace vitaminovych ptipravka na koncentraci WBC v krvi telat.
Toto zjisténi nekoresponduje s vysledky studii jinych autorti, které uvadi pozitivni vliv podavani
vitaminovych pfipravkll na imunitu telat. Naopak pocet RBC a koncentrace HBG a HMT byly
vyznamné zvysSené u telat 1. a 2. pokusné skupiny 2 hodiny a 24 hodin po napojeni. To by mohl
vysvétlovat fakt, Zze vitamin E a beta-karoten jsou sou¢asti antioxida¢niho obranného systému a chrani
fosfolipidovou membranu erytrocyti pied lipoperoxidaci. Obecné bylo prokazano, ze kolostrum
kontrolni skupiny bylo kvalitngj$i v porovnani se skupinami pokusnymi, jelikoz koncentrace celkové
bilkoviny u telat kontrolni skupiny byly vyznamné zvysené v rdmci vSech odbérovych skupin. Na
kvalitu kolostra ma vliv velké mnozstvi faktort. Zavérem lze fici, ze jednorazové injekéni podani
vitaminu E nebo beta-karotenu bfezim kravam pied porodem nemélo vliv na zvySeni koncentrace

celkové bilkoviny a imunoglobulint u telat.
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Vliv ¢asovani intrafolikularniho transferu oocytii na zisk blastocyst u mlé¢ného skotu
Vojtéch Kos, Aneta Koudelova, Tomas Palenik
Klinika chorob prezvykavcu a prasat, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a farmaceuticka

univerzita Brno

Uvod

Vyuziti transvaginalni ultrasonografické punkce vajecniki u skotu se stale rozsifuje. V sou€asnosti
je pouzivana k odbéru materialu z vaje¢nikii nebo k aplikaci biologicky ucinnych latek piimo do
vaje¢nikll. Jednoznacné nejrozsifenéjsi je metoda transvaginalni aspirace folikull, kterd slouzi
rutinné v praxi k ziskavani oocytii pro in vitro produkci embryi (IVP) (1). Jiné aplikace jsou jiz
podstatné tidSi (odbér folikuldrni tekutiny k endokrinologickym a metabolickym analyzam,
transvaginalni injekce do folikuld) (2, 3, 4). V soucasnosti se metoda transvaginalni ultrasonografické
punkce vajecnikl zacina pouzivat k injekci oocytti do preovulacniho folikulu (intrafollicular oocyte
transfer - [FOT). Je to technika vyuzivana jen n€kolika svétovymi pracovisti (5, 6), ktera predstavuje
jak rozsifeni moznosti in vivo studia finalni faze maturace oocytli ve folikulu, tak i perspektivni
alternativu pro klasickou produkci embryi in vitro. Podstatou IFOT je injekce oocytil ziskanych od
darce do preovulacniho folikulu pfijemce a naslednd inseminace pfijemce. Injektované oocyty
podstupuyji in vivo maturaci ve folikulu a po ovulaci jsou ve vejcovodu oplozeny a pokracuji ve vyvoji.
Osm dnii po IFOT jsou vyplachem délohy piijemce ziskdna sedmidenni embrya, se kterymi Ize déle
manipulovat. Tento postup obejde proces maturace, fertilizace a kultivace v prostiedi in vitro a
embrya takto ziskana maji na rozdil od [IVP embryi vlastnosti shodné s ex vivo produkovanymi embryi
(5). Nase pracovisté disponuje vybavenim vlastni konstrukce umoziujicim provadét IFOT relativné
jednoduse a snadno. Nicméné metoda IFOT vSak zatim neposkytuje vysledky kvantitativné
srovnatelné s IVP, neni metodicky dokonale zvladnuta a poskytuje nevyrovnané vysledky. Cilem
studie je proto modifikace ptivodni metodiky IFOT se zaméfenim na posun ¢asovani zakroku béhem

synchronizace piijemct a hodnoceni vlivu maturace oocytl in vitro na vysledky IFOT.

Material a metodika

Pro experimenty mély byt vyuzity oocyty odebrané z jatecnych vajecnikii podle standardni
metodiky. Pokus je rozdélen do 4 experimenti: Experiment 1: Aplikace média PBS do fijového
folikulu jeden den pted ovulaci (D -1), Experiment 2: Intrafolikularni transfer ¢estvé odebranych

jatecnych oocytli do fijového folikulu jeden den pted ovulaci (D -1), Experiment 3: Kontrolni
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intrafolikularni transfer in vitro maturovanych jatecnych oocytii do fijového folikulu v den ovulace
(D 0), Experiment 4: Kontrolni produkce embryi in vitro. Bylo planovéano provést 40 akci IFOT a
pienést celkem 800 oocyti. M¢l byt hodnocen bude pocet znovu ziskanych oocytli/embryi a jejich
kvalita, vliv punkce dominantniho folikulu v D-1 ptfed ocekdvanou ovulaci na pribéh ovulace, a

provedeno srovnani ziskanych struktur mezi pokusnymi skupinami.

Vysledky

Harmonogram projektu byl posunut z divodu reakreditace zvifetniki FVL. VFU neméla
opravnéni k drzeni pokusnych zvifat a proto aktivity na zivych zvifatech mohou byt realizovany az
nyni po schvaleni projektu pokusti. Doposud byla realizovana ¢ast projektu v podminkéch in vitro
(testovani vhodnych inseminacnich davek, produkce embryi in vitro z jatecnych vajecnikil). Pokus

dale pokracuje z vlastnich zdrojti a bude dokoncéen v plném rozsahu.
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Role klinické a faremni diagnostiky v piesné diagnoze a cilené terapii mastitid dojnic

vyvolanych G+ bakteriemi, véetné hodnoceni acinnosti 1é¢by

Josef PraSek, Martin Plesko, Kristyna Geboliszova
Klinika chorob prezvykavcit a prasat, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceutickd

univerzita Brno

Uvod
Mastitida je nejCastéjsi indikaci pro pouziti antimikrobik v intenzivnich chovech mlé¢ného skotu.
V posledni dekadé dochazi k vyraznému posunu ve vyskytu jednotlivych patogenti mlééné zlazy,
pfi¢emz piibyva piipadl, které jsou jiz bakteriologicky bez ndlezu. Je popsano, ze az v poloviné
pripada klinickych mastitid pouziti antimikrobik neptindsi zadny efekt (Ruegg, 2018). V praxi je
ovSem znac¢né rozSifeno pouzivani Sirokospektrych antibiotik napt. cefalosporint 3. a 4. generace.
Vzhledem k rostoucimu poctu zachyti izolatd se ziskanou rezistenci neni nadale mozné pouziti
antimikrobik bez odpovidajici diagnostiky a je tfeba kazdé rozhodnuti o 1é€bé podlozit prikazem
puvodce a to se zaméfenim na pouziti uzko spektralnich latek. To také predpoklada navrh nové
legislativy EU v oblasti pouziti antimikrobik ve veterindrni mediciné. Zasadni inovaci pfinesl koncept
faremni kultivace vzorkl piimo na farmé, ktery umozituje rychlé rozpoznani piivodce a nasazeni
odpovidajici 1éc¢by. Cilem prace bylo vyuzit rychlé stajové diagnostiky s kultivaci na farmé ke zvySeni
ptesnosti stanoveni diagndzy klinickych a subklinickych mastitid se zamétenim na Gram+ ptivodce:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis (véetné CAMP pozitivnich
kmenil), Streptococcus dysgalactiae, Trueperella pyogenes a vybrané koaguldza negativni
stafylokoky. Z gram negativnich patogent byly sledovany E. coli a Klebsiella spp. V ndvaznosti na
to navrhnout postup racionalni stajové diagnostiky, vcetné optimalni volby antimikrobik pro 1écbu
bez pouziti cefalosporinti 3. a 4. generace. Dalsim cilem bylo vyhodnotit i¢innost pouzitych postupti
antimikrobialni terapie vcetné ptipadl, kdy nebyla pouzita, a dosdhnout tak zasadniho omezeni

spotieby antibiotik pro 1écbu nezdvaznych klinickych mastitid.

Material a metody
Studie byla provedena ve dvou vybranych chovech, kde jiZ byla stajova diagnostika zavedena. Nové
ptipady klinickych mastitid byly klinicky vySetfeny a vyhodnoceny podle zdvaznosti na 3 stupné:
1. Zménéné mléko
2. Zménéné mléko a lokalni piiznaky zanétu na postizené Ctvrti

3. Systemicka mastitida — s naruSenim celkového zdravotniho stavu
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Izolaty ziskané kultivaci na farm¢ byly vySetfeny rychlymi testy (katalazovy, koaguldzovy,
eskulinovy, CAMP) pro ptedbéznou identifikaci druhu v podminkach farmy. Tyto vysledky byly
podkladem pro stanoveni individudlniho 1é¢ebného protokolu pro Gram+ ptivodce. Pro 1é¢bu byl na
zéakladé diivéjsi znalosti citlivosti k antibiotikiim pouZit penicilin a v n€kterych ptipadech amoxicilin.
A to v intramamarnim i systemickém podéani po dobu 3 dnti v pfipad¢€ penicilinu a 4 dnti v piipadé
amoxicilinu. Pfipady s Gram— néalezy a vzorky bez kultiva¢niho nalezu nebyly léceny antibiotiky.
Vybrané kultury pak byly pro konfirmaci vySetieny v laboratoti Ustavu infekénich chorob a
mikrobiologie, FVL, VFU Brno metodou MALDI TOFF za ucelem ptesné identifikace druhu
puvodce. Mastitidy 1é¢ené antibiotiky byly 7. den po ukonceni terapie klinicky vySetfeny a znovu
odebrany k mikrobiologickému vySetieni za ucelem ovéteni klinické a bakteriologické ucinnosti
1é¢by. Pripady mastitid bez 1éCby antibiotik byly 7. den po prvni kultivaci opakované vysSetfeny
klinicky a kultivaéné. Bylo stanoveno procento klinicky vylééenych piipadli a procento
bakteriologicky vylécenych ptipadu.

Na zakladé poctu somatickych bunék stanoveného ze vzorku mléka pro kontrolu uzitkovosti byly
vytipovany kravy se subklinickou mastitidou. Ctvrté dojnic byly vysetfeny stajovym NK testem a na
zéklad€ jeho vysledku byly odebrany ctvrtové vzorky mléka ke kultivaci. Identifikace izolatd na
uroven druhu byla provedena obdobné jako u klinickych ptipadi. Na zéklad€ vysledku byl navrzen

individualni 1é¢ebny protokol.

Vysledky
Vysledky klinického vySetteni jsou shrnuty v tabulce €. 1. Klinické mastitidy pouze se zménénym
mlékem (stupeni 1) se vyskytovaly v 89 % na farmé A a v 93 % na farmé B, coz dokazuje, Ze na obou

farmach je zacviCeny persondl schopen v¢asného rozpoznani novych klinickych ptipadu.
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Tabulka €. 1. Vysledky klinickych vySetfeni krav s mastitidou

Klinické vySetieni T;ag’l(()):[%z
St.1 St.2 St.3 Celkem
Farma A 41 4 1 46 6
% 89 9 2 100 13
Farma B 56 3 1 60 3
% 93 5 2 100 5
Klinické vySetteni 7.den po 1écbé ATB Teplota >
nebo 7. den po 39,0°C
St.0 St.1 St.2 St.3 Celkem
Farma A 39 6 1 0 46 1
% 85 13 2 0 100 2
Farma B 56 3 1 0 60 2
% 93 5 2 0 100 3

ZvySena teplota byla zjiSténa pouze v 13 % pfipadii na farmé A a v 5 % ptipadl na farmé B.

Na obou farmach ptevazovaly Gram pozitivni nalezy, jak ukazuje tab. €. 2. Na farmé A dominovaly
streptokoky (47 %) a (31 %) koagulaza negativni stafylokoky (CNS). Bez nalezu bylo 16 % ptipada
a E. coli byla ptivodcem v 6 % ptipadi. Na farmé B byla situace podobna s ptrevahou CNS (44 %)

oproti streptokoktim (34 %). CAMP pozitivni Streptococcus uberis nebyl zachycen. Bez nalezu

bylo 10 % vzorki a ostatnich Gram negativnich izolatd spole¢né s E. coli a Klessiella spp. bylo 12

% ptipadi.

Tabulka €. 2: Bakteriologické nalezy z faremni kultivace

Bakteriologické nalezy

Streptoc. Eslfu'lin’ CAMP CNS Bez Eec. Klebsiella Gram - | Celkem
Spp. pozitivni test nalezu Spp.
farma | g 14 |Negativni| 16 | 8 3 0 0 51
% 47 58 31 16 6 0 0 100
Fag‘“‘ 21 5  |Negativni| 27 6 1 2 5 62
% 34 24 44 10 1,5 2,5 8 100
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Na farmé A bylo [é€eno antimikrobiky pouze 55 % vsech klinickych ptipadtd. U 45 % piipadi byla
zvolena symptomaticka 1é¢ba. Na farmé B obdobné 53 % ptipada bylo 1éceno a 47 % nebylo 1é¢eno
antibiotiky, jak je uvedeno v tab. ¢. 3. Na obou farmach jsme dosahli shodné 88% tspé&snosti 1é€by
pii pouziti uzko spektralnich antimikrobik.

U subklinickych mastitid je situace jesté ptiznivéjsi, pficemz na farmé A bylo 1é¢eno pouze 28 %
ptipadt a na farmé B 30 % pftipadi. NejcastejSim nalezem jsou shodné CNS (63 % farma A a 47 %
farma B). Streptokoky se vyskytovaly v 13 % piipadi na farmé A a v 20 % ptipadi na farmé B.
Vysledky ziskané z vySetieni subklinickych mastitid shrnuje tab. ¢.4

Tabulka ¢. 3: Efektivita antimikrobidlni a symptomatické 1éCby

Efektivita 1é¢by antimikrobiky

Pivodce
Strep. CNS Bez E.c. Klebsiella Gram - | Celkem | %
spp. nalezu Spp.
Léceno ATB 24 2 0 1 0 0 27 55
Neléceno ATB 0 12 3 7 0 0 22 45
49 100
Farma | Nalez 7. den po 1é¢bé nebo |  Strep. CNS Bez EC Klebsiella Gram - | celkem | %
A 7. den spp. nalezu Spp.
Negativni 21 11 3 8 43 88
SniZeni poctu kolonii 3 3 6
Shodny nélez opakované 0 3 3 6
Efektivita 1é¢by antimikrobiky
Strep. CNS Pez E.c. Klebsiella Gram - | Celkem | %
spp. nalezu Spp.
Léceno ATB 18 12 0 0 0 0 30 53
Neléceno ATB 2 12 4 2 1 6 27 47
57 100
Farma Nalez 7. den po 1écbé, Strep. CNS Bez Eec. Klebsiella Gram - | Celkem | %
B nebo 7. den spp. nalezu Spp.
Negativni 15 22 4 2 1 6 50 88
SniZeni poctu kolonii 3 3 5
Shodny nélez opakované 2 2 4 7
57 100
Jind infekce 3 2
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Tabulka €. 4. Bakteriologické nalezy a 1écba antimikrobiky u subklinickych mastitid.

Subklinické mastitidy

Strep. cNs | sA ]?ez Eec. Corynebacterium Kvasinky Bacillus Celkem o
spp. nalezu spp. spp.
Farma A 13 66 1 6 8 7 2 1 104 100
Léceno ATB| 11 17 1 0 0 0 0 0 29 28
Zaprahnuto
ATB 2 2 2
Kontaminace 1 1
Strep | 5. ong | sa Bez E.c. Corynebacterium | o, ioky | Celkem | %
Spp | agal. nalezu spp.
Farma B 29 13 69 0 16 9 11 1 148 100
Léceno ATB| 18 12 10 0 0 0 3 0 43 30
Zaprahnuto
ATB 11 1 12 8
Kontaminace 21 15

Pouzité zkratky: SA: S. aureus; E.c. : E. coli; CNS: koagulaza negativni stafylokoky; G-: ostatni gram

negativni (mimo E. coli a Klebsiella spp.); ATB: antibiotika (antimikrobika);

Zavér

Vysledky ziskané faremni kultivaci potvrzuji trend zmény vyskytu jednotlivych ptivodcti mastitid.

Ve studii nebyly zachyceny CAMP pozitivni kmeny Streptococcus uberis. Vyuzitim faremni

kultivace doslo k vyznamnému snizeni spotieby antimikrobik pii 1é€bé klinickych i subklinickych

mastitid. Cilena 1écba pfinédsi vysokou miru efektivity jak na klinické, tak na bakteriologické tirovni.

Seznam literatury:

Ruegg P. (2018): Making antibiotic treatment decisions for clinical mastitis. Vet. Clin. Food Anim.:
34,413 —425.

Tato prace byla financovand grantem IGA VFU Brno 117/2019/FVL
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Identifikace a genomicka charakterizace kmenii Kkaliciviru kocek

Dana Lobova!, Jana Mariankova'
Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterinarni

a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Felinni kalicivirus (FCV) je jednim z vyznamnych virovych ptivodcti onemocnéni hornich dychacich
cest kocek. Hlavni symptomy onemocnéni zahrnuji ulceraci sliznice dutiny Ustni a zanét
v orofaryngealni oblasti. Onemocnéni je ¢asto provazeno rinitidou a konjunktivitidou.! Kalicivirus
kocek je maly, neobaleny sféricky virus pattici do celedi Caliciviridae, rod Vesivirus. Jeho maly
genom obsahujici ssSRNA zajistuje viru vysokou adaptabilitu a variabilitu pod selektivnim tlakem
imunitniho systému hostitele, ¢imz vznikaji nové antigenni varianty viru?>. Vakcina¢ni kmeny, které
jsou soucasti komercéné dostupnych vakcin, poskytuji zviratim pouze ¢asteCnou ochranu a bohuzel
se ne¢které patogenni kmeny 1iSi od vakcinacnich. Sekvenovani genomu viru a evidence kmeni
cirkulujicich v populaci kocek v urcité oblasti (Morava) by mohlo byt vyraznym benefitem pro
pripravu vakciny obsahujici vice aktualnich vakcina¢nich kment. Tim by se vyrazné zvysila jeji
i¢innost v chovech kodek?>.

Nasim cilem je identifikovat pozitivni izolaty kaliciviru molekuldrnimi metodami i kultivaci viru na
bunécéné kultufe a definovat kmeny kaliciviru na Urovni genomu za pouziti sekvenovani jak
kapsidového proteinu, tak celého genomu. Mapovat rozdilnost individualnich izolatd FCV v populaci

kocek a vysledky studie porovnat s evropskymi kmeny.

Material a metodika

Odebirané vzorky: Odbéry suchych stért hornich dychacich cest, nejlépe stéry orofaryngeélni a stéry
z bukdlni sliznice a dasni, byly ziskdvany od kocek pacienti KCHMZ Brno, pacienti soukromé
veterinarni ambulance v Brné a z nékolika moravskych domacich chovi. Vzorky pochazely od zvitat
s klinickymi pfiznaky. V obdobi trvani projektu se vySetfil soubor 292 zvifat. Vzorky byly
transportovany do klinické mikrobiologické laboratoie dle standardnich teplotnich podminek (4°C)

a uchovavany pfi teploté -20°C.
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Identifikace felinniho kaliciviru (FCV): Z téchto vzork byla izolovdana RNA pomoci extracniho kitu
NucleoSpin RNA. Zakladni screening smétujici k prikazu FCV v téchto vzorcich byl proveden

metodou nested RT- PCR a RT-qPCR.

Izolace viru: Stéry resuspendované ve fyziologickém roztoku od PCR pozitivnich kocek byly dale

vyuzity pro izolaci viru na bunécné linii koci¢ich ledvin CRFK a po 24h a 48h analyzovany.

Sekvenovani: NamnoZzené pozitivni izolaty viru byly nasledné znovu podrobeny RT-qPCR a RNA
byla transkribovana do cDNA podoby kitem Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche).
Dale byla provedena analyza kapsidového proteinu (4048 bp) metodou PCR, vysledné pozitivni
useky byly sekvenovany v Macrogen, Amsterdam a similarita kmenti porovnana s izolaty ve svété
(GenBank databaze). Z téchto pozitivnich nalezl bylo vybrano 5 kandidati (pozitivnich izolath)
vhodnych pro analyzu NGS.

Vysledky

V nasi studii byla vytvofena kolekce 292 vzorkl suchych tamponovych stérti z orofaryngu nebo
postizené dasné. Metodami RT nested PCR a qPCR byla identifikovdna RNA u 37 (12.7%) kocek. U
33 vySetfovanych kocek byla popséna klinickd anamnéza typicka pro kalicivirus, jako jsou
stomatitida, eroze na bukalni sliznici, zdufeni a zarudnuti dasni, inapetence a respiracni syndrom.
Ctyfi pozitivni kogky byly bez klinickych piiznakt, avsak u dvou koc¢ek byl diagnostikovan pouze
slabé pozitivni vysledek vysetieni. Pii porovnani vyskytu mezi pohlavim (p = 0,836) i mezi vékovymi
kategoriemi zvifat (mladsi nez 1 rok, 1-3 roky, starsi 3 let) (p = 0.5207) nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil (p > 0.05). Pfi porovnani vyskytu FCV u kocek rtiznych chovii (indoor, outdoor,
utulek) byl detekovan vysoce vyznamny statisticky rozdil mezi indoor ko¢kami a kockami z utulku

(p=0.001).

Celkem patnacti pozitivnimi izolaty ve formé¢ suspenzi byly infikovany bunécné monolayery linie
Crandell-Rees feline kidney a byl detekovan vyrazny cytopaticky efekt za 24 nebo 48 hodin po
inokulaci virem. Konfirmaci vzorkl sekvenovanim a porovnanim s databazi Gen Bank byla potvrzena
pfitomnost felinniho kaliciviru. Bylo provedeno NGS sekvenovani péti vybranych kandidati.
Sekvence jednoho terénniho izolatu z Jizni Moravy (Holubice) byly analyzovany a porovnéany s
vakcina¢nim kmenem F9 programem Geneious. Zjistili jsme minimalné jeden lokus, ve kterém se
tyto dva kmeny od sebe 1i§i. Vakcina¢ni kmen F9 se lisi v sekvenci aminokyselin v pozici 944-958,

jedna se o pozici v sekvenci AB643784 F9 dle databaze GenBank.
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Celkovy pocet vysetienych kocek

Celkovy pocet vysetienych kocek 292

Pocet pozitivnich z celkového poctu 37 (12,7%)

Porovnani vyskytu FCV mezi pohlavimi Pozitivni Negativni
Samice/celkovy pocet vySetfenych= 157 21 (13%) 136
Samci/celkovy pocet vySetitenych=135 16 (12%) 119
Porovnani vyskytu FCV mezi jednotlivymi vékovymi kategoriemi | Pozitivni Negativni
Mladsi nez 1 rok/Vysett.73 12 (16,4%) 61

1-3 roky/vysett.100 12 (12%) 88

Starsi nez 3 roky/vysett. 119 13 (11 %) 106
Porovnani vyskytu FCV podle zpiisobu chovu Pozitivni Negativni
Indoor/vysett. 167 16 (9.5%) 151
Outdoor/ vysett. 100 12 (12 %) 88
Utulek/vysett. 25 9 (36 %) 16

Tabulka 1: Vysledky vysetreni
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Obrdazek 1: Terénni kmen Holubice, parcialni PCR
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Obrazek 2: Porovnani nukleotidovych sekvenci vakcinacniho kmene F9 s terénnim kmenem Holubice. NGS sekvenovani
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Zavér

Nasim cilem bylo zavést metody komplexni laboratorni diagnostiky FCV a zafadit je do bézné
laboratorni praxe. Byly testovany stéry kocek riznych kategorii a sledovdna incidence vySe
zminénych patogenii v CR. Z obrazku &. 2 jsou patrné rozdily v nukleotidovych sekvencich terénniho
kmenu Holubice v porovnani s vakcinaénim kmenem F9, ostatni Ctyfi terénni kmeny analyzované v

oblasti kapsidového genu NGS sekvenovanim jsou nyni ve fazi analytického zpracovani.

Seznam literatury:
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Identifikace kandidatnich polymorfnich markeri asociovanych s persistenci viru FCoV
v trusu kocek

Jana Bubenikova', Jana Vrabelova?®, Petra Cerna’, Dana Lobova?, Martin Plasil', Karla Stejskalova'
Jan Futas', Petr Hotin'
Ustav genetiky!, Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie?, Klinika chorob psii a kocek?

Fakulta veterindarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

FCoV je virus z ¢eledi Coronaviridae napadajici koCkovité Selmy. Forma FCoV ozna¢ovana FECV
se nachazi ve stievé a zpisobuje pouze mirn€¢ probihajici onemocnéni traviciho traktu. FECV se
v chovech s vysokou koncentraci kocek vyskytuje az u 90% z nich. V organismu infikovanych
koc¢ek muze v disledku mutaci vzniknout forma FIPV, kterd je ptivodcem fatdlniho onemocnéni
felinni infekéni peritonitidy (FIP)!. Ve vztahu k t¢inkim FECV na organismus je pozorovéna znacna
individualni variabilita. Mala ¢ast kocek je odolnych k FECV a infekce se u nich nerozvine. Nejvyssi
procento jedinct jsou transientni nosici bez klinickych ptiznakl infekce. Ti jsou vnimavi k nakazeni
virem FECV, avSak efektivnimi obrannymi mechanismy ho ze svého organismu eliminuji. Posledni
skupina koc€ek pak zlstava dlouhodobé¢ infikovanych, virus FECV vylu€uji trusem a §ifi ho do
prostiedi. Tito persistentni vylucovatelé viru piestavuji nejrizikovéjsi skupinu pro vznik mutaci
generujicich FIPV, protoze riziko vzniku mutace roste s dobou persistence v organismu. Prvnim
cilem projektu proto bylo pomoci virologickych metod vypracovat postup identifikace rizikovych
jedincii dlouhodobé vylucujicich virus.

Persistenci FECV v organismu ovliviiuji faktory prostfedi, hostitele i piivodce. U hostitele jsou
dilezitymi faktory vykonnost imunitniho systému, stafi, plemeno a genetické zalozeni. V tomto
kontextu bylo identifikovano nékolik kandidatnich genti pro vnimavost k FIP??, avsak o genetické
predispozici k nosiéstvi viru nejsou zddné informace. Druhym cilem projektu tedy bylo navrhnout
soubor polymorfnich molekuldrnich markert vyuzitelnych pomoci asociacnich analyz k urceni

jedinci geneticky predisponovanych k persistentnimu vylu¢ovani FCoV v trusu.
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Material a metodika
Odbery trusu a krve
Vzorky trusu byly sbirany ve spolupraci se soukromymi chovateli koéek z riznych kraji v CR. Kazdy
chovatel podepsal informovany souhlas s ucasti v projektu a provedl dle ptipravené Metodologie pro
chovatele odbér trusu do pfedem rozeslanych zkumavek. Pro del$i uchovéani vzorki byl pouzit 1 ml
stabilizatoru RNA- RNA later (Sigma) ve sterilni zkumavce. Vzorky byly uchovany v lednici do
doby transportu do virologické laboratote. Byly provedeny tfi odbéry vzorkli ve dvoumésicni periode.
1. odbér probihal postupné duben - Cerven, 2. odbér Cerven -zafi, 3. odbér zaii- listopad. Vzorky krve
o objemu 1-3 ml byly odebrany do sterilnich zkumavek s EDTA na Klinice chorob pst a kocek na
VFU nebo soukromymi veterinarnimi lékati chovatela.
Virologické vysetreni. Byla provedena izolace RNA z trusu komercénim kitem NucleoSpin® RNA
Stool (Macherey Nagel), pfepis RNA do cDNA kitem Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche) a priikaz virové RNA metodou nested RT -PCR a qPCR. V prvnim kole byly soubézné
vyuzity ob¢ analyzy, ve druhém a tfetim odbéru byla pouzita qPCR. Navrzeni a optimalizace qPCR
bylo rovnéz soucasti tohoto projektu. Vysledky byly zaznamenany elektronicky a dale statisticky
vyhodnoceny.
Genetické vysetreni. Ze vzorkl periferni krve byla pomoci kitu NucleoSpin® Blood (Macherey
Nagel) izolovana genomickda DNA. Jako kandidatni geny byly zvoleny geny s ptredpokladanym
vztahem k dlouhodobému nosiéstvi koronavirti. Byly navrzeny primery pro PCR, jednotlivé geny
byly amplifikovany a amplikony sekvenovany na NGS sekvenatoru [llumina Miseq. Ziskana NGS
data byla zpracovana standardnimi bioinformatickymi metodami a vyuZita k detekci polymorfismi v

kandidétnich genech.

Vysledky

Virologické vysetreni. Projektu se GiCastnilo 24 chovatela vlastnicich ve vétSin€ ptipada Cistokrevné
kocky 14 plemen. VSichni jedinci pochazeli z domécnosti s vice ko¢kami, pfipadné byly diive
prokazatelné v kontaktu s jinymi jedinci. Celkovy pocet kocek vstupujicich do studie byl 77, pticemz
jedna kocka byla vyfazena po prvnim odbéru z divodu thynu na nésledky brani¢ni kyly, druha
uhynula po druhém odbéru trusu po komplikacich spojenych s odbérem krve. Dalsi ¢tyfi kocky
ptestaly byt sledovany po druhém odbéru z diivodu ukonéeni spoluprace majitel. Virologicky bylo

vySetieno celkem 227 vzorki trusu, vysledky jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach.
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Tab. 1. Vylu¢ovani FCoV v jednotlivych odbérech

Virologicky status Den 0 2 mésice 4 mésice
FCoV pozitivni 40 52 54
FCoV negativni 35 23 15
Prevalence vyluc¢ovani FCoV (%) | 53,3 69,3 78,3

Tab. 2. Dynamika vylucovani FCoV v pribéhu studie

Negativni ve vSech odbérech 20
Negativni -> pozitivni 8
Pozitivni -> negativni 15
Pozitivni ve vSech odbérech 29
Negativni -> pozitivni -> negativni 3

Geneticke vysetieni. Pro tcely genetického vySetfeni byl sestaven zakladni panel 61 kocek riizného
puvodu, uréeny k identifikaci polymorfnich markert ve vybranych genech a slouzici jako podklad
pro rozhodnuti o vyuzitelnosti k navazujicim asociaénim studiim. Spolu se skupinou kocek
podrobenych virologickému sledovani taky byla extrahovéana a vySettena DNA z celkem 132 vzorkt
periferni krve. Na zakladé in silico analyzy bylo vybrano 9 kandidatnich gent, konkrétné MHC tiidy
I (FLAI-K), MHC tfidy IT (DRA a DRB), geny receptorit NK bunck (NCR1, NCR2, NCR3) a dalsi
geny souvisejici s mechanismy piirozené obrany proti virové infekci (IFNB, IFNL, IFNLR).

Dosazené vysledky genetickych analyz vyjadiuji nize uvedené tabulky.
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Tab. 3. Kandidatni geny a zjiSténé polymorfismy

GEN
DELKA POCET SNP
nazev symbol funkce
cytokin, pfirozena imunita
INTERFERON LAMBDA 1 IFNLI 14 092 bp 145
proti virim
INTERFERON LAMBDA
IFNLRI receptor pro IFNL 9 664 bp 88
RECEPTOR 1
cytokin, pfirozena imunita
INTERFERON BETA 1 IFNBI 2095 bp 20
proti virim
NATURAL
CYTOTOXICITY NCRI receptor NK bun¢k 3839 bp 28
TRIGGERING RECEPTOR 1
NATURAL
CYTOTOXICITY NCR2 receptor NK bunck 9640 bp 122
TRIGGERING RECEPTOR 2
NATURAL
CYTOTOXICITY NCR3 receptor NK bunék 5606 bp 20
TRIGGERING RECEPTOR 3
MHC CLASS II ANTIGEN
DRA prezentace antigentl 5100 bp 8 v CDS (0 v exonu 2)
DRA
MHC CLASS II ANTIGEN ) V procesu bioinformatické
DRB prezentace antigend 1505 bp
DRB analyzy
MHC CLASS I ANTIGEN V procesu bioinformatické
FLAI-K Prezentace antigenti 1504 bp
ALPHA CHAIN analyzy

Pouzité zkratky:

NK - natural killer bp - base pairs SNP - single nucleotide polymorphism CDS - coding sequence

Pro tyto kandidatni geny byla provedena amplifikace a sekvenovani také u souboru kocek jiz

podrobenych virologickému vySetfeni s charakterizovanymi fenotypy nositelstvi koronaviri. Nyni

probiha bioinformatickd analyza dat.
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Zavér

Vysledky virologickych vySetieni poskytly dilezité informace o dynamice vylu¢ovani FCoV. Byly
zjiStény znacné odliSnosti od udaji uvadénych literaturou vylu¢ovani FECV se zd4 v podminkach
nasi studie mnohem delsi. S cilem plné postihnout variabilitu potiebnou pro nasledné asociacni
analyzy byl proto dalsi odbér odlozen o tfi mésice, coz umozni spolehlivé identifikovat dlouhodobé
vyluCovatele.

Ve studovanych genech byl prokdzdn dostateCny polymorfismus v podobé desitek
jednonukleotidovych polymorfismii SNP. Nalezené markery jsou vyuzitelné jako nastroje k hledani
asociaci mezi nosic¢stvim a genetickym zalozenim kocek.

Vysledky budou vyuzity k asociacnim analyzam s cilem ptispét k pochopeni patogeneze infekce FIP,
k definici preventivnich opatfeni v chovech, k vyhledavani chovatelsky rizikovych zvifat a

potencialné i k designu diagnostického testu urcujiciho vnimavost jedincti k infekci FCoV.
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Porovnani vysledki mikrobiologické kultivace a PCR detekce patogenii v télnich tekutinach

septickych h¥ibat
MVDr. Katarina Tothova, MVDr. Olga Dobesova, MVC Tereza Polakova
Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

Neonatalni sepse je jednou z hlavnich pfi¢in morbidity a mortality novorozenych hiibat. Rychlé a
pfesné stanoveni puvodce onemocnéni a moznost cilené antibiotické terapie vyrazné zvysuje
pravdépodobnost rychlého a uspésného zvladnuti septického stavu. Mikrobiologicka kultivace
patogenti z krve hiibéte je dodnes povazovana za zlaty standard pro stanoveni definitivni diagnézy
neonatalni sepse. Podstatnou nevyhodou této metody je vSak jeji ¢asové prodleni, nebot’ vysledky
hemokultivace byvaji dostupné minimaln¢ za 5 dni od doruceni vzorku do laboratofe a antibioticka
terapie je proto u kritickych pacient pouze empirickd, nikoliv kauzalni. PCR detekce patogenti je
rychlé a vysoce senzitivni metoda a vysledky jsou dostupné od 6 do 24 hodin po doruceni vzorkt do

laboratofe.

Septicka artritida vznika u septickych hiibat hematogennim rozsevem z primarniho mista infekce.
Z dtvodu rychlé destrukce struktur postizeného kloubu (kloubni chrupavky, kostni podklad) je pro
zachranu kloubu kriticky dalezity vyplach kloubu se soucasnou agresivni antibiotickou terapii idealn¢
zalozenou na detekci kauzalniho agens. Kromé ¢asové naroc¢nosti je vSak u mikrobiologické kultivace
patogent ze synovidlni tekutiny zndma jeji nizka senzitivita. FaleSn¢ negativni vysledek je ziskan u
20 az 70 % vzorkd. Vys$si zachyt patogent je popisovan pii odbéru synovialni membrany/ fibrinu
z postizené¢ho kloubu. Vlastni ziskani vzorka je ale u neonatalnich hiibat obtizné, nebot’ fibrin se
prostou punkci kloubu jehlou nemusi ziskat a k odbéru synovidlni membrany je nutno podrobit
pacienta artroskopickeé revizi kloubu, k ¢emuZ neni majitel hiibéte vzdy svolny. Naproti tomu je PCR
detekce patogenli v synovidlni tekutin€ diagnosticky citlivéjsi metodou, kterd je provadeéna

s uspéchem u lidi a u pst.

Cilem projektu bylo porovnat spektrum patogent zachycenych metodou mikrobiologické kultivace a
kvantitativni PCR pandetekce v synovidlni tekutin€ a krvi u hfibat trpicich neonatalni sepsi a/nebo

jejich nasledkt. Projekt se skladal ze dvou dil¢ich cilt:

1. Vyhodnotit rozdily hemokultivace a PCR detekce patogent v krvi hiibat s neonatélni sepsi.

27



2. Vyhodnotit rozdily vysledkii kultivace a PCR detekce v synovidlni tekutiné u hiibat trpicich

septickou artritidou.
Material a metodika

Regitelsky tym vysetiil 46 hiibat mladsich tficeti dni, pfijatych na Kliniku chorob koni Brno, nebo
Veterinarni kliniku Hefmantiv Méstec. U vSech hiibat byla odebrana detailni anamnéza. Hiibata
s podezienim na neonatdlni sepsi byla dale klinicky, paraklinicky a laboratorné vySetifena
(hematologie, biochemie, hladina imunoglobulinli G). Na zdklad& vysledkl vySetfeni byla hiibéti
ptidélena hodnota septického skore dle modifikovaného systému hodnoceni dle Wonga et al. (2018).
Do studie byla zahrnuta hiibata s vysledkem septického skore nad 10 bodu a dale hiibata kulhajici,
nebo s otokem koncetinovych kloubii netraumatického ptivodu. U téchto htibat bylo z v. jugularis
nebo v. cephalica steriln€ odebrano 20 ml krve pro hemokultivaci a PCR pandetekci patogend. 10 ml
krve na hemokultivaci bylo umisténo do kultivacniho média pro aeroby a anaeroby a posléze bylo
vySetfeno ve veterinarni laboratofi Laboklin GMBH Co.&KG, kde dle standartnich laboratornich
metod probihala izolace bakterii, jejich identifikace a kvantifikace. Vzorek plné krve pro detekci PCR
byl vySetien v Tilia Laboratories s.r.o. Odebrany biologicky material zde byl pfeveden do objemu 1
ml, ze kterého byla nasledn¢ izolovana celkova nukleova kyselina. Byla provedena PCR amplifikace
16S rDNA s naslednym pfimym sekvenovanim PCR produktt na kapildrnim sekvenatoru ABI3500.

Technologie nemé¢la zadny detek¢ni limit — stanoveni bylo pouze kvalitativni.

U hiibat s otokem kloubu / kloubd byl steriln€ perkutanni aseptickou punkci odebran vzorek
synovialni tekutiny (2-10 ml, dle velikosti kloubu). Vzorek synovie pro mikrobiologickou kultivaci i
PCR detekci byl uchovan ve sterilni zkumavce. Kultivace byla provedena v laboratofi Laboklin, PCR

detekce poté v laboratofi Tilia Laboratories s.r.0.

V ptipad¢ zachytu bakterii metodou hemokultivace / kultivace synovie byl stanoven antibiogram.

Vysledky:

Na Klinice chorob koni a Veterinarni klinice Hefmantv M¢stec bylo celkem vySetfeno 16 hiibat
s klinickymi ptiznaky akutné probihajici sepse, z toho 9 (56,5 %) htibat vykazujici ptiznaky artritidy
/synovitidy nasledkem hematologického rozsevu infekce. U téchto hiibat bylo odebrano celkem 16
vzorkli krve na hemokultivaci a dale stanoveni kauzalniho patogena pomoci kvalitativni PCR
pandetekce. U deviti hiibat s podezienim na septickou artritidu/ synovitidu byla provedena kultivace

a PCR pandetekce synovie ziskané aseptickou synoviocentézou postizené¢ho kloubu/kloubtl..
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Pozitivni vysledky hemokultivace byly ziskdny u 5/15 hiibat (33%) Pozitivni vysledek PCR
pandetekce byl zjistén u tfech pacientii. Shodné negativni vysledky hemokultivace a PCR pandetekce

byl zjistén u deviti pacientti (Tab 1).

Metodou mikrobiologické kultivace byly detekované bakterie pouze ve 3/8 vzorcich synovialni
tekutiny. PCR pandetekce odhalila plivodce onemocnéni u 6/8 suspektné infikovanych kloubt (Tab
2).

Tab. 1: Pozitivni vysledky hemokultivace / PCR pandetekce krve vySetienych septickych hiibat

pacient | hemokultivace PCR pandetekce Poznamky
Strept. equi subsp. Strept. equi subsp.
2019/392 | zooepidemicus zooepidemicus
2019/365 | Enterococcus mundti negativni
Kultivace:hluboky nosni vytér:
2019/242 | negativni E.coli, EHV 1 E.coli
190451 | E. coli negativni

Staphylococcus vitulinus,
Actinobacillus sp.,
190378 | Corynebacterium glutamicum | E.coli

190374 | E.coli negativni

Tab. 2: Pozitivni vysledky kultivace / PCR pandetekce vzorktl synovie hiibat se septickou artritidou

pacient | kultivace synovie PCR pandetekce
190378 | Actinobacillus sp. Actinobacillus equuli
2019/392 | Strept. equi subsp. zooepidemicus Strept. equi subsp. zooepidemicus
2019/470 | beta-hemolytické streptokoky Actinobacillus equuli
2019/396 | negativni EVA (equinni virova arteritida)
190451 | negativni Actinobacillus equuli
2019/452 | negativni Cutibacterium acnes
Zavér:

Pouziti molekularné-biologickych metod pro diagnostiku piivodce sepsi je v poslednich letech
vénovana velkd pozornost predevsim kviili predpokladu vysoké citlivosti, specificity a moznosti urcit
konkrétni patogen v relativné kratkém case. PCR detekce patogenil z krve septickych pacientl neni
prozatim ani v humanni mediciné zcela standardizovdna a existuje znacné¢ mnozstvi detek¢nich
metodik. Z vysledkl na$i studie vyplyva, Ze PCR amplifikace 16S rDNA je schopnd detekovat
bakterie pfimo z krve nebo synovie bez predchoziho pomnozeni v kultivaénim médiu. Citlivost

zachytu bakterii v synovialni tekutiné se jevi vyrazné€ vyssi nez u mikrobiologické kultivace. Pro
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zhodnoceni skutecné relevantnosti vysledkii této metodiky bude potieba vysetiit vétsi soubor

pacientd.
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Prevalence equinniho sarkoidu v Ceské republice a zavedeni novych laboratornich metod pro

jeho diagnostiku
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Klinika chorob koni, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Equinni sarkoid je lokaln€¢ agresivni fibroblasticky kozni tumor a nejCastéj$i tumor koni s
celosvétovym vyskytem (Regland et al. 1966, Marti et al. 1993), ktery mlze nepfiznivé ovliviiovat
hodnotu kong, ¢asto znemoziuji jeho vyuziti a v krajnim pfipadé miize byt divodem eutanazie. Z
téchto diivodi je equinnimu sarkoidu celosvétoveé vénovana pozornost (Scott et al. 2011, Torrontegui
a Reid, 1994, Knottenbelt et al. 2015). Diagnostika equinniho sarkoidu je dnes zalozena na klinickém
posouzeni koznich zmén (Haspeslagh et al. 2018), pfipadné kozni biopsii. Klinicka diagnostika je
Casto nespolehliva a kozni biopsie je spojena srizikem nekontrolované proliferace nadoru
(Knottenbelt et al. 2015). Z tohoto diivodu jsou hledany spolehlivé a neinvazivni metody, které by

mohly doplnit stavajici diagnostické moznosti.

V ptedchozich dvou letech byla v ramci projektu IGA provedena studie, pii niz bylo klinicky
vySetfeno 1107 koni pro orientaéni posouzeni vyskytu equinniho sarkoidu v CR. U klinicky
pozitivnich nebo suspektnich ptipadi bylo provedeno real-time PCR vySetfeni pro stanoveni

bovinniho papilomaviru (BPV) a jeho typizaci (Taylor et al. 2013, Knottenbelt et al. 2015).

Pro priikaz protilatek proti ndadorovému onkoproteinu ES byl vytvoifen ELISA test. Teno onkoprotein
je typem transmembranového proteinu II, ktery je exprimovan v hlubsich epitelialnich vrstvach
infikované tkang& (Burnett et al. 1992, Venuti a Campo 2002) a pfevazné lokalizovan v membranach
endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu (Burkhardt et al 1989, Pennie et al. 1993). BPV ES
je exprimovan v cytoplazmé transformovanych bazalnich a suprabazalnich epitelialnich bunék (Bohl
et al. 2001, Araibi et al. 2004). Exprese tohoto onkoproteinu spolu s expresi vaskularniho
endotelidlniho ristového faktoru, kterd vede k neovaskularizaci pro nutricni zajisténi tumoru ndas
vedly k tivaze, Ze v organismu mohou byt pfitomny protilatky proti ES onkoproteinu, které by bylo

mozno vyuzit pro diagnostiku (Borzacchiello et al. 2008, Martano et al. 2018).
V navaznosti na predchozi projekty byly stanoveny cile prace:

1. Rozsifit databazi koni pro studium prevalence equinniho sarkoidu v Ceské republice,
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2. zhodnotit rizikové faktory jeho vyvoje na zdklad¢é porovnani laboratornich vysledkl pfitomnosti

bovinniho papilomaviru (BPV) s dalSimi ¢initeli ovliviiujicimi vnimavost k onemocnéni,
3. ziskat material pro laboratorni pritkaz BPV jako ptivodce equinniho sarkoidu,

4. u koni s klinickou diagnézou equinni sarkoid ovéfit tvorbu specifickych protilatek proti

onkoproteinu ES metodou ELISA.

Material a metodika
Odbér vzorku

Do studie byli zafazeni koné ndhodné vybrani v rtiznych stajich a dale pacienti Kliniky chorob koni
VFU Brno. U majitelt jednotlivych koni byl ziskan souhlas s klinickym vySetienim a piipadnym
odbérem materialu od suspektnich piipadii. U kazdého koné byly zaznamenany nacionale (jméno,
plemenna piisluSnost, pohlavi, vék, barva). Majitel koné, piipadné manazer stdje byl dotazovan na
ptitomnost podezielych koznich eflorescenci. Poté bylo provedeno klinické dermatologické
vySetfeni celého povrchu téla a hlavné predilekénich mist (hlava, krk, ventralni strana hrudniku a
biicha, okoli genitalii, pfipadn¢ oblast se star§im poranénim). U koni s klinickou diagn6zou sarkoid
nebo suspektni sarkoid byla zaznamendna lokalizace, typ a pocet 1ézi. Byla potizena
fotodokumentace 1¢zi a byly odebrany vzorky (suché kozni stéry z mist 1ézi, dv€ zkumavky srazlivé
krve pro ziskani séra a jedna zkumavka s obsahem EDTA). U vybranych koni byly odebrany i

vzorky z intaktni ktize.

Kromeé klinicky pozitivnich koni byla vytvorena kontrolni skupina koni bez klinického nalezu
equinniho sarkoidu nebo suspektniho equinniho sarkoidu. U koni této skupiny byly odebrany
vzorky plné krve (zkumavka s obsahem EDTA) a u ¢asti z nich koZni stéry z predilekénich mist pro

equinni sarkoid.

Naplnénéd zkumavka s obsahem EDTA a kozni stér byly nejpozdéji do 10 hodin zmrazeny a
uchovany pii teploté -80°C. Srazliva krev byla ponechéna ve zkumavce pies noc v laboratorni

teploté. Druhy den byla krev centrifugovana a separované sérum zmrazeno na -80°C.
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PCR test

Z odebranych stért byly izolovany nukleové kyseliny DNA a RNA. Z nich byla provedena real-
time PCR (v oblasti onkogentl) na prikaz DNA viru za pomoci interkala¢ni barvy SYBR Green,
ktera umoznuje po analyze kiivky tani odlisit eventudlni variabilitu kmeni viru. Zaroven byl kazdy
vzorek podroben real-time PCR na pfitomnost bunééné DNA (gen SDHA) pro kontrolu
dostatecného mnozstvi setfeného bunééného materialu. Vysledky vySetieni real-time PCR na BPV
DNA u skupiny koni s klinickym néalezem equinni sarkoid a klinicky negativnich koni byly staticky

vyhodnoceny X? testem.

Vzorky pozitivni na pfitomnost virové DNA byly zbaveny veskeré DNA komerénim kitem pro
izolaci RNA a preSetfeny na ptitomnost mRNA virového onkogenu pro odliSeni pasivné (hmyzem)

preneseného viru od viru jako kauzalniho agens.
ELISA

Ke zjisténi imunologického markeru byla vyuzita reakce pripadnych protilatek v krevnim séru s
funkénim onkoproteinem ES5, ktery se objevuje béhem ranych stadii proliferace tumoru jako
potencidlni antigen. Vzorky séra pozitivniho kon¢ (kon¢ s klinickou diagn6zou equinni sarkoid) a
negativni kontroly (Ctyflety kiin bez klinickych pifiznakti equinniho sarkoidu, ktery nebyl v kontaktu
s kofimi s equinnim sarkoidem) byly testovany metodou ELISA na piitomnost protilatek proti
dvéma hypoteticky imunogennim ¢astem komeréné dodaného onkoproteinu E5 (N-terminalni a C-
terminalni oligopeptid). Pro oba peptidy byla vyuzita metoda boxové titrace, pfi¢emz séra
pozitivniho a negativniho kon¢ byla fedéna 1:50 a 1:100 a reagovala s antigenem v mnozstvi 1 nebo
2 pg v jamce. Cela reakce byla blokovéana 0,5% nebo 2% roztokem mléka v PBS za pouZiti

standardnich teplot a ¢asti v inkubaci.

Genetické vySetieni

Spole¢né s ustavem genetiky byl navrZzen model sestavajici se ze 145 koni tii plemennych skupin -
Anglicky plnokrevnik, Cesky teplokrevnik + Hannoversky kui (déle Teplokrevnici), Arabsky
plnokrevnik + Shagya arab. Do kazdé ze skupin bylo zafazeno 15 koni s klinickou diagnézou
equinni sarkoid a 30 kontrolnich koni.

U vSech koni s klinickou diagnézou equinni sarkoid bylo provedeno real-time PCR vySetieni na

ptitomnost BPV a podminkou pro zatazeni do skupiny byl pozitivni vysledek. Podminkou pro

33



zatazeni do skupiny kontrolnich koni byla nepfitomnost equinniho sarkoidu a zaroveil ustdjeni v
kontaktu s konmi, u kterych byla vyslovena diagnéza equinni sarkoid.

U 16 ze 30 kontrolnich koni ve skupinég teplokrevnici a u 19 kontrolnich koni ve skupiné anglicti
plnokrevnici byl taktéz proveden stér suchym tamponem z predilekénich mist pro equinni sarkoid a
tyto vzorky byly vySetieny v laboratofi na pfitomnost BPV metodou real-time PCR.

Ze vzorku periferni krve od koni se sarkoidem a od kontrolnich negativnich koni byla extrahovana
DNA, ktera bude vyuzita ke genotypizaci polymorfnich markert geni MHC a NKR. Ziskané

genotypy budou vyuzity k asociacnim analyzam.

Vysledky

Databaze koni klinicky vySetfenych na pfitomnost equinniho sarkoidu, kterd byla vytvorena v ramci
projektu IGA 2018, byla rozSifena o 241 zvifat na celkovy pocet 1348. U 112 koni z tohoto souboru
byla stanovena klinicka diagndza equinni sarkoid, u 19 klinickd diagno6za suspektni equinni sarkoid.

Z 241 koni nové¢ zatazenych do studie byla stanovena klinicka diagn6za equinni sarkoid u 31 koni.

Pocty koni a vzorkl s vysledky priikazu BPV DNA uvadi Tab. 1. Shoda vysledku klinického a
laboratorniho prikazu BPV DNA byla statisticky vysoce vyznamna (p<0,0001). Vysledky stanoveni
BPV mRNA jsou uvedeny v Tab. 2.

Metodou ELISA byla zjiSténa pfitomnost protilatek proti C-terminalnimu peptidu onkoproteinu E5 u
kon€ s chronickym equinnim sarkoidem a prokazanou infekci BPV. Protilatky proti tomuto antigenu
nebyly zjistény u negativni kontroly. U obou koni nebyla zjiSténa rozdilna reaktivita proti N-
terminalnimu peptidu onkoproteinu ES5. Stanoveni protilatek proti C-termindlnimu peptidu
onkoproteinu E5 bude nasledné provedeno u ostatnich koni s klinickou diagnézou sarkoid nebo

suspektni sarkoid z vySetfovaného souboru.

Vysledky genetického vysetieni pro stanoveni predispozice v souc¢asné dobé jesté nejsou k dispozici,

protoze analyzy probihaji.

Ziskané vysledky povazujeme za predbézné.
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Tab. 1: Pocty koni jednotlivych skupin a vysledky stanoveni BPV DNA.

Klinicka diagnoza

Pocéet koni

Vysledek BPV DNA real-time PCR

Poéet vzorku

BPV DNA pozitivni 117
Equinni sarkoid 112
BPV DNA negativni 2
Suspektni equinni 19 BPV DNA pOZitiVni 8
sarkoid BPV DNA negativni 15
Equinni sarkoid, BPV DNA pozitivni 4
intaktni kiiZe BPV DNA negativni 3
BPV DNA pozitivni 5
Negativni kontrola 35
BPV DNA negativni 30

Tab. 2: Vysledky stanoveni BPV mRNA u koni s pozitivnim a negativnim nalezem BPV DNA.

Vysledek BPV DNA real-time PCR

Vysledek BPV mRNA real-time PCR

Poéet vzorka

BPV mRNA pozitivni 66
BPV DNA pozitivni

BPV mRNA negativni 62

BPV mRNA pozitivni 1
BPV DNA negativni

BPV mRNA negativni 55
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Uvod

Dilatac¢ni kardiomyopatie (DCM) je jedno z nejCastejSich srdecCnich onemocnéni psi, které je
specifické zejména pro velkd aZ obii plemena psii, jako jsou napft. boxer, dobrman, némecké doga a
dalsi. Jedna se o onemocnéni srdecniho svalu charakterizované dilataci srde¢nich komor a
systolickou a diastolickou dysfunkci myokardu. Etiologie DCM je neznama. Uvadi se Siroké
spektrum moznych pfic¢in hypokineze srde¢niho svalu, jedné se zejména o genetické faktory,
nutri¢ni deficience, metabolické onemocnéni, imunologické abnormality, infekéni choroby, 1éky
indukovany vznik. Popisuje se také vliv hypotyredzy jako dalsi z etiologickych faktorii vzniku
dilata¢ni kardiomyopatie. > Soucasti kardiologického vysetieni je echokardiografické vysetient,
které nam dokaze odhalit vyskyt ptipadné DCM a okultni formu DCM.*¢ Neexistuje z4dna studie o
prevalenci DCM u vymarskych ohait (VO) a zji$téni genetické pficiny. V dneSni dobé€ je znam gen

pro rozvoj DCM pouze u dobrmanii.?

Material a metodika

Do prospektivni studie byli zafazeni psi plemene vymarsky ohat, ktefi byli vySetfeni na naSem
pracovisti. VSechna vySetfeni a odbér krve byly provedeny u zvifat s pisemnym informovanym
souhlasem majitelti. VSichni pacienti byli klinicky vySetfeni a bylo provedeno elektrokardiografické
vySetfeni pomoci programu SEIVA EKG Praktik Veterinary a echokardiografické vySetfeni na
pristroji ALOKA 7 mikrokonvexni sondou 2,5 - 5 MHz. U pacienti s vyskytem arytmii béhem EKG
vySetfeni se pokracovalo v Holterovském vysetfeni. U vSech pacienti byla odebrana krev z v. jugularis
externa. Vzorek krve byl odesldn do laboratore Genrex pro vyvoj genetického testu DCM pro vymarské ohare.

RNDr. Jiti Cerny, Ph.D, ktery spolupracuje s doc. Adam Boyka, Ph.D z Cornell University a prof. Laurie
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Connell, Ph.D z University of Maine. U vsech nemocnych a vybranych zdravych pacienti bylo provedeno
kompletni hematologické a biochemické vysetfeni krve (CB, albumin, urea, kreatinin, ALT, AST, ALP,
GGT, bilirubin, glukéza, Na, K, P, CI, Ca, Mg) v klinické laboratoti pro mala zvifata VFU Brno. Déle
byly stanoveny hormony srde¢niho poskozeni a funkénosti (Troponin I a NTproBNP), hormony §titné

zlazy (T4, TSH) v laboratoii IDEXX.

Vysledky

Do klinické studie bylo zatazeno celkové 130 psi a ztoho 124 pst plemene vymarsky ohat
kratkosrsty (VOK) a 6 pst plemene vymarsky ohat dlouhosrsty (VOD). Zastoupeno bylo 70
nekastrovanych samic, 53 nekastrovanych samct a 1 kastrovany samec plemene VOK. Z plemene

VOD byly zastoupeny 4 nekastrované samice a 2 nekastrovani samci.
Primérny veék pacientd byl 5,32 let (SD 2,50). Priimérna vaha pst byla 34,24 kg (SD 4,26).

V souboru plemene VOK byla zjisténa prevalence: klinickA DCM u 5 pst (4,03%), z toho byli
zastoupeni 3 nekastrovani psi, 1 kastrovany pes a 1 nekastrovana fena; preklinickd forma DCM byla
zjisténa u 11 pst (8,87%), z toho bylo zastoupeno 6 nekastrovanych psii a 5 nekastrovanych fen;

arytmogenni forma DCM byla prokazana u 1 psa (nekastrovany samec).

Béhem vysetfeni byla nalezena i jind srde¢ni onemocnéni: dysplazie trikuspidalni chlopné u 2
nekastrovanych fen (1,61%); degenerativni onemocnéni mitralni chlopné u 1 nekastrovaného psa a 1
nekastrované feny (1,61%); PDA u 1 nekastrované feny (0,80%); dysplazie mitralni chlopné u 1

nekastrovaného psa (0,80%). U jedné nekastrované feny (0,80 %) byl zji§tén srde¢ni tumor.

Z celkového poctu 124 VOK bylo 100 zdravych jedinct (80,64%), z toho 59 nekastrovanych fen
(47,58%) a 41 nekastrovanych psii (33,06%).

Ve skupiné klinické DCM byla potvrzena hypotyredza pouze u jednoho z nich (pes kastrovany).

Celkovy pocet vySetfenych jedincii z plemene VOD bylo 6. V této skupiné pacientii byla
diagnostikovéana pouze jedna preklinickd DCM u nekastrované feny (16,66%) a jedna arytmogenni
forma DCM u nekastrované feny (16,66%). Ostatni jedinci, 2 nekastrované feny (33,33%) a 2
nekastrovani psi (33,33%) byli zdravi. V této skupin€ pacientli nebyla zjisténa hypotyreoza u zadného

jedince.
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Zavér

Prevalence klinické DCM u vymarskych ohaii vySetiovanych na nasi klinice byla zjiSténa u 3,8%
pacientll. U Dobrmant je prevalence potvrzena u 58%.% V&k, v kterém jsou pacienti vySetiovani, je
faktor ovliviiujici vyskyt DCM u Dobrmand.’ Priimérny vék u nasich pacientti byl 5,32 let (SD
2,50).

Dals§im pokracovanim je zjisténi mozného genu zodpovédného za DCM u tohoto plemene. V tento
okamzik neni gen zji$tén. NaSim vySetfenim jsme zjistili 11 psti s preklinickou DCM. 7 psii

s preklinickou DCM byli potomci 2 pst s klinickou DCM.

Potvrzenim faktu, Ze plemeno vymarsky ohaf patfi mezi predisponovana plemena pro rozvoj DCM,
bude nadale doporuceno preventivné vysetiovat vymarské ohaie a snizit tak rizika nahlych umrti

jedincti.! Dle dosazenych vysledkt je doporucovano vysetiovat chovné jedince kazdy rok.

V nasi studii jsme potvrdili, Ze srdecni markery maji dalezity prognosticky vyznam. Pacienti

s klinickou DCM, u nichz byla zjiSténa elevace biomarkerti, mély vyrazné horsi prognozu a béhem
ttech mésich doslo k jejich thynu. VSichni pacienti s DCM méli zvySené oba parametry (Troponin I
a NTproBNP), hodnoty zdravych pacientt byly v normé&. U pacienti s preklinickou DCM nebyl
potvrzen diagnosticky vyznam téchto biomarkert. Z tohoto diivodu je dilezité pokratovani

ve sledovani téchto pacientii do budoucna a urceni ,cutt off value” hodnot pro preklinickou DCM.
U dobrmanii srde¢ny marker NTproBNP byl vyssi u pacientii s DCM, nebo u pacientil u kterych se
v pribehu 1,5 rokti vyvinula DCM. Senzitivita byla 90% a specificita 75%. Pti
echokardiografickych zménach mél tento marker specificitu 90,4%.” Troponin I ma u dobrmanti
senzitivitu 81,2 % a specificitu 73,2% pro diagnostiku okultni DCM.* Opakovanym vysetfenim
pacientll plemene vymarsky ohai bychom mohli stanovit referen¢ni echokardiografické hodnoty pro

toto plemeno, které nebyly doposud publikovany.
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Zhodnoceni vybranych biochemickych parametrii v peritonealni efuzi a krvi v souvislosti s

postiZenim gastrointestinalniho traktu

Lucie Urbanova', Ondrej MiSo!, Andrea Necasova!
Klinika chorob psu a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita

Brno!

Uvod
Existuje mnoho pficin vzniku peritonealni efuze. Porovnani hodnot biochemickych parametrti v
periferni krvi a peritoneélni efuzi pomaha urcit divod jejiho vzniku. Piikladem je srovnani hodnot
glukézy a laktatu pii podezieni na septickou peritonitidu, lipazy pfi podezieni na pankreatitidu,
nebo drasliku a kreatininu pii podezieni na rupturu moc¢ového méchyte ¢i jiny divod pro
uroabdomen. V tomto ptipad¢ se predpoklada vysoky rozdil mezi hodnotami v efuzi oproti krvi,
protoze v moci je o mnoho vyssi hladina drasliku nez v krvi.
V obsahu zaludku a stfev ¢lovéka je hodnota drasliku vyssi nez v krvi. Kazuistika psa se zvySenym
pomérem hladin drasliku v krvi a efuzi popisuje tento stav jako nésledek perforace zaludku. U pst a
kocek se zvysenym obsahem drasliku v peritonealni efuzi je hlavni diferencidlni diagnézou
uroabdomen, avsak v ptipad¢, Ze neni doprovazena zvysSenou hladinou kreatininu v efuzi, je tieba

do diferencidlnich diagno6z ptidat i perforaci gastrointestinalniho traktu.

Material a metodika

Odebirané vzorky

Celkem jsme vysettili 29 vzorka krve a 29 vzorkil efuze od pacientl oSetienych na Klinice chorob
pst a koCek Veterinarni a farmaceutické Univerzity Brno. Vzorky plné krve byly odebrany z v.
Jugularis, v. Cephalica antebrachii, nebo z v. saphena. Vzorky efuze byly odebrany bud’ béhem
diagnostiky, v ramci sonografického vysetfeni, nebo pii laparotomii ihned po chirurgickém otevieni
dutiny btisni. Vzorky byly piedany do laboratofre KCHPK k néaslednému biochemickému vySetieni.
VySetiovanymi parametry bylo:draslik, celkovéa bilkovina, laktat, laktatdehydrogenaza, glukoza,
kreatinin. Vzhledem ke kazuistice, kterd byla inspiraci k provedeni této studie, jsme se v prvni fazi
zaméfili na srovnani hodnot gluko6zy, drasliku a kreatininu a to jejich poméri v krvi vici efuzi (efuzi
vuci krvi) u pacientl s poskozenim zaludku nebo stiev, které potencidlné vedlo k priniku obsahu GIT

do peritonedlni dutiny a u pacientli bez poSkozeni téchto struktur.
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Vysledky
Vysledky vySetfeni vybranych parametra pacientd (n=11) s patrnym poskozenim gastrointestinalniho
traktu jsou znazornény v tabulce 1. Vysledky vysetieni vybranych parametrti pacientii bez poskozeni

zaludku nebo stiev (n=18) jsou znazornény v tabulce 2. Statistické zpracovani ziskanych vysledki

stale probiha.
Vzorek Draslik Pomér Glukéza | Pomér Kreatinin Pomér
mmol/l || efuze/krev | mmol/l | krev/efuze| mmol/l efuze/krev

, ke |35 | 5,6 0o 84,8 0.90
| efuze | 39 | ’ ’6—,2| > ’T‘ ;

5 ‘ krev H 3,9 | 193 5,5 |53 \76—,5[ e
| efuze | 48 | ’ ’T| ’ ’T‘ ,

g ST TS R ST P SR
‘ efuze H 4.8 | ’ ’T| ’ ’T‘ ;

) | krev | 38 | 26 5.4 86 69,6 0,03
‘ efuze H 4,8 | ’ <0,3 ’ ’T‘ )

s ‘ krev H 3,2 | 66 M o \L‘ o
| efuze | 53 | ’ ’T| > ’T‘ )

P ST R U (P R 1N
| efuze | 37 | ’ 71 ] ’ 395 | ,
‘ krev H 3,7 | 7,7 109.4

T efuze | 53 | P [1as | % 0,87

g ‘ krev H 3,4 | 171 \Ll 0.61 \L‘ 1.04
| efuze | 58 | ’ ’T| ’ ’T‘ )

g Lkrev | 3 ) o2 | L4s3 | o
| efuze | 4 | ’ [ 029 | ’ 1136 | ;

o |k |30 b o s8] o L2 | .
| efuze | 41 | ’ |47 ] ’ 273 | ;

11 hrev | 4 0,53 6 20,69 5| 0,81
‘ efuze H 2.1 | ’ ’W' ’ ’T‘ ,

Tabulka 1: hodnoty a poméry hodnot vybranych parametrti u pacientd s poskozenim GIT
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Vzorek Draslik Pomér Glukodza Pomér Kreatinin Pomér
] mmol/l |efuze/krev mmol/l krev/efuze mmol/l efuze/krev
[ krev || 38 ] | 7 | [ 1055 |
1 1,24 0,84 0,79
| lefuze | 47 | | 83 | | 83 |

| krev | 52 | | 63 | 712 ]

2 0,87 0,96 0,99
| lefuze | 45 | | 66 | | 703 |

| krev | 35 | 72 | 449 |
3 1,0 0,49 1,57
lefuze | 35 | | 148 | | 705 |

| krev | 34 | I | 1084 |
4 1,03 3,28 0,81
| lefuze | 35 | | 18 | | 88,3 |

| krev | 35 | | 42 | | 652 |
5 0,54 14,48 0,90
lefuze | 19 | | 029 | | 58,7 |

| krev | 37 | | 5 | | 675 |
6 1,51 0,81 0,81
| lefuze | 56 | | 62 | | 54,5 |

| krev | 41 | | 33| | 592 |
7 0,73 0,34 0,96
:‘ efuze H 3 ‘ | 9,6 ‘ ‘ 57 ‘

| krev | 35 | | 5 | | 7136 |
8 1,09 0,93 0,88
| lefuze | 38 | | 54 | | 647

| krev | 34 | | 5,6 | | 70,7 |
9 1,71 0,93 1,06
lefuze | 58 | | 6 | | 752 |

(krev | 4 | 6 | L4
10 0,90 20,69 0,95
 lefuze | 36 | | 029 | | 137 ]

| krev | 43 | T | 485 |
11 0,98 1,00 0,86
| lefuze | 42 | | 5,7 | | 41,9 |

| krev | 47 | | 53 | | 367 |
12 0,83 1,02 0,82
lefuze | 39 | | 55 | EY |

| krev | 39 | | 63 | | 529 |
13 1,03 1,50 0,76
|| efuze || 4 | | 42 | | 404 |

| krev | 36 | | 44| A |
14 0,94 1,76 0,79
lefuze | 34 | |25 | | 532 |

krev 4.5 6,5 49,4
15 0,91 1,28 0,84
|| efuze 4,1 5,1 41,6
T krev || 48 ] [ 59 ] [ 1523 |
16 1.13 0,96 0,81
| efuze || 54 | | 6l | | 1232 |

| krev | 43 | | 6l | | 1021 |
17 1,19 1,05 0,84
| efuze ] 51| I | 846 |

| krev | 43 | | 45 | | 285 |
18 1,07 0,9 0,73

‘ efuze H 4,6 ‘ | 5 ‘ ‘ 21 ‘

Tablﬁ(a 2: hodnoty a poméry hodnot vybranych parametrti u pacientd bez poskozeni GIT
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Zavér
Celkem bylo po dobu trvani projektu vySetieno 29 vzorkl krve a 29 vzorkii efuze z dutiny bfisni.
Posouzeni a statistické zhodnoceni vybranych parametri bude dale vyuzivano v diagnostice pacientii

Kliniky chorob psii a kocek, dale poslouzi jako podklad pro tvorbu diplomové prace.
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Vliv podavani metamizolu na hematologické a biochemické parametry u psi
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Uvod

Metamizol (dipyrone) je u néas hojné pouzivanym analgetikem v humdnni i veterindrni
medicing. Jedna se o jedno z nejsilnéjSich neopioidnich analgetik.

Stale se mizeme setkat s jeho chybnym fazenim k nesteroidnim antiflogistikiim. A to i pfesto,
Ze je znamo, Ze jeho mechanismus uc¢inku je zaméten na inhibici centralni cyklooxygenazy-3, aktivaci
opioidniho a kanabinoidniho systému [,

Metamizol vynikd nejen svym dobrym analgetickym ucinkem, ale i antipyretickym a
spasmolytickym efektem. Ma vsak slabé antiinflamatorni ptisobeni, které vychazi z jeho slabé
inhibice cyklooxygenazy-1 a 2, coz je hlavni mechanismus ucinku nesteroidnich antiflogistik, proto
Jjsou jeho potencialni vedlejsi ucinky odlisné od nesteroidnich antiflogistik. Ve srovnani s NSAIDs je
jeho negativni vliv na zazivaci aparat zanedbatelny, a proto je mozné metamizol aplikovat i u pacientt
s gastroduodendlni ulceraci (4],

Mezi nejcastéji  diskutované nezadouci ucinky metamizolu patii hepatotoxicky a
myelotoxicky vliv. Studii u psti je pomérné malo, ale zda se, ze vyskyt metamizolem indukované
agranulocytozy a hepatotoxicity je vacny (>3], Presto metamizol zlistava stile v mnoha zapadnich
zemich malo pouzivanym nebo neregistrovanym veterinarnim analgetikem podezielym ze zdvaznych

vedlejsich tcinkda.

Material a metodika

Do projektu jsme zaradili feny oSetfené na KCHPK Brno — Oddéleni reprodukce a Oddéleni
chirurgie a ortopedie, Kliniky chorob psii a ko¢ek. Jednalo se o feny podstupujici ovariektomii nebo
ovariohysterektomii z diavodu terapeutického a preventivniho. U téchto pacientek byl v ramci
pooperacni analgezie pouZzit metamizol nebo meloxikam. Metamizol byl podan v ddvce 50mg/kg po
osmi hodinach v rozmezi tfi dnli ve formé injekéni a nasledné ve formé tablet. Meloxikam byl
aplikovan v davce 0,2 mg/kg ve formé jednorazového injekéniho podani. Feny byly rozd€leny do tii
nasledujicich skupin. Skupina 1. feny po terapeutické ovariohysterektomii z davodu vyskytu
patologickych procesti na déloze oSetfené metamizolem, skupina 2. feny po preventivni

ovariektomii nebo ovariohysterektomii oSetfené metamizolem, skupina 3. feny po preventivni
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ovariektomii nebo ovariohysterektomii oSetiené meloxicamem. U vSech skupin jsme odebrali krev
k hematologickému a biochemickému vySetfeni, a to pfedoperacné (tedy pred podanim analgetik) a
nasledné 10. den po chirurgickém zékroku. V rdmci hematologického vySetfeni byly stanoveny
parametry: Cerveny a bily krevni obraz, diferencidlni rozpocet, retikulocyty. V rdmci
biochemického vysetfeni: celkova bilkovina, albumin, celkovy bilirubin, jaterni enzymy (ALP,
ALT, AST, GGT), glukéza, kreatinin, mocovina, laktat, Na, K, Cl, Mg, Ca, P. Zjisténé odchylky
hematologickych a biochemickych parametri byly zaznamenany a statisticky zpracovany.

Vysetteni krve jsme provedli v Klinické laboratofi pro mala zvifata VFU Brno.

Vysledky
V ziskanych vysledcich nebyl zachycen vyskyt zminénych nezadoucich ucinki u fen osetienych
metamizolem (agranulocytdza, elevace jaternich enzymil). AvSak u této skupiny fen byl zjistén
statisticky vyznamny pokles Ht, Hb, erytrocyti, celkové bilkoviny a albuminu a zvySeni poctu
retikulocytti ve 2. a 3. odbéru, které bylo pravdépodobné zptsobeno vétsi ztratou krve béhem a po
chirurgickém zakroku. Tyto zmény hladin zminénych parametrit mohly byt zptisobeny narusenou
agregaci trombocytl, cozZ je dalsi nezddouci efekt metamizolu prokdzany v hummani mediciné.
Snizené agregace trombocytli po podavani metamizolu jiz byla u psti popsana, ale neprokazala se
jeji souvislost se zvySenym rizikem krvaceni. Limitujicim faktorem této studie je relativné maly
pocet pacientt.
Jednorazové podani meloxikamu a opakované podavani metamizolu nebylo u zdravych fen spojeno
s klinicky vyznamnou alteraci vybranych hematologickych a biochemickych parametrti krve,
protoze navzdory statisticky signifikantnim zméndm se ani jeden z téchto krevnich parametri

nevychylil z referencniho rozmezi.
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Uvod

Analgezie je nezbytnou soucasti 1écby celé fady patologickych procesi. Pro tlumeni akutni bolesti se
zpravidla vyuzivaji intraven6zné poddvana analgetika — opioidy, disociacni nebo lokalni anestetika.
Fentanyl je silnym opioidem, ketamin disociacnim anestetikem a lidokain lokalnim anestetikem (1).
Vsechny tyto latky maji kratkou dobu pisobeni, proto se pro zajisténi déletrvajici analgezie musi
podavat kontinudln€ intraven6zné¢ (2). Stabilni nitroo¢ni tlak (NOT) je nezbytnou soucasti udrzeni
o¢ni homeostazy a normalni funkce oka (3). Kolisani NOT tuto homeostazu narusuje (4). Adekvatni
tlumeni bolesti je ¢asto nezbytné i u pacientl s abnormalitami NOT bez jeho vyraznéjSiho ovlivnéni.
Blaze a kol. (5) zaznamenali po podani opioidu morfinu vzestup NOT. Informace o ucincich
kontinudln¢ podavaného fentanylu na NOT vSak k dispozici nejsou. Ketamin v anestetickych
davkach zvysuje NOT (6). Pro analgezii jsou vSak dostacujici mnohem nizsi davky ketaminu. Vliv
na NOT pfi pouziti analgetickych davek ketaminu v literatufe zminovan neni. Intravendzné
aplikovany lidokain NOT také zvySuje (7). Informace o ptsobeni lidokainu podaného v analgetické
davce rovnéz dostupné nejsou.

Cilem této studie bylo analyzovat zmény nitroo¢niho tlaku pfi kontinualnim intraven6znim podavani

vyse uvedenych latek. Predpokladali jsme mensi miru ovlivnéni NOT oproti zménam vyse popsanym.

Material a metodika
Do studie bylo zatazeno 55 zdravych psi — klinickych pacientti o télesné hmotnosti 5-20 kg
podstupujici stomatologické osetfeni. Psi byli rozdé€leni do 4 skupin — skupina FEN (n = 15), skupina
KET (n = 15), skupina LID (n = 15) a skupina KON (n = 10). Projekt byl proveden formou
randomizované "dvojité slepé" studie. Svym rozsahem neptekracoval b&ézné provadéné vykony a
méfeni, proto nebyl vyZadovan projekt pokusu. U vSech psti byl zméfen nitroo¢ni tlak, velikost
zornice, dechova a tepova frekvence a systolicky a diastolicky krevni tlak. Psim skupiny FEN byl
aplikovan bolus fentanylu (0,005 mg/kg) nasledovany kontinudlnim podanim fentanylu (0,005
mg/kg/h). Psiim skupiny KET byl aplikovan bolus ketaminu (0,6 mg/kg) nasledovany kontinudlnim
podani ketaminu (0,6 mg/kg/h). Psim skupiny LID byl aplikovan bolus lidokainu (1 mg/kg)
nasledovany kontinualnim podani lidokainu (1 mg/kg/h). VSechny latky byly fedény pro bolusovou
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aplikaci do objemu 0,3 ml/kg a pro kontinualni podani do objemu 2 ml/kg/h. Psiim kontrolni skupiny
KON byl aplikovan bolus 0,9% NacCl (0,3 mg/kg) nasledovany jeho kontinualnim podani (2 ml/kg/h).
Za 2,5, 10, 20 a 30 minut po aplikaci bolusu pfi kontinudlnim podavéni byl na levém oku méten
nitroo¢niho tlak a velikosti zornice, dechova a tepova frekvence a systolicky a diastolicky krevni tlak.
Pacienti byli pfi méfeni pii plném védomi vsedé nebo ve sternalni poloze. Jednotliva analgetika byla
podavana formou preemptivni analgezie, kterd po skon¢eni méteni pokracovala i v pribehu celkové

anestezie a vlastniho stomatologického oSetieni.

Vysledky
Nitroo¢ni tlak se u Zadné ze sledovanych skupin v pribehu naseho sledovani signifikantné nezmenil
oproti stavu pfed aplikaci ani pfi vzdjemném porovnani jednotlivych skupin mezi sebou.
Ve vsech sledovanych casech (2, 5, 10, 20 a 30 min) se oproti stavu pied aplikaci signifikantné
zmensSila pupila u psu, kterym byl podavéan fentanyl. Psim, kterym byl aplikovan ketamin, se oproti
stavu pfed medikaci naopak pupila signifikantné rozsitila 2, 5 a 10 minut od zacatku aplikace. Pii
vzajemném srovnani mezi skupinami byla pupila signifikantné mensi u psii pii aplikaci fentanylu
oproti psim s aplikaci ketaminu 2, 5, 10 a 20 minut a oproti kontrolni skupiné 5, 10, 20 a 30 minut
od zacatku aplikace.
Dechova frekvence se signifikantné zvysila 5, 10, 20 a 30 minut u pst, kterym byl aplikovéan fentanyl.
U psti po aplikaci fentanylu byla také ve 30. minuté zaznamenéna signifikantn€ nizsi tepova frekvence
oproti psim po aplikaci ketaminu, ve 2., 10., 20. a 30. minuté oproti psim po aplikaci lidokainu a ve
20. minuté oproti psiim kontrolni skupiny.
Z4dné jiné signifikantni odchylky jsme v ramci jedné skupiny ani p¥i porovnani skupin mezi sebou

nezaznamenali.

Zavér
Fentanyl, ketamin ani lidokain podavany kontinualn€ v bézn¢ doporuc¢ovanych davkach signifikantné
neovliviiuji béhem 30 minutové aplikace nitroo¢ni tlak. Fentanyl v§ak vyvolava signifikantni zazeni
zornice, neni proto vhodny u pacienttl, kde neni zddouci midza. Ketamin naopak vyvolava kratkodobé

prechodné rozsiteni zornice, neni proto vhodny u pacientl, kde je mydridza nezddouci.
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Obrazek 3. Kolisani systolického (horni
hodnoty) a diastolického (dolni hodnoty)
krevniho tlaku po aplikaci fentanylu,
ketaminu a lidokainu (primér +

smérodatnd odchylka)
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Vztah mezi tloust’kou centralni rohovky a nitroo¢nim tlakem u koni
Filip Kolos!, Aikaterini Maria Zisopoulou!, Natélia Vyhnalova?

Klinika chorob koni, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceutickd univerzita

Brno!, Ustav veterindrniho lékarstvi’
Uvod

Spektrum oftalmologickych pacienti Kliniky chorob koni poukazoval na to, Ze onemocnéni
rohovky je nejcastéj$im oftalmologickym problémem, pak nasleduje ERU (equine reccurent
uveitis) a glaukom. Jednotlivd o¢ni onemocnéni je nékdy nesnadné identifikovat, nebot
postizené ocni struktury jsou ¢asto pouhou adspekci neidentifikovatelné a je nutné vyuzit
specialniho instrumentdria, které rovnéz vyZzaduje zkuSené¢ho vySetfujiciho. Diagnostické
metody jako tonometrie pro métfeni nitroo¢niho tlaku a pachymetrie pro métfeni kornealni
tloustky béhem poslednich let poméhaji ke konecné diagndze a jsou Casto esencialni Casti
diagnostického procesu. Hlavnim cilem projektu bylo posoudit, zda existuje vztah mezi
tloustkou centralni rohovky a nitroocnim tlakem konského oka u riznych vekovych kategorii
koni. Rovnéz ur€it vztah mezi tloustkou centralni ¢asti rohovky a vékem méfenych koni.
A nakonec se pokusit o vytvofeni referen¢nich hodnot zkoumanych parametri pro konkrétni

plemena koni, kterd jsou nej¢asteji pouzivana jako sportovni nebo pracovni v Ceské republice.

Material a metodika

Do projektu byli zatfazeni kon¢ od soukromych majitelti. Projekt probihal na Klinice chorob
koni, kde koné byli ustajeni, nebo byli dovezeni béhem dne na rtizné neinvazivni zakroky.
K méfteni byli vybrani jedinci, ktefi tolerovali méfeni bez pouziti sedativ a byli umisténi do

klidného a tmavého vysetiovaciho boxu.

Oftalmologické vySeteni na konich bylo provedeno po jejich pfijezdu na kliniku a adaptaci
v boxe. Celkové zkracené klinické vysSetieni pfedchazelo specializovanému vySetieni predniho
a zadniho o¢niho segmentu s pomoci pfimého svételného zdroje (Finoffuv transiluminator,
PenLight, Slit Lamp) a pfimého oftalmoskopu. V piipadé, Zze nebyly zpozorovany zadné o¢ni
abnormality, byl lokdlné¢ aplikovan oxybuprokain, n¢kolik kapek v intervalech 1 min do obou
o¢i. IOP byl méfen na kazdém oku. Prvni oko bylo vybrano ndhodné a poté bylo vyhodnoceno

1 oko druhé.

51



Centralni tloustka rohovky se méfila podle stejného principu. Jednu minutu po aplikaci
oxybuprokainu se IOP zméfil pomoci TonoPen XL. Po 5 minutich byl CCT méfen
ultrazvukovym pachymetrem. Prvni zkousSejici provedl vSechna méfeni a student si zapsal
hodnoty. Po vyplachnuti lokdlniho anestetika z o¢i sterilnim fyziologickym roztokem byl

nakonec pro zvyseni komfortu rohovky po méteni aplikovan do obou o¢i Vidisic O¢ni gel.
Vysledky

Hlavnim cilem projektu bylo ur€it vztah mezi tloustkou centralni rohovky a nitroo¢nim tlakem.
Zjistili jsme hodnoty nitroo¢niho tlaku u koni béhem dne a hodnoty nitroo¢nich tlakd koni
rizného véku a pohlavi, a kone¢né hodnoty téchto dvou parametrti u nejcastéji se vyskytujicich
plemen koni v Ceské republice. Nase vysledky zatim nemaji statisticky vyznam, protoZe jsme
nemohli provést méfeni u vSech pacientli. VétSina koni, kterd byla dovezena na kliniku, byla uz
medikovéna od strany terénniho veterinarniho Iékate, anebo nechtéla spolupracovat bez pouziti
sedativ. V pfistim roce planujeme pokracovat v méfeni. Korelace mezi nitroo¢nim tlakem
a tloustkou centralni rohovky byla jiz prokdzana u 50 pacientl. Ke statisticky pfijatelnym

vysledkim je vSak nutné vétsi mnozstvi pacientd.

Rozmedzi hodnot
Plemeno Pocet pacientd] Tlak Tloustka rohovky
Anglicky plnokrevnik 5 2314 82060
Cesky teplokrevnik 12 24+8 803485
Starokladrubsky kin 4 2816 741164
Quarter - am. hon. 4 3016 79414

Tabulka 1: Fyziologické rozmezi pro nejbeznéjsi prijata plemena na Klinice chorob koni
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Primér oéniho tlaku [Primér tloudtky rohovky{ Priimér o¢niho tlaku | Primér tloustky rohovky
Levé oko | Pravé oko | Levé oko Pravé oko Vek Levé oko | Pravé oko |Levé oko Pravé oko
273 25,66 776 772,75 1.1.2015/ 4 roky 27,3 25,66 776 772,75
22,67 27 845,6 854 13.5.2008/11 rokov | 22,67 27 845,6 854
22 24 781,4 800 16.4.2013/6 rokov 22 24 781,4 800
32,67 27 819 832,2 4.4.2009/10 rokov 32,67 27 819 832,2
25 24 888,67 855,4 3.3.2006/13 rokov 25 24 888,67 855,4
27 33 2533 792 33 2056 20.3.2017/2 roky 27,33 25,33 792,33 805,6
26,67 26 829,17 824,17 7.4.2017/ 2roky 26,67 26 829,17 824,17
.33 35 6982 698, 1.1.2012/7 rokov 42,33 35 698,2 698,4
31 3033 8355 359 1.1.2002/17 rokov 31 30,33 835,5 859
2 57 360 326 7.5.2010/9 rokov 32 27 860 826
55 20,33 816,6 8158 24.5.2011/8 rokov 25 20,33 816,6 815,8
55 24,67 371 370 1.1.2012/7 rokov 25 24,67 871 870
22,67 s 860,5 879,17 6.3.2013/6 rokov 22,67 22 860,5 879,17
25 24 816,25 8235 7.5.2011/8 rokov 25 24 816,25 8235
20,67 2033 387 890 7.3.2012/7 rokov 20,67 20,33 837 892
28 133 73333 226 27.3.2015/4 roky 28 21,33 733,33 746
>3 2433 796,67 805,5 1.1.2012/7 rokov 23 24,33 796,67 805,5
28,67 26.33 853,17 85217 19.4.1998/21 rokov | 28,67 26,33 853,17 852,17
35,67 36 8015 809,4 19.6.2010/9 rokov | 35,67 36 801,5 809,4
28,67 2133 267 263 17.6.2004§15 ro:ov 28,67 21,33 867 863
13.7.2004/15 rokov | 31,33 26,33 850,17 834,33
:i:: 22’33 gig’ ;; 8823: ’137 23.3.1998/21 rokov | 31,33 30 811,33 827,17
: : : 13.5.2008/11 rokov 30 30,31 887,33 884
3:27 :g:; 823’33 zﬁ 12.3.2012/7 rokov | 36,67 32,33 808 813
333 567 201 268 15.4.2017/2 roky 33,3 25,67 801 816,8
: : : 8.8.2008/ 11 rokov 31 26,33 777,5 768
31 26,33 7775 768 8.4.2015/4 roky 22 20,67 831,6 820,2
22 2067 8316 820,2 1.1.2009/10 rokov | 28,33 30 825 824
28,33 30 825 824 18.3.2002/17 rokov| 26 31 817,7 828
26 31 817,7 828 7.6.2012/7 rokov 24,67 25,67 835,2 807,6
24,67 2567 835,2 807,6 1.7.2018/ 1 rok 25,67 34,33 721,2 716,8
25,67 34,33 721, 7168 16.7.2016/3 roky 23,33 24,67 847 8275
23,33 24,67 847 827,5 1.1.2016/3 roky 25,33 23,33 762,6 767,2
25,33 23,33 7626 767,2 1.1.2015/4 roky 35,67 34,67 815,17 820
35,67 34,67 815,17 820 22.3.2008/11 rokov | 28,67 25,67 781,33 795,83
28,67 25,67 781,33 795,83 3.4.1999/20 rokov | 29,33 32 800,5 794
29,33 32 800,5 794 26.3.2010/9 rokov | 18,33 22,67 864,8 881
18,33 22,67 8648 881 1.1.2013/6 rokov 22 27 846 850,8
22 27 846 8508 1.1.2004/15 rokov | 23,33 25,67 887 884
23,33 25,67 887 884 21.1.2008/11 rokov | 16,33 18.33 871,75 803,75
16,33 1833 871,75 803,75 20.3.2012/7 rokov | 24,33 26,33 845,25 862,25
24,33 26,33 845,25 862,25 1.1.1995/24 rokov 17 16,33 750,5 718
17 16,33 750,5 718 1.1.1994/25 rokov 21,33 24,66 755,28 763,57
21,33 24,66 755,28 763,57 4.6.2010/9 rokov 24,67 22,3 724,87 738,13
24,67 22,3 724,87 738,13 12.5.2008/11 rokov | 28,66 28 844,75 825,875
28,66 28 844,75 825,875 31.3.2013/6 rokov | 24,67 30,67 775,5 784,75
24,67 30,67 7755 784,75 9 rokov 28,33 34 789,4 785
28,33 34 789,4 785 13.4.2016/3 roky 27,33 22 810,7 810,14
1.1.2014/5 rokov 17,67 19 825,17 838,33
27,33 22 810,7 810,14 1.3.2017/2 roky 20 22 840 835,2
17,67 19 825,17 838,33 Korelacia s vekom
20 22 840 835,2 O¢ni tlak Pravé oko 0,043047871
Korelacia Levé oko -0,008790306
Levé oko -0,243216777 Hrubka rohovky Pravé oko 0,049435082
Pravé oko -0,146914975 Levé oko 0,095805721

Tabulka 3: Korelace IOP a CCT s vékem

Tabulka 2: Korelace IOP s CCT
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Zaveér

Existuje vztah mezi tlouStkou centrdlni rohovky a nitroo¢nim tlakem konského oka podobny
jako u jinych druhli zvifat a u lidi (Park et al. 2011, Andrade et al. 2011). Vzhledem k
nedostate¢nému poctu pacientd nd$ vysledek zatim nema4 statisticky vyznam, ale myslime si,
ze se to zméni, jakmile vypocitany pocet pacientli bude zméien. Existuje jakakoli zavislost mezi
hodnotami IOP a CCT u riiznych plemen koni, pak mame vétsi Sanci ji objevit, vySetifime-li
vyss$i pocet pacient. Byly publikovany vysledky pozitivni korelace mezi hodnotami CCT a
zvySujicim se vékem koni, av§ak v naSem souboru pacientl se objevily ptipady, kdy naopak
mladsi kon€ méli vyssi hodnoty CCT (Herbig a Eule 2015, Monk et al. 2017). Méfeni probéhlo
u 50 koni, ale abychom doséhli pfesnych védeckych vysledki, chtéli bychom béhem pitistiho

roku provést méfeni u dalSich 50.
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c-Myb a osteogeneze: nové funkce a interakce
Sabina Stouratova, Veronika Oralova, Eva Matalova

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

Uvod

Transkripni faktor c-Myb/Myb je regulacni protein zndmy predevSim u
nediferencovanych bunék kostni dfen¢ (Mitra 2018), v posledni dobé je vSak poukazovano na
jeho vyznam také v diferenciaci bunék (Ess et al. 1999, Wang et al. 2018). U celkové deficience
Myb dochdzi z divodu selhani hematopoézy k intrauterinni letalité, u mysi se jedné o prenatalni
den 15 (Mucenski et al. 1991).

V tomto obdobi se vytvaii alveoldrni/mandibularni kost v oblasti prvniho molaru,
dochazi k transformaci mezenchymové kondenzace do diferencované kostni tkdn¢ obsahujici
vSechny tfi zédkladni typy bunck - osteoblasty, osteocyty a osteoklasty (Vesela et al. 2019).
Alveolarni kost, kterd je soucasti parodontu, je nezbytnad pro dynamické ukotveni zubu a
spravnou funkcnost dentice (Yeh et al. 2011).

Myb byl nedavno charakterizovan pravé ve vztahu k vyvoji tvrdych tkdni zubti a kosti
(Matalova et al. 2011), coz bylo nasledné experimentalné potvrzeno (Bhattarai et al. 2013) a
bylo poukédzano na jeho osteogenni potencial (Oralova et al. 2016). Mechanismus uplatnéni
Myb v osteogenezi dosud neni znam.

Hlavnim cilem vyzkumu byla detekce expresnich zmén u vyvijejici se mandibuly v
ptipadé deficience genu pro transkripéni faktor Myb (knock-out vs. wild-type) se zaméfenim

na analyzu osteogennich a prolifera¢nich drah v oblasti prvniho molaru u mysiho modelu.

Material a metodika

Vzorky: Hlavové ¢asti fett (prenatalni den 15,5) Myb deficientnich a kontrolnich mysi byly
ziskany od prof. J. Framptona (Sumner et al. 2000) po fixaci v RNAlateru. Mikrodisekci byly
oddéleny mandibuly a poté separovany jejich molarové ¢asti. Vzorky byly odebrany do RLT
pufru (Qiagen) s B-merkaptoethanolem (Sigma-Aldrich).

Izolace RNA a ptepis do cDNA: RNA byla vyizolovana pomoci RNeasy Plus mini-kitu
(Qiagen). Cistota a koncentrace RNA byly stanoveny na piistroji NANO-drop (Thermo Fischer
Scientific). Pro PCR Array byla RNA piepsdna do komplementarni DNA s vyuzitim
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SuperScript ™ VILO ™ ¢DNA synthesis kit (Thermo Fisher Scientific), pro gPCR byla RNA

prepsana pomoci gb Elite Reverse Transcription Kit (Generi Biotech).

qPCR/PCR Array: PCR Array byla provedena s vyuZzitim RT? Profiler™ PCR Mouse Arrays
(Quiagen) Vysledky byly vyhodnoceny programem Qiagen Data Analysis Center

(https://geneglobe.qgiagen.com/jp/analyze/). qPCR byla provedena s vyuzitim gb Ideal PCR
Master Mix (Generi Biotech) a pfisluSnych primerti (ThermoFisher). Zména exprese byla

statisticky vyhodnocena proti hodnoté aktinu.

Vysledky a zavér

Myb protein je piitomen jiz ve formujici se alveolarni/mandibularni kosti jak bylo
zdokumentovano s vyuzitim imunohistochemie u frontalnich histologickych ftezli mysi
mandibuly (Obr. 1). Embryondlni den 13 je prvni den in utero vyvoje s morfologicky
identifikovatelnou strukturou budouci alveolarni/mandibularni kosti. Myb je zde pfitomen
v jadfe mesenchymovych bun¢k (Obr. 1, E13). Béhem nasledujicich dni multipotentni
mesenchymové buiiky diferencuji v osteoblasty (Obr. 1, E14) a pozdé&ji ve zralé osteocyty (Obr.
1, F15, F18), pozitivni na transkripéni faktor Myb.

Pro PCR Array analyzu byl vybran nejzazsi den ptezivani Myb knock-out mysi, a to
prenatalni den 15/15,5, kdy jsou v alveolarni/mandibularni kosti v okoli prvniho moléru jiz
pfitomny osteoblasty, ale také prvni osteocyty a mnohojaderné osteoklasty. Screening byl
proveden pro osteogenni molekuly a markery bunééného cyklu. Nejvyraznéjsi trend expresni
zmeény se tykal Slfnl, a to ve smyslu snizené exprese u k/o vzorka (Tabulka 1). Slfn predstavuji
rodinu proteint s fadou dulezitych funkci, napt. v bunécné proliferaci (Liu et al. 2018), kde
hraje roli také Myb.

Osteogenni screening poukazal na expresni zmény u systému Rank-Rankl-Opg, ktery je
klicovy pro diferenciaci osteoklasti a udrzovani dynamické rovnovahy mezi osteoblasty
a osteoklasty (Walsh et al. 2014). Rank je pfitomen na prekurzorech osteoklastti, které po vazbé
osteoblastového Rankl maturuji. Opg je decoy receptorem pro RANKL. U Myb k/o vzorki
mandibuly byla detekovana sniZena exprese Rank, u Rankl byl rozdil jest€ vyraznéjsi (Graf 1,
Rank, Rankl). U exprese Opg byla v ptipadé¢ Myb deficientnich vzorkii zaznamenéana zvysena
exprese (Graf 1, Opg).

Prezentované vysledky screeningu u mandibul Myb deficientnich vs. kontrolnich mysi

Siroky aplika¢ni potencial.
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Obrazek 1: Imunohistochemickd detekce proteinu Myb béhem prenatdlniho vyvoje (E —
embryonalni den 13, 14, F - fetdalni den 15, 18) alveolarni/mandibuldrni kosti. Myb pozitivni
buiiky jsou obarveny hnédé, negativni modre. Cervené krouzky ukazuji pozitivni buiiky. MéFitko

=100 um.

Tabulka 1: Trend expresnich zmén u Myb knock-out a wild-type vzorkii, mandibula, prenatalni

den 15, PCR Array analyza, Cell Cycle PCR Array Pannel (Qiagen).

Array kéd | Zkratka genu | Nazev genu Zména
exprese
All Ccnal Cyclin Al vyssiu k/o
B07 Ccnel Cyclin E1 nizsi u k/o
C09 Cdkn2a Cyclin dependent kinase inhibitor 2A nizsi u k/o
D06 E2f2 E2F Transcription factor 2 nizsi u k/o
D10 Gprl32 G Protein-Coupled Receptor 132 nizsi u k/o
GO03 Sltnl Schlafen 1 nizsi u k/o

Graf 1: Analyza exprese komponent systému Rank-Rankl-Opg u Myb knock-out vzorkii vs.

kontrol, mandibula, molarova oblast, prenatalni den 15, gPCR.
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Nové funkce pro-apoptotickych kaspaz ve vztahu k autofagii a chondrogenezi
Alice RameSova, Barbora Vesela, Eva Matalova

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

Uvod

Autofagie je proces lysozomalni degradace cytoplazmatickych komponent, ktery hraje
dalezitou ulohu pfi prezivani/smrti bunék, degradaci intracelularnich proteinti a organel, ale
také pfi prezentaci antigenu, raném vyvoji organizmu a pii diferenciaci fady bunéénych linii
(1). Autofagie se uplatiiuje i pii vyvoji kosti a v jejich homeostazi (2). Chondrogeneze je
soucasti vyvoje dlouhych kosti, chondrocyty jsou zachovany v rastové ploténce, kterda je
nezbytna pro elongaci kosti (3).

Kaspazy, cysteinové protedzy, jsou tradi€né spojovany s apoptéozou a zanctem.
V posledni dob¢ se vSak objevuji nové poznatky, které prokazuji funkce kaspdz i mimo tyto
procesy. Nové studie se tykaji uplatnéni proapoptotickych kaspaz u autofagickych drah (4).

Resitelské pracovisté aktualné prokazalo zapojeni kaspaz do autofagickych procest
probihajicich béhem degradace Meckelovy chrupavky (5). Dale byly studovany chondrocyty
odvozené z koncetinovych zdkladl, protoze k neapoptotické aktivaci kaspaz dochdzi také
v rustové ploténce dlouhych kosti (6). Farmakologicka inhibice kaspaz a PCR Array analyza
umoznila detekci fady autofagickych molekul, jejichz exprese se liSila u kontrolnich a
inhibovanych kultur chondrocytti (Vesela et al., nepublikované vysledky). Primarné se jednalo
o expresni zmény u Pik3cg (phosphoinositide-3-kinase, catalytic, gamma polypeptide), Tnfsf10
(tumor necrosis factor/ligand superfamily member 10), Irgml (immunity-related GTPase
family M member 1) a Ctss (cathepsin S).

Prezentovany vyzkum mél za cil specifikovat, které¢ konkrétni proapoptotické kaspazy

se na téchto efektech podileji.

Material a metodika
Chondrocytové mikromasové kultury odvozené z prenatidlnich (den 12) zdkladi mysSich
hrudnich koncetin, mechanické (v PSA pufru) a chemické (dispazou II) rozvolnéni bunék,
promyti, filtrace, nasazeni na kultivacni misky ve formé spotii (objem 10 pl), kultivace
(DMEM, F12 nutrient, FBS, P/S, L-glu, B-GP, kyselina askorbova).
Inhibice jednotlivych kaspdz pridanim FMK inhibitoru (100 uM v DMSO) do kultiva¢niho
média, vyména po 48 h, kultivace (5 % CO2, 37 °C), odbér po 7 dnech do RLT pufru s B-
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merkaptoetanolem. Separatni inhibice kaspazy-3/7 (spole¢ny inhibitor vzhledem ke sdilenym
substratiim) a -6, -8, -9, vzdy 3 biologické replikace, kontroly s DMSO bez inhibitoru.

Izolace RNA a prepis do cDNA s vyuzitim RNeasy Mini Kit a SuperScript VILO. Poté
provedena qPCR analyza Grovné exprese genli Pik3cg, Tnfsf10, Irgm1 a Ctss (Generi Biotech
Ideal PCR Master Mix, ThermoFisher primery). Vysledky vyhodnoceny jako rozdil v Ci
hodnotach, referen¢ni gen aktin, statistické zpracovani, hladina signifikance p <0,01 (**) a p

<0,05 (*).

Vysledky
Vysledkem vyzkumu byla kvantifikace expresnich zmén Pik3cg, Tnfsf10, Irgm1 a Ctss po
inhibici jednotlivych proapoptotickych kaspaz (Tabulka 1). Exprese genu Pik3cg byla
signifikantné sniZena po inhibici kaspazy-3/7, -6, -8, -9, exprese Tnfsf10 byla signifikantné
zvysena po inhibici kaspazy-3/7, -8, -9, exprese Irgm1 byla signifikantné zvySena po inhibici
kaspazy-3/7, -8 a signifikantné snizena inhibici kaspazy-9, exprese Ctss byla signifikantné

snizena po inhibici kaspazy-6 a -8.

Tabulka 1: Vliv inhibice jednotlivych pro-apoptotickych kaspdz na expresi autofagickych
markerit v mikromasovych kulturdach chondrocytii. Tabulka ukazuje zménu genové exprese

Jjako procento u experimentdlni skupiny vs. kontrolni (100 %), p <0,01 (**) a p <0,05 (*).

Kaspaza-3/7 Kaspaza-6 Kaspaza-8 Kaspaza-9
Pik3cg 54 %, ** 49 %, * 30 %, ** 29 %, *
Tnfsf10 263 %, ** Nesignifikantni 349 %, * 377 %, **
Irgml 206 %, ** Nesignifikantni 190 %, ** 81 %, **
Ctss Nesignifikantni 51 %, * 32 %, ** Nesignifikantni
Diskuze

.....

7 (exekucni kaspazy). Prezentovany vyzkum identifikoval ty, jejichz inhibice méla dopad na
expresi molekul spojovanych s autofagii, vytipovanych predchozim screeningem. VSechny
studované kaspazy se podilely na modulaci exprese genu Pik3cg, ktery negativné reguluje
autofagii prostfednictvim Akt signalizace (7). Stejné kaspazy ovliviiuji 1 Stépeni Beclin-1,
jednoho z hlavnich markert autofagie (7), ktery vSak interferuje také s apoptotickymi drahami

4.
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Inhibice kaspazy-3/7, -8, -9 zplsobila zménu exprese genu Tnfsf10. Exprimovany
protein Tnfsf10/Trail pozitivné ovlivituje autofagii a jeho signaliza¢ni draha mtize aktivovat
kaspazu-8 a ta poté¢ kaspazu-3 (8). Kaspaza-8 i -9 mohou regulovat autofagii cestou Atg7-
Beclin-1. (7, 9).

Zmeéna exprese u genu Irgm1 byla detekovana také v ptipadé inhibice kaspazy-3/7, -8,
-9. Funkce proteinu Irgml v autofagickych drahdch neni zcela objasnéna, nékteré studie
poukazuji na jeho schopnost interakce s Beclin-1 (10). Inhibice exeku¢niho tria kaspaz méla
rozdilny vliv na expresi Irgm i Tnfsf10. PfestoZe ani v tomto pfipad¢ neni mechanismus jesté
objasnén, je znamo, ze kaspdzy-3/7 a kaspaza-6 maji odliSné substraty, a to i v pfipadé
autofagickych drah (11).

Inhibice kaspazy-6 a -8 snizovala expresi Ctss. Protein Ctss je, stejn¢ jako napt. Pik3cg,
schopen modulovat autofagii prostfednictvim Akt signalni drahy (12). Kaspaza-6 mize ptimo
aktivovat kaspazu-8 v ptipadé¢ mitochondrialni cytochromem-c indukované cesty apoptozy.
Tento zpiisob aktivace kaspazy-8 ma ziejmé funkci zpétné vazby (13). JelikoZ zménu exprese
Ctss zpusobily pouze tyto dvé proapoptotické kaspazy, je mozné, ze obdobné cesty aktivace se

mohou uplatiovat 1 v autofagii.

Zavér
Individualni inhibice proapoptotickych kaspaz v chondrocytovych kulturach umoznila
specifikovat konkrétni kaspazy a jejich modulac¢ni efekt na expresi genti Pik3cg, Tnfsf10, Irgml
a Ctss. Jedna se o zcela nové interakce v souvislosti s autofagii. Nékteré z uvedenych molekul
jsou aktualné studovany v souvislosti s diagnostikou a terapii, zejména v oblasti nadorovych

onemocnéni.
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Uvod

Konvenéni terapie nddorovych onemocnéni jde stale doptedu, ale pfirodni latky (NHP
— natural health products), a 1é¢iva z nich vyrabénd maji na poli mediciny stale své misto.
Velkou nevyhodou NHP je ovSem jejich variabilita a nestabilni mnozstvi latek. Jednim
z feSenich tohoto problému je izolace bioaktivnich sloucenin.a terapie samotnymi latkami, ¢i
jejich kombinacemi ve znamych koncentracich. Taraxacum officinale (TO), cesky smetanka
1¢katska, téz znama jako pampeliSka, je vytrvala bylina z ¢eledi hvézdicovitych (Asteraceae).
Je jednou z rostlin, vyuzivanych v lidovém léCitelstvi uz po cela staleti. Stala se proto nejen
predmétem naseho zajmu, ale také tématem mnoha vyzkumt, at’ uz v podob¢ extraktu z celé
rostliny, nebo pouze jeji Casti, ¢i odizolovanych obsahovych latek, zejména ze skupiny
flavonoidl, fenolovych kyselin, triterpenti a fytosterolt (1,2,3,4). Cilem nasi prace bylo
porovnat ucinek celého extraktu z kotene TO, a jednotlivych izolovanych latek, ptipadné jejich

kombinaci na viabilitu mySich nddorovych linii.

Material a metodika

Bunééné kultury: Pro experimenty byly pouzity komeréné dostupné bunécné kultury, a to

nenadorové a nadorové mysi linie jater, plic a pojivové tkané. Bunky plic byly zakoupeny u
firmy ATCC® (Manassas, Virginie, USA), buiiky pojivové tkané a jater byly pouzity ze sbirky
Ustavu fyziologie. Jedna se o adherentni bunééné linie, které se kultivuji na kultivaénim
plastiku v zivném médiu s 10% FBS, antibiotiky (penicilin, streptomycin) a jsou umistény v

inkubatoru v atmosféie s 5 % CO?2.

Piirodni latky: Extrakt se p¥ipravoval ve spolupraci s Ustavem piirodnich 1é&iv FaF. Zkousené
latky, pavodné izolované z extraktu na UPL FaF, byly pro zajisténi dostate¢ného mnozstvi

zakoupeny ze Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).
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Experimentalni design: V prvni fazi se pfipravil extrakt z Taraxacum officinale (sbér,
zpracovani kofene, dvoustupiiova extrakce methanolem a chloroformem, odpaieni extraktu a
nafedéni v prislusném kultivacnim médiu), nebo testované latky — k. kavova, k. chlorogenova,
k. ursolova (navazeni a roziedéni v ptislusném kultivatnim médiu). V druhé fazi se testovalo
jejich pusobeni na viabilitu bunéénych linii. Experimenty na fyziologickych a nadorovych
buiikach probihaly soucasné, v pritbéhu celého roku. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny a

srovnana uc¢innost jak jednotlivych latek, tak jejich kombinaci, a také u¢innost celého extraktu.

Analyza vzorki: Viabilita nddorovych a nenddorovych bunék bude hodnocena pomoci testu
TACS MTT Cell Proliferation Assays (Trevigen, USA). Vysledky byly vyhodnocovany na
pistroji M200 Infinite PRO (Tecan, CHE) na Oddéleni virologie, Ustavu infek&nich chorob a

mikrobiologie.VSechny analyzy probihaly v multiplikatech (3-5) a byly 2-3krat opakovany.
Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci statistického software MedCalc. Hladina

vyznamnosti byla stanovena na p<0,05.

Vysledky

Graf 1,2: Viabilita bun€k pojivové tkané pii plisobeni extraktu v koncentraci 13,3 mg/mla 10

mg/ml.
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Graf 1,2: Viabilita nddorovych a nenadorovych bunék jater pti plisobeni jednotlivych kyselin
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Graf 3: Viabilita nadorovych a

nenddorovych bunék jater pii plisobeni kyseliny ursolové

Graf 4: Viabilita nadorovych a nenddorovych bunék pojivové tkané€ pti plisobeni kombinace
kyselin kavové a chlorogenové

1) Nenadorové bunky a kyselina kavova (250 uM) a chlorogenova (1000 uM);
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Diskuse a zaveér

Extrakt z Taraxacum officinale statisticky vyznamné snizuje viabilitu naddorovych bunék

fibrosarkomu, konkrétné v davkach 13,3 mg/ml a 10 mg/ml (viz Graf 1 a 2). Jeho cytotoxické
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pusobeni bylo rovnéz u bunék plic signifikantné vyssi pti davkach vétsich nez 6,7 mg/ml. Mezi
nadorovymi a nenadorovymi buitkami vSak statisticky vyznamny rozdil nebyl. Dle ptfedchozich
studii vykazuje extrakt z pampeliSky hepatoprotektivni efekt. NaSe vysledky tuto teorii
nevyvraceji. Viabilita nenddorovych hepatocyti je dokonce vys$i, nez viabilita negativni
kontroly (tzn. hepatocyty inkubované v médiu). U bunék jater neni statisticky vyznamny rozdil
mezi kontrolou a treatovanymi butnikami.

Dalsim krokem projektu bylo otestovat pusobeni izolovanych kyselin, kavové,
chlorogenové a ursolové na zminéné bunééné linie. Byla prokézéana selektivni cytotoxicita u
vSech ti kyselin na nddorové buiiky jater v zavislosti na davce (viz Grafy 1,2,3). Déle kyseliny
snizuji viabilitu 1 u bunék pojivové tkané a plic, kyselina chlorogenova v koncentraci 1000 uM
selektivné snizuje viabilitu u nddorovych bunék pojivové tkané.

Poslednim krokem bylo porovnéani ptsobeni jednotlivych kyselin a jejich kombinaci. Zde
se projevily interakce mezi latkami. Zajimavy vysledek vykazuje kombinace kyseliny kdvové
(250 uM) a kyseliny chlorogenové (1000 uM) u bunék pojivové tkané, kde doslo k vyraznému
prohloubeni selektivity ptisobeni na bunécnou viabilitu. DalSim zajimavym vysledkem bylo
snizeni cytotoxicity kyseliny ursolové, ktera sama o sob¢ byla velmi agresivni, ale v kombinaci
s kyselinou chlorogenovou byla viabilita nenddorovych fibroblasti vyssi o 20%, nez pti pouziti
samotné k. ursolové. Podobné vysledky byly prokazany i u nddorové linie jater, nikoliv vSak u
bunék plic, kde, pfestoze viabilita byla ovliviiovana v zavislosti na davce, mezi nadorovou a
fyziologickou linii vSak nebyl rozdil.

Prokézali jsme cytotoxicky ucinek celého extraktu z kotfene Taraxacum officinale, ktery
nekoreloval s vysledky jednotlivych kyselin. Potvrdil se tim fakt, ze latky v extraktu mohou
vykazovat jiny ucinek, nez jako izolované samostatné, nebot’ v extraktu se mohou uplatilovat
vzajemné interakce.
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Uvod

Hlodavci jsou spole¢né s letouny globalné nejvyznamnéjsimi rezervoarovymi hostiteli zoonéz (Han
et al., 2015). Ptipady vyskytu nékterych zoondz u ¢loveéka nebo domacich zvitrat jsou monitorovany
a hlaseny v ramci mezinarodnich imluv o zdravi lidi a zvitat (napt. ECDC, OIE). Ve sttedni Evropé
je znamo ptes 20 zoondz, u kterych jsou vyznamnymi rezervoarovymi hostiteli hlodavcei, napf.
Lymska borelidza, ehrlichidza, leptospirdza (Han et al., 2015). VétSina téchto nemoci miva mirny
priibéh, ale u ¢asti postizenych dochazi k vaznym komplikacim (napf. Papa et al. 2010, Silva-Pinto
et al.,, 2014). Pro svou relativni vzacnost jsou mnohé z téchto nemoci prehlizeny a nespravné
diagnostikovany.

Ceska republika ma velmi dobfe zdokumentovanou faunu hlodavcii a drobnych savci, s podrobnym
piehledem o rozsifeni jednotlivych druhti a jejich biotopovych preferenci. Spolecenstva hlodavct se
na konkrétni lokalit¢ méni v Case, jak vlivem vnitrodruhovych populacnich cykli, zménami
podminek prostfedi tak Sifenim nebo ubyvanim druhd. Vymezeni modelovych lokalit a jejich
dlouhodoby vyzkum mé potencial zachytit zmény v populacich a jejich promofenosti patogeny
(Davis et al., 2005). Prostiedi venkova a rekreacnich oblasti je zpohledu Sifeni hlodavci
zprosttedkovanych zoon6z obzvlasté rizikové, protoze zde snadno dochézi ke kombinaci patogenti z
voln¢ Zijicich, synantropnich a domécich zvitat, a také k tésnému kontaktu lidi s potencidlnimi
prenaseci (Sharareh et al., 2017).

Nase misto odbéru vzorkl (obec Sala$) funguje jiz 6 let jako modelova lokalita pro vyuku studentt
veterinarnich oborti. Diky tomu jsou z této lokality k dispozici zdznamy o poctu odchycenych
jedincii a druhti, a odebrané vzorky tkani. Nasbirany material umoznil podrobny prizkum spektra
ptitomnych zoonotickych patogeni, jejich hostitelského spektra, prevalence a variability v Case.

Material a metodika

Studovanou lokalitou je obec Sala$§ v pohoti Chiiby. Od roku 2014 zde kazdoro¢né probihaji
odchyty hlodavct pomoci sklapovacich pasti s ndvnadou. Trapping effort, tj. pocet poloZenych pasti
se mezi roky lisil, primérné se kazdy rok provedlo piiblizné¢ 1200 past/noci. V letech s nizkou
uspéSnosti se pocty poloZzenych pasti navySovaly, tak aby se povedlo pro kazdy rok ziskat
reprezentativni soubor vzorkli. Na materialu ze vSech odchycenych jedinct byly provedeny pitvy,
makroskopicka vySetfeni, odbéry vnitinich a vnéjSich makroparazith a vzorki tkani. Soubor vzorkl
obsahuje tkan¢ v etanolu (jatra, srdce, ledvina, slezina, sval) a sbéry zr. 2019 byly také
konzervovany v RNA pufru. Vzorky z ptedchozich let byly doplnény v sezéné 2019 do celkového
poctu 504 zpracovanych jedinci nalezejicich k 7 druhtim hlodavet (Apodemus agrarius, A.
flavicolis, A. sylvaticus, Microtus arvalis, Mus musculus, Myodes glareolus, Rattus norvegicus) a 5
druhtt hmyzozravct (Sorex araneus, Sorex minutus, Crocidura suaveolens, Crocidura leucodon,
Neomys fodiens). V terénu obtizné odliSitelné druhy Apodemus flavicolis a A. sylvaticus nebyly
druhové determinovany a nadéle je oznacujeme jako Apodemus sp.
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DNA zkazdého odchyceného jedince se izolovala ze smési organovych vzorkii (jatra, srdce,
ledvina, slezina, sval), tak aby se zvySila pravdépodobnost zachytu patogenli s raznymi
predilekénimi organy. Samotnd izolace DNA byla provedena pomoci komer¢niho kitu NucleoSpin
Tissue (Macherey-Nagel).

Ptitomnost Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia sp. a Babesia sp. jsme zjistovali noveé
vyvinutymi metodami (Baldzova et al. in prep.). Pro Anaplasma phagocytophilum a Rickettsia sp.
jsme pouzili duplex qPCR se specifickymi hydrolyzacnimi sondami. Babesia sp. jsme detekovali
pomoci qPCR spomoci ndmi vyvinutych primerd uréenych k detekci Babesia s. stricto
s mastermixem obsahujicim interkala¢ni barvivo SYBR Green. Identita pozitivnich vysledka byla
nasledné testovana pomoci analyzy teploty tani amplifikovanych fragmentl. Borrelia burgdorferi a
B. miyamotoi byly detekovany pomoci individualnich qPCR. Pro B. burgdorferi jsme vychazeli z
Leutenegger et al. (1999), v ptipadé B. miyamotoi jsme pouzili primery a sondu dle Sato et al.
(2014). Ptitomnost Leptospira interrogans byla detekovana pomoci duplex PCR (Ahmed et al.
2012) s naslednou vizualizaci produkti 1,5% agarézovém gelu. K prikazu Bartonella sp. jsme
pouzili standardni PCR (Schorn et al, 2011). Vybrané pozitivni vzorky pro jednotlivé patogeny byly
sekvenovany pro prokazani identity a identifikaci zaznamenanych linii.

Vysledky

V ramci odchycenych hlodaveii dominovaly mySice (Apodemus flavicolis, A. sylvaticus), nornici
(Myodes glareolus) a relativné bézné byly také bélozubky (Crocidura suaveolens). U téchto taxont
jsme zaznamenali nejvétsi pocet patogenil. Vzhledem k povaze biotopt (pievazné okraje lesit) bylo
odchyceno pouze 8 jedinct hrabose polniho (Microtus arvalis), ale 1 tak v nich byly zaznamenany 3
cilové patogeny.

Tab. 1 Sumarizace zachytu cilovych patogenu u jednotlivych druhti drobnych savci

Apodemus | Myodes | Microtus Sorex Sorex Crocidura | Crocidura
Apodemus sp. . ) :
agrarius | glareolus | arvalis araneus minutus suaveolens | leucodon

Anaplasma ' x x x
phagocytophilum
Rickettsia sp. X X X X X
Babesia X x x X
venatorum
Leptospzm X X X X
interrogans
Borrelia
burgdorferi s.l. X X X X X
Borrelia 9 9
miyamotoi
Bartonella sp. X X X X X X
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Tab. 1 Sumarizace zaznamenanych prevalenci patogeni u vybranych druhii drobnych savci

Apodemus Myodes Crocidura
Apodemus sp. agrarius glareolus suaveolens
Borrelia burgdorferi s.|.(%) 9.06 (27/297) 25.00 (8/32) 2.40 (3/125) -
Leptospira (%) 5.72 (17/297) 3.13 (1/32) 12.00 (15/125) -
Anaplasma (%) 8.75 (26/297) 6.25 (2/62) 4.80 (6/125) -
Rickettsia (%) 7.07 (21/297) 6.25 (2/62) 1.60 (2/125) 24.00 (6/25)
Babesia (%) 5.05 (15/297) 3.13 (1/32) 1.60 (2/125) 4.00 (1/25)

Zaznamenali jsme rozdily v incidenci infekce riiznymi patogeny u rezervoarovych druhti (viz tab. 2)
a mnohacetné ptipady multiinfekci u rodu Apodemus a Myodes. Leptospira byla nalézana relativné
nejcastéjsSi u nornika rudého (Myodes glareolus), Anaplasma phagocytophilum u rodu Apodemus
(sylvaticus + flavicolis). Pfes omezeny pocet vzorkl se zd4, ze na lokalité jsou hlavnimi rezervoary
Borrelia burgdorferi s.l. hraboSe polni (Microtus arvalis) a mySice temnopdsa (Apodemus
agrarius).
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Dynamika ristu Bacillus cereus ve varenych téstovinach uchovavanych pri 24 °C

Séarka Bursové', Danka Harustiakova?, Lenka Necidova', Eliska Krobotova', Zuzana Mlejnkova',
Matej Tkag!
Ustav hygieny a technologie mléka, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,
Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno!; Masarykova univerzita, Brno’
Uvod

Bacillus cereus je schopen vyvolat alimentarni onemocnéni dvou rtznych forem — emeticky a
diarhogenni syndrom (Bhunia, 2008). Emeticky syndrom je typicky spojovan se Skrobnatymi
potravinami, jako jsou ryze atéstoviny (Tewari a Abdullah, 2015). Tepelné oSetfeni pokrmil
vafenim neni z pohledu devitalizace spor B. cereus dostatecné. Vatené pokrmy by proto mély byt
konzumovany co nejdiiv po pfiprave, uchovavany pfi teplotach nad 60 °C nebo rychle zchlazeny
pod 4 °C. Pii téchto teplotdich nemohou ptitomné spory vyklicit (Bhunia, 2008). Cilem prace bylo
hodnoceni riistu B. cereus ve vafenych téstovindch uchovavanych 48 hodin pii teploté¢ 24 °C.
Sledovan byl vliv typu inokula a sloZeni té€stovin. Vytvofené matematické modely byly pouzity
k odhadu doby potifebné k namnozeni bakterie na mnozstvi ptedstavujici potencidlni zdravotni

riziko pro konzumenty.

Material a metodika
Testovacim médiem byly vafené té€stoviny typu torti tii riiznych receptur — bezvajecné, vajecné a
vyrobené ze semolinové mouky. Téstoviny byly pfipraveny vzdy bezprostfedné pied zahdjenim
pokusu dle pokynii vyrobce. Po ukonceni varu byly rychle zchlazeny proplachnutim sterilni
destilovanou vodou o teploté 5—6 °C. K inokulaci byla pouzita smés 6 sbirkovych kmenil B. cereus.

Téstoviny byly inokulovany suspenzi vegetativnich bunék nebo spor.

Vatené téstoviny (bezvajecné/vajecné/semolinové) byly asepticky navazeny po 10 g do sterilnich
homogeniza¢nich sacku s filtrem. Byly piipraveny 4 sady po 9 vzorcich. Vzdy 3 sady vzorki byly
inokulovany smésnou suspenzi (buniky/spory) tak, aby bylo dosazeno vychozi koncentrace fadové
2-3 log KTJ.g"'. Ctvrta sada bez piidavku B. cereus byla pouzita jako kontrola. Vzorky byly
nasledn¢ uchovavany pfi teploté 24 °C po dobu 48 h. PoCet B. cereus byl stanoven plotnovou
metodu za pouziti Mannitol Yolk Polymyxine B agaru (Oxoid). Inokulované Petriho misky byly
inkubovany aerobn¢ pti 30 °C po dobu 24 h. Individuélni vzorky vafenych téstovin byly vySetfeny

ihned po inokulaci (0 h) a poté v nasledujicich casovych intervalech: 3, 6, 8, 10, 12, 24, 31 a 48 h.

Ziskana analyticka data (KTJ.g!) byla nejprve logaritmicky transformovana za pouziti dekadického

logaritmu. Z takto upravenych dat byly spocitany primérné hodnoty a smérodatné odchylky (IBM
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SPSS Statistics, verze 22; IBM Corp., Armonk, NY, USA). K hodnoceni dynamiky ristu
sledovanych mikroorganismil byly pouzity 3 primarni matematické modely sledujici zménu poctu
bakterii v ¢ase — Baranyi-Robertstiv model (Baranyi a Roberts, 1994), Gompertziiv model (Gibson
et al., 1988; Zwietering et al., 1990) a tfifaAzovy Buchananiv model (Buchanan et al., 1997)

(software R, verze 3.4.3 a knihovna nlsMicrobio).

Vysledky
Po 48 hodinach skladovani pii 24 °C dosédhly maximalni pocty B. cereus ve vatenych téstovinach
hodnoty primémé 9 log KTJ.g!, pficemz rozdily mezi jednotlivymi typy téstovin a pouzitymi
inokuly byly minimalni. Ve vSech kontrolnich vzorcich (t€stoviny bez ptidavku B. cereus) byl

stanoven pocet B. cereus < 1,70 log KTJ.g"!, tj. pod mezi detekce pouzité plotnové metody.

Na obrazku 1 jsou uvedeny vytvofené riistové kiivky B. cereus v jednotlivych typech vatenych
téstovin uchovavanych pii 24 °C. Ve vsech ptipadech byly vytvoiené ristové kiivky kompletni. Na
korelace pozorovanych hodnot a hodnot predikovanych modelem) byl jako nejpiesnéjsi

vyhodnocen model Gompertziv (data neuvedena).

K zhodnoceni dynamiky rastu byly pozity zakladni kinetické parametry vytvofenych modelt — doba
trvani lag faze a rychlost ristu bakteridlni populace. Primérna predikovand délka lag faze se
pohybovala pfiblizné vrozmezi 1-2 hodiny. Vyznamné rozdily mezi typem téstovin
(bezvajecné/vajecné/semolinové) zjistény nebyly. Stejné tak délku lag faze vyznamné neovlivnil
typ pouzitého inokula (vegetativni bunky/spory). Podobné tomu bylo i v pfipad¢ rychlosti ristu,
opét nebyl prokazan vyznamny vliv typu té€stovin ¢i pouzitého inokula. Primérnéd predikovana

rychlost ristu byla 0,9-1,0 In KTJ.g'L.h!.

Hodnota pH vatenych téstovin béhem 48 hodin skladovani mirné kolisala (6,35-5,86), rozdily mezi
jednotlivymi typy té€stovin byly minimdlni. Aktivita vody byla prakticky konstantni, aw = 0,985.
Vzhledem k tomu, Ze B. cereus roste a mnozi se pii pH 4,3-9,3 a minimalni aktivité vody 0,92
(Kramer a Gilbert, 1989), 1ze konstatovat, Ze hodnota pH ani aktivita vody nem¢ly na rust B. cereus

ve vafenych téstovinach vyznamny vliv.
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Téstoviny bezvaje¢né Rosické, vegetativni buriky Téstoviny bezvaje¢né Rosické, spory
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Obrazek 1. Pozorované (symbol) a predikované (linie) hodnoty pocétu Bacillus cereus
ve vafenych téstovinach uchovavanych pii teplot¢ 24 °C (e) po dobu 48 h. Téstoviny
inokulované suspenzi vegetativnich bunék a spor na vychozi koncentraci 2-3 log KTJ.g™!.

Gompertziiv model byl pouzit k odhadu doby potfebné k namnoZeni B. cereus na rizikové mnozstvi
3, 5 a 8 log KTJ.g"! (tabulka 1). Pfi uchovavani vafenych téstovin pfi teploté¢ 24 °C dojde
k namnoZeni bakterie na kritické mnozstvi 5 log KTJ.g"! béhem méné neZ 8,5 hodin. Podobné 14,4

az 19,4 h je potieba k namnozeni na 8 log KTJ.g™!.
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Tabulka 1. Doba skladovani potfebnd k namnozeni B. cereus ve varenych téstovinach pfti 24 °C na

kritické mnozstvi. Cas skladovani (hodiny) predikovany Gompertzovym modelem.

Doba (hodiny) potifebna k dosaZeni kritické

Druh téstovin, inokulum koncentrace Bacillus cereus
3log KTJ.g! 5log KTl.g"! 8 log KTJ.g"!

bezvajecné, vegetativni buiiky 3,2 7,8 19,4
bezvajecné, spory 0* 5,5 14,4
vajecné, vegetativni bunky 3.1 7.8 18,8
vajecné, spory 0 5,4 14,7
semolinové, vegetativni bunky 4,0 8,3 18,3
semolinové, spory 0* 5,5 14,8

@ koncentrace 3 log KTJ.g"! bylo dosaZeno ihned po inokulaci vzorki

Zavér
Vafené téstoviny jsou vhodnym médiem pro riist a mnoZeni B. cereus. Spory mohou piezit
ptipravu, zdhfevem dochazi k jejich aktivaci. Pii dlouhém a nedostatecném zchlazeni, velkém
mnozstvi uvafenych téstovin a jejich uchovavani pii pokojové teplot¢ muze jiz béhem nékolika
hodin dojit k namnoZeni bakterie na hodnoty ptedstavujici zdravotni riziko pro konzumenty.
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Komplexni zhodnoceni negativnich ucinki vybranych organickych UV filtri na ryby
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Ustav ochrany zvifat, welfare a etologie, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a

farmaceutickad univerzita Brno

Uvod

UV filtry se bézn¢ ptidavaji do Sirokého spektra kosmetickych vyrobkl za ticelem ochrany
organizmu pied Skodlivymi G¢inky UV zéfeni. Mimo jiné tyto slouceniny miiZzeme také nachazet
v riznych textilnich vyrobcich, plastech ¢i barvach, kde plni funkci ochrany daného materialu pted
fotodegradaci vlivem UV zéfeni. V dusledku ¢astého pouzivani uvedenych produktti miize nasledné
dochazet k jejich vstupu do vodniho ekosystému a ovlivnéni necilovych organizml. Do vody se
dostavaji nejen pifimo v letnim obdobi v pribéhu riznych rekrea¢nich aktivit, ale také neptimo pfti
jejich nedokonalém odstranéni ze splaskovych vod v pribéhu Cistirenskych procest (Miletin, 2011).
Ve vodnim prostfedi je nasledné¢ muzeme detekovat jak v abiotickych (voda, sediment), tak i
biotickych matricich (vodni organizmy). Jejich koncentrace je v jednotlivych matricich variabilni a
vyznamné zavisi na lokalit¢ a roénim obdobi (Gago-Ferrero et al. 2015).

Organické UV filtry pfedstavuji vyznamnou skupinu kontaminantii, jejichz spotieba a
naslednd pfitomnost ve vodnim ekosystému se béhem poslednich let vyznamné zvysila. Spole¢né
s 1éCivy a dalSimi zastupci produktii vyuzivanych pro osobni péci se UV filtry fadi mezi tzv.
moderni ,,pseudoperzistentni mikropolutanty. Mezi nejvyznamné&j$i zastupce fadime nékolik
strukturnich typ latek, jako jsou p-aminobenzoaty, benzofenony, derivaty kafru a kyseliny
skoficové (cinnamaty), dibenzoylmethany, salicylaty, triaziny, benzimidazoly a dal$i (Miletin,
2011).

Z hlediska akutni toxicity jsou organické UV filtry vétSinou netoxické. Vyjimkou jsou
ovSem n¢ktefi zastupci jako je napf. ethylhexyl methoxycinnamat (EHMC) nebo 4-
methylbenzyliden camphor (4-MBC), u kterych byla prokézana i akutni toxicita, a to predevsim u
fas Ci bezobratlych (Paredes et al. 2014). Vyznamnéjsi riziko tyto latky piedstavuji predevSim
z pohledu chronického plsobeni, kdy negativni vlivy byly zaznamenany jiz pii expozici
environmentalné relevantnim koncentracim. Toxikologické studie prokazaly u vybranych zastupct
schopnost narusit antioxida¢ni ochranu, zplsobit vyvojovou toxicitu nebo genotoxicitu (Fong et al.
2016; Quintaneiro et al. 2019). Autofi Qiuntaneiro et al. (2016) uvadéji negativni plisobeni latky 4-
MBC na vyvoj embrya, nebot’ po aplikaci 4-MBC doslo u embryi ke vzniku perikardialniho edému

wewr

narusovat fyziologické funkce endokrinniho systému, kdy studie na rybach potvrdily u nékterych
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zastupcl zvySenou syntézu vitellogeninu u samct a histopatologické nalezy na saméich gonadach
(Christen et al. 2011). Lee et al. (2019) také uvadéji, ze EHMC muze ovliviiovat fyziologické
funkce stitné zlazy. Ackoliv je problematice toxicity UV filtri v poslednich letech vénovana
intenzivni pozornost, stale nejsou k dispozici kompletni tdaje o jednotlivych zastupcich a jejich

ucincich na vodni organizmy, a to pfedevsim na ryby.

Material a metodika

Hodnoceni potencialnich negativnich G¢inkl organickych UV filtrii bylo realizovano zpracovanim
vzorkl ziskanych v ramci dvou testd toxicity. V prvnim, subchronickém testu na juvenilnim stadiu
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), byla latka EHMC aplikovéana v krmnych peletach. Druha
¢ast experimentu se zaméfila na stanoveni embryotoxicity vybranych zastupc organickych UV
filtra.

V prvni fazi byly zpracovany vzorky ziskané v ramci subchronického testu toxicity, ktery probihal
po dobu 6-ti tydnd v semistatickém systému na Ustavu zoologie, rybaistvi, hydrobiologie a
vcelafstvi (Mendelova univerzita v Brné). Testovany byly celkem 3 koncentrace EHMC (10, 100 a
1000 pg/kg), kontrolni skupina byla krmena komerénim krmivem bez pfidavku EHMC. Krmné
pelety s pfidavkem testované latky byly pfipraveny smichanim krmiva s rozpuSténym standardem a
specialnim kopolymerem Eudragit E, ktery umozni ukotvit a stabilizovat povrch pelet s
adherovanou latkou. Ryby byly krmeny 3x denné v celkové davce 1,5 % celkové hmotnosti ryb.
V pribéhu experimentu byly dvakrit denné kontrolovany chemické parametry vody (teplota,
koncentrace, koncentrace amoniakalniho dusiku, dusitanového dusiku a chloridit). Po ukonceni
experimentu byly odebrany vzorky krve pro hematologické (pocet leukocytlii a erytrocytd,
hemoglobin, hematokrit, leukogram) a biochemické (albumin, celkovy protein, glukdza, alkalicka
fosfatdza, alaninaminotransferdza, aspartdtaminotransferaza, cholesterol, triacylglyceroly, vapnik,
fosfor, amoniak, laktat, laktatdehydrogendza a kreatinin) vySetfeni. Zbyl¢ vzorky plazmy byly
zamrazeny pro naslednou analyzu vybranych ukazatell oxidativniho stresu (ceruloplasmin,
reduk¢ni potencial plazmy) a markerti endokrinni disrupce (vitellogenin, hormony §titné zlazy). Po
odbéru krve byly u kazdého jedince stanoveny zakladni morfologické ukazatele (hmotnost, délka
téla, vyska a Sitka téla, hmotnost jater). Pro komplexni hodnoceni vlivu EHMC na ryby byly dale
odebrany vybrané tkadn¢ pro analyzu  oxidativniho stresu (katalaza, glutathionperoxidaza,
glutathionreduktaza, glutathion-S-transferaza, lipidni peroxidace). Vybrané tkan¢ (Zabra, jatra,
predni a zadni ledvina, klize, slezina) byly také odebrany pro histologické vySetieni.

Dale byly realizovany embryondlni testy na daniu pruhovaném (Danio rerio), kde byla hodnocena

akutni toxicita vybranych UV filtri na rand vyvojova stadia. Cerstvé oplozené jikry byly
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exponovany v mikrotitraénich destickich po dobu 96 hodin laitkhm EHMC a PBSA
(fenylbenzimidazol sulfonova kyselina) v koncentracich 0,1, 1, 10, 50, 100, 500, 1000 a 2 000 pg/l
a latce 4-MBC v koncentracich 0,1, 1, 10, 50, 100 a 250 pg/l. Po 24 hodinovych intervalech byla
hodnocena mortalita s vyuzitim vybranych indikatorii (koagulace, absence somitli, neodd€leni
ocasu, absence srde¢niho tepu) a dale byly také sledovany subletalni malformace (napt. deformace,
edémy).

Statistické zpracovani ziskanych vysledkii bylo provedeno pomoci statistického programu Unistat
for Excel 5.6. Data ze subchronického testu toxicity, ve kterém byl posuzovan negativni G¢inek
EHMC podavany v krmivu, byla v prvni fazi testovani podrobena hodnoceni normality (Shapiro-
Wilkiv test). Pokud data spliiovala podminku normélniho rozdé€leni, bylo pro dalsi testovani
pouzito parametrického testu — Tukey-HSD. Pokud nebyla splnéna podminka normality, bylo pro
zjisténi rozdilu mezi hodnocenymi parametry vyuZito neparametrického vicevybérového
medianového testu. K posouzeni rozdili cCetnosti jednotlivych ukazatell sledovanych
v embryondlnich testech toxicity (mortalita, lihnuti, vyskyt morfologickych zmén) byly vyuzity

kontingenc¢ni tabulky 2x2. Statisticka vyznamnost byla hodnocena na hladiné p<0,05.

Vysledky a zavér
Subchronicky test toxicity na pstruhu duhovem — hodnoceni EHMC v krmivu. Pti sledovani
morfologickych ukazatel po ukonceni experimentu byly zjiStény statisticky vyznamné zmeény
pouze v Sifce téla. U skupiny vystavené nejvyssi testované koncentraci (1000 pg/kg) doslo ke
statisticky vyznamnému zvySeni uvedeného ukazatele. U ostatnich parametri bylo patrné zvyseni
sledovanych ukazateli, ale nebylo testovano jako statisticky vyznamné. V ramci experimentu
nebyly pozorovany zadné zmény v chovani. Z vysledkii hematologického vysetfeni bylo zjisténo, ze
vlivem EHMC v koncentraci 1000 pg/kg doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni poctu leukocytt.
U ostatnich hematologickych parametri nebyly potvrzeny zadné statisticky vyznamné zmény.
Vysledky biochemického vySetfeni jsou uvedeny v tabulce €. 1. Statisticky vyznamné zmény byly
zaznamenany predevSim v experimentalnich skupinach vystavenych EHMC v koncentraci 100 a
1000 pg/kg. Pti sledovani ukazatelii oxidativniho stresu v krvi bylo zaznamendno sniZeni
redukéniho potencidlu plazmy, ktery byl testovan jako statisticky vyznamny u vSech testovanych

skupin. Nebyly zjistény statisticky vyznamné zmény v koncentraci ceruloplasminu.

Tabulka 1: Vysledky biochemického vySetfeni krevni plazmy po 6-tydenni expozici EHMC
v krmivu. Data jsou vyjadiena jako primér + sttedni chyba priméru (a, b, ¢ — rozdilna pismena

indikuji  statistickou vyznamnost p < 0,05) (ALP - alkalickd fosfataza, ALT -
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alaninaminotransferaza, AST — aspartataminotransferaza. LDH - laktatdehydrogenaza, TAG -

triacylglyceroly, FRAP — reduk¢ni potencial plazmy)

Parametr kontrola 10 pg/kg 100 pg/kg 1000 pg/kg
albumin (g/l) 12,8 +£0,4° 10,6 + 0,5%P 10,3 +0,7° 9,8+0,7"
ALP (pkat/l) 1.80,1 1.9+ 0.2 1,4+0,1 1,4+0,1
ALT (pkat/l) 0,3+0,03 0,3+0,02 0,3+0,02 0,3+0,03
AST (ukat/1) 5,7+0,5 6,7+0,4 5,7+0,4 7,34£0,6

amoniak (umol/l) 513,3+21,6* | 418,0+26,2° 371+16,6° 376,8+13,3"
bilkovina (g/l) 37,5+0,7° 34,7+0,9%P 33,3+1,1° 31,6+1,1°
cholesterol (mmol/l) 8,7+0,22 7,3+0,4° 7,1+0,3P 6,7+0,4°
fosfor (mmol/l) 3,5+0,1 3,7+0,2 3,4+0,2 3,7£0,2
glukoza (mmol/l) 4,3+0,2? 4,8+0,2%¢ 5,2+0,2b¢ 5,8+0,3"
kreatinin (umol/l) 25,8+1,7 28,0+1,2 25,2+1,8 23,0£1,9
LDH (pkat/l) 3.4+7,0 32,3433 34.63,6 45,351
laktat (mmol/l) 3,1+0,4? 4,1+0,5? 4,0+0,4? 5,0+0,5
TAG (mmol/l) 2,9+0,22 2,1+0,2° 2,0+0,2° 2,0+0,2°
vapnik (mmol/l) 2,8+0,1 3,0+0,1 2,840,1 2,9+0,1
FRAP (umol/l) 896,0+21,6* | 736,2+21,3* | 726,3+31,0° | 727,0+31,5°
ceruloplazmin (AA/min x 138,5+8,2 132,3+8,0 135,,6+9,1 128,6+8,0
10000)

Embryonalni test na daniu pruhovaném. Pii sledovani mortality nebyly zjiStény statisticky
vyznamné rozdily mezi kontrolni a pokusnou skupinou, a to ani u jednoho z testovanych UV filtrt.
Nebyl také potvrzen vyskyt morfologickych zmén. Pii hodnoceni lihnuti, bylo pfi pozorovani po 72
lihnuti bylo také zaznamenano v nckterych experimentalnich skupinidch exponovanych PBSA,
rozdily ovSem nebyly hodnoceny jako statisticky vyznamné. Pii sledovani embryotoxicity 4-MBC
byla naopak zaznamenéano snizené lihnuti po 72 h, které ovSem nebylo hodnoceno jako statisticky
vyznamné. Ackoli se vyskytovaly v rdmci testovanych koncentraci 4-MBC malformace a deformity
(edém perikardu, totalni deformace embrya, nevyvinuté oci), nebyla Cetnost téchto zmén testovana
jako statisticky vyznamna. Z uvedenych vysledki je zfejmé, ze v nami testovanych podminkach se

nepodafilo prokéazat vyvojovou toxicitu latky 4-MBC, jak uvadéji autoii Quintaneiro et al. (2019).
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Uvod
Intenzivni chov ryb je spojen s vysokym rizikem bakteridlnich infekci, které¢ vyzaduje profylaktické
a terapeutické pouziti antimikrobialnich latek. Aeromonady jsou gramnegativni bakterie uzce
spojené s prostiedim sladkych i1 slanych vod. U ryb vyvolavaji riznd infekéni onemocnéni,
naptiklad hemoragické septikémie nebo viedovitd onemocnéni. Aeromonady jsou rovn€z vhodnymi
indikatorovymi bakteriemi pro studium incidence a vyvoje antibiotické rezistence prevazné ve
vodnim prostiedi (1). Komparativni genomika s vyuzitim celogenomového sekvenovani predstavuje
dilezity nastroj pro identifikaci vysoce patogennich kmenti aeromonad a k popisu jejich vlastnosti.
Informace o epidemiologii aeromonad, Sifeni patogennich typi v chovech ryb, jejich sdruzeni s
faktory virulence a rezistenci k antibiotikiim vsak v Ceské republice chybi nebo jsou tato data velmi
omezena. Cilem této studie byl detailni popis a komparace souboru izolati aecromondad rezistentnich
k antibiotikim z ¢eskych ryb s vyuzitim celogenomového sekvenovani a poskytnuti novych

informaci o jejich patogenité a epidemiologii.

Material a metodika
V ramci studie bylo provedeno celogenomové sekvenovani 4 izolatd Aeromonas salmonicida ze
pstruhtt duhovych a 10 izolath Aeromonas veronii z kaprti obecnych dle nize uvedené metodiky.
Izolaty byly ziskany z piipadi infekci ryb chovanych v CR. U viech izolatd byl zarovei testovan

horizontalni pfenos plazmidi a byla stanovena kompletni sekvence 12 vybranych plazmidi.

Horizontalni pienos rezistence a typizace plazmidi

Pfenos plazmidd nesoucich geny rezistence k antibiotikiim se zaméfenim na fluorochinolony byl
testovan pomoci konjuga¢nich experimentli do laboratornich kmenid A. veronii Ae9, A. hydrohila
ATCC 7966 a A. salmonicida Ae25. Pfitomnost zdjmovych gend rezistence u ziskanych

transkonjuganti, kteti ptijaly rezistentni plazmid, byl potvrzen metodou PCR. V piipadé netispésné
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konjugace byla izolovana plazmidovdA DNA fenol-chloroformovou extrakci pienesena do
laboratorniho kmene transformaci. Nasledn¢é byla u takto ziskanych transkonjugantii/transformant

zhodnocena pfitomnost a velikost plazmid pomoci PFGE s vyuZitim enzymu S1 (1).

Piiprava DNA knihoven a sekvenovani

Genomova DNA izolath aeromondd byla izolovana kitem NucleoSpin® Tissue, zatimco
plazmidovd DNA transformanta kitem GenoPure Midi, Invitrogen. Po kontrole kvality a kvantity
byla tato DNA nasledné pouzita pro piipravu knihoven pomoci kitu Nextera XT. Vlastni

sekvenovani bylo provedeno na pfistroji MiSeq Illumina.

Bioinformatickd analyza dat

Ziskané vysledky byly podrobeny kontrole kvality a surovd data byla nasledné assemblovana
s vyuzitim programu SPAdes. Vysledné contigy byly pouzity ke stanoveni sekven¢nich typtl izolatd
a typizaci plazmidi za vyuziti online CGE programi (2). Byla provedena fylogenetickd analyza
izolath vcetn¢ referencnich genomt a vizualizace vysledki v podobé fylogenetického stromu.
Sekvence plazmidi nesoucich geny rezistence k fluorochinoloniim byly anotovany a analyzovany
pomoci bioinformatickych nastrojii (algoritmus BLAST, Geneious, RAST, Prokka, IS Finder).
V sekvencich plazmidt byly hledany geny pro pienos konjugaci ¢i mobilizaci, geny pro rezistenci

k antibiotiktim a dezinfek¢nim latkam a faktory virulence (3).

Vysledky

Celogenomové sekvenovani vysetfeného souboru izolath ukézalo na vysokou genetickou variabilitu
izolath A. veronii (Obrazek 1A). Metoda multi-locus sequence typing zaradila izolaty k rtiznym
sekvencnim typtim neboli ST (ST42 a single-locus variant, ST67) a vice nez polovina izolatd
vykazovala doposud nepopsanou kombinaci alel a nélezelo tak k novym ST (Tabulka 1). Rezistence
k fluorochinolonlim byla spojena s genem gnrS2. VSechny izolaty A. veronii byly rezistentni
k tetracyklinu a rezistence byla kodovana genem fe#(E). U vétSiny izolati byly nalezeny geny
rezistence k beta-laktamovym antibiotikim blacepu-a3-like (60%) a blaoxa-12-tike (50%).

Geneticka variabilita 4. salmonicida byla nizké a fylogeneticka analyza rpoB sekvence je zatadila
do jednoho klastru (Obrazek 1B) a vSechny izolaty ndleZely do epidemické linie ST2 (Tabulka 1).
Dva izolaty vykazovaly rezistenci k tetracyklinu kodovanou genem fef(A), dale nesly geny str4 a

aph(6)-1d pro rezistenci k aminoglykosidim, gen sul3 pro rezistenci k sulfonamidim a integron
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tiidy 1 s genovou kazetou dfrdA14 pro rezistenci k trimetoprimu. Rezistence k fluorochinolontim
byla u vSech izolatl spojena s genem gnrS2. Izolaty A. salmonicida nesly 6 riznych gent virulence.
Konjugativni ptenos plazmidi nesoucich gen gnrS2 nebyl Gspé€Sny u Zadného z analyzovanych
izolatd. Naproti tomu pfenos plazmidii transformaci laboratornich kmeni byl Gspé$ny v ptipadé
vsech izolatl. Naslednad sekvencéni analyza plazmidd ukazala, ze gen gnrS2 se nachazi uvnitt
mobilni inzer¢ni kazety ohrani¢ené pifimymi a obrdcenymi repeticemi nesené riznymi skupinami
plazmidu. Plazmidy nesouci gen gnrS2 zahrnovaly velké multirezistentni plazmidy IncU o velikosti
34 kb (2 izolaty A. salmonicida) a malé mobilizovatelné plazmidy s riiznou velikosti (4-10 kb).

Studované plazmidy nenesly zadné znamé geny virulence.
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Obrazek 1: Fylogeneticka analyza zaloZena na sekvenci genu rpoB izolatu A. veronii (A) a A.

salmonicida (B). Izolaty z cCeskych ryb vySetfenych vramci studie jsou uvedeny tucné. U

referencnich sekvenci je uveden pivod a stat v zdvorce za nazvem sekvence; pokud neni tato

informace dostupnd, je uvedeno “NA”.

Geny rezistence Geny virulence Plazmid s gnrS2
: T o 3
Izolat ¢. Identifikace ST E i 3
Nggéi‘gsngvﬂ“%ﬁot velikost
SSSSS355§3533538338383typ  (bp
AV699 A. veronii 42 E
AV701/1  A. veronii 42 E 10454
AV681 A. veronii 42-lke E repB 4043
AV697 A. veronii 42-lke E repB 4043
AV687 A. veronii 67 E repB 4041
AV680 A. veronii n E repB 4043
AV686 A. veronii n E repB 4043
AV696 A. veronii n E repB 4043
AV698 A. veronii n E
AV704 A. veronii n E repB 4043
AS90656A A. salmonicida 2
AS95832  A. salmonicida 2
AS81029A  A. salmonicida 2 A IncU 34541
AS88743  A. salmonicida 2 A IncU 34541
n, novy ST.

Tabulka 1: Vysledky celogenomového sekvenovani aeromonad
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Introduction
The cold pressed edible plant oils are more popular among consumers mainly because they are starting
to be more informed about health benefits of these oils. The technological process that is included in the
extraction of this type of edible oil makes them nutritionally more acceptable same as sensory properties
(Febrianto et al., 2011; Parker et al., 2003). In the Europe, cold pressed rapeseed and sunflower oil are
starting to be more popular among consumers (Briihl et al., 2008). These types of oil are made from
Brassica napus L. and Helianthus annuus are one of the most important crops in the world. For an
example can serve the fact that 60 million tons of rapeseed is produced every year (Yang et al., 2013;
Natorina et al., 2017). These oils are valuable sources of polyphenolic compounds, that can affect
positively people health (Song et al., 2019).
The fortification of food commodities has been very popular among producers and consumers. Seeds
and teas are used for the fortification since many of them contain higher amounts of phenols, omega 3
fatty acids and dietary fibers (Romankiewicz et al., 2017).
These types of oils and mixtures are mainly used as salad dressings, but they are also very often
included to culinary conditions with high temperature applications. This type of proccessing can
influence awkwardly the product nutritional profile, same as stability (Rudzinska et al., 2005; Kmiecik
et al., 2009).
The aim of the study was to monitor nutritional profile and oxidation stability of cold pressed oils under

influence of repeated heating.

Material and methods
Following cultivars of sunflower and rapeseed were used in the study: Velox and Sidney, respectively.
The oil was prepared using screw press and then filtrated through nonwoven, the yield was 30 %. Chia
and sesame, seeds and oils, were added to cold pressed sunflower and rapeseed oils in 5 %
concentrations. The mixtures of oils and seeds are shown in Table 1. The formed samples (control
samples and mixture samples) undergone 3 cycles of heating that included 10 minutes heating at 220 °C,

cooling for 20 minutes, for 3 times.
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Prepared samples were analyzed by following chemical analysis: peroxide value (ISO 3960:2017), free
fatty acids (ISO 660:2009), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sivarooban et al., 2008), Ferric
reducing antioxidant power (FRAP) (Szydtowska-Czerniak et al., 2008), total polyphenol (Li et al.,
2012), chlorophyll and carotenoid (Kraljic et al., 2013) contents.

Table 1. Analyzed samples of oil mixtures

Samples mixture
S Sunflower oil (Velox)
R Rapeseed oil (Sidney)
Sss5 Sunflower oil + 5 % sesame seeds
Rss5 Rapeseed seed oil + 5 % sesame seeds
Schs5 Sunflower oil + 5 % chia seeds
Rchs5 Rapeseed oil + 5 % chia seeds
Sso5 Sunflower oil + 5 % sesame oil
Rso5 Rapeseed oil + 5 % sesame oil
Scho5 Sunflower oil + 5 % chia oil
Rcho5 Rapeseed oil + 5 % chia oil
Results
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Figure 1. A) Oxidative-hydrolysis stability of oil samples evaluated by principal component

analysis. B) Antioxidant capacity of oil samples evaluated by principal component analysis
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Figure 3. Chlorophyll, carotenoid and polyphenol contents of oil samples evaluated by principal
component analysis.
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Table 2. Hydrolytic-oxidative changes in the samples of oils after repeated cycles of heating

Peroxide value Free fatty acids FRAP

Samples  Not heated }ieca};icrzs of Not heated ie?;icrllzs of Not heated fleca};ic;;s of

[mekv.O,/ke] [mekv.O,/kg] [mg KOH/g] [mg KOH/g] [pmol Trolox/g] [pmol Trolox/g]
S 1.30 £ 0.20° 37.78 £ 0.35¢ 0.43 £0.03 0.53£0.04 116.38 £ 1.68* 665.62 +0.18¢
R 2.76 +£0.20° 14.77 £ 0.03° 1.42 +0.06 1.87+0.12 298.74 +30.12° 389.27 £ 0.10¢
Sssl 9.78 £0.12 25.77 + 1.96 0.67 =0.00 0.67 =0.00 186.59 + 0.36* 345.64 £ 15.54°
Sss5 10.90 +0.03*  23.54 +0.28¢ 0.84 +0.08 0.78 £ 0.00 269.34 £ 0.60 27422 +£3.53
Rssl 5.90 +0.01° 13.49 £0.14° 1.93 £ 0.04 1.98 +0.05 460.56 + 0.15* 843.51 +44.80¢
Rss5 5.25 £ 0.06* 11.38+0.30° 2.19+0.08 2.16 £0.08 263.45+£0.25° 365.09 = 7.01°¢
Schsl 11.00+0.14*  33.07 £0.03¢ 0.36 +£0.04 0.47 £0.04 166.90 £ 0.27* 268.70 +£2.70¢
Schs5 11.17+042  3296+2.44 0.50 +0.08 0.45+0.08 190.80 £ 0.70* 378.36 = 39.60°
Rchsl 5.59 £ 0.00* 14.88 +0.20° 1.68£0.16 1.68 £0.01 250.36 +£0.23* 342.54 £2.38°
Rchs5 5.79 £0.15 15.24 +0.42¢ 1.68 +£0.16 1.72+0.08 275.50 + 0.24° 446.47 +£1.34¢
Ssol 4.09 +0.00? 33.12+0.11° 0.36 +0.04 0.50 +0.08 144.63 £0.17 141.19 £ 4.08
Sso5 27.79+0.01  29.52+0.24 0.42+0.04 1.65+0.12 171.69 £0.19* 224.77 £0.22¢
Rsol 3.45+0.15° 13.04 £ 0.02¢ 1.29+0.08 1.68 +0.00 288.34+0.15° 371.21 £0.90°
Rso5 6.29 +£0.14° 13.45+0.10° 1.68 +0.00 0.42 +0.04 273.30 +£0.25 303.48 £21.65
Schol 24.77+0.12 25.74 +0.07 0.50 £ 0.00* 0.39 £ 0.00° 179.73 + 24.02* 21644 +12.18°
Scho5 21.14+043  22.04+0.40 0.50 +0.08 0.56+0.15 189.52 £ 7.08* 412.41 £45.29°
Rchol 6.05+0.09 13.52+0.53 1.71 £ 0.04 1.89+0.22 230.68 + 0.25° 348.22 £ 4.69°
Rcho5 12.81 £0.13* 9.86+£0.18° 1.71 £ 0.04 1.79£0.01 258.39£0.57° 391.41 + 34.80

*different letters (a, b, ¢, d) indicate statistical significant (p<0.05) differences between not heated and heated samples

Conclusion
The research showed significant difference among not heated samples of experimentally produced oil
dressings/mixing with and without addition of sesame and chia oil and seeds. Principal component
analysis distinguished especially not heated samples of sunflower and rapeseed oil without addition of
oil and seeds from other heated and not heated samples. The research confirmed that hydrolytic-
oxidative stability same as antioxidant and nutritional profile of oil mixtures and oil dressings that can
be found on the market could vary significantly due to the addition of different seeds or oil. On the other

hand, the mixing is usually done only to make the product more attractive for consumers.
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Riziko vyskytu potencialné toxigennich bakterii Bacillus cereus sensu lato v provozovnach
stravovacich sluzeb
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Uvod

Dle zpravy Evropského tfadu pro bezpecnost potravin maji dominujici roli ve vzniku a
Siteni hromadnych onemocnéni z potravin provozovny stravovacich sluzeb (EFSA, 2017). Hned
druhy nejvetsi podil na vypuknuti ohnisek alimentarnich nakaz mé skupina bakteridlnich toxint, jez
zahrnuje také toxiny produkované Bacillus cereus (EFSA, 2017). Bacillus cereus sensu stricto
muze vyvolat 2 odli$né formy alimentarniho onemocnéni — diarhogenni a emeticky syndrom. Tyto
obvykle neprovazi vyraznéjsi komplikace. Nicmén¢, v posledni dobé roste pocet tézkych otrav,
které vedou k hospitalizaci, v n¢kterych ptipadech az ke smrti jedince (MesselhduBer a Ehling-
Schulz, 2018). To muze souviset s aktuadlnimi védeckymi poznatky odhalujicimi toxigenitu dalSich
druhtt skupiny Bacillus cereus sensu lato, stejné jako se zvySujici se mikrobidlni kontaminaci
provozoven témito bakteriemi. ZvySovani miry rizika z pfitomnosti bakterii skupiny Bacillus cereus

v gastronomickych zafizenich si proto vynucuje diikladné zhodnoceni potencidlni toxigenity kment

wev s

Material a metodika

V pritbéhu roku 2019 byly provadény analyzy izolatd B. cereus s. I. ziskanych z prostredi
gastronomickych provozoven, ze stéri zrukou pracovniku provozoven stravovacich sluzeb a
z pokrmu s cilem detekce gent pro produkei toxint, jez mohou u spotiebitele vyvolat alimentarni
onemocnéni. Pro zhodnoceni vyskytu bakterii B. cereus s. [. v provozovnach stravovacich sluzeb
bylo odebrano 143 vzorkt, které pochazely z 6 riiznych stravovacich zatizeni (5 kantyn, 1 Skolni
jidelna).

Vzorky z provozoven byly vySetfeny kvalitativné na p¥itomnost bakterie B. cereus dle CSN
EN ISO 7932. Pro sledovani rozdilnosti v druhovém zastoupeni a toxigennim potencialu
66 fenotypové pozitivnich kment B. cereus s. [. byla pouzita metoda polymerazové fetézové reakce
(PCR) zaloZena na detekci genu gyrB kddujiciho podjednotku B DNA-gyrasy (Yamada et al., 1999)
a technika vyuzivajici hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

Ptiprava vzorkti na MALDI-TOF probihala 3 zptsoby, z nichz byl jako findlni vzdy zvolen
vysledek metody s nejvyssi hodnotou skore (tzv. score value). Pii metod¢ piimé aplikace byla

mikrobidlni kultura z jedné izolované kolonie pfenesena na spoty kovové desky ptimo. V ptipadé
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extrakéni metody dochdzelo k extrakei proteint s pouzitim ethanolu a 70 % kyseliny mravencéi.
Mikrobialni kultura o jedné kolonii nebo 1 plné inokula¢ni klicce byla resuspendovéana ve 300 pl
PCR vody a smichéana s 900 pul 96 % ethanolu. Dal§im krokem bylo odstfedéni pfi 13000 rpm/2
min. Po vysuSeni na vzduchu byla peleta vortexovanim resuspendovéana s 10 — 50 ul (dle velikosti
pelety) 70 % kyseliny mravenci, dikladné¢ promichdna s 10 — 50 pl acetonitrilu a odstfedéna
(13 000 rpm/2min). Tteti zplsob byl specificky pro sporotvorné bakterie. S pouzitim extrakce
vzorku s kyselinou trifluoroctovou (TFA) a acetonitrilem dochazi k jejich inaktivaci. Bakterialni
kultura byla resuspendovana ve 300 ul PCR vody, po centrifugaci pii 13 000 rpm/2 min byl
supernatant slit a k pelet¢ bylo ptfiddno 10 — 50 ul TFA, déle trojndsobek vody a ekvivalentni
mnozstvi acetonitrilu
(200 pl). Naslednym spoleénym krokem vSech 3 zplsobl bylo pfeneseni 1 kolonie/1 pl
supernatantu na vzorovy ter¢ik MALDI Biotarget 96. Zaschlé vzorky byly prekryty 1 pl HCCA
matrice (kyselina o—kyano-4-hydroxyskoficovd) a po =zaschnuti analyzovany. Vystupem
srovnavaciho algoritmu byla druhova identifikace mikroorganismu s ptifazenou hodnotou skore
vyjadiujictho shodu hmotnostniho spektra vySetfovaného vzorku s referencnim molekularnim
identifikatorem v databézi
MALDI Biotyper (Freiwald a Sauer, 2009).

Pro potfeby detekce vSech komponent toxini B. cereus s. [. vyvolavajicich onemocnéni
z potravin (hemolyzin BL, nehemolyticky enterotoxin, cytotoxin K, cereulid) byly navrzeny nové
standardni operacni postupy. Izolace DNA byla provedena lyzou varem (100 °C, 20 min)
s naslednym odstfedénim pti 12 000 rpm/6 min. Celkem byly k detekci genii pro produkci toxind,
jez stoji za vypuknutim diarhogenni a emetické formy onemocnéni, pouzity 4 multiplex PCR

(mPCR). Pfehled pouzitych primert a jejich sekvenci je uveden v Tabulce ¢€.1.

Tabulka ¢. 1: Prehled pouzitych primerii a jejich sekvenci

Target Primer Primer sequence (5-3) Amplicon Reference Annealing
_gene size (bp)

gyrB BC1 ATT GGT GAC ACC GAT CAA ACA 365 Yamada et al. (1999) 54°C
BC2 TCA TAC GTA TGG ATG TTA TTC

NRPS* CERI1 ATC ATA AAG GTG CGA ACA AGA 188 Horwood et al. (2004) 54 °C
CER2 AAG ATC AAC CGA ATG CAA CTG

16Sr RNA  InKol GGA GGA AGG TGG GGA TGA CG 241 Martineau et al. (1996) 54 °C
InKo2 ATG GTG TGA CGG GCG GTG TG

hblA HBLAL1 GCT AAT GTA GTT TCA CCT GTA GCAAC 873 Rowan et al. (2003) 62.5°C
HBLA2 AAT CAT GCC ACT GCG TGG ACA TAT AA

hblC HBLC-N AAT AGG TAC AGA TGG AAC AGG 399 Rowan et al. (2003) 62.5°C
HBLC-C GGC TTT CAT CAG GTC ATA CTC

hblD HBLD-N AAT CAA GAG CTG TCA CGA AT 439 Rowan et al. (2003) 54 °C
HBLD-C CAC CAA TTG ACC ATG CTA AT

nheA nheA344S TAC GCT AAG GAG GGG CA 499 Ghelardi et al. (2002) 54 °C
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nheA843A GTT TTT ATT GCT TCA TCG GCT

nheB NBF TTT AGT AGT GGA TCT GTA CGC 743 Guinebreticre et al. (2002) 54 °C
NBR TTA ATG TTC GTT AAT CCT GC
nheC NCF TGG ATT CCA AGA TGT AAC G 683 Guinebreticre et al. (2002) 54 °C
NCR ATT ACG ACT TCT GCT TGT GC
Vysledky a diskuze

V ramci této studie byla pomoci PCR a metody MALDI-TOF potvrzena pritomnost bakterii
B. cereus s. [. v 65 ze 143 vzorkl (45,5 %). Pouze 1 z 67 (1,5 %) fenotypové pozitivnich izolath
(presumptivni B. cereus s. [.) nebyl spouzitim uvedenych metod zafazen mezi druhy skupiny
B. cereus, jednalo se o druh Lysinibacillus boronitolerans.

Z celkovych 66 pozitivnich izolatd spadajicich mezi B. cereus s. [. jich bylo pomoci PCR
identifikovano 59 jako B. cereus sensu stricto (89,4 %). 3 izolaty (4,5 %) byly oznaceny jako druh
Bacillus thuringiensis, 1 (1,5 %) izolat byl druhové uren jako Bacillus mycoides. V pripadé
zbylych 3/66 (4,5 %) izolati nebyla zaznamenéana shoda mezi vysledky analyzy PCR a MALDI-
TOF, nicméné u vSech téchto izolatd byl zjistén vyskyt genli pro produkci toxini a s pomoci
MALDI-TOF byly tyto ur€eny jako B. cereus sensu stricto (B. cereus s. s.). Geny kodujici produkei
alespoil jednoho typu sledovanych toxini byly detekovany u 66/66 (100 %) izolatd. Vsechny
izolaty nesly geny pro produkci nehemolytického enterotoxinu (nheABC). U tietiny ziskanych
izolati (22/66; 33,3 %) byla potvrzena pfitomnost jednotlivych komponent hemolysinu BL
(hblACD). Gen kodujici produkei toxinu vyvolavajici emetickou formu alimentarniho onemocnéni
(ces) se vyskytoval u 3/66 izolath (4,5 %). Na zaklad¢ detekce konkrétnich gent pro produkci
toxind a jejich komponent byly pro konkrétni PSS ziskany tzv. profily genii kodujici produkei
enterotoxinid (Graf €. 1). Tato skutecnost naznacuje, ze cesty Sifeni B. cereus s. . jsou Uzce spjaty

s kfizovou kontaminaci.
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Graf ¢. 1: Profily genii pro produkci enterotoxinii typické pro konkrétni provozovny

S ohledem na vyskyt bakterii B. cereus s. I. v téméf polovin€ odebranych vzorkl a zjistény vysoky
toxigenni potencial mizeme konstatovat, ze v ptipad¢ dalSiho nedodrZeni principti spravné vyrobni
a hygienické praxe mize konzumace pokrmu kontaminovaného témito bakteriemi vyustit u
spotiebiteld v otravu z potravin.
Zavér

Ziskani udaji o kontaminaci provozoven potencidlné toxigennimi bakteriemi B. cereus s. . a
o urovni dodrzovani zasadnich pozadavkl spravné vyrobni a hygienické praxe ve stravovacich
zafizenich nachazejicich se na uzemi CR je velkym piinosem nejen pro spotiebitele, ale také pro
provozovatele potravinaiskych podnikii. NedodrZzeni pozadavki spravné vyrobni a hygienické praxe
muize mit v kombinaci s vysokym toxigennim potencidlem bakterii B. cereus s. l. zdsadni vliv na
bezpecnost pokrmill. Diky vysledkim projektu dochézi k praktickému zlepSovani situace

v provozovndach, a tak snizovani velikosti rizika pro spotiebitele.
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Uvod

Zlaté nanocastice se dnes pouzivaji v Siroké Skale produkti. Pouzivaji se pifi vyrobé
elektroniky, lékaiskych zafizeni, jsou soucasti terapeutickych latek ¢i kosmetiky a zaroven se
vyuzivaji u osob postizenych naddorovym onemocnénim (1, 2). Je zifejmé, ze se zvySujici se
produkci a spotfebou zlatych nanocastic se zvysi i jejich environmentalni koncentrace. Vyzkumy
potvrzuji jejich pfitomnost ve vSech slozkach Zivotniho prostfedi. Nanocastice se do prostredi
dostavaji skrze odpad a odpadni vody z domacnosti, ale i primyslu, ¢i ve formé emisi (3). Aktualni
predikce environmentalni koncentrace zlata v odpadnich vodach ve Velké Britanii je 470 pg/l (4).

Je kdispozici né€kolik studii, které zkoumaly ekotoxikologicky efekt zlatych nanocastic
na vodni organismy, avSak informace na toto téma ve védeckych publikacich v souc¢asné dobé

nepiinasi jednotné zavéry. Vysledky ziskané timto vyzkumem je vhodné doplni a rozsifi.

Material a metodika

Ekotoxikologické testy byly provedeny se zastupci trofické irovné producentti (okiehek),
konzumenti (perloocka a ryba) a destruentd (bakterie).

Pro provadéni testli byly syntetizovany nanocastice zlata s primérnou velikosti castic (d.
nm) 1,1 nm, 11,5 nm a 15,2 nm. Pro objasnéni toxickych Uc¢inka zlata byly provedeny testy i
s iontovou formou zlata chloridem zlatitym (AgCls). Koncentraéni fada nanocéstic zlata se
stanovila na zaklad¢ predbéznych testd.

Pro posouzeni vlivu nanocastic zlata na vodni organismy byly zvoleny testy akutni toxicity
na okifehku menSim Lemna minor, na sladkovodnich korySich Daphnia magna a na motskych
bakteriich Vibrio fischeri. Metodicky se postupovalo dle piislusnych norem (CSN EN ISO 20079,
CSN EN ISO 6341 a CSN EN ISO 11348).

Rostliny okiehku mensiho se nechaly rtst po dobu 7 dni v raznych koncentracich testované

latky rozpu$téné ve standardné piipraveném zivném roztoku SIS. Soucasné se nasadily testovaci
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rostliny do zivného roztoku bez testované latky — kontrola. V intervalu 24 hodin se kontroloval
pocet listkli a jejich stav a po 7 dnech se stanovila inhibice ristu na zakladé¢ ristovych rychlosti a
hmotnosti kone¢né biomasy. Pomoci komeréné dostupného softwaru TOXICITA 3.1 (VUV
Ostrava, Ceska republika) jsme na zakladé ziskanych inhibi¢nich hodnot vyhodnotili 168hEC50.

Akutni test na perloockdch Daphnia magna spoc¢ival ve sledovani jejich imobilizace ve
zvoleném rozsahu koncentraci testované latky. Nasledné byla ve 24hodinovém intervalu sledovéana
inhibice pohybu perloocek a zaznamenani jak uhynuli, tak imobilizovani jedinci. Ze ziskanych
hodnot byla stanovena 48hEC50 probitovou analyzou pomoci pocitatového programu (PROBITY
VURH Vodiany).

Principem bakterialniho bioluminiscenéniho testu toxicity je zména intenzity luminiscence
motskych svétélkujicich bakterii Vibrio fischeri vyvolana negativnim plisobenim toxického vzorku.

Dale byly provedeny embryondlni testy akutni toxicity podle modifikované metodiky OECD
236 — Fish Embryo Acute Toxicity Test. Do testii byly nasazeny oplozené jikry dania pruhovaného.
Test trvajici 96 hodin byl provadén v triplikatu, semistatickou metodou s vymeénou lazné¢ kazdych
24h. Byla pozorovana mortalita a stanovena 96hLC50 probitovou analyzou pomoci pocitacového
programu Ekotox 5.2. Dale byly zaznamendvany subletdlni zmény, jako naptiklad retardace vyvoje,
vyvojové deformity, edémy a dal$i zmény.

Na zéklad¢ vyslednych hodnot EC/LC byla porovnana citlivost vSech testovacich organismi
a posouzeno piipadné environmentalni riziko vzhledem k redlnym koncentracim nanocastic zlata v
zivotnim prostiedi.

Vysledky
Vysledky akutnich testt toxicity jsou uvedeny v nasledujici tabulce €. 1.

Tab. €. 1: Hodnoty EC50 pro dafnie; ErC50 pro okiehek, EC50 pro bakterie, LC50 pro embrya

Testovaci AuClz PVP10 (11,5 d.nm) | PVP40 (15,2 d.nm) | Cit (1,1 d.nm)
organismus
Daphnia magna 0,59 mg/1 169,64 mg/1 195,55 mg/l 78,92 mg/l
(48 hod)
Lemna minor 19,55 mg/1 21,96 mg/l 32,43 mg/l 132,11 mg/l
(biomasa)
Lemna minor 9,52 mg/l 56,90 mg/l 64,54 mg/l 155,64 mg/l
(rustova rychlost)
Vibrio fischeri 0,89 mg/l 41,98 mg/l 26,08 mg/l -
(30°)
Danio rerio 52,2 mg/l 140,6 mg/1 93,9 mg/1 165,3 mg/1
(96 hod)
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Vysledky ekotoxikologickych testd se lisi v zavislosti na druhu organismu a podminkach
testu. Testy akutni toxicity nanocastic zlata u okifehku mensiho prokazaly biomasu jako lepsi
biomarker v porovnani s rhstovou rychlosti. Nejvyssi toxicita u zkoumanych vzorkii byla
zaznamenana u bakterii Vibrio fischeri. Naméfené hodnoty EC, které zpusobily 50% (EC50)
inhibici emise svétla ve srovnani s kontrolou byly v rozmezi 0,89—41,98 mg/l. Naopak nejméné
toxické byly nanocastice pro perloocky Daphnia magna. Rozdilna toxicita nanocastic zlata pro
perloocky byla zaznamendna i1 na zdkladé¢ hodnot stfedni efektivni koncentrace stanovenych dle
velikosti ¢astic. V pfipadé dafnii nanocastice s primérnou velikosti ¢astic 1,1 nm byly vice toxické
(48hEC50 = 78,92 mg/l) nez nanocastice s primérnou velikosti c¢astic 15,2 nm (48hEC50 =
195,55 mg/l). V ptipadé embryi dania pruhovaného byla pozorovana nizSi toxicita zlatych
nanocastic v porovnani s AuCls, nejniz§i hodnota LC50 byla stanovena pro nanocastice s
pramérnou velikosti ¢astic 15,2 nm. Expozice embryi vSem druhiim nanocastic v nejvyssi
koncentraci (100 mg/l) zpusobila zvySeny vyskyt edémil a v pfipadé nanocéstic stabilizovanych
PVP (polyvinylpyrrolidon) také snizeni srde¢ni frekvence, coz svéd¢i o negativnim pulsobeni

zlatych nanocastic na vyvoj ob&hového systému embryi dania pruhovaného.

Zavér
NasSe zjisténé hodnoty EC50 (LC50) potvrzuji nizké toxické ucinky nanocastic zlata na
vodni organismy pii kratkodobé expozici. Ziskané hodnoty efektivnich koncentraci nanocastic zlata
umoznuji predikovat ekotoxické riziko pro zastupce vodni biocenodzy, a i kdyZ tyto hodnoty jsou

vy$$i nez v soucasnosti znamé environmentalni koncentrace, nelze v souvislosti s jejich rostoucim

pramyslovym vyuzivanim vyloucéit potencialni riziko jejich negativniho piisobeni.
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Prikaz modifikovanych §krobt v masnych vyrobcich

Zdenka Javurkova, Matej Pospiech, Marie Bartlova
Ustav hygieny a technologie potravin rostlinného pivodu, Fakulta veterindrniho hygieny
a ekologie, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno
Uvod
Skrob je jednou z potravinafskych piidatnych latek (PPL) povolenych a b&Zné pouzivanych pro
vyrobu potravin véetné masnych vyrobki. Skrob se miZe pouZivat v nativni nebo modifikované
form¢. Pouziti nativnich Skrobii je omezené, nebot’ nejsou pfrili§ stabilni a ve vyrobcich muze
dochézet k odd€lovani vody [1]. Pro vyrobu masnych vyrobki jsou preferovany zejména Skroby
modifikované z diivodu lepsi rozpustnosti ve studené vod¢ a schopnosti formovat stabilni gely.
Modifikované Skroby se vyrabi zejména chemickou (derivaci), fyzikéalni (zahiev a vysoky tlak),
kyselou nebo zasaditou hydrolyzou [2].
Dle jiz neplatné CSN normy 570157 se $krob prokazuje jodometrickou titraci. Tato metoda ale
stanovuje jednotlivé monosacharidy, proto touto metodou nelze prokazat pouziti modifikovanych
Skrobii. Karkalas [3] popsal enzymatickou metodu schopnou prokazat nativni a také voskovy skrob.
Dle platné legislativy jsou chemicky modifikované skroby povazovéany za PPL, a proto musi byt na
spotiebitelském baleni uvedeny jako PPL, ve srovnani s nativnim nebo fyzikéln¢ modifikovanym
Skrobem, ktery je povazovéan za surovinu. Tato skute¢nost miize negativné ovlivnit jejich vybér,
a snizit tak ekonomické zisky vyrobct potravin. S ohledem na obavy spotiebitelli a zdjmy vyrobct
potravin se oznaCovani PPL otevira prostor pro falSovani potravin, kdy misto modifikované¢ho
Skrobu bude uvedena pouze ptitomnost Skrobu jako suroviny.
Jednou zmoznosti prikazu modifikace pouZzitého Skrobu ve vyrobku je pouziti skenovaci
elektronové mikroskopie [4]. Pospeich [5] popsal moznost histologického prikazu nativnich
Skrobt. U modifikovanych Skrobti dochézi ke zméné barvitelnosti v navaznosti na pouzitou
modifikaci a také ke zméné morfologické charakteristiky Skrobovych zrn [6].
Morfologickou identifikaci a rozdily v barvitelnosti Skrobl lze vyuzit pravé pro odliSeni pouzité
modifikace, a tedy k urCeni pouziti modifikovaného Skrobu v masném vyrobku. Pro identifikaci
pouzité modifikace Skrobu bude sestaven diskrimina¢ni model. Vyuziti diskrimina¢nich modeli pro

klasifikaci potravin pomoci obrazové analyzy potvrdili naptiklad Riguelme [7].

Material a metodika
V prvni ¢asti projektu byl proveden vybér nejvhodnéj$iho histochemického barveni na skupiné

32 vzorkli Skrobu, jak nativnich, tak chemicky (E1412, E1414, E1420, E1422, E1442, E1450)
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i fyzikdlné modifikovanych. Vzorky byly zpracovany technikou parafinovych blokd. Bloky byly
krajeny na mikrotomu Leica RM2255 (Leica, GER). Pro kazdy vzorek bylo nakrajeno 5 skel po 2
fezech, pro kazdé barveni 1 sklo. Ovéfena byla barveni jodovym roztokem, modifikované barveni
Lugol-Calleja, PAS - Calleja, barveni Azur A a barveni jodovymi parami (JP). Vzorky byly po
obarveni montovany pomoci montovaciho média. Po zaschnuti byly fezy nasnimany kamerou DFK
23U274 (Imaging Source, GER) s vyuzitim mikroskopu Eclipse Ci-L (Nikon, JPN)
s motorizovanym stolkem Prosca III (Prior, USA). Nasledn¢ bylo programem pro analyzu obrazu
NIS-Elements BR 4.50.00 (Laboratory Imaging, CZ) provedeno snimani a méfeni. Kromé méteni
zékladnich morfometrickych parametrtt Skrobovych zrn (v pfipadé jejich ptitomnosti) bylo
provedeno spektrofotometrické méteni za pouziti spektralni kamery (DFK23U274, Imagine Source,
GER).

V dal$im kroku byly pfipraveny modelové masné vyrobky v koncentra¢ni fad¢ (0,001; 0,01; 0,1;
1,0; 5,0 a 10,0 %) pro nativni bramborovy Skrob a hydroxypropylether zesitovaného fosfatu
bramborového Skrobu — E1442. Vzorky byly zpracovany stejnym zptisobem jako vzorky Skrobii a
na zaklad¢ vysledki pfedchozi analyzy obarveny jodovymi parami.

Déle byly testovany vzorky zakoupené v trzni siti s deklarovanym slozenim. Veskera vysSetieni

probihala anonymné na vzorcich obsahujicich Skrob a také na vzorcich bez ptitomnosti Skrobu.

Vysledky
Na zac4atku experimentu byly pfipraveny a obarveny vzorky rliznych druhii Skrobl. U téchto vzorkl
byly méfeny rizné parametry. Jednalo se o0 RGB, spektralni charakteristiku v rozsahu 400 — 750 nm
a analyzu v barevném prostoru CIELAB. Z uvedenych metod byly k vytvoieni diskriminacniho
modelu vybrany parametry CIELAB (tabulka 1). Jako nejvhodnéjsi barveni pro diskriminaci bylo
vyhodnoceno barveni JP. Prvni dva faktory dosahly u tohoto typu barveni 93,88 % (R=93,15). Pro
dalsi barveni korela¢ni faktory dosahly u PAS Calleja 91,31 % (R=0,82), Lugol 86,76 % (R=0,80),
Lugol Calleja 80,86 % (R=0,62) a pro barevni Azurem 86,38 % (R=0,68). Navrzeny model byl
pouzity pro prikaz typa Skrobu (kukuficny a bramborovy) a pro identifikaci pouzité modifikace.
Zvoleny model klasifikuje typ Skrobu se spravnosti 71,94 % u kukufi¢ného Skrobu a 87,50 % u
Skrobu bramborového. Specifita metody byla 0,87. Pro klasifikaci jednotlivych modifikovanych
Skrobii bylo dosazeno rtznorodych vysledkli. Metoda je vhodna pro urceni kukutiéného Skrobu
E1450 (80,00 %), bramborového Skrobu E1442 (93,33 %), nativniho Skrobu voskové kukufice
(82,5 %) a skrobu voskové kukutice E1450 (60 %). Pro modifikovany kukuficny Skrob E1421
(30,77 %), kukuticny nativni (36,59 %) a modifikovany bramborovy E1450 (35,00 %) tato metoda

nedosahovala dostatecné spravnosti zatiidéni. Pro Skroby kukuficny E1421, bramborovy E1420,
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E1422 a nativni (0,00 %), kukufi¢ny E1422 (17,50 %), kukufiény E1442 (5,00 %), kukufiény

fyzikaln€ modifikovany (7,50 %) je tato metoda nevhodna.

Tabulka 1: Parametry CIELAB u potravinatskych Skrobt

Vzorky CIELAB

Druh skrobu Modifikace L* a* b*
Kukufi¢ni E1412 29,12+6,8 7,87+4,54 -10,08+5,32
Kukufi¢ni E1421 18,0310 12,82+9,39 -3,81+2,85
Kukufi¢ni E1422 42.,44+25.,48 11,04+8,97 6,74+12,68
Kukufi¢ni E1442 65,97+6,04 4,7+2.36 17,67+2,54
Kukufi¢ni E1450 25,98+7,65 22,83+4,05 7,41+1,53
Kukufiéni Nativni 52,97+10,42 -2,48+4,69 9,31+6,06
Kukufi¢ni Fyzikélni 28,4448,57 10,15+5,62 -8,81+5,12
Bramborovy E1414 36,09+17,08 6,58+9,99 -5,35+9,34
Bramborovy E1420 40,26+6,55 -1,22+1,54 0,9+2,14
Bramborovy E1422 35,87+3,35 0,9+1,28 -0,23+1,35
Bramborovy E1442 47,01+8,17 -2,65+1,59 3,3942,57
Bramborovy E1450 48,41+11,01 4,78+6,88 0,1+3,52
Bramborovy Nativni 38,56+10,54 6,69+8,62 -3,46+5,45
Voskova kukufice Nativni 69,89+5,53 3,88+2,28 17,67+3,38
Voskova kukurice E1450 29,22+8.13 22,41+4,53 -6,12+3,36

Navrzena metoda JP métena v systému CIELAB byla ovéiena také u masnych vyroka (Tabulka 2).
Hlavni dva faktory dosahly 100 % (R=0,82). Diskriminani model pro masné vyrobky obsahoval
dva zastupce modifikovanych Skrobl, bézn¢ pouzivané u masnych vyrobkld (E1422, E1442) a
nativni bramborovy Skrob. Celkova uspésnost zatfidéni byla 87,14 %. Pticemz pro Skrob E1442

(95,00 %), E1422 (85,00 %), pro nativni krob (80,00 %).

Tabulka 2: Parametry CIELAB u masnych vyrobkii.

Vzorky CIELAB

Modifikace L* a* b*
E1422 32,954+4,99 2,82+1,64 13,02+4,86
E1442 66,85+8,36 7,05+3,43 11,57+3,28
Nativni 39,10£13,20 7,9243,80 6,68+3,17
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Zavér
Navrzené modely diskriminacni analyzy Vytvof;‘llg ze ziskanych vysledki méteni vzorkl riznych
druhii skrobti 1ze pouzit pro ur¢eni modifikované¢ho skrobu kukuti¢éného (E1450), modifikovaného
bramborového (E1442), nativni Skrob zvoskové kukufice a modifikovany Skrob z voskové
kukufice (E1450). Uzsi model zvoleny pro masné vyrobky lze rovnéz pouzit pro uiceni Skrobu
modifikovanych (E1422, E1442) a nativnich. Pfi pouziti téchto diskriminacnich modela je
uspésnost zatiidéni vysoka. PrestoZze metoda zatim nedosahuje valida¢nich kritérii vhodnych pro
kontrolu potravin, ptedstavuje jedinou moznost, pfimého prikazu modifikovanych Skrobd v
potravinach. Pro zlepSeni vysledkii planujme do diskriminaéni analyzy zapojit dal$i méfitelné
vlastnosti, které mohou zpfesnit zatiidéni analyzovanych vzorkli a piipadné 1 jeji vyuziti pro

kontrolni ucely.
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Vliv ethinylestradiolu na celosam¢i triploidni populaci dania pruhovaného (Danio rerio)
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Ustav ochrany zvifat, welfare a etologie, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni

a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Latky estrogenniho charakteru se vyskytuji v povrchovych vodach, v sedimentech dna a byly
zaznamenany nalezy ve tkanich krevet, mékkyst a ryb (Liu et al., 2015). Jednim ze zdrojii téchto
latek je hormondlni antikoncepce. V hormonalni antikoncepci se jako jedna zGcinnych latek
vyuziva ethinylestradiol, coz je synteticky derivat estradiolu. Existuje Sirokd Skala diagnostickych
metod pro zjiSténi pritomnosti téchto latek ve vodé€, sedimentu i télech vodnich zivocicht. Pro
hodnoceni jejich G¢inkll na necilové organismy je ale potfeba provadét testy toxicity. Dénio
pruhované (Danio rerio) je vyuzivano jako nejrozsifenéjsi modelovy organismus v akvatické

toxikologii.

Danio pruhované se zacind pohlavné diferenciovat kolem 21. dne a kompletni pohlavni diferenciace
je dokoncena 42. den Zivota. Brion et al. (2004) sledovali vliv 17B-estradiolu rozpusténého ve vodé
na dania s pfirozenym pomérem pohlavi ve tiech rozdilnych vékovych kategoriich. U mladSich
jedincii bylo pro indukci vitellogeninu potteba vyssich davek 178-estradiolu (100 ng/l) ve srovnani
se starSimi jedinci (5 - 25 ng/l). A¢koliv byla tato studie obsahla, nepopsala vliv estrogennich latek
po celé obdobi pohlavniho dospivani jedinct. Tyto latky ptisobi na necilové organismy po celou

dobu jejich dospivani a nasledného zZivota z diivodu jejich pfitomnosti ve vodnim prostiredi.

Pti rozdélovani oplozenych jiker v ramci pokusu, jako byl tento, nelze zajistit vyrovnany pomér
samcl a samic. Obtizn¢ odhadnutelnému pomeéru pohlavi lze zabranit vyuzitim celosamcich
triploidnich populaci pokusnych ryb. Tato ojedin€la charakteristika, kdy se uméle indukovani
triploidi vyviji pouze v samce, byla zji§téna pravé u dania pruhovaného (Kavumpurath et Pandian,
1990). Vliv ethinylestradiolu na ryby je mozno experimentidlné¢ hodnotit na zakladé mnozstvi
vitellogeninu v télnich tkanich. Vitellogenin je prekurzorem vajec¢ného zloutku a u samic je bézné
tvofen jako odpovéd’ na estrogen produkovany vajeniky. Samci maji velmi malé mnozstvi
estrogenu v téle, proto je u nich produkce vitellogeninu minimalni (Sumpter, 1995). V pievazné
casti dosavadnich studii pievladd forma vystaveni pokusnych ryb U¢inné latce rozpusSténé ve

vodnim roztoku. Jednim z experimentd, kdy byla pokusnym rybdm podavana ucinna latka
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v krmivu, byl pokus zaméfeny na sledovani ucinkt drospirenonu, jakoZzto rozsifené Ucinné latky
v hormonalni antikoncepci (Blanco et al., 2016). Poznatky o vlivu estrogennich latek ptisobicich po
celou dobu dospivani nejsou dostacujici, stejn€ jako moznosti vyuziti celosam¢i populace triploida

pro testovani u¢inkl téchto latek ve vodnim prostiedi.

Material a metodika

V ramci uvedeného experimentu byl proveden 8-tydenni test toxicity, jehoz prakticka ¢ast probihala
na Ustavu zoologie, rybafstvi, hydrobiologie a v&elaistvi Mendelovy univerzity Brno. Nejprve byla
ve spolupraci s Fakultou rybafstvi a ochrany vod Vodiany JU Ceské Budéjovice fesena produkce
triplodnich samct dania pruhovaného (Danio rerio). Produkce triploidnich samct byla realizovana
pomoci teplotniho Soku o teploté¢ 41.3°C aplikovaného 2 minuty po oplozeni jiker, ktery trval
2 minuty. V disledku teplotniho Soku dojde po splynuti jadra oocytu a spermie a rozestoupeni
polovych télisek k opaénym polim zygoty k zadrzeni jednoho pdlového téliska, chromozomy se
proto nemohou rozestoupit rovhomérné do nové vzniklych bunék a vznika triploidni zygota.
Pro ovéfeni uspésnosti indukce triploidie byl pfed zacitkem pokusu vzorek embryi zméfen
pritokovou cytometrii. Toto vySetieni triploidii potvrdilo.

Rybam byla v rdmci pokusu v obdobi larvalniho, juvenilniho a adultniho vyvoje podavana v krmivu
zabudovana testovand latka ethinylestradiol ve tfech rtznych koncentracich a testovana latka
178B-estradiol v jedné koncentraci. K naneseni testovanych latek na krmivo byla ve spolupréci
s Ustavem technologie 1é¢iv Farmaceutické fakulty VFU vyvinuta novd metodika. Kontrolni
skupiny byly krmeny krmivem bez navédzané testované latky. Pied samotnym zahdjenim pokusu
byly ryby rozdéleny do 12 nadrzi. Dvé kontrolni skupiny triploidnich jedinct byly krmeny krmivem
bez testovanych latek, dvé skupiny slouzici jako pozitivni kontrola byly krmeny krmivem
s navazanou latkou 17B-estradiol. Ve zbylych 6 akvériich byly ryby krmeny krmivem se tfemi
rozdilnymi koncentracemi ethinylestradiolu, v jednom duplikatu. Posledni dvé akvaria obsahovala
ryby, u kterych nebyla teplotnim Sokem vyvoladna triploidie, jednalo se tedy o diploidni formy dania
pruhovaného (Danio rerio). Tyto ryby byly krmeny krmivem bez obsahu testovanych latek.
Nejnizs$i testovand koncentrace testované latky byla stanovena na zdklad€ environmentalni
kontaminace a dostupné odborné a védecké literatury. Dalsi testované koncentrace byly stanoveny
jako 10 a 100nésobek této koncentrace. Jednalo se o koncentrace 0,1 mg/100g, 0,01 mg/100g
a 0,001 mg/100g krmiva (Peck et al. 2004). Ryby byly krmeny vzdy 3x denné, rano, v poledne
a veCer. Vymeéna vodni 14zn€ probihala vZdy 1x denné. Zaroven s vyménou vody probéhl odbér
vody pred vyménou a po vymeéné a jeji laboratorni vySetfeni. Po 8 tydnech byl experiment ukoncen

a vyhodnocen.
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Krmivo s obsahem Kontrola Kontrola Pozitivni Pokusna Pokusna Pokusna
(diplodi) (triploidi) kontrola skupina 1 skupina 2 skupina 3
Bez testované latky 0 0 X X X X
176-estradiol (mg/100g) X X 0,01 X X X
Ethinylestradiol (mg/100g) X X X 0,001 0,01 0,1
Vysledky a zavér

V ramci vyhodnoceni osmi-tydenniho experimentu budou na triploidnich formach dania
pruhovaného (Danio rerio) provedena jednotliva vySetieni - stanoveni hmotnosti jednotlivych ryb,
stanoveni vitellogeninu v celotélovém homogenatu ryb pomoci ELISA metody, stanoveni hodnot
aromatazy, histologické vySetfeni gonad a stanoveni vybranych ukazatelii oxidativniho stresu
(aktivita antioxida¢nich a detoxikac¢nich enzymil, hodnoceni trovné€ poskozeni lipidil a proteintl).

Vzhledem k naroc¢nosti technického a ¢asového provedeni pokusu nejsou momentalné jeSté
ziskana data vyhodnocena. Vyhodnoceni odebranych vzorki je naplinovano na pribéh
mésice prosince a na prvni polovinu ledna. Nasledné probéhne analyza dat a jejich statistické
zpracovani. Kromé vySetieni odebranych vzorku tkani je v planu také vySetieni vody pro
zjisténi, zda jsou testované liatky navazané na krmivu schopny uvolnéni se do vodniho

prostiredi a zpétné stanoveni koncentrace testovanych latek v krmivu.
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Dopad mikroplastii na organismus pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss)

Nikola Hodkovicova'2, Hana Minafova®?, Hana Caloudova!, Petr Marsalek'
Ustav ochrany zviiat, welfare a etologie, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a
farmaceutickd univerzita Brno!, Oddélent imunologie, Vyzkumny ustav veterindrniho lékaistvi’,
Ustav ekologie a chorob zvére, ryb a véel, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a

farmaceutickd univerzita Brno'

Uvod

Znecisténi vodniho prostiedi plasty je aktualné diskutovanym problémem védecké sféry,
jejich dopad na necilové vodni organismy vSak stdle neni dostate¢né prostudovan. Rozsiteni plasti
je celosvétové a jejich hlavnim zdrojem je huménni Cinnost (Botterell et al., 2019). Plasty se
nejcastéji déli podle slozeni (polyethylen, polyprophylen, polystyren, polyvinylchlorid aj.), tvaru
(kulovité, vldkna aj.) nebo podle velikosti (makro-, meso-, mikro- a nanoplasty). Jako mikroplasty
jsou nejcastéji definovany plasty v rozmezi velikosti od 20 pm do 5 mm (Eerkes-Medrano et al.,
2015; EFSA 2016). Pro nas experiment jsme vybrali mikroplasty o velikostnim rozmezi 4048 um
z materialu polyethylen (Sigma-Aldrich, USA), ktery je jednim z celosvétoveé nejvice pouzivanych
plasti. Byl testovan jejich dopad na organismus pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss)
v prib¢hu Sesti-tydenni oralni aplikace. Mikroplasty byly inkorporovany do krmiva ve tiech
testovacich koncentracich — 0,5%, 2% a 5%, a jejich G¢inky byly porovnavany s kontrolni skupinou.
Cilem tohoto experimentu bylo zjisténi potencidlniho vlivu polyethylenovych mikrocastic

na biometrické, hematologické, biochemické a histopatologické parametry pstruha duhového a dale

rrrrr

Material a metodika

Experiment byl proveden na 160 juvenilnich jedincich pstruha duhového. Ryby byly nejprve
aklimatizovany po dobu dvou tydni pro jejich navyknuti na laboratorni podminky. Nésledn¢ byl
celkovy pocet ryb rozdélen do 8 akvarii po 20 ks. Test byl proveden v duplikdtu — dvé akvaria byla
vystavena 0,5 % koncentraci polyethylenu v krmivu (E1), dalsi dvé 2% koncentraci (E2) a posledni
dvé 5% koncentraci (E3). Dvé akvaria slouzila jako kontrolni (K) a byla vystavena nulové
koncentraci mikroplastii. Ryby byly krmeny 3% denné¢ v celkové davce 1,5% télesné hmotnosti/den,
tato davka byla upravovéana kazdé 2 tydny vzhledem k aktualni hmotnosti ryb. Experimentalni faze

trvala Sest tydntl a v jejim pribéhu byly provedeny celkem tfi odbéry — v 2. a 4. tydnu a cely pokus
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byl zakonéen v 6. tydnu zavére¢nym odbérem. V rdmci experimentu byla utracena jedna ryba,
a sice v nejvyssi testované koncentraci.

V ramci vSech odbérti byl kazdé rybé odebran vzorek krve do heparinizované injekéni
stiikacky pro stanoveni zakladnich hematologickych a biochemickych parametri, zjisténi
fagocytarni aktivity lymfocytd a provedeni krevnich néatér pro stanoveni diferencidlniho rozpoctu
leukocyti. Nasledné¢ byla ryba omracena tupym uderem do hlavy, usmrcena pretétim Zabernich
obloukii a kazdy kus individudlné¢ zméfen pro zjiSténi zdkladnich biometrickych parametra
(hmotnost téla, hmotnost jater, celkova délka, Sitka, vyska). VSechny ryby byly pfedlozeny
k pitevnimu vySetfeni, v rdmci kterého byly odebrany vzorky pro zjisténi vlivu na genovou expresi
(zébra, jatra, pfedni ledvina a pfedni stfevo), stanoveni zdkladnich parametrii oxidativniho stresu
(zabra, jatra, zadni ledvina) a pro provedeni patoanatomického vySetteni (Zabra, jatra, klize, slezina,
pfedni a zadni tsek stieva). Ziskané data byla nasledné piedloZena k statistické analyze (* p<0,05;
**p<0,01), ve které byla porovnana vzdy kontrolni skupina s experimentalnimi skupinami z daného

odbéru. Data jsou prezentovana jako pramér + smérodatna odchylka (SD).

Vysledky
Nebyl zjistén vliv aplikace mikroplastovych ¢astic v krmivu na stanovované biometrické
parametry. Hematologické vySetieni neprokazalo statisticky vyznamné rozdily v poctu erytrocytt
a hodnotach hemoglobinu mezi jednotlivymi odbéry a kontrolou. Vyznamné rozdily byly zjistény
v poctu leukocytl, kde byl sledovan pokles hodnot vzhledem k nariistajici koncentraci mikroplastt
v krmivu i vzhledem k délce trvani experimentu. Hodnoty hematokritu poukdzaly statisticky
vyznamny narust hodnot v E1, E2 i E3 oproti kontrole v prvnim odbéru, v Case tfetiho odbéru vsak

doslo k vyrovnani hodnot mezi kontrolou a experimentalnimi skupinami.
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Obrazek 1. Grafické znazornéni hodnot leukocytii a hematokritu. K1-3 — kontrolni skupina
(prvni az tfeti odbér), E1 1-3 (experimentdlni skupina EIl, prvni az tfeti odbér), E2 1-3
(experimentalni skupina E2, prvni az tteti odbér), E3 1-3 (experimentalni skupina E3, prvni az tfeti

odbér).

V ramci biochemického vySetfeni byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v hodnotach
alanin aminotrasferdzy, kdy v rdmci druhého odbéru doslo k poklesu hodnot v E3 skupiné. Hodnoty
amoniaku poklesly pfi druhém odbéru téméf na polovinu v E3 skupiné oproti kontrolni skupiné.
K poklesu hodnot laktatu doslo také v E3 skuping, avSsak béhem prvniho odbéru. Ostatni hodnoty
stanovované v ramci biochemické analyzy neprokazaly statistickou vyznamnost pii srovnani

s kontrolou ve stejném ¢ase odbéru. Vysledna data jsou prezentovana v Tabulce 1.

Prvni odbér Druhy odbér Treti odbér

K1 | El-1 | E2-1| E3-1 K2 EI-2 E2-2 E3-2 K3 EI-3 E2-3 E3-3
ALB 158 159 159| 158 154 157 153 139 155 160 17,5 15,6
430 427 +1,7 22 437 426 427 432 42,8 +1.8 423 435
ALP 2,05 22+ | 2,1+ | 2,6+ 24+ 24+ 20+ 1,9+ 1,8t 21+ 22+ 2,0+
06 10 07 07 08 09 05 06 06 08 07 07
ALT 04 05 05 04 04 04 03 02 03 03 03 03
+0,1  +0,1 +03 +0,1 0,1 0,1 =£0,1 0,1 0,1 =+0,1 +0,1 =0,1
% %

AST 6,8 84 6,7 79 75 80 82 70 6,6 58 6,3 6,5
+1,5 £19 +£14 | £2,0 +28 1,2 £24 <£1,8 *1,7 1,3 +£1,6 =19
AMO | 1024, | 928, 755, 665,0 837, 694, 612, 485, 539, 467, 470,6 404,

N 0 6 9 £57,8 5 6 9 5 8 9 =114, 8
+93,9  £75,  £71, +89, +64, 83, £77, +83, 73, 3| +65,

2 2 6 ** 6 1 1%** 4 5 7

TP 39,1 384 385 39,7 409 414 37,6 351 38,2 382 40,8 | 40,1

5,2 £2,7 £1,6 | £2,7 50 43 £35 | £34 | 45 34 £3,6  £5,1
CHO 10,1 = 10,1 96 10,3 10,2 11,0 10,5 10,2 9,6 10,1 10,4 9,7

L 1,4 +1,2 +£1,2| +£1,7 14 +09 =+£1,7 £1,5 +£2,1 *1,9 1,8 =£L,6
FOS 70 6,8 5,5 4,3 64 58 47 39 33 3,1 34 33

+0,7 | +0,7 +0,7 | +0,5 +0,8 0,8 +0,7  +0,5| +0,6 +0,5 +0,6  =+0,3
GLC 2,6 32 3.8 44 43 40 46 44 47 48 5,1 4,7

+0,5 | +04 0,7 =+0,5 <+1,1 +04 =+I,1 04 +0,7 +0,7 +0,6 =+0,7

KRE 28,6 342 295 31,4 357 359 26,7 257 32,0 32,6 333]| 338
A +4,2 | +6,9 54| +4,7 +6,7 82 +£57 +49 £7,1 53 +£9,0 <£7,6
LDH 28,7 44,4 40,2 47,6 42,0 359 39,8 263 | 31,6 28,1 29,6 27,6
+10,1 = +£5,2 +9,8 =*10,4 | £10, =11, =11, 5,7 =14, =£10, =114 6,1

4 9 9 1 4

LACT 56 34 4,1 23 43 34 40 3,1 3,7 3,9 4,3 3,9
+1,3* | +£1,0 *1,6 +0,8* | 1,0 +1,0 | +1,4 1,2 £1,4 =£1,1| 14 <+14
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TAG 2,5 29 2,6 27 22 29 25 2,9 1,9 23 2,7 2,0
0,6 +0,9 +0,7| +0,8 +09 0,6 0,8 +09 0,6 =+0,9 1,4 +09
CA 3,0 3,0 3,1 29 30 30 30 29 27 27 29 27

+0,2 | £0,2 +0,2| +0,2  +0,5 +0,2 =+0,2  +0,2 +04 =+0,2 +0,2 =+0,3

Tabulka 1. Vysledky biochemické analyzy. ALB — albumin, ALP — alkalick4 fosfatdza, ALT —
alanin aminotrasferaza, AST — aspartat aminotrasferaza, AMON — amoniak, TP — celkovy protein,
CHOL - cholesterol, FOS — fosfor, GLC — glukéza, KREA - kreatinin, LDH - laktat-
dehydrogenéaza, LACT — laktat, TAG — triglyceridy, CA — vapnik). Primér + SD.

Vzhledem k naroc¢nosti probéhlého experimentu, mnozstvi odebranych vzorka a ¢asového
prubéhu, budou analyzy vzorki odebranych pro stanoveni vlivu oralni aplikace mikroplasti
na parametry oxidativniho stresu a zmén exprese gend pro zanétlivé a proti-zanétlivé cytokiny,

vyhodnoceny pozdéji, stejné jako vyhodnoceni piipadnych patoanatomickych zmén tkéni.
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Hodnoceni produkce stafylokokovych enterotoxinii v lahtidkarskych a cukraiskych vyrobcich

Lenka Necidova!, Harustiakova Danka?, Sarka Bursova!, Katefina Bogdanovi¢ova®,
Iveta Vatikova', Michaela Vinklatova', Matej Tkac!
Ustav hygieny a technologie mléka' a Ustav gastronomie’, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,

Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno; Masarykova univerzita, Brno®

Uvod

Staphylococcus aureus je vyznamnym patogenem cCloveka i1 zvifat. Je schopny produkovat fadu
toxickych substanci, jako jsou napf. stafylokokové enterotoxiny (SEs) zpisobujici onemocnéni
z potravin oznacované jako stafylokokova enterotoxikéza. Onemocnéni ma rychly néstup i prubéh.
Prvni symptomy intoxikace — zvraceni, bolest hlavy, bficha a prijem se objevuji za 1-6 hodin po
poziti potraviny kontaminované SEs (Loir et al., 2003). V soucasnosti je znamo vice nez 20 typu
SEs oznacovanych pismeny A—V (Argudin et al., 2010). Mezi rizikové vyrobky se z pohledu
mozného vyskytu S. aureus tadi kromé mléka a mlécnych vyrobkl (Rabello et al., 2007) také
potraviny s vysokych podilem ruéni prace — lahtidkarské a cukraiské vyrobky. Jak uvadi vysledky
studie Bogdanovicova et al. (2019) provadéné v provozech spolecného stravovani, zdrojem
kontaminace lahtdkarskych a cukrafskych vyrobkii muze byt prostfedi provozoven a ruce
zameéstnancl. Ze 17,9 % stérh prostfedi nebo rukou byly izolovany bakterie S. aureus, z nichz u
58,5 % (70,0 % zrukou, 52,0 % =z prostiedi) byly prokdzany geny kodujici produkci SEs.
Sundararaj et al. (2019) ziskali 34 izolati ze 100 vzorkl potravin urc¢enych k pifimé spotieb¢, u 14
z téchto izolatl byl prokazan gen koédujici tvorbu SEB. Za rizikové mnoZstvi koagulazopozitivnich
stafylokoktl, mezi jejichz hlavni zéastupce se S. aureus fadi, je povazovan pocet vice nez 10° KTJ
v mlnebo g potraviny (Necidova et al., 2012; Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005).

Cilem prace bylo hodnoceni ristu a mnoZeni toxigennich kment S. aureus v lahudkarskych a
cukratrskych vyrobcich. Pozornost byla vénovana ptfedev§im hodnoceni podminek skladovani

umozijicich produkei stafylokokovych enterotoxint.

Material a metodika
Pro studii byly z lahiidkaiskych vyrobkii vybrany chlebicky obsahujici veku, maslo, syr eidam a
Sunku (pH = 5,64-5,96; aw = 0,946-0,964). Déle byla studie rozSifena o modelovy pokus
s cukraiskymi vyrobky — véneCky s maslovym krémem (pH = 6,85-7,21; aw = 0,952-0,965).
Vzorky potravin byly zao¢kovany smési toxigennich kmeni S. aureus (CCM 5757, CCM 5971 a 1
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izolat z potravin), produkujicich tfi z klasickych typti SEs (SEA, SEB a SEC) v mnozstvi 5,0 x 10'—
4,8 x 10° KTJ.g'. Zaotkované vzorky byly uchovavany pfi teplotdch simulujicich poruseni
chladiciho fetézce — 15, 25 a 30 °C po dobu 72 hodin. Béhem doby skladovani byly asepticky ve
stanovenych intervalech odebirany dil¢i vzorky potravin. Ve vzorcich byla sledovana dynamika
ristu bakterii S. aureus referenéni metodou CSN EN ISO 6888—1 (1999) s Baird-Parker agarem.
Produkce bakterialnich toxinl byla prokazovana imunofluorescen¢ni metodou (ELFA) s vyuzitim
automatizovaného systému miniVIDAS®. Soucasné byly v priibéhu skladovani lahtidkafskych
vyrobkil monitorovany poéty mezofilnich bakterii mlééného kvaseni metodou CSN ISO 15214
(2000) s agarem De Man, Rogosa a Sharpe.

Ziskana experimentalni data (hodnoty KTJ.g!') byla pomoci logaritmické transformace s pouzitim
dekadického logaritmu pievedena na hodnoty log KTJ.g™!. Riist bakterii S. aureus v chlebiécich pii
teploté 15 a 30 °C byl odhadnut linearnim modelem, pii teploté 25 °C a ve véneccich skladovanych
pfi vSech teplotach byl vyhodnocen Baranyiho-Robertsovym modelem (Baranyi a Roberts, 1994)

pomoci knihovny ,,nlsMicrobio* v software R.

Vysledky

Schopnost rlstu a mnoZeni Staphylococcus aureus v chlebicich a cukrafskych vyrobcich
s maslovym krémem pfi teplotach 15 °C, 25 °C a 30 °C ukazuji rustové kiivky vytvorené¢ pomoci
Baranyiho-Robertsova modelu pro jednotlivé teploty skladovani a jsou uvedeny v obrazku 1.
Mnozeni S. aureus ovliviiuji hodnoty vnitinich a vnéjSich faktorii potraviny. Teploty umoznujici
tvorbu SEs nejsou identické jako limity pro mnoZeni S. aureus. Obecné jsou SEs v potraving
produkovany pii teplotach 10-46 °C, pH 4,5-9,6 a minimalni vodni aktivit¢ 0,87 (Bhunia, 2008).
Baran et al. (2017) hodnotili vliv teploty na produkci SEs u syrii zrajicich pii 4 a 12 °C. Za celou
dobu skladovani 90 dnti nebyla tvorba SE typu B u syrti prokazana, a to nejen z divodu uvedenych
teplot skladovani, ale také predevsim diky aktivité pouzité startovaci kultury.

Produkce SEs byla v nasi studii zaznamenana pouze v jednom piipadé, a to u véneckli s méaslovym
krémem, kdy byly SEs detekovany po 24 h skladovani pii teplot€¢ 25 °C. V ostatnich ptipadech
poéty S. aureus vyrazné nepiekrodily rizikovou hranici 103 KTJ.g-!' potraviny, pfestoze hodnoty pH,
aw a teplota skladovani rlst S. aureus umoznovaly. Diivodem pro potlaceni ristu bude vysoky pocet
konkurenéni mikroflory — predevsim bakterii mlééného kvaseni, které byly v chlebiccich stanoveny
béhem skladovani v mnozstvi 10%-10° KTJ.g!'. Fakt, Ze né&které kmeny Lactobacillus lactis
produkuji bakteriocin nisin, ktery je znam jako inhibitor S. aureus, uvadi napt. Klaenhammer et al.

(1993).
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Obrazek 1. Rustové kiivky S. aureus ve chlebiccich a véneccich s maslovym krémem a doba
detekce stafylokokovych enterotoxinii. Pozorovana data (o symboly), predikované Baraniyho
modely (— kiivky) nebo linearni modely (— piimky) a doba detekce enterotoxinu (e plné

symboly).
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Zavér
Na zakladé uvedenych vysledka Ize konstatovat, ze v piipadé kontaminace lahtidkaiskych nebo
cukrafskych vyrobki toxigennimi bakteriemi S. aureus ma na tvorbu enterotoxini vliv nejen vyssi
teplota skladovani, ale i pfitomnost konkuren¢ni mikroflory v podobé bakterii mlééného kvaseni,

které na rozdil od vyssich teplot rust S. aureus a tvorbu SEs potlacuji.
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Hodnoceni metod pro detekci sojové bilkoviny v potravinach
Kamila Novotna, Zuzana TSponova, Tereza Popelkova, Petra Dolezelova, Veronika Doubkova
Ustav verejného a soudniho veterindrniho lékaistvi, Fakulta veterindrniho hygieny a ekologie,

Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

So6ja a vyrobky znich se podle natfizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1169/2011 o
poskytovani informaci o potravinach spotiebitelim zatazuji mezi latky nebo produkty, které
vyvolavajici alergie nebo nesndsenlivost. Tyto latky z ptilohy II tohoto nafizeni musi byt pak podle
¢lanku 21 zvyraznény na obalu potraviny ve sloZeni tak, aby byly jasn¢ odlisSeny od ostatnich slozek
uvedenych v seznamu sloZek a to naptiklad typem ¢i stylem pisma nebo barvou pozadi. Z informaci
na obalu by se mél spotiebitel dozvédet, zda latky vyvolavajici alergie nebo nesnaSenlivost
potravina obsahuje. Je na zodpovédnosti provozovatele potravindiského podniku tyto informace
uvadét, ale leckdy tyto informace uvedeny nejsou, coz uvadi spotiebitele v omyl a pro alergiky to
muze byt problematické.
Pro zjisténi s6ji v potravinach je mozno pouzit n¢kolik metod, mezi které patii ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) (Scharf et al. 2013), polymerazova feté¢zova reakce PCR (Stefanova
et al., 2013) s izolaci pomoci CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), mikroskopické,
histologické a imunohistochemické metody (Pospiech et al., 2011) ¢i chromatografické metody
(Leitner et al., 2006).
Tato prace je zamétena na srovnani dvou metod pro stanoveni sdji v potravinach, jedna se o metody
ELISA a PCR. Dil¢im cilem bylo zavést a optimalizovat metodu end-point PCR pro dikaz genu
lektin, coz je gen specificky pro soju a srovnat zjisténé vysledky obou analyz s informaci o sloZeni
potraviny na obalu.

Material a metodika

Celkem bylo analyzovano 57 vzorkll potravin rostlinného a Zzivocisného ptvodu (45 masnych
vyrobkii a 12 vyrobki rostlinného piivodu) nakoupenych v trzni siti CR. Vzorky byly rozdéleny do
tii skupin podle informace na obalu: vyrobky obsahujici so6ju (O), vyrobky neobsahujici sdju (N) a
vyrobky obsahujici stopy s6ji (S). Charakteristika analyzovanych vzorki a jejich zatfazeni do skupin
jsou uvedeny v tabulce 1.
[zolace DNA
Pro izolaci DNA byla pouzita metoda CTAB — cetyltrimethylamoniumbromid (Stefanova et al.,
2013) a komer¢nimi kity DNeasy Plant Pro (Quiagen) a GENE Spin kit (Eurofins). Po izolaci byla

DNA rozpusténa v PCR vodé, spektrofotometricky kvantifikovana pomoci NanoPhotometer N60
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(Implen) a skladovana pii —20 °C. Dale byla u vzorkt potravin PCR metodou zjistovana ptitomnost
nukleotidové sekvence specifické pro lektin (vnitini gen sdji).

Sekvence primert pro metodu end-point PCR byla navrZena podle jiz publikovanych sekvenci
GMO3 a GMO4. Ocekavana délka produktu amplifikace byla 118pb.

PCR

Reakce probihala v kone¢ném objemu 25 pl obsahujici 1 ul DNA, 0,2 umol/L kazdého primeru
(GMO3 a GMO4), 0,2 mmol/L kazdého dNTP, 1x PCR pufr, 2,5 mmol/L MgClx a 1U Taq
Polymerazy. Amplifikace méla nasledujici parametry: Gvodni denaturace pii 95 °C/10 min, 35
cykll spocivajicich z denaturace pti 95 °C/30 s, annealing pii 64 °C/30 s a extenze pii 72 °C/1 min.
a zavérecné extenze pii 72 °C/3 min.

Pro vizualizaci DNA v agarozovém gelu bylo pouzito znaceni barvivem SYBR green.

ELISA

K provedeni pritkazu so6ji ve vzorcich potravin byl pouzit komer¢ni kit Veratox® for soy allergen
(Neogen) s rozsahem kvantifikace 2,5-25 ppm. Ptiprava vzorki, extrakce i postup pro provedeni
ELISA metody byli provedeny dle instrukci v pfilozeném navodu.

Bylo také provedeno ovéfeni sdjového proteinu ve cCtyfech vzorcich potravin v akreditované

laboratofi.

Vysledky
Vysledky provedenych analyz pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tabulce 1. Piiklad vizualizace
1,7 % agarozového gelu po amplifikaci specifického DNA fragmentu lektinu je uveden na obrazku

1. Z obrazku je patrné, ze pozitivni signal byl ve formée sviticiho prouzku DNA o délce 118 bp.

Obrazek 1: 1,7 % agarosovy gel po elektroforéze PCR produktli s vizualizaci na transiluminatoru po
obarveni SYBER Green.

NK=negativni kontrola; PK= pozitivni kontrola; 1-8= vzorky; ST= délkovy standart GeneRuler
100 bp DNA Ladder

112



Tabulka 1: Vzorky potravin a jejich zatazeni do skupin dle informace na obalu vyrobku a vysledky
analyz PCR, ELISA a zji§téna koncentrace DNA.

kod informac vysledek PCR ELISA  DNA koncentrace A ELISA
vzor ena CTAB  GeneS  DNeasy g/100g ng/ul 260/28  SVU
ku obalu pin Plant 0 g/100g
potravin
y
1 Polohruba mouka N 0 0 - <0,9 - -
2 Polenta kukufi¢na mouka N 0 0 - 3,09 69,12 1,72
3 So6jova mouka hladka (6] 1 1 1 8,8 191,23 1,44
4 Sojovy granulat o 1 1 1 9,02 248,12 1,67
5 Sojovy napoj zajic (6] 0 1 1 9,22 44,33 1,12
6 Sojova omacka (0] 1 1 - <09 103,8 1,13
7 Tofu chilli (0] 1 1 - 9,1 212,55 1,48
8 Patitu tofu pastika (0] 0 0 0 2,2 72,90 1,51 <0,7
9 Toskanska zeleninova S 0 0 - <0,9 66,97 0,88
10 Soya frankfurters classic (6] 1 1 0 8,07 90,34 1,11 <0,7
11 Vepiovy parek uzeny (6] 1 1 - 7.4 497,93 1,99
12 Sojovy suk (0] 1 1 - 8,6 161,02 1,59
13 Francouzska rostlinna (0] 1 1 7,7 568,95 1,85
14 DriibeZi mortadella N 0 0 0 <09 91,65 1,88
15 Lyonsky salam N 0 0 - <0,9 46,53 2,09
16 Bivoj gothajsky salam N 0 0 - <0,9 153,75 1,81
17 Gostoso kufeci prsni Sunka N 0 0 0 <0,9 111,31 1,69
18 gunkovy salam jemné N 0 0 0 <0,9 88,76 1,64
19 Vepiova konzerva N 0 0 0 <0,9 219,27 1,46
20 Bruselska pastika N 0 0 0 <09 565,18 1,70
21 Sunkové videfiské parky N 0 0 - <0,9 235,73 1,60
22 Kufeci parky klausovky N 0 0 - <09 453,65 1,77
23 Jatrova pastika jemna N 0 0 0 <0,9 722,67 1,94
24 Sunkova péna N 0 0 0 <09 269,17 1,74
25 Premium lunch Best S 0 0 0 <0,9 132,97 1,52
26 Pastika s paprikou (0] 1 1 - <0,9 289,65 1,83
27 Sunkova delikatesa krati S 0 0 - <0,9 92,02 1,71
28 Sunkové maso veproveé S 0 0 0 <09 133,44 1,57
29 Sunkovy salam Pikok N 0 0 0 1,9 147,54 1,66
30 Kriti nafez S 0 0 0 <09 140,89 1,52
31 Sunkova delikatesa hovézi S 0 0 0 <0,9 124,14 1,50
32 Kufeci nafez S 0 0 0 5,4 122,28 1,60 <0,7
33 Vepiovy nafez S 0 0 0 <0,9 105,08 1,50
34 Pastika s kachnimi jatry N 0 0 - <0,9 1019,22 1,91
35 Sunka s vejci N 0 0 0 <0,9 62,74 1,50
36 Majka na svacinu S 0 0 0 <0,9 903,18 1,95
37 Majka lahtidkovy krém S 0 0 - <0,9 236,84 1,67
38 Pekelnikovy toasty se N 0 0 0 <0,9 24,7 2,26
39 Pastika s kufecimi jatry (0] 1 1 0 <0,9 256,14 1,54 <0,7
40 Kruti s vejei N 0 0 0 <09 71,38 1,51
41 Dribezi jemna pastika S 0 0 0 <0,9 1052,18 1,99
42 Pastika zlata Tesco S 0 0 0 <0,9 721,26 2,03
43 Sunkova pena S 0 0 0 1,4 219.,8 1,60
44 Matg¢j S 0 0 0 <09 4693,72 1,58
45 Junior jemny salam N 0 0 0 <0,9 166,59 1,99
46 Sunkovy salam N 0 0 - <09 496,53 2,12
47 Kufeci §pekacky N 0 0 - <0,9 125056,06 1,94
48 Javorické parky N 0 0 - <09 216,06 1,95
49 Kufeci prsni Sunka N 0 0 - <0,9 305,06 1,99
50 Videtiské parky N 0 0 - <0,9 3249 1,89
51 Jatrovka Tesco N 0 0 0 <0,9 1126,38 1,96
52 Jatrovka studena N 0 0 0 <0,9 1246,02 1,80
53 Majka S 0 0 - <0,9 607,07 1,92
54 Kufeci Sunkova péna N 0 0 0 <09 414,16 1,78
55 Veprova konzerva N 0 0 - <0,9 151,03 1,81
56 Hovézi maso N 0 0 0 <09 145,27 1,74
57 Vepiové maso ve vlastni N 0 0 - <0,9 83,64 2,03

O= obsahuje; N= neobsahuje sdju; S= obsahuje stopy sdji; 0= NEGATIVNI{; 1= POZITIVNi; (-)=nem¢tilo se
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Disperze mlad’at orla morského Haliaeetus albicilla

Dana Rymesova!, Veronika Machalkova'!, Lenka Rozsypalova!
Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,

Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno!

Uvod
Metody ziskavani dat o ekologii ptacich druhi se vyvijely od ndhodnych pozorovani anonymnich
jedinct, ptes cilené odchyty, krouzkovani a kontroly az k éte satelitni telemetrie. Diky GPS/GSM
vysilackdm je dnes mozné ziskat data nejen o hnizdicich jedincich, ale i o téch nesparovanych
a potulujicich se (“floaters™) ¢i o mlad’atech opoustéjicich hnizdo. Tato data lze vyuzit pro ochranu
ohrozenych druhii. Dosud existuje jen malo publikaci o ¢asoprostorovych aktivitach orli motskych
zkoumanych satelitni ¢i GPS telemetrii [1,2] a Zadna takové neni z CR. Cilem tohoto projektu bylo
oznaceni az Sesti mlad’at orla motského GPS/GSM vysilatkami za uc¢elem hodnoceni pohnizdni
disperze mlad’at, identifikace jejich oblasti docasného usidleni (tzv. TSAs = temporal settlement
areas [3]) a navyseni vzorku telemetricky sledovanych jedinct tohoto druhu, pochézejicich z izemi

Ceské republiky.

Material a metodika
Pét mlad’at orla motského bylo po okrouzkovani na hnizdech na jizni Moravé oznaceno GPS/GSM
vysilackou OT 20 (Ornitela, Litva) 16.5.2019 a 28.5.2019. Vysilacka byla pfipevnéna na zada
mladéte pomoci 6 mm Siroké teflonové pasky na zplsob batohu (dvé smycky obepinajici baze
ktidel a spojené v oblasti sterna). Lokace mlad’at byly automaticky zaznamenavany co hodinu az do
30.9.2019 a analyzovany v programu ArcGIS 10.1 (Esri) a v jeho extenzich HRT a ArcMET, kde
byla vytvofena trajektorie pohybu, vymezena nocovisté a TSAs. TSAs byla konstruovana jako 95%
minimalni konvexni polygon (MCP) dle metodiky popsané v bakalaiské praci V. Machalkové [4],
tj. z nocovist do 10 km od sebe, celkové vyuzitych danym jedincem min. 10x. Den vylétnuti
z hnizda byl uréen datem, kdy vzdalenost jedince od hnizda poprvé prevysovala 200 m. Jako den
zaCatku rozptylu bylo stanoveno datum, od n¢hoz se sledované mladé nachazelo dal nez 5 km
od mista vylihnuti miniméln¢ po 10 dni. Natdlni oblast byla definovéana jako okruh 5 km od hnizda.
Jako maximum disperze byla oznaCena piima vzdalenost nejvzdéalenéjsi lokace od hnizda.
Podkladové mapy VZCHU a pta¢ich oblasti byly v podobé shapefili stazeny na webu AOPK
(gis-aopkcr.opendata.arcgis.com). Z téchto podkladi byla vytvofena mapa TSAs sledovanych

mlad’at.
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Vysledky
Vsech pét oznacenych mlad’at se dozilo 30.9.2019. Mlad’ata tak byla sledovéana 125 ¢i 137 dna. Pro
jedince bylo ziskdno 2460-2799 lokaci (medidn 2731). Poprvé vylétavala z hnizda mezi 19.5. a
27.6.2019 (median 14.6.). Zacatek pohnizdni disperze mlad’at byl pozorovan mezi 23.8. a 19.9.2019
(median 15.9.). Jednotlivi jedinci vyuzivali 1-2 oblasti docasného usidleni. Plochy, pocty a umisténi
jejich TSAs znazoriiuje Obr. 1. Median plochy viech TSAs byl 156 km?. TSAs, lezici v CR, se
kryla s CHKO Palava a tiemi ptacimi oblastmi (Palava, Stfedni nadrz VDNM a Soutok-
Tvrdonicko). Druhé TSA dvou jedinct se nachazelo v zahrani¢i (v Polsku, resp. na Slovensku).
Nejvzdalengjsi lokace oznacenych jedincti za sledované obdobi se nachdzely 60-412 km od hnizda
(median 77 km). K 30.9.2019 byl jeden jedinec na jihozépad¢ Polska, druhy na Slovensku a tfi se
zdrzovali v Ceské republice (v CHKO Bilé Karpaty, v oblasti Soutoku a u Vodniho dila Nové

Mlyny). Dva jedinci se opakované vraceli do natalni oblasti.
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Zavér
Pro u¢innou ochranu mladych, nehnizdicich jedinci orla motského je zapotiebi efektivni
preshrani¢ni spoluprace. Vétsina lokaci sledovanych jedinci se nachazela v ptaci oblasti
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Soutok-Tvrdonicko. Maximalni zaznamenana vzdalenost disperze v ramci hodnocené¢ho obdobi
¢inila 412 km od hnizda. Ackoli byla mlad’ata orla moiského sledovana pouhé ¢tyfi mésice od
oznaceni na hnizdé¢, vSichni sledovani jedinci se za toto obdobi vyskytli alespont 60 km daleko od
hnizda a na Uzemi 2-3 stati. Tento ziskany dataset bude pro dalsi publikacni tcely scelen s
dostupnymi daty od dalsich osmnécti mlad’at orla moiského z CR, sledovanych pomoci GPS/GSM
vysila¢ek po delsi ¢asové obdobi. Tim bude ziskan reprezentativni vzorek mlad’at orla motského z

uzemi CR, znacenych nejen na hnizdech na jizni Moravé.
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Vliv agrotechnickych metod na vyskyt mykotoxinii v jablkach
Pavla Sehonova', Michaela Rozkydalova', Jana Caloudova', Jana Blahova?
! Ustav verejného a soudniho veterindrniho lékai'stvi, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,
Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno; ? Ustav ochrany zvirat, welfare a etologie, Fakulta

veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a farmaceutickad univerzita Brno

Uvod

Mykotoxiny jsou vysoce toxické sekundarni metabolity plisni, zejména rodu Aspergillus,
Penicillium a Fusarium. Mezi nejznaméjsi zastupce mykotoxind, které se vyskytuji v zemédélskych
produktech a potravindch patii aflatoxiny, ochratoxiny, patulin, fumonisiny a zearalenon (Luo et al.,
2018). Maximalni limity pro obsah mykotoxinli v potravinidch jsou uvedeny v Nafizeni Komise
(ES) ¢. 1881/2006, nicméné v tomto nafizeni nejsou uvedeny limity pro celé spektrum mykotoxint,
které se v dané potraviné mohou vyskytovat — chybi naptiklad limit pro obsah ochratoxinu A
Vv ovoci, pfestoze je znamo, Ze se tento mykotoxin v suseném ovoci mize vyskytovat. Kontaminace
potravin a krmiv mykotoxiny je zavazny problém s globalnim vyznamem. Dle Organizace pro
vyzivu a zemédélstvi (FAO, 2002) je zhruba 25 % zeméd¢€lskych produktli kontaminovéano
mykotoxiny. Mezi znamé toxické efekty mykotoxini patfi teratogenita, mutagenita a karcinogenita
(Anfossi et al., 2010). Mykotoxiny vyskytujici se v zemédélskych plodinach jsou perzistentni a je
velmi obtizné je zkontaminovanych surovin odstranit, proto je tfeba vzniku mykotoxini
v potravinach ptredchdzet. Zvlast¢ u produkti z ekologického zemédé€lstvi se odborna i laické
vefejnost domniva, ze by mohly byt vice nachylné ke kontaminaci plisni a vzniku mykotoxint,
jelikoz je v ekologickém zemédélstvi pouziti insekticidii a fungicidii omezeno (Blajet-Kosicka et
al., 2014). Cilem studie je porovnat rozdil ve vyskytu mykotoxini v suSenych jablkach
pochazejicich z ekologické a integrované produkce a zjistit tak, zda je uroven insekticidni a
fungicidni ochrany pted a po sklizni v ekologické produkci dostatecna.

Material a metodika

Pti feSeni projektu byly nejprve od ¢eského péstitele ziskany vzorky suSenych jablek. Prvni skupina
susenych jablek pochazela z integrované produkce a druha z ekologické produkce (10 vzorkt bio
suroviny a 10 vzorkl z integrované produkce). Jablka pochézela z urody sklizené v roce 2018, ktera
byla nasledné zpracovéana susenim za tcelem vyuziti pti vyrob¢ dalSich potravin, napt. miisli. Pfed
analyzou mykotoxinil byly vSechny vzorky nejprve zhomogenizovany a nésledné byla provedena
analyza jednotlivych analytli. Pro stanoveni ochratoxinu A byl pouzit komeréni ELISA kit od firmy

Veratox. 10 g zhomogenizovaného vzorku bylo extrahovano s vyuzitim 40 ml 50% roztoku
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methanolu. Zfiltrovany extrakt byl nasledné vyuzit pro vlastni analyzu. Kvantifikace byla
provedena na zéklad¢ kalibra¢ni kiivky. Obsah patulinu byl stanoven pomoci kapalinové
chromatografie s UV detekci. Po extrakci byl vzorek separovan na koloné a kvantifikace byla
provedena na zakladé kalibracni kiivky. Stanoveni koncentrace aflatoxinu B1 bylo také provedeno
chromatograficky s fluorescencni detekci po ptredchozi extrakci. Analyza aflatoxinu Bl byla
provedena v laboratofi Statniho veterinarniho ustavu v Jihlavé, protoze Ustav ochrany zvifat,

welfare a etologie ani Ustav vefejného a soudniho veterinarniho lékafstvi nejsou drziteli povoleni

pro praci s aflatoxiny.

~ |

Obrazek 1. Stanoveni koncentrace ochratoxinu A ve vzorcich pomoci komeréniho ELISA kitu

Vysledky

Vysetieni vzorkli na obsah aflatoxinu B1 prokazalo, ze ve vSech vzorcich bez ohledu na zpisob
produkce byl obsah aflatoxinu B1 nizsi nez 0,16 ug/kg. Limit pro obsah aflatoxinu B1 v suseném
ovoci uvedeny v Natizeni Komise (ES) €. 1881/2006, kterym se stanovi maximalni limity n€kterych
kontaminujicich latek v potravinich je 2 pg/kg. Obé skupiny vzorkii tedy tento limit spliluji
a neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem aflatoxinu B1 v bio jablkach a konvenéni
suroving.

Obsah ochratoxinu A se v obou skupinach vzorkti pohyboval v rozmezi hodnot 4,22-15,99 pg/kg;
pramérnd hodnota byla 8,05 pg/kg. I kdyz neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem
ochratoxinu A v bio a konven¢nich jablkach, naméfené hodnoty ochratoxinu A jsou piekvapiveé
vysoké. Limit pro obsah ochratoxinu A v suSeném ovoci neni v Nafizeni Komise ¢. 1881/2006
stanoven, ale zuvedenych vysledkli vyplyva, Ze i ovoce pochézejici znaSich klimatickych

podminek miize byt timto mykotoxinem kontaminovéno, a to v nezanedbatelnych koncentracich.
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Nameétena koncentrace patulinu byla u vSech vzorkl bez ohledu na zplisob produkce nizs§i nez
10 pg/kg.  Limit pro obsah patulinu piimo v suSenych jablkach neni v Natfizeni Komise C¢.
1881/2006 stanoven, ale z porovndni obsahu patulinu v ndmi stanovenych vzorcich s nejblizSim
pfibuznym hygienickym limitem pro pevné vyrobky z jablek 25 ng/kg vyplyva, Ze studované Sarze
susenych jablek nebyly vyznamnym zdrojem patulinu, a to bez ohledu na zptisob produkce.
Vysledkem projektu je tedy ziskani poznatkli o rozdilu obsahu mykotoxini ochratoxinu A,
aflatoxinu B1 a patulinu ve vzorcich jablek vypéstovanych v ramci integrované a ekologické
produkce a téZ informace o trovni fungicidni ochrany jablek v Ceské republice. U vzorkli dale
probéhne analyza na obsah kyseliny kojové. Kromé toho je vysledkem projektu i GspéSné zapojeni
pregradudlnich a postgradudlnich studenti do védeckého tymu, prezentace vysledkl na konferenci
XLVIII. Lenfeldovy a Hoklovy dny a publikace pfipravovana k uvetejnéni ve védeckém casopise
s IF.
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Vliv nizkych teplot na rist netopyri bunééné kultury
Seidlova Veronika', Némcova Monika', Heger Tomas !

Ustav ekologie a chorob zvére, ryb a véel, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno !

Uvod
Netopyroviti, podobn¢ jako jini zastupci fadu letounti (Chiroptera), patii mezi jediné savce schopné
aktivniho letu. Tato schopnost je vSak spojena s vysokou rychlosti metabolismu. Z tohoto divodu
se v pritbéhu evoluce u nékterych druhli vyvinula schopnost ménit intenzitu metabolismu, a to
vcetng télesné teploty. Netopyroviti jako pravi hibernanti dokazou intenzitu metabolizmu vyrazné
snizit. Tyto zmény metabolické rychlosti Setfi energii (1). Kromé toho télesna teplota ovliviiuje
imunitni odpovéd’ organismu a také samotné ptivodce onemocnéni (2). Nizka télesna teplota béhem
hibernace redukuje patogenni agens, ktera jsou typickéd pro homoiotermni organismy a nejsou
psychrofilni ¢i teplotné adaptabilni. ZvySeni télesné teploty souvisejici s aktivnim 1étanim, podobné
jako pfti horecce, pak muze inhibovat replikaci patogeni. Tak jako pokles teploty béhem hibernace,
tak 1 vysoka télesnd teplota (az 41 °C) béhem aktivity je u netopyra fyziologicka. Existuje proto
teorie, Ze netopyii organismus je schopen eliminovat patogeny jesté pied propuknutim klinickych
ptiznakt (3). Tyto vyjimecné adaptace netopyrti se v poslednich letech staly pfedmétem zvySené¢ho
zajmu veédecké obce. Béhem zmeén télesné teploty dochazi i ke zménam na bunécéné tirovni. A to
zejména k rozdilim v energetickém metabolismu, coz lze sledovat diky metabolitiim vznikajicim
v bunéénych kulturach (4). Pravé moderni in vitro modely, bunééné kultury, je vhodné vyuzit
k experimentiim pfijatelnym z hlediska etického i legislativniho, protoze netopyii jsou zdkonem
prisn¢ chranéni. Cilem tohoto projektu proto bylo sledovat rychlost ristu netopyti bunééné linie
makrofagl v zavislosti na teploté a ase kultivace. Pro sledovani byly zvoleny tfi rizné teploty
simulujici podminky organismu netopyri, a to béhem intenzivniho metabolismu (37 °C) a Gtlumu
behem hibernace (8 °C) nebo denni strnulosti (17,5 °C) (5). Makrofagy byly zvoleny proto, Ze jsou
dilezitou soucasti nespecifickych mechanismi imunitniho systému. Diky schopnosti eliminovat
cizorod¢ Castice pomoci fagocytdozy mohou mit zasadni funkci pti boji s nékterymi patogeny. Jejich

mnozstvi tak mize hrat vyznamnou roli pfi zachovani zdravi zvitete (6).
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Material a metodika
Bunécna kultura
Byla pouzita buné¢na linie netopytich makrofagh ziskana a immortalizovana postupem, ktery uvadi
He et al., 2014 (10). Béhem experimentu byly bunky kultivovany v médiu DMEM-F12 1:1
s ptidavkem 10 % fetalniho bovinniho séra a penicilinu 100 [U/ml a streptomycinu 100 pg/ml
(Biosera, Boussens, France) pti 5% obsahu CO: v atmosféte a tiech riznych teplotach (8; 17,5 a 37
°C). Po tfech dnech kultivace bylo staré¢ médium vyménéno za nové.
Urceni poctu bunék
Béhem testu byly bunky pocitany v pocitacich mtizkach vzdy ve 4 opakovanich (4 jamkach).
Buiiky adherované ke kultivaénimu povrchu a buiiky volné v suspenzi byly pocitany zvlast’. Za zivé
buiiky byly povaZzovany pouze ty, které mely béhem pocitani kulaty tvar.
Design experimentu
Test zacal s 10 000 bunkami v jedné jamce v 6-jamkovych destickach.
A) Buiky byly kultivovany v teplotach 8; 17,5 a 37 °C a pocitany kazdych 24 hodin po dobu
6 dni.
B) Bunky byly pre-inkubovéany pii 37 °C za ucelem adheze k povrchu kultivacnich jamek.
Po 24 hodinach byly buiiky spocitany a piesunuty do testovanych teplot a pocitany kazdych
24 hodin po dobu 5 dni.

Vysledky
Celkovy pocet kultivovanych buné€k byl statisticky vyznamné ovlivnén inkubaéni teplotou. Teplota

37 °C vedla k nejvyssi rychlosti rustu kultury (Graf'I a, b).
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Graf I (a): Vyvoj poctu bunék pfi kultivaci ihned ve sledovanych teplotach.
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Graf I (b): Vyvoj poctu preinkubovanych bungk pfi kultivaci ve sledovanych teplotach.

Bunky (adherované k povrchu vs. voln€ v suspenzi) se vyvijely pfi riznych kultivaénich teplotach
odliSnym zpisobem (Graf II a, b). Pti teploté 8 °C se buiiky vyvijely téméf pouze v suspenzi a jen
malé mnozstvi bylo adherované k povrchu kultivacni desticky. Pii teploté 17,5 © C pocet bunck

v suspenzi kontinualné klesal. V piipadé preinkubace bunék pti 37 °C a nasledném piemisténi
desek s buiikami do nizkych teplot byly adherované buiiky postupné uvoliiovany do suspenze.
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Graf II (a): Podil bun¢k v suspenzi pti kultivaci ihned ve sledovanych teplotach. Graf II (b): Podil
poctu preinkubovanych bunék v suspenzi pii kultivaci ve sledovanych teplotach.

123



Preinkubovanych bunék pfii kultivaci v 8 a 17,5 °C bylo na konci testu 2 az 3krat vice v porovnani
s buitkami inkubovanymi ihned v nizkych teplotach.

A) B) C)
Obrazek I: Immortalizovand makrofagovéa bunécnd linie béhem experimentu A po 120 hodinach
(5 dnech) kultivace pti A) 8 °C; B) 17,5 °C; C) 37 °C.

Zavér
Pocet bilych krevnich buné€k, véetné¢ monocytt jako prekurzori makrofagi, béhem hibernace klesa.
Proto je pocet makrofagii ve srovnani s aktivnim metabolismem niZzsi (2, 7). Makrofagy jsou vSak
schopny piezit nizkou télesnou teplotu in vivo (8) a podle nasich vysledki také in vitro, a mohou tak
byt pfipraveny chranit organismus proti patogenim okamzité po probuzeni ze stavt strnulosti (2, 9).
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Ultrastruktura Candidatus Neoehrlichia mikurensis ve slinnych Zlazach klistéte Ixodes ricinus
Jaroslav Ondrus'2, Pavel Kulich?, Oldfich Sychra!
Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat,
Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno!, CEITEC, VFU Brno?®, Vyzkumny istav veterindrniho

lékarstvi, v. v. i.3

Uvod

Candidatus Neoehrlichia mikurensis (CNM) je kliStaty pfendSena intracelularni bakterie z
rodiny Anaplasmataceae, fadu Rickettsiales, odpovédnad za onemocnéni neochrlichiézu, které
ohroZuje zejména jedince s oslabenym, ¢i narusenym imunitnim systémem [1]. Rezervoarem CNM
jsou dle nynéjSich poznatkli hlodavci a klistata, ktera zaroven plni funkci vektora [2]. Vyzkum z
roku 2018 uskutednény ¢leny Ustavu biologie a chorob volné zviiat poprvé odhalil vyskyt klistat
Ixodes ricinus infikovanych touto bakterii na téméf celém uzemi Ceské republiky (data nebyla
dosud publikovana).

Diky nartstu védomosti o epidemiologii CNM a zvySeni povédomi o této bakterii vzrista
pocet diagndzy piipadii neoehrlichiozy [1]. Diagnostika infekce CNM je komplikovand; dosud
nebyl nalezen zptsob kultivace této bakterie. Tim padem nejsou zndmy povrchové antigenni
struktury CNM, a tedy nejsou k dispozici diagnostické serologické testy. Jedinym soucasnym
zpisobem detekce zlistava polymerazova fetézova reakce (PCR).

Znalosti mechanismu napadani bunék hostitele, Siteni se v jeho tkanich, a ultrastruktury
bakterie CNM jsou do dnesniho dne velice omezené. Ackoliv jsou bakterie z rodiny
Anaplasmataceae znamy pleomorfnimi strukturami ve tkanich odliSnych hostitelt [3], je Vv
soucasnosti popsana ultrastruktura CNM pouze ve tkanich savcl [4, 5], ale ve tkanich klistat
zistava neznamd. Popsani ultrastruktury bakterie Candidatus N. mikurensis ve tkanich vektora

Ixodes ricinus je cilem ptedlozeného projektu.

Material a metodika

Sbér a krmeni klistat

Dospélci klist'at /. ricinus infikovani CNM byli sbirani metodou vlajkovani v okoli Kvitkova Dvora
v zépadni &asti Ceského Krumlova, lokalité s nejvys§im vyskytem CNM v klistatech v Ceské
republice (dosud nepublikovana data). Samice byly nasledné vykrmeny v laboratornich podminkach
pomoci techniky ,,in vitro feeding®. Pfi této technice bylo 10 samic a 10 samcli umisténo do
plexisklovych krmitek, zajiSténych zatkami z gdzy. Krmitka byla vloZzena do 6-jamkovych paneli
pro tkanové kultury, které byly naplnéné heparinizovanou krvi obohacené o glukozu a ATP, a
oSetfené gentamicinem a nystatinem. Z téchto krmitek umisténych na panelech ve vodni lazni

nastavené na 37 °C klist’ata sala krev po dobu 10ti dni.
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Ptiprava slinnych zlaz

Po samovolném odpojeni byly samice zafixovany na parafinové podlozce a jejich slinné Zlazy byly
vypitvany. Prvni par byl uloZzen do roztoku T1 s proteinazou K pro okamzitou izolaci DNA za
vyuziti kitu NucleoSpin Tissue (MACHEREY NAGEL GmbH & Co. KG). Druhy par byl
zafixovan v 4% roztoku glutaraldehydu. Koncentrace DNA ve vzorcich byla zméfena pomoci

spektrofotometru a vzorky byly uskladnény pfti -20 °C az do PCR detekce.

Detekce pomoci PCR

Pro detekci CNM ve slinnych Zlazach byl pouZit protokol vytvofeny v ramci piedeslého projektu
IGA 205/2018/FVHE, spocivajici v amplifikaci 654 bp useku genu groEL (heat-shock protein).
PCR reakce probihala v objemu 25ul. Koncentrace latek v PCR reakci byla 75 mMTris-HCI, pH
8.8, 20 mM (NH4)2S04, 0.01% Tween 20, 2,5 mM MgClz, 200 uM dATP, 200 uM dCTP, 200 uM
dGTP, 200 uM dTTP, 50 U/ml Taq DNA polymerazy (kit PPP Master Mix, TOP-BIO, s.r.0.) a 500
nM primery.

Sekvenovani

PCR specifické produkty byly vyfezany z 1,5% agardézového gelu a preciStény pomoci kitu
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (GENEAID BIOTECH Ltd.). Sekvenovani bylo
provedeno firmou MACROGEN Inc. Sangerovou metodou.

Transmisni elektronova mikroskopie

Slinné Zlazy fixované v glutaraldehydu byly odvodnény, post-fixovany v 1% roztoku oxidu
osmicelého a zality do epoxidové pryskyfice. V polymeracnich kapslich byly ponechany
v termostatu pfi 60 stupnich Celsia po dobu péti dnli pro polymeraci. Bloky zpolymerované
pryskyfice s infikovanymi slinnymi Zlazami byly otrimovany na brousicim zafizeni Leica EM
TRIM2. Ultratenké fezy o tloustce 60 nm byly nafezadny na sklenénych nozich na ultramikrotomu

Leica UC7 a mikroskopovany na transmisnim elektronovém mikroskopu Philips EM208.

Vysledky
Vysledkem projektu je popsani pravdépodobné ultrastruktury klistaty prenasené intracelularni
bakterie Candidatus Neoehrlichia mikurensis ve tkénich slinnych zlaz klistat Ixodes ricinus.
Ultrastruktura (Obr. 1) se do zna¢né miry podoba jiz publikovanym snimkim pravdépodobné
podoby bakterie, které pochéazeji z tkani mysi a ¢lovéka. Stejné jako v tomto pfipad¢é maji nalezené
exemplare kulaty tvar, méfi v priméru pfiblizné¢ 500 nm a jsou obklopeny dvéma membranami,
mezi kterymi je elektronlucentni periplasticky prostor. Zda se, ze se podobn¢ jako v ptipadé sav¢ich
tkani vykytuji v klistéci tkdni Neoehrlichie samostatné, a netvoii moruly jako nékteré piibuzné

druhy bakterii z rodiny Anaplasmatacae jako napt. Ehrlichia chaffeensis.
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Obr. 1: Pravdépodobna ultrastruktura bakterie Candidatus Neoehrlichia mikurensis ve tkéanich

slinnych zlaz klistat Ixodes ricinus.

Zavér
V ramci projektu byly mikroskopovany 60 nm ultratenké tfezy slinnych zlaz klistat Ixodes ricinus
infikovanych bakterii Candidatus Neoehrlichia mikurensis. Bylo zji$téno, Ze se tyto bakterie maji
tendenci vyskytovat ve klistéci tkdni samostatné, a ze tedy pravdépodobné netvoii moruly, jako
n¢které pribuzné druhy z rodiny Anaplasmataceae, e.g. Ehrlichia chaffeensis. Pozorované bakterie
maji kulaty tvar, méti v priméru ptiblizné 500 nm a jsou obklopeny dvéma membranami, mezi

kterymi je elektronlucentni periplasticky prostor.
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Uvod

Sucha krmiva pro psy a kocky tvoii ptiblizné 70 % trhu s krmivy pro zajmova zvifata, dominantni
podil mezi nimi maji krmiva extrudovana (1). Jednim z vyznamnych kritérii pti vybéru krmiv pro
psy je obsah potfebnych Zivin, ktery mizeme stanovit chemickou analyzou (2). V zahranici byla
provedena fada studii zamétenych na hodnoceni obsahu zivin v kompletnich krmivech pro psy.
Byly zde nalezeny vyznamné rozdily mezi deklarovanym a analyticky stanovenym obsahem zivin
(3, 4, 5). Pti srovnani s nutricnimi standardy AAFCO vétSina testovanych vzorki krmiv spliiovala
nebo piekrocila doporuc¢ené minimalni hodnoty v obsahu hrubého proteinu a tuku, zatimco v
obsahu nékterych esencialnich aminokyselin a mineralnich latek byly zjistény urcité nedostatky (5,
6). Dalsi prace zjistily, ze ¢ast hodnocenych krmiv nedosahovala nutriéniho minima u vybranych
mikroprvkill, zatimco koncentrace vapniku v nékterych krmivech ptekrocila doporucené limity (7,
8).

Cilem prace bylo srovnat obsah zakladnich Zivin, energie, mineralnich latek a aminokyselin v
suchych krmivech pro psy, ktera byla rozdé¢lena do tii skupin na zdklad¢ cenové kategorie a obsahu
obilovin ve sloZeni, a zjistit, zda mezi skupinami existuji statisticky prikazné rozdily. Dal$im cilem
bylo srovnat analyzovany obsah Zivin s aktudlnimi nutri¢nimi standardy AAFCO a FEDIAF a s
analyzou deklarovanou vyrobcem na obalu krmiva a posoudit, zda krmiva odpovidaji nutri¢nim

pozadavkliim kategorii pst, pro které jsou urcena.

Material a metodika
V obchodni siti Ceské republiky bylo zakoupeno celkem 60 vzorkil suchych kompletnich krmiv pro
psy od 15 riznych Ceskych a zahrani¢nich vyrobct. Krmiva byla rozdélena do tii skupin na zaklad¢
ceny za 12 kg baleni (skupina 1 do 800,- K¢, skupina 2 mezi 800-1200,- K¢, skupina 3 nad 1200,-
K¢&) a podle zastoupeni obilovin (skupina 1 a 2 s obsahem obilovin, skupina 3 bez obilovin). Kazda
skupina obsahovala 20 vzorkli od péti riznych vyrobct krmiv a byla v ni rovnomérné zahrnuta

krmiva pro Sténata, Sté€nata velkych plemen, dospélé psy a seniory.
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U vzorkii krmiv byla provedena chemické analyza v laboratoii Ustavu vyzivy zvifat FVHE. Byl
stanoven obsah vlhkosti, hrubého proteinu, tuku, hrubé vlakniny a popela a ze zjisténych hodnot
byly vypocitany bezdusikaté latky vytazkové (BNLV). Z analyticky stanovenych Zzivin byl déle
vypocten obsah metabolizovatelné energie (ME) podle prediktivni rovnice NRC (9). Ve vsech 60
vzorcich krmiv byl dale stanoven obsah vybranych mineralnich latek metodou atomové absorpcni
spektrometrie a obsah fosforu pomoci spektrofotometru. U 30 vzork® krmiv pro dospé€lé psy a pro
Sténata byl stanoven obsah vybranych aminokyselin metodou ionexové sloupcové chromatografie

na analyzatoru AAA 400 (Ingos a.s.).

Nameétené hodnoty byly porovnany s aktudlnimi doporucenimi pro obsah zivin v kompletnich
krmivech pro psy FEDIAF (2018) a AAFCO (2014). Hodnoty zahrnuté do povinné deklarace podle
Natizeni EP a Rady (ES) ¢. 767/2009 o uvéadéni na trh a pouzivani krmiv (hruby protein, tuk,
vldknina a popel) byly porovnany s informacemi uvadénymi vyrobcem na obalu krmiv a

vyhodnoceny na zékladé¢ tolerance uvedené v Natizeni Komise (EU) 2017/2279.

Ziskané vysledky byly vyhodnoceny ve statistickém programu Unistat CZ for Excel verze 5.6.
(2005). Bylo provedeno statistické vyhodnoceni rozdilti v obsahu analyzovanych Zivin a energie
mezi skupinami krmiv 1-3. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci jednofaktorové analyzy variance
(ANOVA) za pouziti multikomparativniho testu Tukey-HSD, na hladin¢ vyznamnosti P<0,05 a
P<0,01.

Vysledky

1. Srovnani obsahu zakladnich Zivin v suSin¢ mezi skupinami suchych krmiv pro psy vSech
kategorii (n = 20, primér + stfedni chyba priméru).

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 P
Hruby protein (g.kg™) 269,45+9,974 292.18+7,644 355,19+16,68" ok
Hruby tuk (g.kg™) 161,25+9,54 146,38+5,79 157,46+6,41 NS
Hruba vlaknina (g.kg™) 19,17+1,94 14,54+1,35 20,05+2,05 NS
BNLV (gkg™) 484,53+17,838 474,81+13,738 383,16+21,004 ok
Hruby popel (g.kg™!) 68,45+2,624 72,10+2,504 85,21+1,51B ok
ME (kcal.kg™!) 3942,01+49,734 4196,35+31,008 4190,46+40,598 ok

**A,B - rozdilna pismena v fadku = statisticky vysoce vyznamny rozdil (P < 0,01)
NS — statisticky neprikazny
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2. Srovnani obsahu mineralnich latek v susin¢ mezi skupinami suchych krmiv pro psy vsech

kategorii (n = 20, primér =+ sttedni chyba priméru).

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 P
Vépnik (gkg") 15,05+0,81 14,99+0,94 16,49+0,78 NS
Fosfor (g.kg™") 9,94+0,42 9,87+0,55 11,03+0,41 NS
Hoi¢ik (g.kg™) 1,32+0,13B° 0,76+0,0342 1,08+0,08" o
Sodik (g.kg™) 3,16+0,20 3,48+0,28 3,62+0,20 NS
Draslik (g.kg™") 4,70+0,274 5,85+0,54"B 6,90+0,508 x
Méd (mg.kg™) 18,34+1,092P 14,95+0,612 24,49+3,73° *
Zelezo (mg.kg™) 261,89+12,86" 195,61x16,354 364,69+30,94% ok
Zinek (mg.kg™) 176,54+5,12 148,91+10,59 162,14+12,38 NS

**A,B - rozdilna pismena v fadku = statisticky vysoce vyznamny rozdil (P < 0,01)

*a,b - rozdilna pismena v fadku = statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)

1. Srovnani obsahu esencidlnich aminokyselin v suSiné mezi skupinami suchych krmiv pro

Sténata a dospélé psy (n = 10, primér + stfedni chyba priméru).

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 P
Thr (g.kg™) 9,64+0,48" 10,56+0,374 14,18+1,15" o
Val (g.kg™!) 13,2740,66%4 14,28+0,59? 17,84+1,448> ok
Met (g.kg™) 1,83+0,37° 4,48+0,87° 4,86+0,86" *
Ile (g.kg™) 10,34+0,4744 11,58+0,53% 14,95+1,258° ok
Leu (g.kg™h) 20,67+0,98° 22,75+1,06*" 26,80+2,12° *
Phe (g.kg™!) 10,79+0,57 12,51+0,71 13,91+1,49 NS
His (g.kg™") 6,310,404 7,35+ 0,492 9,66-++0,88B> %
Lys (g.kg™h) 12,64+0,9242 15,24+1,212 22,2142,29Bb ok
Arg (g.kg™) 16,45+0,75%2 18,28+0,83° 23,07+1,70BP %

Obsah hrubého proteinu a tuku odpovidal u vsech krmiv pozadavkim AAFCO i FEDIAF s
vyjimkou jednoho vzorku pro dospélé psy ze skupiny 3, kde se obsah proteinu nachéazel pod
doporu¢enym minimem. Z aminokyselin byly zjiStény nedostatky pfedevSim u methioninu a
nedostatky zejména v obsahu K, nejvyssi pocet deficitnich vzorkl byl také ve skupiné 1. Dale se ve
vSech skupinach vyskytovaly ojedinélé ptipady nedostatecného obsahu P, Ca, Na, Mg, Cu a Zn.
V nékterych vzorcich byly zjistény zvysené hodnoty Ca nad horni hranici. Ve skupiné 3 byly u

vzorkll od jednoho vyrobce naméteny také vyssi hodnoty Cu a Zn. Hodnoty hrubého proteinu a
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popela deklarované na obalu odpovidaly analyzovanym hodnotdm a jejich rozdily se nachazely v
mezich tolerance, zatimco v obsahu tuku a hrubé vlakniny byly vysledky analyzy u ¢asti vzorkt

niz8i nez deklarace a nachdzely se pod spodni hranici tolerance.

Zavér
Krmiva ze skupiny 3 (bez obilovin, nejvyssi cena) méla vysoce vyznamné (P <0,01) vyssi obsah
proteinu, a vétSiny esencidlnich aminokyselin nez ob¢ skupiny s obsahem obilovin z niz$i a stfedni
cenov¢ kategorie. Pfi srovndni s nutri¢nimi standardy byly zjistény deficity v obsahu aminokyselin

methioninu a threoninu a nékterych mineralnich latek, pti¢emz nejvétsi pocet deficitnich vzorkl byl

cwwvr

obsah metabolizovatelné energie nez dalsi dvé skupiny.
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Uvod

Rezistencia voci cefalosporinovym antibiotikdm u Escherichia coli je Casto sposobovana
plazmidovo nesenymi génmi kdodujicimi Sirokospektralnymi beta-laktamazami (ESBL). Plazmidy
skupiny inkompatibility I1 (IncIl) st Casto asociované s ESBL génom blactx-m-1 a nesené E. coli.
Tieto plazmidy maji velkost 90 — 120 kb a mdzu niest’ aj iné determinanty antimikrobialnej
rezistencie [1]. Vyskyt baktérii produkujicich CTX-M-1 v potravinovych zvieratdich sa
v poslednych desiatich rokoch zvysil, co méze naznacovat, ze tieto zvierata slizia ako ich rezervoar
[2]. Tato Sstadia zobrazuje 12 kompletnych nukleotidovych sekvencii Incll plazmidov

z potravinovych zvierat, potravy a 'udskych krvnych infekcii a porovnanie ich pribuznosti.

Material a metodika
Zbierka izolatov
Zbierku tvorilo 518 izolatov E. coli produkujucich ESBL ziskanych z potravinovych zvierat alebo
potravy a 179 izoladtov E. coli produkujicich ESBL zhuménnych infekcii krvného rieciska.
Pomocou PCR boli z oboch skupin vzoriek selektované tie, ktoré nesu rovnaky ESBL gén (blactx-
Mm-1) a rovnaky plazmidovy replikon (Incll, ST3 a ST7). Takto bolo vybranych 10 vzoriek nesucich
IncI1/ST3 (2 humanne, 6 z potravin, 2 z potravinovych zvierat) a po jednom izolate z humannych

a animalnych vzoriek nesucich IncI1/ST7.
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Izolacia DNA a sekvenovanie

Celogenémova DNA bola ziskana kitom DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen). Kniznica DNA
fragmentov bola pripravend kitom Nextera XT a nasledne 2 x 250 bp paired-end sekvenovana na
platforme MiSeq (Illumina). Pre ziskanie dlhych readov bola extrahovanéa plazmidova DNA kitom
Qiagen-tip 100 Plasmid Midi Kit. Kniznica bola pripravend kitom 1D Ligation Barcoding Kit
[Oxford Nanopore Technologies (ONT)] a sekvenovana na platforme MinION (ONT).

Bioinformaticka analyza

Ziskané data boli kvalitativne upravené programom Trimmomatic na Standard Q>30 a programom
Unicycler hybridne assemblované za vzniku kompletnych plazmidovych sekvencii. Presnost
ziskanych sekvencii bola manudlne overend mapovanim kréatkych readov s vysokou presnostou na
kompletné sekvencie plazmidov. Takto overené sekvencie boli anotované programom RAST
a manualne upravené na zaklade vyhladdvania blast v GenBank. Pritomnost’ génov antibiotickej
rezistencie bola overend webovym nastrojom ResFinder 3.1 [3]. Taktiez boli ziskané plazmidové
sekvencie vyzité na vyhladanie podobnych sekvencii v databdze GenBank a porovnané s nimi

programom BRIG.

Vysledky
Sekvencnd analyza plazmidov odhalila vysoku podobnost medzi plazmidmi ziskanymi
z humannych a animalnych izolatov. Porovnanie podobnosti pre jednotlivé sekvencné typy

plazmidov (IncI1/ST3 a Incl1/ST7) je zobrazené v Obrazku 1.

Toto zistenie naznacuje mozny prenos plazmidov medzi baktériami z l'udia a zvierat, pripadne
poukazuje na zvieratd ako na mozny rezervoar tychto mobilnych genetickych elementov. Prehl'ad

analyzovanych plazmidov, ich pdvod a gény antibiotickej rezistencie si zobrazené v Tabulke 1.

Taktiez sme naSli plazmidy s vysokou podobnostou vréznych geografickych lokalitach
(Francuzsko, Déansko, Holandsko, Svajéiarsko a Australia), ¢o naznaGuje, e sa jedna o globalne
roz§iren a dobre adaptovanu plazmidovu liniu. Je preto nevyhnutné nad’alej vykonavat’ podobné
Studie za ucelom sledovania rozSirenia a pribuznosti klonalnych linii baktérii, resp. plazmidov aby
tak bolo mozné predchddzat’ alebo obmedzit' prenos antibiotickej rezistencie medzi l'ud’mi,

zvieratami a zivotnym prostredim v ramci konceptu ,,One Health*.
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Obr. 1: Porovnanie sekvencii plazmidov A: IncI1/ST3 a B: IncI1/ST7.
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Tab. 1: Metadata k plazmidom koédujucim blactx-m-1.

ST Plazmid Povod Krajina Profil AMR GenBank

ST3 pESBL20150178 | lovek Dansko dfrAl7, aadAS, sul2 | MK181568
pESBL20150097 | lovek Dansko dfrAl7, aadAS, sul2 | MK181567
p199 prasa Dansko dfrAl7, aadAS, sul2 | MK181559
p14006165 kura Dansko dfrAl7, aadAS, sul2 | MK181560
pl4011252 kura Dansko dfrAl7, aadAS, sul2 | MK181561
p14019095 kura Dansko dfrAl7, aadA5, sul2 | MK181557
p15076331 mix mésa Dansko dfrAl7, aadAS, sul2 | MK181558
p15090172 prasa Dénsko dfrA17, aadAS, sul2 | MK181562
p15095941 kura Dansko dfrAl7, aadAS, sul2 | MK181563
pl5124679 kacCica Dansko dfrAl7, aadA5, sul2 | MK181564
pH2291-112 clovek Svajéiarsko dfrA17, aadAS, sul2 | KJ484629
pC49-108 kura Svajéiarsko dfrA17, aadAS, sul2 | KJ484638
pC60-108 kura Svajéiarsko dfrA17, aadAS, sul2 | KJ484635
pC59-112 kura Svajéiarsko | dfirA17, aadAS, sul2 | KJ484637
pCOV12 brojler Francuzsko dfrA17, aadAS, sul2 |MG648914
pCOV32 brojler Francuzsko tet(A), sul2 MG649045
pCTXMI1-MU2 | prasa Austrélia dfrAl7, aadAS, sul2 | MF152729
pFAP1 2 prasa Holandsko dfrA17, aadAS5, sul2 | CP009580
pHVI114.1 Clovek Svajéiarsko dfrA17, aadAS, sul2 | KM377238
pHV292.1 brojler Svajgiarsko | dfirA17, aadAS, sul2 | KM377239
pESBL20140131 | ¢lovek Dansko dfrAl, sull, sul2 MK181565

ST7 p15078279 prasa Dansko dfirAl, sull, sul2 MK181566
pESBL-283 prasa Holandsko dfrAl, sull, sul2 CP008736
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Uvod

Fenotypovy projev vyznamnych uzitkovych vlastnosti kralikii je zasadné ovlivnén interakci
konkrétniho genotypu a specifickych podminek prostfedi, ve kterych k dané produkci dochazi. V
tomto ohledu lze za podstatné povazovat zejména zvoleny nutricni management, technologii
ustajeni, techniku vykrmu, nadkazovou situaci v chovu aj. Potfebu neustalého Slechténi a testace
novych genotypt kralika, pak vyvolava zejména samotna ekonomicka efektivnost produkce, ktera
je, mimo jiné, stale Castéji u kralikti ovlivilovdna 1 postojem spolecnosti v oblasti jejich welfare
(Tillmann et al., 2019). Plemeno meklenbursky strakd¢ (MS) vykazuje velmi dobré ukazatele ristu
(Tancakova et al., 2019) i jate¢né hodnoty a lze ptredpokladat, ze plemeno MS by mohlo byt
v otcovské pozici vhodnym genofondem pro tvorbu hybridnich brojlerovych kralika. Krali¢i maso
je povazovano za vynikajici zdroj proteint pro lidskou vyzivu, pficemz vliv genofondu piisobi i na
konkrétni spektrum aminokyselin v tomto mase (Nasr et al., 2017; Li et al., 2019). Cilem této studie
bylo zhodnotit vliv uzitkového kiizeni samcii MS s matetfskymi hybridnimi liniemi brojlerovych
kralic HYLA na ukazatele vykrmnosti, jatecné hodnoty a vybrané ukazatele kvality masa

vykrmovanych kralikd v intenzivnich produkénich podminkach.

Material a metodika

Zvitata a design experimentu

Studie byla realizovana v genetickém centru brojlerovych kraliki HYLA. Do hodnoceni
byla zahrnuta mldd’ata z 2 skupin genofondu kraliki. Kontrolni skupinou byli findlni hybridni
brojlerovi kralici HYLA (HYLA ABJ x HYLA CDQ; n = 56) a pokusnou skupinou byli kralici
z realizovaného kiizeni MSZ x HYLA CDQ (n = 56). Mlad’ata hybridnich kraliki byla v ramci
obou skupin odchovavéna a vykrmovana za zcela identickych chovatelskych podminek, vcetné
shodné predkladanych diet (KS ,,K-optimum®, ,,K-finiSer” od fa De Heus a.s.) a pouzité nutri¢ni
strategie. V prib¢hu rastu byla u obou skupin genotypl zjistovana individualni zivda hmotnost

kralika (LW) v 19., 35.,49., 63., 77. a 91. dnu véku. V ramci hodnocenych obdobi byla sledovéana
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také skupinova spotieba krmiva a nasledn¢ byl za jednotliva obdobi zjistén primérny piirdstek zivé
hmotnosti a konverze krmiva.

Na konci vykrmu ve 103. dnu véku bylo z kazdé skupiny porazeno vzdy 30 kralikd (153 +
159). Nasledné byl proveden jateény rozbor porazeného téla kralikti podle metodiky WRSA, kdy
byly zjistovany hmotnosti téchto ukazatelti: klize, jater, srdce, ledvin, ledvinového tuku, jate¢né
opracovaného téla (JOT), hlavy, obou zadnich koncetin, beder, pfedni Casti JOT a dale hmotnost
svaloviny z obou zadnich koncetin a obou svalli m. longissimus thorasic et lumborum (MLLT). Ze
zjistenych hmotnosti byla zjisténa jatecna vytéznost (JV) a podil zadnich nohou, beder a predni
casti z hmotnosti JOT. K hodnoceni ukazatell zakladniho chemismu, vybranych mineralnich latek a
spektra aminokyselin masa byly odebrany vzorky svaloviny zadnich koncetin (stehen) a MLLT vzdy

od 20 kralikd (103 + 109) v rimci hodnoceného genotypu.

Chemické vySetfeni masa

V laboratoti Ustavu vyzivy zvifat FVHE VFU Brno bylo provedeno stanoveni obsahu téchto
zékladnich ukazatelti chemického slozeni masa: suSina, dusikaté latky (metoda dle Kjeldahla
pomoci analyzatoru Buchi, CENTEC AUTOMATIKA), organickd hmota, tuk (ANKOMX*™? Fat
Analyzer; O.K. SERVIS BioPro) a mineralnich latek (spaleni pti 550 °C). Déle byly stanovovany
tyto mineralni latky (ML): P, Ca, Na, K, Mg a popelovin - Fe, Mn a Zn. Aminokyselinové spektrum
(AMK) vzorkii masa bylo stanoveno po kyselé hydrolyze vzorku 6 N HCI pii 110 °C po dobu 24
hodin automatickym analyzatorem aminokyselin AAA 400 (INGOS a.s. Praha).

Statistickd analyza

Statistick¢é zhodnoceni rozdili mezi hodnocenymi genotypy kréaliki bylo provedeno
jednofaktorovou Anovou v programu Statistica CZ, verze 10; pro nasledné testovani prikaznosti
mezi pruméry byl pouzit Tukeytv test.

Vysledky

Jak vyplyva z tabulky 1, k prikkaznému snizeni primérmé LW u pokusné skupiny kralika
doslo pouze v 49. a 63. dnu véku, nasledné se do 91. dne véku jejich LW pritkazné nelisila, piicemz
na konci pokusu doséhli priukazné vyssi (P < 0,01) LW jiz kiizenci z pokusné skupiny. Navic,
priznivejsi konverze krmiv za obdobi mezi 35. az 91. dnem véku byla zjisténa u testovanych
kiiZzenct oproti kontrolni skupiné (3,5 vs. 4,1 g/g, resp.).

Prikazné vyssi jatecnd hmotnost kiizenci na konci pokusu byla spojena i s prikazné vyssi
hmotnosti jejich JOT, kiize, zadnich nohou, beder, ptedni ¢asti, ledvin, ledvinového tuku (Tab. 2) a

také s vySsi hmotnosti svaloviny zadnich nohou (stehen) a MLLT oproti kralikim v kontrolni
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skupiné (Tab. 3 a 4). Co se tyce podilu vyznamnych télesnych partii z hmotnosti JOT (Tab. 2), u
kfiZzenct byla zjiSténa prikazné nizsi vytéznost zadnich nohou a naopak prukazné vyssi vytéznost
beder a pfedni Casti oproti findlnim hybridim v kontrolni skuping. Jate€na vytéZnost se mezi

hodnocenymi genotypy kralikti ve véku 103 dnti nelisila (P > 0,05).

< Konverze
. Vék (den
Skupina (den) krmiva
19. 35. 49. 63. 77. 91. 103. (g/g)

Kontrolni 422+17,3 968+21,9 1322+16,3 1714+30,3 2251+28,9 2657+453 2863+48,1 4,1
Pokusna 398+12,7 948+254 1196+32,9 1539+37,8 2302+46,4 2713+46,7 3325+54,4 3,5

P NS NS * * NS NS o

P - signifikance; NS - statisticky neprukazné; * - P < 0,05.

Tabulka 1. Vliv genotypu kralik na primérné zivé hmotnosti v g (XSEM) v pribéhu vykrmu a na
konverzi krmiva mezi 35. a 91. dnem.

Hmotnost (g) Podil (%)

Skupina JOT Kize Zadni Bedra Prve,dm Jatra Srdce Ledviny Ledvin. JV Zadni Bedra Prve,dm
nohy cast tuk nohy cast

Kon x 1549 287 524 349 551 790 69 15,8 15,1 59,6 338 225 355

SEM 33,32 7,19 10,75 9,65 12,72 3,19 0,19 0,36 1,94 0,52 0,14 0,24 0,19

Pok x 1817 414 596 433 661 113 7.6 19,0 420 606 328 239 364

SEM 3137 935 10,58 9,71 1345 3420 023 0,52 330 038 0,18 041 0,26

P %k kek skk sk kek NS NS skek sk NS sk sk *

Kon - kontrolni; Pok - pokusna; JOT - jate¢né opracované t&lo; JV - jate¢na vytéznost; X - pramér; SEM - sttedni chyba priméru;
P - signifikance; NS - statisticky nepriikazné; * - P <0,05; ** - P<0,01.

Tabulka 2. Vliv genotypu kraliki na vybrané ukazatele jatecné hodnoty ve véku 103 dnt

V ptipad¢ ukazatelii zakladniho chemického slozeni svaloviny zadnich nohou, byl v kg
ptvodni hmoty zjistén pouze zvysSeny obsah ML u kontrolni skupiny oproti testovanym kiiZzenciim
(P < 0,05; Tab. 3); nicméné, v tomto mase kiiZzencl byl zjistén prikazné vyssi obsah Mg a Zn a
zejména pak P a Mn. Naopak, kiizenci vykazovali v mase zadnich nohou priikazné niz$i obsah

vSech AMK a dale obsah treoninu, serinu, glycinu, valinu, isoleucinu, leucinu a zejména pak

tyrosinu.
Ukazatel

Skupina Svalovina SuSina NL Tuk ML P Ca Mg Mn Zn XAMK Thr Gly Val Iso Leu Tyr
(2) (%) (® (® (@ (@ (@ (@ (mg) mg (@ (© @ @ ©® @ ©
Kon X 384 239 213 23 124 1,3 031 020 0,62 87 193 90 103 11 96 163 8.1
SEM 11,56 029 1,74 1,63 0,06 0,07 003 001 009 0,18 1,63 0,13 0,18 021 0,14 024 0,20
Pok X 433 244 218 26 122 2,6 025 024 13 97 186 82 97 98 89 151 64
SEM 8,15 021 154 131 006 0,06 0,01 001 004 022 1,62 020 020 024 020 035 0,08
P EES NS NS NS *  kk NS k% EES sk * sk * * gk k% kek

Kon - kontrolni; Pok - pokusna; X - primér; SEM - stiedni chyba priméru; NL - dusikaté latky; ML - mineralni latky; P - fosfor; XAMK -
vSechny aminokyselin; Thr - treonin; Gly- gly cin; Val - valin; Iso - isoleucin; Leu - leucin; Tyr - tyrosin; P - signifikance; NS - statisticky
neprukazné; * - P < 0,05; ** - P<0,01.
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Tabulka 3. Hmotnost svaloviny zadnich nohou a vybrané ukazatele jejiho chemického slozeni (v kg
puvodni hmoty) v zavislosti na genotypu kralika
Co se tyce svaloviny MLLT, v obsazich hodnocenych ukazateli zédkladniho chemického

slozeni nebyly mezi genotypy kralikii zjistény prikazné rozdily (Tab. 4). Dale, podobné¢ jako u
stehenni svaloviny, vykazovali kiizenci v mase MLLT prikazné vy$si obsah P, Mn, Mg a Zn a také
Ca oproti kontrolni skuping€. V ptipadé spektra AMK, byl ve svalech MMLT zjistén u kiizenct

prikazn€ nizsi obsah valinu a zejména glycinu a tyrosinu vici findlnim hybridim HYLA.

Ukazatel
Svalovina Su§ina NL Tuk ML P Ca Mg Mn Zn XAMK Gly Val Tyr

Skupina @ (% @ @ @ @ @ (@ mgmg (@ @ @ @
Kon X 219 249 225 16,7 119 1,5 0,18 022 0,71 9,2 209 103 12 828
SEM 8,72 0,28 1,83 1,38 0,11 0,15 0,02 0,01 0,07 028 1,76 0,15 0,17 0,24

Pok X 249 253 229 164 120 2,7 025 0,24 130 10,0 203 92 11 72
SEM 6,48 0,27 1,18 0,84 0,03 0,06 0,01 0,01 0,04 020 1,73 0,25 031 0,17

P sk NS NS NS NS k% sk sk sk % NS ok % ok

Kon - kontrolni; Pok - pokusna; X - primér; SEM - stfedni chyba priméru; NL - dusikaté latky; ML - mineralni latky; P - fosfor;
YAMK - vSechny aminokyselin; Gly- glycin; Val - valin; Tyr - tyrosin; P - signifikance; NS - statisticky neprikazné;
*.P<0,05 **-pP<0,0l.

Tabulka 4. Hmotnost obou svalit MLLT a vybrané ukazatele jejich chemického slozeni (v kg
puvodni hmoty) v zavislosti na genotypu kralika

Zavér
Vyuziti samcti plemene MS v kiizeni s matefskou linii hybridnich kralic HYLA CD vedlo
ke zvySeni jatecné hmotnosti vykrmovanych kiizenci ve véku 103 dnii oproti skupiné findlnich
hybridnich kraliki HYLA. V 91 dnech véku nebyly zjisStény prikazné rozdily v zivé hmotnosti
hodnocenych genotypi kralikil; testovani kiiZzenci vSak dosahli do tohoto v€ku piiznivejsi konverzi
krmiv. Vyssi jate€na hmotnost kiiZzencl byla spojena s vys$si hmotnosti jejich JOT, zadnich nohou,
beder, piedni ¢asti a svaloviny zadnich nohou a MLLT oproti kralikim v kontrolni skuping.

Co se tyce ukazatelli zékladniho chemického slozeni hodnocenych svald, nebyl, vyjma
celkového obsahu ML ve svalovin€ stehen, zjiStén rozdil v jejich obsahu mezi pokusnou a kontrolni
skupinou. Kftizenci vSak vykazovali v mase zadnich nohou nizs§i obsah jak vSech AMK, tak
jednotlivé obsah treoninu, serinu, glycinu, valinu, isoleucinu, leucinu a zejména tyrosinu. V ptipadé
spektra AMK ve svalech MLLT, byl u kiizencl zjistén nizs$i obsah valinu a zejména glycinu a
tyrosinu. Naopak, v obou typech svaloviny kiiZzencii byl zjistén vyssi obsah Mg, Zn a zejména P a

Mn.
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Uvod

Dysbio6za hrubého ¢reva, vznikajica ako dosledok naduzivania antibiotik napriklad pri infekcii
Clostridium difficile (CDI), patri medzi komplikécie veduce ku tazkym ¢revnym problémom.
Jednou z moznosti liecby sa zdé byt fekalna mikrobialna transplantacia (FMT), kedy je do ¢riev
pacienta za ucelom obnovy mikrofléry aplikovana stolica zdravého jedinca[l]. Pre podanie
FMT boli skimané tobolky DrCaps™, v ktorych bol fekalny material (FM) suspendovany vo
fyziologickom roztoku a hlboko zmrazeny[2]. Pri prechode trdviacim traktom dochéddza k
roztopeniu obsahu tobolky, ¢o viedlo k jej rozpadu. Pokial’ sa vodnd napln vemulguje do
vonkajsej oleofilnej faze, tobolka testom vyhovuje. Boli skimané tobolky DrCaps™ s obsahom
emulzie W/O, kde bolo experimentalne ukazané, Ze napln je schopna bez ich poskodenia pojat’
suspenziu Lactobacillov[3]. Alternativou k FM mdZze byt’ vyuzitie ¢istych kultar baktérii, tzv.
repopulacnych konsorcii izolovanych zo zdravych darcov [4].

Projekt bol zamerany na vytvorenie liekovej formy ku perordlnemu podaniu s vyuZzitim
acidorezistentnych, aviak nie enterosolventnych toboliek DrCaps™. Zivotaschopné anaerébne
baktérie obsiahnuté vo vhodnom médiu by mali byt’ z toboliek uvol'nené az vo vzdialenejsich
Castiach traviaceho traktu. Ako indikator uvolfiovania bol pouzity kofein a na vytvorenie
enterosolventnosti sluzili polymérne latky reagujiuce na zmenu pH celacefat, Eudragit® S a
Acryl-EZE®. Stcastou tohto projektu bolo testovanie viability anaerobnych baktérii na
pracovisku Molekularni biologie CEITEC VFU Brno v matriciach, potencionalne vhodnych

ako napln do enterosolventnych toboliek.

Material a metodika
Priprava a hodnotenie matric na enkapsulaciu baktérii:
Boli pouzité kmene anaerobnych baktérii Anaerobutyricum hallii, Blautia producta. Inkubdacia
baktérii prebichala v boxe Concept 400 (Baker Ruskinn, USA) v anaerébnom prostredi (10%
CO2, 5% H2 a 85% N2) pri teplote 37 °C po dobu 24 az 96 hod. Média boli v zlozeni: Matrice
A (PRAS), Matrice B (PRAS s 5 % inulinu), Matrice C (PRAS s5 % inulinu a 0,1 % L-

cysteinu), Matrice D (PRAS s 5 % inulinu, 0,1 % L-cysteinu a 5 % zelatiny), Matrice E (PRAS
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s 5 % inulinu a 3 % pektinu). ZloZenie redukovaného fosfatového pufru PRAS: 0.1 g MgSO4
x7H20, 0.2 g KH2PO4, 0.2 g KCI, 1.15 g NaxHPO4, 3.0 g NaCl, 1.0 g thioglykolat sodny, 0.5 g
L-cystein, 1000 ml destilovana voda. Ako matrica bol skusany oleofilny zéklad Synderman,
Skrob a agar. Bakterialne suspenzie (BS) boli zmieSané s matricami v zamrazovacich ampuliach
na anaerébne uchovavanie a ulozené do mraziaceho boxu s teplotou -20 °C. V case to (pred
zamrazenim) a v ¢ase t7(po 7 ditoch po rozmrazeni a nariedeni BS), bola miera zivotaschopnosti

BS hodnotena metédou MPN (most probable number).

Priprava a hodnotenie toboliek k enterickému podaniu:

Priprava toboliek: 10% roztoky polymérov boli pripravené rozpustanim, s pouZzitim mieSacky
Heidolph RZR 2020 (Nemecko) pri 200 otackach (Tab. 1). PraSkova zmes obsahujuca 470 mg
laktozy a 100 kofeinu na jednu tobolku bola homogenizovana na mixéri Turbula (Svajéiarsko)
pri 40 otackach po dobu 30 minut. Nasledne bola pomocou strojceka na plnenie toboliek
rozplnena do 60 DrCaps™ toboliek. Tobolky velkosti 0 boli obalené ponorom v roztoku 10%

polyméru. Jednotlivé takto pripravené vzorky su prezentované v Tab. 1.

Obal
Vzorka
Polymér Rozpustadlo
DrCaps
DrCaps-celacefat Celacefat Aceton
DrCaps-Eudragit S Eudragit® S Ethanol 96%
DrCaps-Acryl-EZE Acryl-EZE™ Voda

Tab. 1 Jednotlivé vzorky pripravenych toboliek

Stanovenie uvolfiovania kofeinu z toboliek: Profil liberacie kofeinu zo vSetkych typov vzoriek
v prostrediach simulujtcich rézne oblasti gastrointestindlneho traktu bol stanoveny metodou
disoltcie. Skiiska prebichala na zariadeni Sotax AT-7 (Svajéiarsko) padlovou metddou. Profil
uvolfiovania bol najskor sledovany v timivom roztoku pH 1.2 (900 ml, pri teplote 37 °C) po
dobu 120 minut. Hodnota pH bola nasledne zmenena na 6.8 pridanim 18,7 g fosfore¢nanu
trisodného dodekahydratu. Po 360 min bolo pH opitovne zvySené na 7.5 pridanim 5,8 g
fosforecnanu trisodného dodekahydratu. Test disolucie trval celkovo 720 min a jednotlivé
odbery boli po 15 min. Kazda vzorka bola merana Sestkrat a nasledne bola stanovena RSD.

Obsah kofeinu vo vzorkach bol stanoveny spektrofotometricky pri vinovej dizke 240 nm.

Test rozpadu enterosolventnych toboliek: Prebiehal u vSetkych vzoriek podl'a Eurdpskeho

liekopisu, stat’ 2.9.1. na rozpadostroji Erweka ZT4.
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Vysledky
V priebehu vyskumu boli overené techniky kultivacie anaerobnych baktérii a pripravy matric
s BS, ktoré by potencionalne bolo mozné vyuzit na naplnenie DrCaps™ toboliek. S médiami
obsahujicimi Synderman, agar a Skrob bolo obtiazné pracovat’ a preto boli z d’alSieho vyskumu
vyradené. Dosiahnuté vysledky popisujuce zivotaschopnost’ testovanych bakterii stt zobrazené
v Tab. 2. Je tu viditelny pokles viability zamrazenych BS v porovnani s ¢erstvou BS
suspendovanou v Matrici A v €ase to. NajvysSia Zivotaschopnost’ baktérii bola dosiahnuta
v matriciach obsahujucich inulin (Matrica B) a inulin s L-cysteinom (Matrica C) pri oboch

testovanych kulturach (Tab. 2).

Bakterialna kultara Matrice MPN . ml-!

Anaerobutyricum hallii Matrice A - (kontrola v ¢ase t0) 2,7.10°
Matrice B 5,5.108
Matrice C 2,45 .108
Matrice D 5,0.10°
Matrice E 2,5.10°

Blautia producta Matrice A - (kontrola v ¢ase t0) 4,7.10°
Matrice B 2.5.10°
Matrice C 6,2.10%
Matrice D 1,0.108
Matrice E 7,0 . 107

Tab. 2 Viabilita anaerobnych baktérii uchovanych v matriciach pri -20°C v ¢ase t7 a pred zamrazenim v to

Samotné DrCaps™ tobolky nie st enterosolventné v pH 1.2 podla testu rozpadu a disolicie
(Obr. 1 a Tab. 3). Enterosolventnost’ bola dosiahnuta obalenim tobolky celacefatom (rozpusta

sa v prostredi pH > 5.5) a Eudragitom® S (rozpusta sa v prostredi pH > 7) [5].

50 d
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e

20 ’_-"
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—+— DrCaps- celacephate —=— DrCaps- Eudragit 5 DrCaps-AcrylEFE  —=— Driaps

Obr. 1 Disolu¢ny profil kofeinu z toboliek s roznym obalom
(RSD < 5% pocas 120 min, RSD < 10% v ¢ase 540-720 min

Tobolky obalené tymito polymérmi splnili poziadavky disolucie a testu rozpadavosti pre
enterosolventné tobolky podl'a Eurépskeho lickopisu (Obr. 1 a Tab. 3). Nahla zmena pH z 1.2

na 6.8 zvysila uvoliovanie kofeinu z toboliek obalenych celacefatom, kym obal z Eudragitu®
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S bol viac stabilny v tomto pH a rozpustal sa pomalie. Acryl-EZE® a celacefat sa rozpadnu
priblizne v rovnakom &ase (Tab. 3), aviak podla testu disoliicie tobolky obalené Acryl-EZE®
zaénu uvolfiovat kofein skor. Acryl-EZE® bol kvoli tomuto nevyhovujiicemu testu disolucie

vyradeny z d’alSieho testovania (Obr. 1).

Cas rozpadu vzoriek (min)

Vzorka
1 2 3 4 5 6
DrCaps 110 110 105 120 120 110
DrCaps-celacefat 160 170 150 160 155 160

DrCaps-Eudragit®s 205 205 175 220 175 220

DrCaps-Acryl-EZE® 160 180 160 165 165 180
Tab. 3 Rozpad jednotlivych toboliek v ¢ase (min),

Zaver

Ciel'om tohoto experimentu bolo pripravit’ liekova formu na transport biologického materialu
do hrubého creva. Z disoluénych profilov jednotlivych vzoriek je zrejmé, ze potiahnutie
toboliek 10% roztokom polyméru (celacefitu alebo Eudragitu® S) je dostatoéné na dodanie ich
obsahu do tenkého c¢reva. Ako najvhodnej$i polymér na transport do vzdialenejSich cCasti
traviaceho traktu sa podla vysledkov javi Eudragit® S. Experimentalne bolo potvrdené, Ze obal
tvoreny Acryl-EZE® nie je odolny proti kyslému prostrediu.

Z vysledkov zivotaschopnosti anerobnych baktérii vyplyva, ze ich vlozenie do oleofilného
emulgujiceho prostredia (Synderman), agaru alebo Skrobu nie je vhodné kvoli nemoznosti
praktického prevedenia pokusu. Najvicsiu viabilitu podla vysledkov vykazovali anaerdbne
baktérie suspendované do matrice s obsahom inulinu a inulinu s L-cysteinom. BS v podobe
zmrazen¢ho média vSak tiez moze rozpustat’ tobolku z jej vnutra, preto bude nutné v d’alse;j
Casti vyskumu bakterialny material lyofilizovat, alebo tobolku obalit’” vhodnym neutralnym

polymérom aj z jej vnltornej strany.
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Syntéza a studium derivati dihydroxynaftalenkarboxamidii s potencidlnim
antimikrobidlnim ac¢inkem
Tomas§ Gonéc, Magda Drozdowiczova, Katefina Kleinerova, Matous Michalek

Ustav chemickych léciv, Farmaceutickd fakulta, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Na ustavu chemickych 1é¢iv byly v posledni dobé syntetizovany série derivati naftalen
karboxamidt s antimikrobidlnim u¢inkem, z nichz nékteré vykazaly zajimavou biologickou
aktivitu '>*%. Antimikrobialni aktivitu prokazaly derivaty N-fenylnaftalen-2-karboxamidu* ,
zavedeni hydroxylu jak do a polohy ke karboxamidu'?, tak na druhé jadro naftalenu® piineslo
zvySeni aktivity. Latky syntetizované v ramci tohoto projektu jsou piimymi strukturnimi
analogy téchto u¢innych latek. N-fenylnaftalen karboxamidy ptsobi blokadu dychaciho fetézce
mikroorganismi. Vysledky ukazuji, Ze rozdilna poloha hydroxylu vede k vazbé na odlisna
mista systému. Pfedpokladdme, Ze kombinace dvou hydroxyli povede k ziskani u¢inné&jSich

derivatu.

Material a metodika
Pro syntézu latek byly vyzkouseny tii na UCHL jiz osvédéené postupy (Schéma 1).
Casové i finan¢né nejjednodussi je jednokrokova syntéza: piislusna dihydroxynaftalen-2-
karboxylova kyselina reaguje s piislusSnym anilinem v pfitomnosti chloridu fosforit¢ého v
prostiedi chlorbenzenu a pfi piisobeni mikrovinného zafeni.
O néco narocné&jsi je pouziti karbonyldiimidazolu: pfislusnd dihydroxynaftalen-2-karboxylova
kyselina reaguje s karbonyldiimidazolem v bezvodém tetrahydrofuranu za vzniku ptislusného
acylimidazolu, ktery nasledné¢ reaguje s anilinem. Produkt je nutné ziskat z reakéni smési
sloupcovou chromatografii.
Tteti moznosti je chranéni hydroxyll acetylaci: ptislusna dihydroxynaftalen-2-karboxylova
kyselina reaguje s acetanhydridem v ledové kyselin€ octové za vzniku acetoxy-derivatu, ktery
je po izolaci ptfeveden thionylchloridem v tetrahydrofuranu na pftislusny chlorid. Po izolaci
reaguje prislusny chlorid s anilinem v prostredi tetrahydrofuranu za vzniku karboxanilidu. Po
izolaci a rekrystalizaci je provedena hydrolyza ekvivalentem NaOH ve smési methanol-voda.
Vsechny ziskané surové produkty byly precistény krystalizaci nebo sloupcovou chromatografii

a byla u nich stanovena teplota tani. Struktura byla ovéfena spektralné (NMR, IC, HRMS),
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Cistota pak chromatograficky (TLC). Latky byly odeslany k hodnoceni antibakterialni aktivity

vici riznym kmentim G+ i G- bakterii a mykobakteriim.
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Schéma 1. Syntéza substituovanych N-fenyl dihydroxynaftalen-2-karboxamidt

Vysledky
Byly vyzkouSeny vsechny tii navrhované syntetické metody. BohuZzel, latky jsou nachylné
k oxidaci a proto reak¢ni smési obsahovaly vzdy smés oxidovanych vedlejsich produktii. Bylo
nejprve nutné vyvinout metody k separaci produktti — byly vyzkouseny krystalizace z rtiznych
rozpoustédel a jejich smési, avSak pouze s malym uspéchem. Krystalizaci z toluenu se podatilo
ziskat Cisté produkty, avSak v neuspokojivém mnozstvi. Vét§i uspéch pfineslo pouZiti
sloupcové chromatografie s mobilni fazi toluen methanol (1:1). Hlavnim produktem metody
vyuzivajici karbonyldiimidazol je dimer kyseliny spojeny dvéma esterovymi vazbami (Schéma
2). Vytézek karboxamidu byl neuspokojivy —do 10%. V ptipad€ vyuZiti acetylovych chrénicich
skupin nastal problém hned v prvnim kroku, nebot’ preferovanym produktem byl opét vyse

zminény ester. Usp&$né syntézy bylo dosazeno tfeti metodou s vyuzitim PCls a mikrovlnného
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zéteni. Bylo dosazeno vytézkl 15 - 40 %. Bylo syntetizovano a charakterizovano (t.t., Rf, 'H
NMR, '3C NMR, IC) 12 origindlnich latek — ze sérii N-fenyl-3,5-dihydroxynaftalen-2-
karboxamidii a N-fenyl-3,7-dihydroxy-naftalen-2-karboxamidt vzdy Sest derivatti s o-, m- a p-
methoxy a fluor substituci. Latky byly izolovany v dostate¢né kvalité¢ a pilotni série byly
postoupeny k hodnoceni biologické aktivity: antimikrobidlni (Staphylococcus aureus,
methicilin — rezistentni Staphylococcus aureus) a antimykobakteridlni ( Mycobacterium
tuberculosis, avium, marinum, kansasii) aktivita. Vysledky hodnoceni biologické aktivity jeste

nejsou k dispozici.

OH

f
\ |/

Schéma 2. Vedlejsi produkt syntézy

V soucasné dob¢ probiha syntéza ostatnich latek téchto sérii tak, aby mohly byt v nejblizsi dobé
piredany k hodnoceni biologické aktivity. Optimalizaci postupu syntézy a nakoupenim
potfebnych chemikalii a laboratorniho vybaveni byly vytvotfeny podminky pro syntézu dalSich
ucinngjsich derivatt, které mohou byt vybrany na zakladé¢ SAR z vice jak 300 strukturnich

moznosti
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Testovani antibakterialni aktivity prirodnimi laitkami, inhibice tvorby bakterialniho
biofilmu a ovlivnéni quorum sensing
Martin Helcman', Jakub Treml?, Karel Smejkal', Zuzana Burclova?
Ustav prirodnich léciv, Farmaceuticka fakulta,
Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno'
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Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno®

Uvod

Bakterie rostouci v biofilmu jsou obecné vice odolné vii€i ptisobeni imunitniho systému,
biofilm také vyrazné zvySuje bakteridlni rezistenci k antimikrobnim latkam. JelikoZ jsou
infekce zplsobené bakteriemi produkujicimi biofilm zpravidla velmi perzistentni,
dlouhotrvajici a tézko 1écCitelné, je jednim zaktudlnich sméri vyzkumu hledani latek

inhibujicich tvorbu biofilmu, popft. inhibujicich quorum sensing.

Na Ustavu pirodnich 1é&iv (UPL) byla izolovana skupina pfirodnich fenolickych latek, z nichz
mnohé jsou substituované prenylem nebo geranylem. Prenylované fenolické slouceniny, mezi
které¢ patii 1kanabinoidy vyskytujici se v rostlindch rodu Cannabis, vykazuji vyraznou
a riiznorodou biologickou aktivitu (protizanétlivou, protinadorovou, antimikrobiélni), ale jejich

aktivita proti quorum sensing a tvorb¢ biofilmu zatim neni podrobné prozkoumana.
Material a metodika
Izolace a identifikace obsahovych latek C. indica

Suseny kvét Cannabis indica L. (Cannabaceae) byl extrahovany pomoci etanolu. Takto ziskany
extrakt jsme odpafili do sucha a nasledné ho pomoci liquid-liquid extrakce rozdelili na 4 podily
(hexan, chloroform, etylacetat, metanol-voda) li§ici se polaritou. Podle reakce s ¢inidlem (Fast
Blue B) byl na fenolické latky nejbohatsi chloroformovy podil, proto byl zvolen na dalsi
separaci. Na tu byla pouzita sloupcova chromatografie (mobilni faze dichlorethan, stacionarni
faze silica gel). VSechny ziskané frakce byli analyzovany pomoci chromatografie na tenké
vrstveé (TLC) a analytické vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Na zaklad¢ téchto
vysledki byli vybrané frakce vhodné pro prociSteni pomoci semipreparativni HPLC, co vedlo
k zisku n€kolika ¢istych latek. Tyto latky byli znovu zméfené pomoci analytické HPLC a NMR.

S pomoci dr. Béresa z Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v Olomouci byly nékteré frakce
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analyzovany 1ipomoci vysokoucinné plynové chromatografie spojené s hmotnostni
spektroskopii. Na zakladé vysledkt bylo identifikovano 5 ¢istych latek (kanabigerol CBG,
kanabigerolova kyselina CBGA, kanabidiolovd kyselina CBDA, kanabinol CBN, A’-
tetrahydrokanabinol THC). Jedna latka byla identifikovana jako zmés dvou forem kyseliny
tetrahydrokanabinolové (THCA-A a THCA-B), které¢ se 1isi polohou karboxylové skupiny.

......

Stanoveni MIC (TTC assay)

Pro stanoveni MIC u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii byl pouzity stejny postup.
Kanabinoidy jsme rozpustili v DMSO, natedili v Miiller Hintonové médiu (MH médium) a
napipetovali do mikrotitracni desticky ve finalni koncentraci 64 pg/ml. Roztoky kanabinoida
jsme poté fedili dvojkovou fadou z 64 na 1 pg/ml. V poslednim fadku desticky bylo pouze MH
médium a tento tadek slouzil jako kontorla rlstu. Zaroven jsme testovali vliv rozpoustédla
DMSO. Nasledné jsme si pfipravili inokulum rozmichédnim bakteridlnich bun¢k (ziskanych
odbérem z kultury péstované na agaru), v MH médiu tak, aby mél vysledny roztok zékal
ptiblizné 0,5 McFarlandovych jednotek. Takto pfipravenou desticku jsme na 24 hodin
inkubovali v ptipade Ch. violaceum (NCTC 13278) na 25°C a v ptipade S. epidermidis (CCM
7221) na 37°C. Poté byl zakal vyhodnocen okem a také pomoci readeru. Pro kontrolu vysledku
jsme si pfidali 1% roztok tetrazolium chloridu (TTC) ve vod¢. Po 30 minutach v inkubéatoru se
v téch jamkach, kde byli stile pfitomné bakterie schopné metabolizmu vytvofilo ¢ervené

zbarveni. To jsme zméfili pomoci readeru pii vin. délce 485 nm.
Optimalizace experimentu pro stanoveni MBIC (minimalni biofilm inhibujici koncentrace)

Po naneseni inokula S. epidermidis (0,5 McFarland) na mikrotitra¢ni desticku a inkubovani 24
hodin pfi teploté 37°C byl vznikly biofilm promyty PBS pro odstranéni planktonickych bunék
a 15 minut fixovany metanolem. Poté byl ptidany 0,5% roztok krystalové violeti, ktery jsme po
30 minutach vymyly vodou. Po rozpusténi v roztoku 33% kyseliny octové jsme zméfili

absorbanci pfi vin. délce 590 nm [1].

Optimalizace experimentu pro stanoveni ucinku proti quorum sensing

Po naneseni inokula Ch. violaceum (0,5 McFarland) na mikrotitra¢ni desticku a inkubovani 24

hodin pfi teploté 25°C byl pfidan N-hexanoyl homoserin lakton (HHL) v koncentraci 0,5 pM.
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Pouzity mutantni kmen Ch. violaceum (NCTC 13278) totiz neni schopny produkce fialového
barviva violaceinu, ktery jinak bézné kmeny Ch. violaceum produkuji. HHL vyvolava u
mutantniho kmenu produkci barviva skrze mechanismus quorum sensing. Pro optimalizaci bylo
tieba ovéfit, Ze se syntéza violaceinu spusti. Jako kontrola byl pouZity fadek na destic¢ce s ¢istym

DMSO a inokulum bez ptidaného HHL. M¢tili jsme absorbanci pti 595 nm [2].

Vysledky

Optimalizace experimentu pro stanoveni ucinku proti quorum sensing

Pro méfeni inhibice quorum sensingu bylo nutné ovéfit, ze zakoupeny mutantni bezbarvy kmen
Ch. violaceum bude po ptfidani autoinduceru quorum sensingu HHL produkovat fialovy

pigment. Jak je patrné z grafu €. 1, je po 48 hodinové inkubaci produkce pigmentu dostatec¢na.
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Graf ¢. 1 — Optimalizace produkce fialového pigmentu piisobenim HHL v Ch. violaceum.
Stanoveni MIC (TTC assay)

U grampozitivni bakterie (S.epidermidis) vykazovala vétSina latek inhibicni ucinek jiz
v nizkych koncentracich. Nejaktivnéjsi byly latky CBN, CBG a CBD (2 pg/ml), nejméné
aktivni byla CBGA, ktera tlumila rist S. epidermidis jen v nejvyssi testované koncentraci 64

pg/ml. Méteni bylo provedeno jako triplikat:

MIC (pg/ml)
CBN 2
THC 8
CBGA 64
CBG 2
CBDA 4
CBD 2
THCA 4
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U gramnegativnych bakterii (Ch. violaceum) se v trojit¢ provedeném meéteni vSechny testované
latky ukazali jako neucinné v koncentraci 64 pg/ml a mén¢, coz je v souladu s dostupnou
literaturou. Testovani inhibice quorum sensingu kanabinoidy zatim probiha, ale jesté¢ nemame

relevantni data.
Stanoveni MBIC

Vétsina testovanych latek tlumila produkei biofilmu S. epidermidis az pti minimalni inhibi¢ni
koncentraci a nejedna se tedy o €isté inhibici biofilmu jako takovou. Nicméné z hlediska dalSiho

vyzkumu se chceme zaméfit na velmi ucinné latky CBN, CBG a CBD.

Jedinou vyznamnou vyjimkou byla CBGA (MIC 64 pg/ml, MBIC 8 pg/ml) — coz znamena

specifickou inhibici tvorby biofilmu.
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Vyroba a testovani "umélych' trombii pro experimentalni modely trombembolickych

mozkovych prihod
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farmaceutickad univerzita Brno

Uvod

Trombembolické modely mrtvice jsou pro svou komplexnost a narocnost povazovany za jedny
interni krkavice je stézejnim problémem standardizace vyroby v experimentu pouzitého
vmetku/trombembolu. Vzhledem k tomu, ze aktualni slozeni krve ma zasadni vliv na
formovani trombu in vitro, nelze jeho vyrobu standardizovat s ohledem na biologické a
morfologické vlastnosti. Interindividudlni rozdily, ale i vzorky od stejnych darct vykazuji v
Case vyznamnou variabilitu a u ¢ervenych trombi vytvrzenych trombinem nelze predikovat
vysledny pomér mezi fibrinem a buné¢nym podilem. Pozadavkem experimentalni praxe je mit
k dispozici stabilni vmetek s konstantnim sloZenim a vlastnostmi. Jednou z moznosti, jak
standardizovat vyrobu trombu je vyrobit jej z jednotlivych komponentl nutnych pro formaci
solidniho (zietézeného pticnymi mustky) fibrinu. Pro vyrobu ,,umélych tromba* (artificial clot,
AC) lze pouzit originalni set Tisseel Kit od fy Baxter. Kromé vyroby fibrinu s hustotou sité
podobnou jako u realnych trombembolt pacientt, 1ze do umélych trombi piidavat RTG a MRI
kontrastni latky (BaSO4, komer¢ni nanocastice zlata, komer¢ni jodové lipozomy a na FaF
vyrobené jodové nanocéstice) pro jejich nutnou vizualizaci in vivo ale 1 in vitro. Cilem projektu
bylo vyrobit a otestovat umélé tromby na bazi lidského fibrinu pro vyuziti v in vivo a in vitro

experimentech systémovych embolizaci, zejména u modelil mozkové mrtvice.
Material a metodika
Analyza lidskych trombemboli:

Trombemboly od anonymnich pacienti ziskané pii trombektomii nebo pii sekci byly
analyzovany po fixaci formalinem morfologicky pomoci svételné a elektronové mikroskopie.

Pocet vysSetfenych vzork byl 19 z toho se pro svételnou mikroskopii pouzilo 19 a pro
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elektronovou mikroskopii 2. Vzorky na svételnou mikroskopii byly barveny Hematoxilin

eosinem (HE), Weigertovym barvenim a barvenim dle Van Giesona.
Hodnoceni pomérného zastoupeni fibrinu ve srazening u lidskych trombt.

Pro kvantifikaci poméru byly pouzity vzorky obarvené HE (po potvrzeni lokalizace fibrinovych
okrskti specialnim barvenim — Van Gieson, Weigert). Analyza 8 vzork byla provedena pomoci

programu ImageJ. Byla kvantifikovana plocha fibrinovych deposit vii¢i plose celého trombu.
Vyroba a testovani ,,umélého trombembolu‘ (AC).

Z originalniho setu Tisseel Kit (Baxter) byly v rtiznych fedénich produktu vyrobeny “umélé*
tromby (celkem 19 typt, znaceni DT — Diluted Tisseel). Vzhledem k tomu, ze neznac¢eny DT
je zcela prahledny bylo zakladni fedéni DT3 pouzito v dalSich typech AC jako zéklad a
postupné se ptidavaly jednotlivé typy znaceni: tus, eosin, patentni modra (jenom pro vizualizaci
AC v hadicce) a dale BaSO4, Mvivo Au, Fenestra VC a MAOETIB jako znaceni vhodné pro
vizualizaci RTG nebo MRI. U 4 AC byly hodnoceny jejich morfologické vlastnosti
(ultrastruktura na rastrovacim elektronovém mikroskopu) a u 8 AC mechanicko-biologické
vlastnosti — hmotnost, pfilnavost, elasticita a fragilita. Testovany byly tromby o stejné tloust'ce

a délkach 5, 10, 15 a 20 mm.
Stépeni AC alteplazou.

U 12-ti vzorkl (v tripletech) byla provedena in vitro fibrinolyza alteplazou (rekombinantni
tkanovy aktivator plasminogenu, rtPA) pfi teploté 37 st. C a v prostiedi bovinniho séra (zdroj
plasminogenu a ostatnich faktorti aktivace i inhibice fibrinolyzy) a pfi horizontadlnim michani.
Po hodin¢ fibrinolyzy byl odebran vzorek lyzatu (tekutiny) pro stanoveni D-dimeru. Vzorek
byl bezprosttedné po odbéru zmrazen na -20 st. C, Lyzy probéhli v rozmezi 10 dnti. VSechny
tyto vlastnosti byly komparovany s "klasicky" in vitro vyrobenym c¢ervenym trombem
vytvrzenym trombinem a nékterymi vlastnostmi vzorkii lidskych trombt ziskanych po

trombektomii (ultrastruktura fibrinovych vldken a jejich fetézent).

Nad ramec puvodnich cilii projektu byla testovéna radioopacita umélych trombu pro jejich

potencial pro testovani novych fibrinolytik jak in vivo, tak in vitro modelech. A byla provedena
syntéza potencidln€é vhodnych biologicky degradovatelnych jodovych nanocastic - MAOETIB
dle Galperinové a Margela 2006.
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Vysledky
Hodnoceni pomérného zastoupeni fibrinu ve srazening u lidskych trombt.

Procentudlni zastoupeni fibrinu v lidskych trombembolech se pohybovalo od 45,5 % - 88,25 %,
pramér 57,58 % + SD 13,28 %. Tento vysledek je v souladu s vysledky dostupnymi v recentni
literatute (Chueh et al. 2011, Sporns et al. 2017). Dle vysledkt elektronové mikroskopie jsou
fibrinova depozita husté¢ zietézena a v nekterych ¢astech tvoii kompaktni hmotu, stejny obraz

poskytuje i svételna mikroskopie.
Test elasticity a fragility.

Vzorky DT 11 a DT 14 se pfi testu rozpadli na 2 a vice fragmentl. Vzorek cerveného trombu
se po 20 priichodech kanylami zmens§il na 4 svého plivodniho rozméru. Fragilita se zvySuje pfi
pouziti vysoké koncentrace fibrinu a pfi pouziti vysokého objemového zastoupeni BaSO4.

Mrazeni zhorSuje elasticitu.
Test lepivosti:

Vsechny vzorky testovanych ,,umélych trombt“ vykazovali dostatecnou lepivost podobnou,
jako ma vzorek krevniho trombu, lepivost se snizuje zvySenim obsahu anorganické slozky a

mrazenim.
Schopnost byt stépen alteplazou (lidsky rekombinantni tkafiovy aktivator plazminogenu):

Vykazuji ji vSechny vzorky, které byly chlazeny nebo mrazeny. Fixace formalinem inhibuje

schopnost fixovaného fibrinu byt St€pen alteplazou.
Hodnoceni radioopacity umélych trombi:

Nejvyssi opacitu mél vzorek DT 17 s BaSO4, komer¢ni kontrastni latky — Mvivo-Au a Fenestra
VC nejsou bez pritomnosti specifického binderu schopné zistat v umélém trombu. Jako
alternativu k BaSO4 1ze pouzit jodové nanocastice s pevnym jadrem (MAOETIB) které jsou v

téle pln¢ degradovatelné, a tedy potencialné vhodné k pouziti v klinické praxi.
Stanoveni d-dimeri v lyzatu z AC:

Stanoveni bude provedeno vzhledem k technickym moznostem pracovisté 29/11/2019 tj.

vysledky budou prezentovany az na studentské konferenci, diplomové praci a v publikaci.
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Syntéza MAOETIB

Byla provedena usp&sna syntéza pevnych jodovych &astic o velikosti 25-340 mm. Castice
vykazuji vyssi radioopacitu, nez komerc¢ni preparat Fenestra VC a srovnatelnou nanoc¢asticemi

zlata.

Diskuze a zavér

Projekt potvrdil vhodnost umélych trombt pro pouziti jak v in vitro, tak in vivo experimentech.
Potvrdil nevhodnost pouziti in vitro vyrobenych cervenych trombt (nestabilita, nizky obsah
fibrinu). Do umélého trombu lze pfimichavat kontrastni latky dle zaméfeni experimentu,
popiipad¢ lze trombus stabilizovat aprotininem a zvysit jeho odolnost proti fibrinolyze
(experimenty studujici nové kontrastni latky zobrazujici fibrin, nebo nacvik trombektomickych

technik pod kontrolou RTG technik) v libovolné lokalizaci in vivo nebo na fantomech.

Seznam literatury:
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Piiprava a hodnoceni polymernich ¢astic pro plicni aplikaci

Jakub Karas', Jan Gajdziok', Hana Hofavova', Martin Vesely!

Ustav technologie l¢kii, Farmaceuticka fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno
Uvod

Suché praskové formulace urcené k plicni aplikaci se v mediciné vyuzivaji k lokéalni
(CHOPN, tuberkuldza, infekce DCD, nddorova onemocnéni, atd.) i systémové 1é¢bé (napi. DM
II - inhalacni inzulin) (Cryan, 2007). Pro dosazeni pozadovaného ucinku je dilezitad vhodna
depozice cCastic, ktera je zajiSténa jejich fyzikdlnimi parametry. V soucasné dobé je jednim
hustoty Castic (Edwards, 1997). Aerodynamicky primér ¢astice by se mél pohybovat kolem 5
um, pti¢emz fyzicka velikost ¢astic je vEtsi, coz zabranuje jejich eliminaci buikami imunitniho
systému - makrofagy (Gardon, 2014).

Cilem projektu byla optimalizace formulacnich a procesnich parametrii sprejového
suSeni a hodnoceni fyzikéalnich vlastnosti vzniklych ¢astic, vhodnych jako nosice 1éciv
ur¢enych k inhalaénimu podani. Dalsim cilem bylo nalezeni vhodného porogenu, ktery ma
zajistit optimalni aerodynamické parametry ¢astic pro jejich depozici v dolnich ¢éstech plic a

omezit jejich eliminaci pfirozenymi mechanismy dychaci soustavy.

Material a metodika

Pro ptipravu ¢astic byla pouZita sprejova suSarna (LabPlant model PD-06, UK). Jako
castice formujici latka byl pouzit D-mannitol (Penta, CZ; Mr=182,18). Tento cukerny alkohol
ma schopnost na zaklad¢ své osmotické aktivity snizovat viskozitu hlenu napt. u cystické
fibrozy, nebo dalSich plicnich onemocnénich.

K nalezeni vhodnych procesnich parametrti byla vytvofena experimentalni skala pokust
o ruznych parametrech teploty suseni, pritoku vzduchu susarnou a rychlosti nasttiku disperze.
Parametry pro prutok vzduchu, rychlost pumpy a teploty byly nastaveny na tfi hladiny, které se
mezi sebou kombinovaly dle (Box-Behnken planu) pii jedné hladiné koncentrace roztoku
mannitolu 10 % (w/w). Bylo pfipraveno 13 vzorki (sttedovy bod 3x) (Tab. 1). Disperze
mannitolu byla pfi tlaku 3 bar nastfikovana ptes dvoukapalinovou trysku o priméru 2 mm do
susici komory. U vysledného suchého praskového produktu byla méiena fyzicka velikost ¢astic

laserovou difrakci (Horiba model LA-690, JP), aerodynamické parametry na APS
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(aerodynamic particle sizer -TSI™ model 3321). Dale byla zjisténa sypna a setfesna hustota a
Hausnertiv pomér Castic a potizeny fotky mikroéastic elektronovym mikroskopem (Mira 3,

Tescan, CZ).

Experiment Opakovani Teplota (°C) rychlost pumpy | pritok vzduchu
1 1 100 10 35
2 1 140 10 35
3 1 100 30 35
4 1 140 30 35
5 1 100 20 20
6 1 140 20 20
7 1 100 20 50
8 1 140 20 50
9 1 120 10 20
10 1 120 30 20
11 1 120 10 50
12 1 120 30 50
13 (centralni bod) 3 120 20 35

Tabulka 1: Experimentalni skéla se tfemi proménnymi.

Vysledky

Aerodynamicky primér (AD) se u vSech vzorka pohyboval v rozmezi 7,00-8,66 um
(Tab. 2). Lze tedy konstatovat, ze v tomto piipad¢ nemély ménici se procesni parametry zasadni
vliv na vysledné aerodynamické vlastnosti. Vyraznéjsi rozdily byly pozorovatelné na fyzickém
praméru castic (S). Nejmensi ¢astice byly detekovany u vzorku 1 (8,41 um) a 11 (8,83 um)
(Tab. 2). V obou piipadech byla rychlost pumpy nastavena na nizkou hodnotu (10 jednotek —
nastaveni pfistroje), teplota na nizkou (100 °C - vzorek 1) a stiedni (120 °C - vzorek 11). Pti
zachovani stejnych hodnot teplot a pritokd vzduchu, se u vzorku 3 (39,82 pm) v porovnéni se
vzorkem 1 (8,41 pm) zvétSuje fyzicky pramér ¢astic (S) s rostouci rychlosti pumpy. Stejny trend
je pozorovan pii porovnani vzorku 2 a 4 mezi sebou, vzorku 9 a 10 mezi sebou, 11, 12 mezi

sebou. Ve vSech jmenovanych piipadech se zvySenim rychlosti pumpy zvétSuje velikost
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vysledného produktu. U vzorku 7 (10,98 um) a 5 (227,22 pum), se pfi stejnych parametry teploty
a rychlosti pumpy, zvySenim prutoku vzduchu fyzicka velikost ¢astic (S) zmensovala. U vzorku
7 byl pritok vzduchu nastaven na 50 jednotek (nastaveni pfistroje), u vzorku 5 byl pratok
vzduchu 20. Mezi témito vzorky byl rozdil fyzické velikosti ¢astic extrémné vysoky. Stejny
trend bylo mozné pozorovat ve vztahu mezi vzorky 6 a 8, 9 a 11, 10 a 12. ZvySenim prutoku
vzduchu, se pti konstantnich teplotach a rychlostech pumpy, fyzicky primeér ¢astic S zmensuje.
Pti sledovani vlivu tfech proménnych parametrii na velikost aerodynamického pruméru (AD)

se tento trend jednoznaéné€ nepotvrdil.

AD S hmotnost objem sypna setFesnd o
vzorek hustota ho | hustota ha Hausneiruv

(wm) (wm) lel Vo [ml] | Vio | Vsoo | Vizso | Vasoo [g/em?] [g/cm?] pomer
1 7,50 8,41 1,53 5,00 |[4,801]3,90] 3,90 | 3,90 0,31 0,39 1,28
2 8,10 22,40 1,44 5,00 |[4,10]3,90] 3,80 | 3,80 0,29 0,38 1,32
3 7,20 39,82 1,23 5,00 |[4,50]3,60] 3,60 | 3,60 0,25 0,34 1,39
4 8,35 35,87 1,45 5,00 |[4,60]4,00] 3,90 (3,90 0,29 0,37 1,28
5 8,40 227,22 1,63 5,00 |[4,40|4,20 ] 4,20 | 4,20 0,33 0,39 1,19
6 8,50 32,00 1,41 5,00 |[4,50 4,00 4,00 (4,00 0,28 0,35 1,25
7 7,30 10,98 1,36 5,00 |[4,70 3,50 3,50 | 3,50 0,27 0,39 1,43
8 8,00 18,29 1,36 5,00 |[4,30]3,50] 3,40 | 3,40 0,27 0,40 1,47
9 7,20 12,92 1,25 5,00 |[4,60]3,70 | 3,60 | 3,60 0,25 0,35 1,39
10 8,660 74,22 1,60 5,00 |[4,40|4,00 | 4,00 | 3,80 0,32 0,42 1,32
11 8,70 8,83 1,32 5,00 |[4,70]3,80] 3,80 | 3,80 0,26 0,35 1,32
12 7,50 11,10 1,33 5,00 |[4,60]3,60] 3,60 | 3,60 0,27 0,37 1,39
13a 7,30 15,54 1,30 5,00 4,60 3,60 3,60 | 3,60 0,26 0,36 1,39
13b 7,23 11,92 1,41 5,10 [4,70 | 3,80 | 3,60 | 3,60 0,28 0,39 1,42
13¢ 7,00 12,11 1,30 4,90 |4,30]3,50( 3,50 | 3,50 0,27 0,37 1,40

Tabulka 2: Vysledky experimentalni skaly: AD — aerodynamicky primér méteny APS
(MMAD - mass median aerodynamic diameter); S — fyzicky pramér ¢astice méteny laserovou

difrakei, sypna hustota, setfesnd hustota po 2500 sklepnutich, HP
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Pro optimalizaci formula¢nich parametri byl sestaven experiment o tfech rtznych
hladinach koncetrace D-mannitolu. K nasttiku vSech tii vzorki byla sprejova susarna nastavena
na stfedni hodnoty predchoziho experimentu (vzorek 13, Tab. 1). Castice s nejvétsim fyzickym
pramérem S=15,00 um byly pfipraveny z roztoku mannitolu o koncentraci 10% (w/w) vzorek
- M10, nejmensi (S=6,60 pm) z 15% roztoku - vzorek M15 a stiedni velikost (S = 7,90 pm)
¢astic byla namétena u produktu ptipraveného z 20% vodného roztoku D-mannitolu — vzorek
M20. Nelze tedy usuzovat, ze je mezi koncentraci roztoku a velikosti ¢astic pfima iméra, jak
bylo piepokladdno. Aerodynamicky primér (AD) pro dané vzorky byl: M10=6,20 pm,
M15=7,10 pm, M20=7,00 um. Malé rozdily v téchto hodnotach jsou pravdépodobné zplisobeny
tim, Ze Castice se lisi svou hustotou a tim i porozitou.

Pti poslednim experimentu bylo zkouseno ptidani porogenu do roztoku D-mannitolu
(10 % w/w). Pro tento experiment byly parametry pro nastfik nastaveny na centralni bod
(vzorek 13, Tab. 1). Celkové byly provedeny dva experimenty: vzorek P2 - hydrogenuhlicitan
amonny, vzorek Pl - uhli¢itan amonny, vzdy ve slozeni disperze 1 % porogenu a 9 % D-
mannitolu (w/w) v destilované vod¢é. Pro porovnani ucinnosti porogenu byl pfipraven i
kontrolni vzorek P s parametry shodnymi s centralnim bodem. Oba experimenty vykazovaly v
porovnani s kontrolnim vzorkem (S=15,00 um, AD=7,50) vys§i fyzicky a mensi
aerodynamicky primér ¢astic (P1: S=63,00 pm, AD=5,10 um; P2: S=57,70 um, AD=5,80 um).
Tento vysledek, nebyl v souladu s o¢ekavanymi predpoklady. Na snimcich z elektronového
mikroskopu je patrné, ze pti pouziti porogenu dochazi k vyraznému naruseni struktury ¢astic

(Obr. 1). Tento poznatek povede ke snizovani koncentrace porogenu v dalSich experimentech.

Obrazek 1: zleva vzorek P — hladké ¢astice, uprostied vzorek P1 a vpravo vzorek P2 —
poskozené Castice s porogenem.
Zavér
V experimentu byly ovéfeny optimalizani parametry pro piipravu mikrocastic jako

nosic¢li ur€enych k plicni aplikaci. U vSech vzorkd se hodnota aerodynamického priaméru
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pohybovala ve vhodném intervalu (7-9 um) pro depozici v dolnich c¢astech plic. Dale bude
cilem pftipravit ¢astice s fyzickou velikosti kolem 20 pm a aerodynamickou kolem 5 um, ¢ehoz
se pokusime dosdhnout snizenim jejich hustoty — zvySenim porozity piidavkem porogenu

v koncentraci, kterd vyrazné nenarusi jejich strukturu jako v provedeném experimentu.
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Stanoveni vlivu obsahovych latek Broussonetia papyrifera na signalni kaskadu insulinu a
NF-xB v bunéénych kulturach

Veronika Lelakova!, Jakub Treml', Jan Hosek!, Lenka Jobusova!
Ustav molekuldrni biologie a farmaceutické biotechnologie, Farmaceutickd fakulta,

Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno'

Uvod

Broussonetia papyrifera (L.) L'Hér. ex Vent. (Moraceae) je strom pochazejici
z vychodni Asie, zndmy taky pod ndzvem paper mulberry, jelikoz se hojné¢ vyuziva k vyrobé
papiru. Nékolik publikaci popisuje biologickou aktivitu extraktl z riiznych ¢asti rostliny, jedné
se predevSim o antioxidacni, protizanétlivou, antidiabetickou a antimikrobidlni aktivitu [1].
Slozeni extraktl z tohoto druhu a biologicka aktivita jednotlivych obsahovych latek vSak neni
doposud dostate¢né definovana, zejména pokud jde o protizanétlivou, antidiabetickou a
antioxida¢ni aktivitu. Cilem tohoto projektu bylo stanovit vliv jedenacti latek izolovanych
z chloroformového extraktu B. papyrifera na signalni kaskadu NF-kB, vcetné sekrece
prozanétlivych cytokini TNF-a, IL-1p a volnych kyslikovych radikalt u lidskych monocyt
THP-1. A dale stanovit vliv na signalni drdhu inzulinu, resp. nasledny proces translokace

GLUT4 transportéri na buné¢nou membranu.

Material a metodika

Testované latky

Latky byly ziskany z chloroformového extraktu B. papyrifera chromatografickymi metodami
(kolonova chromatografie, preparativni HPLC, analytické TLC). Jejich molekulovd hmotnost
byla stanovena pomoci HRMS méfeni, nasledné byly identifikovany struktury analyzou NMR
spekter. Jedna se o tyto polyfenolické latky: marmesin (1), 8-methoxymarmesin (2), broussin
(3), kazinol B (4), kazinol M (5), kazinol N (6), fipsotwin (7), threo-(7S,8S)-dadahol B (8),
erythro-(7S,8R)-dadahol A (9), broussoflavonol A (10) a broussoflavonol B (11).

Bunécéné linie

Lidské monocyty THP-1 a THP-1-XBlue-MD2-CD14

Phorbol myristat acetat (PMA)-diferencovany lidské makrofagy THP-1

Mysi svalové buiiky C2C12 (diferencované v DMEM High Glucose medium s obsahem 2 %

koniského séra)
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Méreni viability

v koncentracich 0,625 - 1,25 -2,5-5—10-20 — 25 - 50 uM. Viabilita bunék byla méfena po
24 h WST-1 testem. Pomoci 4PL analyzy byly vypocitany hodnoty ICso. Pro dalsi testovani a
mozné porovnani biologického efektu byla vybrdna jednotnd, farmakologicky relevantni

koncentrace 1 pM.

M¢ieni NF-kB/AP-1 aktivity

Aktivita transkripénich faktord NF-kB/AP-1 byla stanovena na bun&¢né linii THP-1-XBlue™.-
MD2-CD14. Buiiky (50.000/jamka) byly proléceny latkami 1-11 v koncentraci 1 uM. Po 1 h
byl k bunkdm ptidan lipopolysacharid (LPS) z E. coli (1 pg/mL). LPS-vyvoldna zanétliva
odpovéd’ vede u tyto linie k stimulaci TLR4 receptorii, aktivaci NF-kB/AP-1 a nasledné
produkci proteinu SEAP, ktery byl po 24 h mé&fen Quanti-Blue™ testem.

Stanoveni cytokint

Exprese prozanétlivych proteini TNFa, IL-1B, které jsou pod transkripéni kontrolou NF-«B,
byla stanovena pomoci ELISA testu. Pro toto testovani byly vybrany latky, které v pfedchozim
experimente prokazali nejlep$i inhibi¢ni aktivitu vi¢i NF-kB. PMA-diferencovany lidské
makrofagy byly proléceny latkami 4, 10 a 11. Po 1 h byly buniky stimulovany LPS, koncentrace

cytokini v médiu byla métena 24 h.

Me¢éfteni miry translokace proteinu GLUT4 na bunéénou membranu

Butiky C2C12 byly inkubovany v kontejnerech s plochou 75 ¢m?, dokud nebylo dosazeno
100% konfluence v bézném rastovém médiu. Poté bylo médium vymeénéno za DMEM High
Glucose medium s obsahem 2 % konského séra a buiiky se nechaly diferencovat béhem 6 dni
z myoblastll na myocyty.

Poté byly k buitkdm na 24 hodin pfidany testované latky a po ub&hnuti této doby byly buiky
lyzovany. Lyzaty byly zpracovany pomoci metody Yamamoto et al. 2016 [3] s mirnymi
upravami, kdy byly z celkového lyzatu izolovany membranové proteiny pomoci raznych
koncentraci detergentu. Jednotlivé frakce lyzati byly rozdéleny pomoci polyakrylamidové
elektroforézy a mnozstvi proteinii bylo detekovdno pomoci Western blotu a specifickych
protilatek — jednak vic¢i GLUT4 a dale va¢i Na'/K'-ATPaze (kterd fungovala jako marker

membranovych proteinil).
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Vysledky

Latky 1, 2, 3, 7 a 10 neprokézali v ramci testovanych koncentraci negativni vliv na
viabilitu THP-1 bunék. Jejich ICsoje vEtsi nez 20 pM. Relativné bezpecny profil méla taky
latka 11 s ICs0 17.5+1.0. ICso latky 6 je vyS$si nez 10 uM. Ostatni latky 4, S, 8 a 9 dokazali
snizit viabilitu THP-1 bungk, jejich ICso odpovidalo hodnotam 7.5£1.1 uM, 3.6+1.0 uM, 5
porovnani efektu, byla pro vSechny latky vybrana jednotna a farmakologicky relevantni

koncentrace 1 uM [2].

V nasledovném kroku jsme se zaméfili na aktivitu transkripénich faktort NF-xB/AP-1,
které kontroluji transkripci prozanétlivych cytokinl, véetné TNF-a a IL-1B. P&t z jedendcti
latek prokazalo schopnost snizit aktivitu NF-kB/AP-1 (Obr. 1), ztoho dvé latky (5 a 10)
porovnatelné s prednisonem (P), rutinné pouzivanym kortikoidnim lékem. Tyto dvé latky,
spolu s latkou 11, ktera prokazala inhibi¢ni efekt a zaroven i1 netoxicky charakter, byly tyto tfi
vybrany do dalSiho testovéni, kde jsme se podivali na schopnost snizit down-stream sekreci

prozanétlivych cytokini.
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Obr. 1: Vliv latek z B. papyrifera na aktivitu transkrip¢nich faktortt NF-kB/AP-1 méfena po 24 h na
THP-1-XBlue-MD2-CD14 buiikach. N=4; 6-plikaty. * p<0.05, ** p<0.01, ¥**p<0.001, ****
p<0.0001. Kruskal-Wallis test.

Broussonoflavonol A (10) a broussonoflavonol B (11) dokazali snizit sekreci TNF-a u

THP-1 makrofagl vic nez pozitivni kontrola prednison, zatimco efekt kazinolu M (5) byl
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srovnatelny s prednisonem. Podobn¢ tomu bylo v piipadé IL-1p. Tady kazinol M (5) prokéazal
vys$$i inhibi¢ni efekt nez prednison, latky 10 a 11 prokézali efekt porovnatelny pozitivni

kontrole (Obr. 2).
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Obr. 2: Vliv vybranych latek z B. papyrifera na expresi prozanétlivych cytokintit TNF-a a IL-1B u
PMA-diferencovanych makrofagti po 24 h od vyvolani zanétu. * p<0.05, ***p<0.001, Kruskal-Wallis

test.

Me¢fteni miry translokace proteinu GLUT4 na bunéénou membranu
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Obr. 3: Vliv broussoflavonolu B (11) na translokaci GLUT4 vyjadieny jako pomér mnozstvi GLUT4

viaéi Na"/K*-ATPaze v membranové frakci.
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Izolace obsahovych latek z dievni ¢asti Broussonetia papyrifera (L.) L’Hér. ex Vent.

Milan Malanik', Katefina Pomykalova', Tereza Pospisilova', Hana Safatova', Karel Smejkal’

Ustav prirodnich léciv!, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod
Broussonetia papyrifera (L.) L’Hér. ex Vent. (Moraceae) je listnaty strom dortstajici do vysky
15 m, zndmy jako paper mulberry. Pochazi z vychodni Asie, kde se vyuziva na vyrobu nabytku
a predevs§im vysoce kvalitniho papiru [1]. Jednd se také o rostlinu tradi¢ni ¢inské mediciny,
kterd vyuziva razné Casti B. papyrifera pro 1écebné ucely. Extrakty B. papyrifera vykazuji
antioxidac¢ni, protizanétlivou, antidiabetickou a antimikrobialni aktivitu [1]. Tato rostlina
predstavuje bohaty zdroj rozmanitych sekundarnich metabolitii. Mezi hlavni obsahové latky
patii flavonoidy, predev§im pak jejich prenylované derivaty. Déle byly v rostliné popsany také
lignany, triterpeny, alkaloidy a dals$i chemicky rGznorodé latky [1;2], o jejichz bioaktivité

existuje minimum informaci.

Material a metodika

Separace rostlinného materialu

Projekt navazuje na préci, ktera byla jiz dfive zapocata na UPL, a to kdyz byl ze dieva vétvi
B. papyrifera ptipraven celkovy ethanolicky extrakt, ktery byl nasledné rozd€len mezi
vzajemné nemisitelnd rozpoustédla na hexanovy, chloroformovy, ethylacetatovy a vodny podil.
Chloroformovy podil byl dale podroben sloupcové chromatografii, ¢imz bylo ziskano
150 frakci. Z nich byly pro dal§i analyzu vybrany frakce BP-15-20, BP-21-22, BP-25-26,
BP-29-30 a BP-31-32, které obsahovaly rizné latky (dle porovnani UV spekter a retencnich
Casil) a které predstavovaly potencialni zdroj prenylovanych fenolickych sloucenin.
V zavislosti na hmotnosti a profilu frakci dle TLC (F2s4 2020 cm, Merck) a HPLC-DAD
(Agilent HP1100 s DAD, USA) byly vybrané frakce dale podrobeny vhodné separa¢ni metod¢.
Pro kazdou frakci byla vybrana vzdy vhodna specifickd mobilni faze a nasledné provedena
separace pomoci sloupcové chromatografie za pouziti sklenénych kolon o riznych parametrech
na silikagelu (velikost ¢astic 0,04-0,063 mm, Merck) jakoZto stacionarni faze. Subfrakce byly
jimany do ban¢k po objemech cca 125 ml, nasledné zahustény pomoci rota¢ni vakuové odparky
a na zékladé podobnosti na TLC a HPLC-DAD byly viditeln€ stejné frakce spojeny. Poté byly
tyto subfrakce piecistény pomoci prep. TLC (sklenéné desky 20x20 cm, 500 um, Merck) nebo
semiprep. HPLC (Ascentis RP-Amide 250%10 mm, 5 pm, Supelco, USA), ¢imz bylo ziskdno
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celkové 28 strukturné odliSnych latek, jejichz Cistota byla ovéfena pomoci analytické TLC a
HPLC-DAD.

Strukturni charakteristika ziskanych latek

Vsechny ziskané latky byly podrobeny dostupnym spektralnim metoddm (UV, HRMS, NMR)
za Gi&elem objasnéni jejich struktury. Porovnanim UV spekter s knihovnou spekter na UPL jsme
ziskali zakladni predstavu o struktufe dané latky, ktera vSak byla objasnéna az po dikladném
vyhodnoceni jednodimenzionalnich '"H NMR a dvoudimenzionalnich HSQC, HMBC, COSY a
NOESY spekter. Pro NMR analyzu byl pouzit NMR spektrometr Jeol™ JNM-ECZ400R s
pracovni frekvenci 400 MHz pro 'H. Nasledné byla struktura jednotlivych latek potvrzena také
pomoci HRMS metodou HESI (Heated electrospray ionization) za pouziti vysokorozliSovaciho
hmotnostniho spektrometru LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, USA). U vybranych
latek byla stanovena absolutni konfigurace pomoci NMR a CD (JASCO J-815, Jasco, USA).

Vysledky
Kombinace riznych separa¢nich technik vedla k izolaci 28 Cistych latek, jejichz Cistota byla
vice nez 90 %, ve vétsing€ piipadi pak vice nez 96 % (dle HPLC-DAD). Strukturné se jedna o
rozmanité latky, které patii mezi prenylované flavonoidy (broussoflavonol A, broussoflavonol
B, kazinol B, kazinol Q, 5,7,3",4 -tetrahydroxy-3-methoxy-8,5 -diprenylflavon),
methoxylované flavonoidy (genkwanin, chrysoeriol, 3’-O-methyltaxifolin, broussin,
sakuranetin), flavonoidni aglykony (naringenin), chalkony (isoliquiritigenin), difenylpropany
(kazinol M, kazinol N, broussonin A), stilbeny (pterostilben), kumariny (umbeliferon,
fipsotwin, (S)-marmesin, vcetn¢ nového derivatu (R)-8-methoxymarmesinu), lignany
(syringaresinol, pinoresinol, erythro-(7S,8R)-dadahol A, threo-(78S,8S5)-dadahol B). Podatilo se
izolovat také jeden derivat vyssi mastné kyseliny (13-hydroxy-cis-9-trans-11-octadekadienova
kyselina) a jeden novy flavonoidni derivat pojmenovany broussofluorenone C. Latky
broussoflavonol A, broussoflavonol B, kazinol B, 5,7,3",4’-tetrahydroxy-3-methoxy-8,5-
diprenylflavon, broussin, naringenin, isoliquiritigenin, broussonin A a (S)-marmesin byly z B.
papyrifera jiz diive izolovany. VSechny ostatni latky byly v rostliné popsany poprvé. Prestoze
se ve vétsing piipadl nejednd o nové latky, tak nejsou dostupné témét Zadné informace o jejich

bioaktivite.

Zavér
Zavérem tedy miizeme konstatovat, Ze se podafilo ziskat zajimavy set latek, ktery bude

nasledné pouzit pro testovani biologické aktivity. Vybrané latky jiz byly poskytnuty pro
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Obr. 1: Vybrané struktury latek izolovanych z B. papyrifera (broussoflavonol A,

broussoflavonol B, kazinol M, nové latka broussofluorenone C a kumariny fipsotwin a (R)-8-

methoxymarmesin)
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Izolacia a identifikacia obsahovych latok z plodov Paulownia tomentosa a ich cytotoxicka
aktivita
Lenka Mol&anova', Katefina Filipska!, Tereza Kauerova?, Karel Smejkal’
Ustav prirodnich lé¢iv!, Ustav humdnni farmakologie a toxikologie?, Farmaceuticka fakulta,

Veterinarni a farmaceutickad univerzita Brno

Uvod

Paulownia tomentosa Steud. (Paulowniaceae) je vel'mi prispdsobivy a extrémne rychlo
rastici strom povodom zo strednej a zapadnej Ciny, pouZivany v tradiénej ¢inskej medicine. Je
bohatym zdrojom sekundarnych metabolitov, hlavne prenylovanych flavonoidov. Prenylovy
retazec zvysuje lipofilitu zlic¢eniny a udel'uje jej silnu afinitu k biologickym membranam, ¢im
zvySuje farmakologickl u¢innost’ molekuly. Tri latky s prenylovym (C5) a 63 zlucenin s
geranylovym (C10) boénym ret'azcom pripojenym na flavonoidny skelet bolo v minulosti
izolovanych z réznych ¢asti rastliny [1, 2]. Geranylované flavanony izolované z P. tomentosa
vykazuju silni antibakterialnu, antioxidacnu [3], protizdpalovi [4] a v neposlednom rade
cytotoxicku aktivitu. Niekol'ko z tychto latok bolo testovanych na réznych bunkovych liniach
a niektoré preukdzali podobnt alebo dokonca vysSiu aktivitu ako pouZzivané protinddorové
lieciva [5]. Prikladom moze byt tomentodiplakon B, prenylovany flavonoid izolovany z P.
tomentosa, ktory bol v minulosti Studovany z hladiska potencidlnych antiproliferacnych
uc¢inkov voc¢i l'udskej monocytarnej bunkovej linii. V suvislosti s ovplyvnenim priebehu
bunkového cyklu bola preukdzana jeho schopnost’ kumulovat’ bunky v Gi1 faze bunkového

cyklu so sucasnym poklesom mnozstva buniek v syntetickej faze [6].

Material a metodika
Izolécia obsahovych latok
Vybrané frakcie ziskané z plodov P. tomentosa boli separované stipcovou chromatografiou a

preparativnou HPLC.

Stipcova chromatografia

Na stipcovii chromatografiu bola pouzita kolona s dizkou 72 cm a vnatornym priemerom 4,5
cm a druha kolona s dizkou 65 cm a vnitornym priemerom 2,8 cm, pricom vyska stipca
silikagélu bola priblizne % dizky kolény. Ako stacionarna fiza bol pouzity silikagél Sigma-
60A o velkosti Castic 40 — 63 um. Ako mobilna faza bol pouzity metanol:chloroform 5:95 (v/v)

s pridavkom 0,1 % kyseliny mravcej, pricom polarita mobilnej f4zy bola v priebehu separacie
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postupne zvySovana. Boli zbierané frakcie o objeme 125 ml a podobné frakcie boli spajané na

zaklade TLC a HPLC.

Spéjanie a analyza frakcii

Na tenkovrstvovi chromatografiu boli vyuzivané analytické TLC platne o rozmeroch 20 x 20
cm s hrubkou vrstvy silikagélu 200 um a fluorescenénym indikétorom. Ako mobilna faza bol
vyuZzivany metanol a chloroform v r6znych objemovych pomeroch s pridavkom 0,1 % kyseliny
mravcej. Na analyticki HPLC bol vyuZzivany systém Agilent 1100 Series s detektorom DAD
UV/Vis. Ako stacionarna faza bola pouzitd kolona Supelco Ascentis Express RP-Amide 10 cm
x 2,1 mm s velkostou Castic 2,7 um. Ako mobilna faza bol pouzity acetonitril a voda s

pridavkom 0,2 % kyseliny mravce;.

Preparativna HPLC

Na preparativnu HPLC boli pouzité systémy Young Lin 9100 so zberatom frakcii, Dionex
UltiMate 3000 so zberacom frakcii a Agilent 1100 Series s manudlnym odchytdvanim frakcii.
Ako stacionarna faza boli pouzité kolony Supelco Ascentis RP-Amide 25 cm x 10 mm
s vel'kost'ou Castic 5 pm a Supelco Ascentis C18 25 cm x 10 mm s vel'kostou €astic 5 um. Ako
mobilna faza boli pouzité rozne pomery acetonitrilu, resp. metanolu a vody s pridavkom 0,2 %
kyseliny mravcej. Frakcie boli zbierané na zaklade odpovede UV-detektora (A 254, 280 a 350

nm).

Testovanie antiproliferacnej a cytotoxickej aktivity

Pre hodnotenie antiproliferacnej a cytotoxickej aktivity in vitro bola zvolend nadorova linia
I'udskych monocytarnych leukemickych buniek THP-1. Bunky boli kultivované v RPMI 1640
médiu obohatenom o 10 % fetdlneho bovinného séra, antibiotika (100 U/ml penicilinu, 100
mg/ml streptomycinu) a 2 mmol/l L-glutaminu. Kultivdcia buniek prebiehala v prostredi
inkubatora s5 % CO: vatmosfére pri 37 ©°C. Testované latky boli rozpustené
v dimetylsulfoxide, jeho vysledna koncentracia v rdmci experimentov nepresiahla koncentraciu
0,1 %. Roztoky latok boli pripravované vzdy nanovo pred kazdym experimentom. Efekt latok
bol hodnoteny v rozmedzi ich koncentracii 1 — 30 umol/l po 24-hodinovej inkubacii s uvedenou
bunkovou liniou. Antiprolifera¢na aktivita izolovanych latok bola stanovena pomocou WST-1
analyzy. K tomuto hodnoteniu bol pouzity WST-1 kit (Roche Diagnostics, Mannheim,
Nemecko) podl'a postupu doporuceného vyrobcom. Cytotoxicky efekt testovanych latok bol
hodnoteny pomocou LDH analyzy, na ¢o bol pouzity Cytotoxicity Detection Kit™s (LDH)
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(Roche Diagnostics, Mannheim, Nemecko) podl'a postupu doporuc¢eného vyrobcom. Uvedené
vysledky st priemerom minimalne troch nezavislych merani prevedenych v triplikate. Ziskané
data boli Statisticky hodnotené pomocou neparametrického one-way ANOVA testu v

kombindcii s Dunnettovym testom na hladine vyznamnosti a = 0,05.

Vysledky
Zo separovanych frakcii z plodov P. tomentosa bola ziskana séria Cistych latok, ktorych

Struktira bola ur¢end pomocou kombindcie identifikaénych metod — UV, MS a NMR.

OH OH

OH O OH O
3’-O-Metyl-5'- 3’-O-Metyl-5'-
hydroxydiplakon hydroxydiplakon izomér

Tomenton B

PTI;/E 874 PT1 Ia/ZHl 4?5/ 16/15/1
U izolovanych latok bol hodnoteny antiproliferacny a cytotoxicky efekt voci THP-1 bunkove;j
linii. V rdmci tejto skupiny boli identifikované latky, ktoré v testovanom koncentratnom
rozmedzi 1 — 30 umol/l po 24 hodinéch inkubécie navodili inhibiciu metabolickej aktivity THP-
1 buniek. Najsilnejsi antiproliferacny efekt v tejto skupine vykazoval diplakon, ICso = 9,31 +
0,72 pmol/l. V skupine testovanych latok boli v uvedenom rozmedzi koncentracii stanovené
hodnoty ICso tiez pre nasledujtce latky: 3'-O-metyl-5"-hydroxydiplakon (ICso = 12,61 £ 0,90
pmol/l), tomenton II (ICso = 19,99 + 0,24 umol/l) a mimulon B (ICso = 16,43 + 0,59 umol/l)
(Tabulka 1). Stcasne bol po posobeni tychto Styroch latok detegovany tiez koncentra¢ne
zavisly pokles bunkovej viability, pricom najsilnejsi cytotoxicky efekt vyvolala opat’ latka

diplakon, zatial’ co latka 3’-O-metyl-5"-hydroxydiplakon vykazovala z tychto Styroch latok
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najsirSie rozpitie medzi poklesom bunkovej proliferacie a viability. Latky Struktirne pribuzné
s vysSie uvedenymi, konkrétne 3’-O-metyl-5'-hydroxydiplakon izomér, 3’-O-metyl-5'-
hydroxydiplakol a tomenton B, navodili tiez pokles metabolickej aktivity THP-1 buniek, avSak
s nizSou intenzitou v porovnani so Struktirne pribuznymi latkami a hodnoty ICso pre nich neboli
stanovené, pretoze su pravdepodobne vysSie neZ najvyssia testovana koncentracia 30 pmol/l.
Podobne latky PTI1la/41-45/16/15/1, PTIla/38/4, PTIla/46—68/11-16/4—11/2/2 navodili
koncentracne zavisly pokles bunkovej proliferacie, avSak opit’ bez dosiahnutia hodno6t 1Cso.
Latka mimulol ako jedina z tejto hodnotenej skupiny negativne neovplyvnila proliferaciu THP-

1 buniek v Ziadnej z testovanych koncentracii.

Tabul’ka 1 Hodnoty ICso testovanych latok stanovené WST-1 analyzou po 24-hodinove;j
inkubacii s THP-1 bunkami

Testovanad latka ICs9 = SD (umol/l)
Diplakon 9,31 £0,72
3'-0O-Metyl-5"-hydroxydiplakon 12,61 £0,90
3'-0O-Metyl-5'"-hydroxydiplakon izomér > 30
3'-0-Metyl-5'-methoxydiplakol > 30
Mimulol > 30
Mimulon B 16,43 +£ 0,59
PTIa/46—68/11-16/4-11/2/2 >30
Tomenton I1 19,99 + 0,24
Tomenton B > 30
PTla/38/4 >30
PT11a/41-45/16/15/1 > 30
Zaver

Zo separovanych frakcii z plodov P. tomentosa bola ziskana séria Cistych latok, u ktorych bola
zhodnotena antiproliferacna a cytotoxickd aktivita vo¢i nadorovej bunkovej linii THP-1.
V ramci tejto série boli identikované latky s vhodnymi vlastnostami pre d’alSie testovanie
a blizSiu Specifikaciu ich potencidlneho cytotoxického, pripadne cytostatického podsobenia.
Diplakon bol identifikovany ako latka s najsilnej$im antiproliferaénym a stcasne cytotoxickym
posobenim. Vysledky ziskané ulatky 3’-O-metyl-5-hydroxydiplakon potom mdzu

poukazovat’ na jeho potencial cytostatickej aktivity.
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Syntéza a biologické hodnoceni substituovanych 5-hydroxy-y-pyroni
Magdaléna Onusc¢akova, Michal Gregus, Pavel Bobal

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

Uvod

V poslednich letech se pozornost odborné vetejnosti obraci k problematice antimikrobidlni
rezistence a to z diivodil rezistence nckterych bakterii viici vS§em dostupnym antibiotickym
lé¢iviim. Velka skupina mikroorganismt, které maji soucasné rezistenci na nékolik 1é€iv, jsou
puvodci zavaznych akutnich i chronickych infekei nejen v nemocni¢nim prostiedi, ale i v bézné
populaci. Naptiklad meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) nebo vankomycin-
rezistentni enterokoky (VRE).! Proto je potfeba nachazet nové slouceniny s baktericidnim a
bakteriostatickym uc¢inkem, na které jest€¢ mikroorganismy nevytvofili rezistenci. Vhodnou
strukturou s potencialnim antibakteridlnim a antimykotickym ucinkem se jevi derivaty 5-
hydroxy-y-pyront. Tyto latky jsou strukturalné¢ odvozené od kyseliny kojové. Velkou
pozornost si kyselina kojova a hlavné jeji derivaty zaslouzi, kvili vykazujici antimikrobialni
aktivité viici grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim (Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Shigella, Salmonella),> antimykotické
aktivité vici kvasinkam (Candida albicans, Candida parapsilosis).' Rovnéz byl zaznamenan
antiviroticky Uc¢inek téchto struktur s cilovym plsobenim na virovou RNA-dependentni RNA
polymerazu (Influenzavirus).> Kromé uvedenych vlastnosti kyselina kojova a jeji derivaty
vykazuji vynikajici chelatatni schopnosti a tim je jeji struktura nositelem taktéz
antineoplastické aktivity*. Konverzi pyronového kruhu na pyridinovy kruh se zvysi zasaditost
struktury a tim i vazba na kov. Pravé kvili vyborné chelatacni schopnosti mohou byt tyto latky

pouzity jako synthony v syntéze novych inhibitort histondeacetylas.

Material a metodika

V tomto projektu byla pfipravena série slouCenin, jejichz zékladni strukturdlni jednotkou je
5-hydroxy-y-pyron. Vychozim substratem pro syntézu celé této skupiny latek s potencialni
antimikrobidlni a antineoplastickou aktivitou byla komeréné¢ dostupna kyselina kojova. Po

ochranéni kyselé hydroxyskupiny v poloze 5 né€kolika chranicimi skupinami (PG = Me, Bn, Ts)
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byla modifikovadna struktura riznou substituci v poloze 2. Pivodné planované pouziti lehce

odchranitelné trimethylsilyl chranici (TMS) skupiny se ukdzalo neperspektivni z divodu

opacné selektivity pfi jejim zavadeni.

BnCl, CH3ONa OBn
CH30H
oH ]
O

PG=H, Me, Bn, Ts

Schéma 1. Prvni ¢ast syntézy
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Z predchozich experimentd jsme také zjistili vyrazny vliv chrénici skupiny na reaktivitu

substratu. Po prevedeni hydroxylové, resp. hydroxymethylové skupiny (CH20OH) v poloze 2 na

dobte odstupujici skupinu (halogen, OMs) jsme ziskali substrdt vhodny pro nukleofilni

substituci s anionty, jako jsou naptiklad pseudohalogenidy. (Schéma 1) Z literatury je zndma

antimikrobialni aktivita nékterych téchto derivatt. Pii ptipravé substituovanych 2-(5-hydroxy-

4-ox0-4H-pyran-2-yl)acetonitrili jsme pozorovali také wvznik produktu reakce téchto

acetonitrill s dalSi molekulou chlormethyl derivatu. Struktura pfipraveného vedlejSiho

produktu byla potvrzena pomoci spektralnich metod. (Obr. 1)

(NG~

OPG

Obr. 1. Struktura vznikajiciho vedlejSiho produktu.

Pro dalsi modifikace pfipravenych derivati pseudohalogenidi byly uspésné pouzity 1,3-

dipolarni cykloadi¢ni reakce syntetizovanych organickych azidi s derivaty propiolové
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kyseliny. (Schéma 2) Timto zplisobem nazyvanym také ,,click® proces byly pfipraveny derivaty
1,2,3-triazolti ve vynikajicich vytézcich. Syntetizované isothiokyanaty budou v dalsim kroku
modifikovany na piislusné disubstituované thiomocoviny. Dal$im planem je zdména vy-
pyronového kruhu za pyridinovy, resp. dihydropyridinovy kruh, kde ziskdme dal$i sérii

zkoumanych struktur, u kterych piepokladdme antimikrobidlni a antineoplasticky t¢inek.

Schéma 2. Dalsi modifikace derivati pseudohalogenida

Pro syntézu uvedené série latek byly pouzity jak klasické, tak moderni tzv. ,,click metodiky.
Syntéza latek byla provadénd podle udajii dostupnych v odborné literatufe s riznymi
modifikacemi postupti nebo novymi postupy vyvinutymi v naSich laboratofich. Kromé
hodnoceni antimikrobialni aktivity budou vybrané ptipravené struktury v tomto projektu dale
pouzity k hodnoceni téchto latek jako novych potencidlnich inhibitorti histondeacetylas, které

maji vyznamny potencial pii 1écbeé nddorovych onemocnéni.

Vysledky

Cilem prace bylo pfipravit sérii latek, jejichz zakladni strukturni jednotkou je 5-hydroxy-y-
pyron. Byly vypracovany postupy pfipravy téchto novych doposud nesyntetizovanych latek
s potencialni antibakterialni, resp. antineoplastickou aktivitou. Byla vytvofena série zatim 30
latek s variaci v polohach 2 a 5. Pfipravené nové a v literatufe nepopsané latky byly
charakterizovany pomoci spektralnich metod (‘H a >C NMR, IC, HRMS) a budou testovany
na jejich antibakteridlni aktivitu a poskytnuty na in vitro hodnoceni jejich antineoplastické

aktivity.
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Vyvoj organokatalyzované asymetrické Henryho reakce fluorketoni

Kristyna Sudomova, Katefina Senketikova, Jan Oteviel

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Molekula fluoru se vyskytuje pfiblizné ve 20 % 1écCiv, kterd jsou v soucasné dob¢ na trhu a

FsC_OH OAMN
N o
N o7 © b FsC OHH
o
F Tl
CF3 o
adiponectin receptor activator JAK inhibitor

o~ o
F. O.
F3C OH NH
N
Cl /N |
XN o
(e}

antiviral compound

o o

N=N

S

N

2
N

—

\

FsC. O

glucokinase activator

lsat)

NH

(o}

Obr. 1 Biologicky aktivni molekuly obsahujici fragment ptipravitelny Henryho

reakci.

zhruba ve 30 %
chemickych latek
vyuzivanych A%

zemédélstvi.l'! Konkrétné

CFs  skupina  se vyz-

nacuje elektronegativitou blizici se atomu chloru (3,2) a van der Waalsovym polomérem

podobnym isopropylové skupiné (2,2 A), mimo to je znaéné metabolicky stabilni a lipofilni,

¢imz zlepSuje fadu farmakokinetickych a farmakodynamickych parametri bioaktivnich
CF,

latek. Seskupeni R-
CH(NH2)-CFs se jako
bioisosterni nahrada
amidické funkéni skupiny
vyuzivd napf. u molekul
peptidomimetik.

Difluoromethylova skupina
je  diky svému  slab¢
kyselému charakteru dobrym
donorem vodikovych
vazeb. CHF: je lipofilni
bioisosterni alternativou
alkoholické, thiolové,

Available organocatalysts:

o

Matsumoto 2002
examples: 1

cat. loading: 20 mol%
solvent: MePh (1 bar)
reaction temp.: —78 °C
reaction time: 8 h
yields: 81%

ee: 21%

Bandini, Ronchi 2008
examples: 10
cat. loading: 5 mol%
solvent: DCM
reaction temp.: =25 °C
reaction time: 48 h

yields: 67-99%
ee: 76-99%

Target transformation:

(0]
F
o
F

F

CH4NO,
—_—

catalyst
solvent

R' = (Het)Ar, Alk

Connon 2010
examples: 9

cat. loading: 10 mol%
solvent: MTBE
reaction temp.: —30 °C
reaction time: 72 h
yields: 69-85%

ee: 82-96%

HN

=s

HN

@
A

Feringa 2014
examples: 5

cat. loading: 5 mol%
solvent: MePh
reaction temp.: —25 °C
reaction time: 8 h
yields: 70-93%

ee: 14-72%

Obr. 2 Struktury popsanych organokatalyzator( asymetrické Henryho reakce

fluorketon.

amidické nebo hydroxamové funkéni skupiny.?!
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Chiralni neracemické terciarni alkoholy obsahujici a-CF3 nebo a-CHF2 skupinu piedstavuji z
hlediska medicindlni chemie velmi zajimavé a slibné slouceniny, které lze najit v tadé
biologicky aktivnich molekul.!

Tyto latky se daji ptipravit redukei aduktl ziskanych asymetrickou nitroaldolovou reakei mezi
fluorketonem a nitroalkanem. Obecné je vSak asymetrickd syntéza takového kvarterniho
stereocentra pomérné naro¢na. Ketony jsou totiz oproti aldehydim v nitroaldolové
reakci mnohem méng¢ reaktivni, enantiodiskriminace byva také nizsi kvili vyrazné podobnosti
substituentll na chirdlnim uhliku a dale je reakce komplikovana pfitomnosti nekatalyzované
nitroaldolové, retro-nitroaldolové reakce, dehydratace ad.[*]

Z dostupnych literarnich udaji vyplynulo, ze na pocatku nasSeho projektu byly k dispozici pouze
4 organokatalyzatory pro nitroaldolovou reakci fluorketont a nitromethanu a z tohoto poctu jen
dva organokatalyzatory poskytovaly synteticky vyuzitelnou enantioselektivitu (Obr. 2). Tti tyto
katalyzatory obsahuji velmi podobny skelet odvozeny z cinchonidinu a ve vSech ctyfech diive
zminénych ptipadech je pro pribéh reakce s deklarovanou stereoselektivitou zapotiebi znacné
nizké reak¢ni teploty, dlouha reak¢ni doba a relativné velkd mmnozstvi katalyzatoru (5—
20 mol%). MnozZstvi testovanych substrati v pfedchozich pracich bylo pomérné omezené a
doposud také u zddné z organokatalyzovanych reakci nebyla uspésné zkouména

diastereoselektivita pii pouziti vy$siho nitroalkanu.*>]

Material a metodika
Jelikoz vyvoj metodiky pro stereoselektivni aldolové reakce patii k naSemu dlouhodobému
vyzkumnému zaméru, disponujeme fadou potencialnich organokatalyzatort ze skupiny donorti
vodikovych vazeb, kterd zahrnuje homochiralnich molekuly obsahujici zejména mocovinové,
thiomoc&ovinové a squaramidové funkéni skupiny.®
V pilotni fazi projektu byl proveden screeningu 18 thiomocovinovych katalyzatori na

modelovych

Initial screening conditions:

o HO_ —NO, substratech -
©)‘\<F CH3NO, (10 equiv) F
F  catalyst (10 mol%) tr1-
F i-Pr,NEt (20 mol%) FF 0., 0L,0-tr1

ketone 2a THF, 25 °C, 30 min aldol 3a

ee, conversion fluoracetofenonu

z : oo : - a
Ar/HYH H)J\N'Ar < Ar’H\n/H HXNIN < nitromethanu.
s O s OO Enantiomerni

a0 (9% 3% (. 6% 4% (3, o7% piebytek Henryho
Schéma 1 Pilotni screening katalyzator( se tfemi nejuéinnéjsimi strukturami. aduktu byl
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stanoven pomoci HPLC s chiralni stacionarni fazi. Z testovanych thiomocovin byly vybrany
dvé nejslibnéjsi struktury 1a (53% ee) a 1b (40% ee), které byly dale derivatizovany za ti¢elem
zvyseni enantiomerniho prebytku. BohuZzel, ani jedna z novych slou¢enin nevykazovala lepsi
vysledky nez 1a. Na zaklad¢ pozorovani, ze zvySenim poctu kondenzovanych aromatickych
jader v molekule katalyzatoru dochazelo ke zvySeni ee produktu (1b vs. 1a), byl syntetizovan
katalyzator 1¢ odvozeny od 1,1'-bianthryl-2,2'-diaminu. Ten v modelové reakci vykazoval az
64% ee. Od tii nejucinngjSich chiralnich skeletl byly pfipraveny také odpovidajici mocoviny,
¢imz byl ovéfen vliv kyselosti donoru vodikovych vazeb na enantioselektivitu reakce. Ani v
jednom ptipadé ale mocoviny nevykazovaly lepsi vysledky (30—43% ee), coz je pravdépodobné
dalSich typt donorti vodikovych vazeb byly pfipraveny z nékterych chirdlnich amint i
squaramidy. Tyto slouceniny vSak poskytovaly pouze nizky nebo nulovy enantiomerni
piebytek a bis(squaramidy) z atropoizomernich biaryli vzhledem k jejich velmi nizké
rozpustnosti ve standardnich organickych rozpoustédlech nebylo mozné pouzit v katalytickych
experimentech ani dostatecné charakterizovat jejich strukturu pomoci NMR a HRMS.

Po nalezeni nejvhodnéjsiho katalyzatoru, thiomocoviny 1¢, byla realizovéana série experimenta

zamétend na optimalizaci reakénich podminek.

182



Vysledky

o (Ru-Te (5 mol) V ramci dalsi ¢asti prace bylo provedeno
R2 NO, DMAP (20 mol%) i . L.
RUKE 7 g hodnoceni enantioselektivity reakce na
F -20 °C 12 h
2an (10 equiv) Sa-o riznych substratech. Bylo syntetizovano

©/QN02 SHo OFa ©\/"~QN02 celkem 15 opticky obohacenych Henryho
N/ Br o . vr . P

3a’' 3b 3c?
y. 92%, 95% ee (S) y. 90%, 85% ee (S) y. 85%, 67% ee (S)
HO CF3 HO, CF3 HO CF,3

Br

@é

aduktd. Nejlepsich hodnot enantiomerniho

piebytku bylo dosazeno u substrati bez

NO NO .
2 FC 2 O2NW substituce

aromatického jadra nebo

3d 3e substituovanych v para-poloze. Produkty
y. 91%, 95% ee (S) y. 90%, 89% ee (S) y. 91%, 80% ee (
HO, CFs HO_ CFs HO, CFa 3b a 3g byly ziskany s nejvyssim dosud
2
FQ/Q ClQA MeOZCQ/@ zaznamenanym enantiomernim piebytkem
3g 3h , .
89% 9% 6o (S) .93% 0% e (S) y. 90% 92% e (S) u organokatalyzované reakce. Nitroaldoly
HO CF, HO. CF3
/@(QNOZ FQ/QNOZ
2 NO .
MeO OMe F 2 skupinu
3j2 3k 31
. 90%, 91% S 91%, 93% 94%, 75% ee (S) Ve
Y. ee (S) Y- ee (S) y- ee ( &istotu
HO, CHF, HO, CF3
NO, .
HO, CF, literarnimi
\A/NOZ
3m? 3n
y. 82%, 90% ee (S) y. 93%, 96% ee (S) y. 91%, dr 3:2 (antilsyn),

77% ee (S,R), 90% ee (R,R)

Notes: reported vyields are of isolated products obtained after the full
conversion of starting material; ee values were analyzed by HPLC with CSP;

3a, 3e, 3h, 3m a také latka 3n obsahujici
—CHF2 vykazovaly optickou

srovnatelnou s nejlepSimi

vysledky, avSak k 1plné

302 konverzi reakce doSlo v nasem piipade ve

4krat az 6krat krat$im Case, coz predstavuje

, , v .. o
dr ratios were determined by 'H and '9F NMR; 'y. 81% at the 1.5 mmol scale; vyznamne Vylepsenl' Hranici 90 A) cC

2reaction performed at —20 °C for 24 h; Sreaction performed at —30 °C for 12 h.

Tab. 1 Substratova selektivita asymetrické Henryho

piekroCily také adukty 3i, 3k, meta-

reakce. substituovany 3d a také vysoce donorné

substituovany 3j. Vibec poprvé se také

podafilo uskutecnit organokatalyzovanou diastereoselektivni adici nitroethanu na

o,a,0-trifluoracetofenon. Uplna konverze vychozich latek nastala za 24 h, produkt 3o byl

izolovan jako smés anti- a syn-izomeru v pomé&ru 3 : 2, anti-adukt vykazoval 77% ee a syn-

adukt dokonce 90% ee.

Robustnost vyvinuté metodiky enantioselektivni organokatalyzované Henryho reakce byla

HO, CFay
AN
0
HO, CF; HO_ CF, o HO, CFa
@A/ ©/</ ©/’</N
~
4 {ﬁ_\} 6 (isol. as 6°HCI)
CCDC 1904739

Reagents and conditions: a) H, (15 psi), 10% Pd(OH),/C, MeOH, rt, 3 h, y. 86%; b) AcOCHO, THF,

0°Ctort, 12 h, y. 63%; c) 60% SMEAH in MePh, MePh, rt, 48 h, y. 56%.

Schéma 2 Katalytickd asymetrickd syntéza analogu halostachinu.
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ovétena Ctyfstupnovou syntézou
CF3 analogu protoalkaloidu (S)-
halostachinu vychazejici z 1,5
mmol a,o,o-trifluor-
acetofenonu. Celkovy vytézek
syntézy Cinil 25 % a produkt
(5)-6 byl izolovan jako



hydrochlorid. Posledni ¢ast projektu se tykala studia zévislosti enantiomerniho piebytku
katalyzatoru na enantiomernim piebytku produktu, pficemz se podafilo prokazat linearni

zéavislost, ktera sv&d¢i pro to, Ze je aktivni formou katalyzatoru monomer.!”!

Na tomto misté bychom chtéli podékovat Davidu Svestkovi a Pavlu Bobdl'ovi, za pomoc na
projektu.
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Rychla metoda stanoveni isomaltulosy vedle glukosy a sacharosy pomoci hydrofilni
interakéni kapalinové chromatografie (HILIC) s detektorem ELSD

Jifi Pazourek, Tomas Crha

Ustav chemickych léciv, Fakulta farmaceuticka, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod
Isomaltulosa, (6-0-a-D-glucopyranosyl-D-fruktofuranosa), znadma také pod nazvem
Palatinosa, se sklada z glukosy a fruktosy spojenych a-1,6-glykosidickou vazbou na rozdil od
sacharosy, kde je glukosa a fruktosa spojena pies a-1,2-glykosidickou vazbu. Jako sladidlo je
v Japonsku pouZzivana od roku 1985 [1]. V porovnani se sacharosou je isomaltulosa déle
travena, nepiisobi nepfizniveé na zuby, ma 40-50% sladiciho G¢inku a je to prebiotikum [2].
Dnes je Palatinosa jiz na trhu k dostani v mlénych vyrobcich, ale i jako nédhrada sacharosy v
cukrovinkach, v posledni dobé¢ i dalsSich produktech specialni vyzivy (energetické potraviny a
napoje zdravé vyzivy). Isomaltulosa ma nizsi glykemicky index, dlouhotrvajici a¢innost.
Isomaltulosa je tedy vhodnou alternativou pro diabetiky a pacienty s pre-diabetickymi
dispozicemi. Nedavno byl u isomaltulosy in vivo prokdzano snizeni glykemie [3], coz otvira

nové moznosti medicinského pouziti.

Material a metodika

Vychéazeli jsme ze zkusSenosti [4], proto byla vyuzita kolona Penta HILIC (AMT), Dionex a
vyparny detektor rozptylu svétla a zachovan pratok 2,0 ml/min.

Vétsina experimentl pii optimalizaci metody se provadéla se smési glukosa-isomaltulosa-
sacharosa o koncentraci 1 mg/ml (kazdy analyt), pfip. s nastfikem dalSich individualnich
polyolt. Kritické vzdy bylo rozliSeni obou disacharidovych isomerti sacharosy a isomaltulosy.
Byly postupné optimalizovany tyto parametry:

Slozeni mobilni faze (MF): acetonitril + 5-30%(v/v) vody (isokraticka eluce).

Byly testovany tfi rizné teploty MF (10/25/40°C) a zjisténo, Ze nejvyssi rozliSeni bylo

piku analyt byly malé (pravdépodobné kvuli adsorpci sacharida pii nizké iontové sile
mobilni fize), byla zaménéna voda v MF za mravencanovy pufr pH=3,75, jehoz koncentrace

byla testovana v rozmezi 10-50 mM (isokratické eluce).
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Kviili nasledni aplikaci této metody na realné vzorky, aby nedochazelo k zanaSeni kolony
oligosacharidy, které se bézn¢ vyskytuji v potravinovych doplncich, byl po isokratické
separaci monosacharidii a disacharidt (18% mravencanového pufru/82% acetonitrilu)
aplikovana gradientova eluce (zvySen obsah pufru na 30%), aby se z kolony eluovaly

maltodextriny.

Vysledky

Optimalni podminky separace: Kolona HALO Penta-HILIC 4.6 x 150 mm, 2.7 um, mobilni
faze 35 mM mravencan amonny pH=3,75 + acetonitril, pritok MF 2,0 ml/min, teplota MF
10°C, davkovany objem 4 ul.

Parametry ELSD: gain 1, smooth 10, teploty evaporator 40°C, nebulizer 40°C, pritok dusiku
1 slm

Byly stanoveny zakladni valida¢ni parametry metody pro kalibra¢ni rozsah isomaltulosy 0,75-
2 mg/ml. Kratkodob4 opakovatelnost: reten¢ni ¢as RSD= 0,2%, kalibraéni plocha piku
RSD=1,1%; dlouhodoba opakovatelnost: retencni cas RSD=0,3%, kalibra¢ni plochy piku
RSD=2,4%,

Vytéznost (matrice Carbo snack, Nutrend, CZ): 97,7-103,8%, LOD: 0,01 mg/ml.

Separace analytli (monosacharidy a disacharidy — individualné a ve smési) za

optimalizovanych podminek je znazornéna na obrazku 1.

1aB

1204

‘-\) Sucrose
100 /
] Maltodextrins

Palatinose
Fructose
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Obrazek 1. Separace analytii (monosacharidy a disacharidy — individualné a ve smési) za

optimalizovanych podminek (viz text).

Tabulka 1. Vysledky stanoveni isomaltulosy (Palatinosy) ve vzorcich specialni vyzivy

ENDURO snack ENDURO snack MANA BABYDREAM EXPRESS

Sample gel flavour
Green apple

gel flavour Unflavoured Friichte Tee Energy Gel
Apricot

‘ U'/‘ C v/

- = g | 04 0 u.'__,__;_ : QIA);J i,%- '6‘7' _‘_-__,_ — -
75 g pack 75 g pack 330 mL content 80 g pack
Declared . . . 93.7 % of 4000 mg /

content content 80 g pack

Isomaltulosa ve vzorcich specidlni vyzivy byla stanovena ve shod¢ s deklarovanou hodnotou.
Tam, kde vyrobci pfimo neudavali mnoZzstvi tohoto cukru, spadaly stanovené hodnoty do

deklarovanych tdaju, napt. celkovych sacharidi.

Zavér

Celkova doba analyzy realnych vzorkt byla 18 minut, takze vzhledem ke
komplexnosti matrice 1ze vyvinutou metodu povaZovat za rychlou. Tato metoda miZe proto
byt aplikovana pro stanoveni obsahu cukrt v potravinovych dopliicich v tzv. zdravé vyzive,
jejiz sortiment se v soucasné dob¢ prudce rozsiiuje; piip. aplikaci pro stanoveni isomaltulosy

jako potencialniho léCiva.
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Studium vlivu ligandl a pH prostiedi na interakci nadorového supresoru p53 s guaninovymi
kvadruplexy
Marek Petr', Barbora Krskova!
Ustav molekuldrni biologie a farmaceutické biotechnologie, Farmaceuticka fakulta,

Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno'

Uvod

Jedny z dnes nejstudovanéjSich nekanonickych struktur nukleovych kyselin jsou guaninové
kvadruplexy, které jsou tvofeny G-kvartety, plandrnimi uspofadanimi guanini spojenych
vodikovymi mistky. Sekvence tvofici velmi stabilni kvadruplexy in vitro se nachazi
v genomech riznych druht vird, bakterii, rostlin 1 Zivo¢ichli. U eukaryot se tyto sekvence casto
nachazi v telomernich oblastech nebo v regulacnich mistech gent. Stale je objevovano mnoho
latek, prirodnich i syntetickych, které funguji jako ligandy specifické pro kvadruplexy, a tudiz
by mohly byt vyuzity jako nové léCiva ovliviiyjici biologické procesy spojené s tvorbou
kvadruplexti. Funkce alternativnich struktur nukleovych kyselin se pfedpokldda mimo jiné pii

procesech rekombinace DNA a regulace exprese genil na Urovni transkripce a translace.

Mezi proteiny interagujici s kvadruplexy patfi napi. helikdzy asociované s dédiénymi
chorobami nebo tvorbou nadort. Dal$i skupinou proteinti jsou transkrip¢ni faktory, napt. rodina
proteinit p53. Nadorovy supresor p53 reguluje expresi svych cilovych genti, které¢ dale
zprosttedkovavaji odpoveéd’ buiiky pomoci zastaveni bunécného cyklu a spusténi oprav DNA
nebo apoptdzy. Protein pS53 se vaze specificky na konsenzni sekvence DNA, mimo to
rozpoznava mnoho jinych sekundarnich struktur DNA, mezi které patfi 1 guaninové
kvadruplexy. Byla popsana interakce p53 s kvadruplexy telomerni sekvence, kde byl ukdzan
vliv struktury kvadruplexu v rizném prostiedi a délky telomerni repetice na tuto interakei (1).
Vazba proteinu p53 na paralelni kvadruplex promotoru genu MYC byla zkoumana jako jeden

z moznych molekularnich mechanismt jeho regulace (2).
Material a metodika

V této praci byly studovany DNA-proteinové interakce pomoci gelové retardacni analyzy za
pouziti fluorescenéné¢ znacenych oligonukleotidi a rekombinantnich proteini p53.
Rekombinantni protein p53 byl exprimovan v bakteridlnich bunikach E. coli a purifikovan

pomoci afinitni chromatografie (1, 2). Struktura vybranych oligonukleotidli byla analyzovana
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pomoci CD spektroskopie v prostiedi pufru 5 mM Tris-HCI pH 7,6 s pridavky 0 — 100 mM
KCI. Fluorescen¢n¢ znacené oligonukleotidy byly pied vazebnymi experimenty inkubovany 5
min pii 95 °C v prostiedi 5 mM Tris-HCI1 (pH 6,4; 7,6 nebo 8,0), poté byl ptidan KCI do
vysledné koncentrace 100 mM a vzorky byly ponechdny samovoln& vychladnout na 25 °C.
Ligandy guaninovych kvadruplexti byly pfidany k oligonukleotidim v molarnim poméru
ligand:DNA 5:1 nebo 10:1. Protein p53 byl inkubovan s fluorescenéné znacenymi
oligonukleotidy (1 pmol) ve vazebném pufru o slozeni 5 mM Tris-HCI pH 7,6; 0,01% Triton
X-100; 50 mM KCI; 0,5 mM EDTA; 0,5 mM DTT. Gelova retardacni analyza byla provedena
v 6% polyakrylamidovém gelu v pufru 0,5% TBE s ptidavkem 50 mM KCI.

Vysledky

Nejprve byla zkoumana vazba proteinu p53 na rizné strukturni typy guaninovych kvadruplext
(paralelni, hybridni, antiparalelni) a tato vazba byla srovndvana se sekvencné specifickou
vazbou. Byly vybrany sekvence z promotorovych oblasti genli (napt. MYC, EGFR, KRT14,
BTG2, HRAS), lidské telomerni sekvence nebo LTR elementu viru HIV-1. Pomoci CD
spektroskopie byla analyzovana struktura vybranych oligonukleotidi, u kterych nebyla
struktura v prosttedi s draselnymi kationty pfedem znama. Sekvence z promotorti genit MYC,
EGFR, KRT14 a BTG2 tvofi paralelni typy kvadruplextli, zatimco oligonukleotid lidské
telomerni sekvence a sekvence LTR elementu viru HIV-1 tvofi hybridni typy kvadruplexti.
Byly pouzity dvé rizné sekvence z promotoru genu HRAS, z nichZ jedna tvofi paralelni a druha

antiparalelni typ kvadruplexu.

Byl testovan vliv  pfitomnosti ligandi  kvadruplext (TMPyP4, pyridostatin,
karboxypyridostatin, BRACO-19, berberin, NMM) na interakci proteinu p53 s kvadruplexy.
V pfitomnosti ligandu TMPyP4 byla pozorovéana inhibice vazby proteinu p53 ke kvadruplexiim
i vazby na specifickou konsenzni sekvenci pS3CON. V ptipad¢ ligandl pyridostatinu,
karboxypyridostatinu, BRACO-19, berberinu a NMM nedochazelo za zvolenych podminek
k inhibici vazby proteinu p53 ke konsenzni sekvenci. V piitomnosti pyridostatinu byla
pozorovana inhibice vazby proteinu p53 k paralelnim kvadruplexiim z promotorii genit MYC,

KRT14, BTG2 a hybridnimu kvadruplexu z LTR elementu viru HIV-1.

Ve druhé c¢asti prace byl zkouman vliv pH prostfedi na interakci p53 ke guaninovym
kvadruplextim. Byly zvoleny tfi rizné podminky vazebného prostiedi s pH 6,4; 7,6 nebo 8§,0.
Pro tuto c¢ast projektu byly pouzity DNA oligonukleotidy tvofené riznymi strukturami

guaninovych kvadruplexi uzavienymi v ramci dvoufetézcové DNA, které¢ vice simuluji
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prostiedi uvniti bunék. Byly vybrany sekvence modelovych paralelnich a antiparalelnich
kvadruplexti (LOCK-P a LOCK-AP), sekvence z promotoru genu MYC tvortici paralelni
kvadruplex (LOCK-Pu22) a jeji komplementarni sekvence (LOCK-Py22). Za zvolenych
podminek nebyl pozorovan vliv pH na selektivitu vazby proteinu p53 mezi jednotlivymi
kvadruplexy. Pfi niz§im pH (6,4) byla pozorovéana zvysena celkova vazebna aktivita proteinu

p53 ke studovanym oligonukleotidiim oproti podminkam s vys$sim pH (7,6 nebo 8,0).

Vysledky ziskané v této praci by mély pomoci k lepSimu pochopeni molekularnich interakci
proteinu p53 s guaninovymi kvadruplexy nebo jinymi strukturami DNA ¢i RNA, u kterych se
predpoklada vyznam pfti regulaci exprese cilovych geni jak standardniho proteinu p53, tak jeho

mutantnich forem, které jsou Casto pfitomny v nddorovych bunkéch (3).
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Kombinované kolagenové matrice pro terapii ran a ucely kosmetické dermatologie

Katefina Tenorova, Ruta Masteikova, Josef Piikryl

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

Uvod

Kolagen je rozsiten v celé tisi zivych organismi. Predstavuje 25 — 30 % vsech bilkovin v téle
—tvofti hlavni organickou slozku ktize, kosti, chrupavek, §lach a vaziva [1]. Jako zdkladni slozka
extracelularni matrice (ECM) uzce interaguje s bunikami, ¢imz ovliviiuje jejich schopnost
migrovat, proliferovat, diferencovat a ptezit [2]. Jednd se o material bezpe¢ny, biokompatibilni
a biologicky odbouratelny. Kolagen je vybornym materialem pro hojeni ran, a to nejen z divodu
piirozené afinity k buitkkdm a ECM, ale téz pro schopnost absorbovat exsudat rany, potlacovat
¢innost matricovych metaloproteindz a udrzovat pozadované mikroprostiedi v rané [3]. Dalsi
oblasti, kde se zacina uplatiiovat, je kosmeticka dermatologie. Bylo prokazano, Ze aplikace
kolagenovych masek pred/po aplikaci takovych procedur jako je mikrodermoabraze,
mikrojehlicky, frakéni laser apod. vyrazné snizuje ndsledné zarudnuti, otoky a urychluje
regeneraci [4], a proto jsou takové vyrobky na trhu znacné zadouci. V soucasné dob¢ je kolagen,
jako prostfedek pro terapii ran, pouzivan pievazné v podobé polstarkt (lyofilizat). Filmové
kolagenové kryti se na trhu témét nevyskytuje, pfitom ma fadu pozitivnich vlastnosti — je
schopno ranu chranit, hydratovat, vytvaret optimalni prostiedi pro hojeni, dodavat uc¢inné latky
a soucasn¢ umoziuje kontrolu stavu bez odstranéni z rany. Uréitou nevyhodou kolagenu ve
filmové podobé jsou zhorSené mechanické a manipulaéni vlastnosti ve vlhkém stavu [5]. Zlepsit
pevnost a odolnost kolagenu lze zesiténim [1], coZ se obvykle provadi u implantabilnich
aplikaci, kde je zapotiebi téz zpomalit degradovatelnost/resorbovatelnost. U kratkodobych
aplikaci to vSak nutné neni, navic u¢innéd situjici ¢inidla nejsou vétSinou fyziologicky
indiferentni. Technologicky jednodussim a levnéjSim feSenim by mohla byt inkorporace
zpeviujici vrstvy/slozky [5]. Takové feseni by navic umoznilo ptipravit libovolné velké filmy
s niz8i vrstvou kolagenu, coz by se pozitivné projevilo v cenové roving, jelikoz kolagen je
pomérné drahd surovina. Takové kombinované kolagenové filmy by mohly byt ucinnym
prostiedkem pro kryti velkoplo$nych ran, napt. pti popaleninich a po inkorporaci aktivnich
latek slouzit pro podporu hojeni a regenerace, at’ uz v terapii ran, nebo v oblasti kosmetické
dermatologie.

Proto cilem tohoto projektu byla formulace, pfiprava a hodnoceni slozenych kolagenovych

matric tvofenych kombinaci kolagenu a latek/materiali, jez mély za cil poskytnout témto
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ptipravkim leps$i aplikacni vlastnosti. Byly hodnoceny rtizné druhy kolagenu, vliv pomocnych

latek i technologickych proménnych na finalni vlastnosti produktu.

Material a metodika
Kombinované kolagenové matrice filmového charakteru byly pfipraveny metodou odpateni
rozpoustédla. Jako zaklad byl pouzit kolagen bovinniho, prase¢iho a komiského pivodu
(Collado, s.r.o., Brno) v kombinaci s latkami/materidly poskytujicimi lepsi vlastnosti
vyslednych piipravkil predev§im ve vlhkém stavu. Byly pfipraveny a hodnoceny nasledujici
varianty:
1. kombinace kolagenového gelu a karboxymethylcelulosy v disperzi pro odlévani
2. kombinace kolagenového gelu a kyselé formy karboxymethylcelulosy v textilni podobé
3. kombinace kolagenového gelu a PES miizky Sanatyl
4. kombinace kolagenového gelu a netkané textilie pro kosmetické ucely (pletové masky)
5. kombinace kolagenového gelu a karboxymethylcelulosy ve dvouvrstvych filmech.
K ptipravé disperze slouzila sodna siil karboxymethylcelulosy (NaCMC) v podobé netkané
textilie se stupném substituce (DS) 0,398 — 0,519 (Holzbecher, spol. s. r. 0. ZIi¢). Dale byla
pouzita kysela forma CMC v podobé& netkané textilie, PES mfiZka Sanatyl (Tylex Letovice a.
s.) a masky z netkané textilie (MedHelp, s.r.o.). Ostatni pomocné latky byly farmaceutické
kvality. Uginné latky farmaceutické a kosmetické kvality byly pofizeny od réiznych dodavatel.
Vsechny vySe zminéné varianty mély spoleCny nosny technologicky krok a to tvorbu
kolagenové disperze. Bylo zjisténo, Ze optimalni slozeni této disperze piedstavuje 1 % kolagenu
a mnozstvi zm¢kcovadla v poméru ke kolagenu 1:1 az 1:1,5. Jako zmé&kcovadla byla pouzita
makrogol 300 a glycerol 85%.
Ptipravené matrice byly podrobeny hodnoceni. Organoleptické vlastnosti se hodnotily nejenom
u findlnich produktd, ale i1 u disperzi k odlévani (kolagen, karboxymethylcelulosa). Fyzikalné-
chemické vlastnosti vyslednych pfipravki byly hodnoceny pfedevsim z hlediska aplikace na
ranu a pokozku, a to bobtnavost, povrchové pH, zmény povrchového pH v Case po aplikaci na
model rany, mechanické vlastnosti (pevnost v tahu, prace, deformace) a tloustka v suchém 1
vlhkém stavu. U vétSiny ptipravki byla hodnocena i hmotnostni stejnomérnost. U vybranych
pfipravkii byla zkoumana mikroskopickéd struktura pomoci elektronového mikroskopu a
s pouzitim z projektu pofizené jednoucelové sondy Corneometer se hodnotila schopnost

hydratovat pokozku in vivo.
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Vysledky
Metoda odpareni rozpoustédla je vhodna pro pripravu vSech 5 vyse uvedenych typti smésnych
kolagenovych matric filmového charakteru. VSechny zkoumané druhy kolagenu — konsky,
praseci i bovinni — 1ze vyhodnotit jako vhodné pro potenciondlni uc€ely terapie ran i kosmetické
dermatologie. Do vyvijenych produktii je mozno zapracovat aktivni latky, nebot’ disperze pro
odlévani filmi byly s vétSinou zkoumanych potencidlnich u¢innych latek kompatibilni.
Organoleptick¢é hodnoceni vsSech pfipravenych variant film/produkti prokazalo jejich
homogenitu, pevnost a soudrznost a to i po navlh¢eni. VSechny vzniklé varianty mély vhodné
vlastnosti z hlediska aplikace na ranu ¢i ktzi. Jelikoz rozsah tohoto ptispévku neumoznuje
detailngji popsat vSechny zkoumané varianty, uvadime vysledky varianty 5, které jsou jiz

piipraveny k publikaci ve védeckém casopisu.

Kombinace kolagenového gelu a karboxymethylcelulosy ve dvouvrstvych filmech

Filmy se odlévaly na plastové Petriho misky o rozmérech 12x12 cm. Mnozstvi disperze na
misku vychazelo z ptfedchozich zkuSenosti. Prvni vrstvu téchto filmi tvofila 1% na pH 3
okyselena disperze karboxymethylcelulosy (57 g CMC nebo 45 CMC g) a druhou disperze
kolagenu (vzdy 45 g). Ob¢ dve vrstvy se vytvarely postupné, tj. po odliti a usuSeni prvni vrstvy
se na ni nalila a usuSila druha. Jednotlivé filmy se liSily druhem pouzitého kolagenu (bovinni
nebo konisky) a zmékcovadlem (glycerol 85% mnebo makrogol 300). Disperze byly
homogenizovany pomoci pfistroje Cito-Unguator 2000 (Sophis a.s., Ceska republika). Celkem
bylo pfipraveno 8 typtu dvouvrstvych filmi. VSechny piipravené filmy meély vhodné
organoleptické vlastnosti (obr. 1 napravo). Mikroskopické hodnoceni prokazalo, ze pod vrchni
vrstvou kolagenu jsou patrné obrysy mikrofibrilarnich vlaken ¢aste¢né substituované CMC ve
spodni vrstvé (obr. 1 nalevo). Pravé pfitomnost téchto mikrofibrilarnich vlaken poskytuje

ptipravenym filmim lepsi mechanické vlastnosti ve vlhkém stavu.

Obr. 1: Napravo — vzhled pripravenych filmii — zleva doprava film z bovinniho kolagenu a konského kolagenu,

nalevo — mikroskopicky vzhled filmii pri 200 nasobném priblizeni — zleva doprava film z bovinniho kolagenu a
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konskeho — vrchni vrstvu tvori kolagen, pod nim jsou patrné obrysy mikrofibrilarnich vidken Ccastecné

substituované CMC ve spodni vrstvé

Filmy dosahovaly hodnot stupné nasékavosti (g/g) v ¢ase v rozmezi 2,0 — 4,5 (dle hmotnosti
odlité disperze, typu zmekcovadla), coz lze povazovat za nasdkavost optimalni pro filmova
kryti, nebot’ se v tomto ptipad¢ vysoké hodnoty nasdkavosti neocekavaji, dulezité je zajisténi
vlhkého prostiedi, které vytvari pfiznivé podminky pro hojeni rany. Nasakavéjsi byly filmy
z bovinniho kolagenu. U filmt bylo hodnoceno povrchové pH po navlhceni kapkou vody a
zmény povrchového pH v Case. Nasakavost a zmény povrchového pH v Case se hodnotily s
pouzitim umélého modelu rany obsahujiciho fyziologicky tlumivy roztok o pH 7,2 blizkého
svym slozenim exsudatu rany. Po navlhéeni mély filmy hodnoty povrchového pH v rozmezi
2,3 —2,8. Povrchové pH filmi v ¢ase bylo i po 8 hodinach na modelu rany zachovano v kyselé
oblasti (dosahlo hodnot max. 4,11), coz znaci schopnost kryti pH v rané modulovat a ptispivat
tak k rychlej$imu hojeni. V ptipad¢ mechanickych vlastnosti filmti hodnocenych jak v suchém,
tak i ve vlhkém stavu miizeme konstatovat, ze se po navlhceni u vSech filmti snizily hodnoty
sily nutné k ptretrzeni vzorku i prace pti tom vykonand, av§ak hodnoty deformace ziistaly témér
ve vSech piipadech zachovany. Tato skuteCnost zna¢i dobrou manipulaci, soudrznost a

flexibilitu filmt i po navlhceni.

Zavér
Bylo prokazano, ze metodou odpafeni rozpoustédla lze piipravit vSech 5 variant
kombinovanych kolagenovych matric pro terapii ran a Gcely kosmetické dermatologie. Byla
stanovena optimalni koncentrace a poméry kolagenu, zmékcovadel a dalSich latek. Piipravené
produkty vyhovovaly organoleptickému 1 fyzikélné-chemickému hodnoceni z hlediska

aplikace na ranu nebo pokozku. Diilezitou vlastnosti je i schopnost téchto prosttedka hydratovat

kazi, coz je v ptipad¢ jejich zamyslené aplikace pro hojeni ran a regeneraci kiize, Zadouci.
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Testovani neprimého antioxida¢niho potencialu rostlinnych fenolickych latek aktivaci
systému Nrf2/ARE v bunéénych kulturach
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Uvod

Stilbenoidy jsou skupinou rostlinnych sekundarnich metabolitt patiicich do Siroké
skupiny rostlinnych fenolickych latek. Jednim z nejznamé;jsich stilbenii je trans-resveratrol,
stilbeny pravdépodobné zodpovédné za tzv. francouzsky paradox [1].

Cilem toho projektu bylo stanoveni nepifimé antioxidacni aktivity stilbenll jiz
izolovanych na UPL, konkrétn& na jejich vliv na aktivaci systému Nrf2/ARE v bunééné kultute
HepG2. A dale jejich vliv na expresi antioxidacnich enzymi (napt. katalaza, superoxid
dismutdza 1 a 2, glutathion peroxiddza 1, hemoxygenédza) v bunétné kulture THP-1, coz je

nasledny krok po aktivaci Nrf2/ARE.

Material a metodika

Testované latky

Pro testovani byly zvoleny tyto pfirodni stilbeny: trans-resveratrol (1), pinostilben (2),
thunalben (3), piceatannol (4), piceatannol-3’-O-B-glucopyranosid (5), batatasin III (6),
pinostilbenosid  (7), 1-(2,4-dihydroxyphenyl)-2-(4-hydroxyfenyl)-ethanon  (10), 3,5-
dimethoxystilben (11), pterostilben (15), pinosylvin monomethyl ether (17), and
isorhapontigenin  (18). Dale syntetick¢ trans-stilben (12), cis—stilben (13), 4-
stilbenekarboxylova kyselina (14), trans-a-methylstilben (16), a 2,4,3",5 -tetramethoxystilben
(19). Déle latky 2-karboxyl-3-O-methyl-4’-B-D-glucopyranosyl-dihydroresveratrol (8) a 3-O-
caffeoyl-(9—5)B-apiosyl-(1—6)-B-glucopyranosyl-5,3"-O-dimethyldihydropiceatannol ~ (9)
byly poskytnuty od Dr. Sebastiana Granicy (Medical University of Warsaw, Warsaw, Poland),

ktery je izoloval z rostliny Tragopogon tommasinii Sch.Bip. (Asteraceae, Cichorieae).

Bunécéné linie

Lidské monocyty THP-1 a THP-1-XBlue-MD2-CD14
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Me¢éteni antioxidacni aktivity

Suspenze bunék THP-1 v médiu RPMI 1640 bez séra v koncentraci 500 000 bun¢k/ml byla
rozdélena na do 96-jamkové mikrotitracni desticky (100 pl na jamku). Buiiky byly inkubovany
po dobu 2 hodin pti 37°C v atmosféte 5% COz, aby se aklimatizovaly, a byly pfidany testované
stilbeny o findlni koncentraci 2 uM. Jako referencni sloucenina byl pouzit kvercetin, spolu s
negativni kontrolou — DMSO, coz bylo rozpoustédlo stilbenti. Po tomto postupu nasledovala 1
h inkubace. Roztok pyocyaninu (jako pozitivni kontrola) byl poté ptidan do vSech jamek po
této dob¢ a inkubace nésledovala dalSich 30 minut. Poté byl ptidan roztok DCFH-DA a po 30
minutach v kratkodobém experimentu nebo 24 hodinéach pii dlouhodobé expozici byla méfena
fluorescence (excitace pii 485 nm; emise pii 538 nm) pomoci spektrofotometru FluoStar

Omega (BMG Labtech).

Aktivace systému Nrf2-ARE

Vliv testovanych slou¢enin na aktivitu Nrf2 byl odhadnut s pouZzitim reportérového kitu ARE
(BPS Bioscience, USA). Bunky HepG2 byly piechodné transfekovany po dobu 24 hodin (35
000 bun¢k / jamka v 96-jamkovych destickach) s ARE luciferazovym reportérovym vektorem
(fire-fly luciferaza) a konstitutivné exprimovanym vektorem (Renilla luciferdza) za pouziti
TransFast kitu (Promega, USA). Poté byly buniky inkubovany po dobu 24 hodin s testovanymi
latkami v koncentraci 2 uM rozpusténé v DMSO (netoxicka koncentrace). Jako pozitivni
kontrolu pro tento experiment jsme pouzili DL-sulforaphan (Sigma Aldrich) v koncentraci 10
uM (v DMSO). Luciferazova aktivita z bunéénych lyzath byla detekovana pomoci dualniho
luciferazového reportérového kitu (Promega, USA) a spektrofotometru. Data byla

normalizovana na luminiscenci Renilla.

Proteinové exprese antioxidacnich enzymi

Utinek testovanych slou¢enin na proteinovou expresi antioxida¢nich enzymi byl pozorovan v
buiikach THP-1. Bunky byly inkubovany ve formé monocytt (1 000 000 bun¢k/ml) ve 3 ml
RPMI 1640 média 6 hodin v pfitomnosti testovanych latek v koncentraci 2 uM. Po ukonceni
experimentu byly buiiky lyzovany a rozdéleny pomoci polyakrylamidové elektroforézy a

mnozstvi proteint bylo detekovano pomoci Western blotu a specifickych protilatek.
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Vysledky

Vysledkem bylo nejprve stanoveni pifimé antioxidacni aktivity testovanych latek
pomoci 2,7 -dichlorodihydrofluorescein diacetatu (DCFH-DA) a pyocyaninu, ktery vyvolaval
oxidaéni stres v buiikkach THP-1. Z tohoto prvniho screeningu vysly jako nejvice aktivni latky
2, 4 a 18. Latka 2 prokazala nejvice pro-oxidac¢ni ucinek, latka 4 byla nejsiln€jSim
antioxidantem a latka 18 v 24 hodinovém experimentu také piisobila antioxidacné. VSechny

testované latky byly rozpuStény v DMSO a byly testovany v netoxické koncentraci 2 pM.

Level of ROS

o
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MO N R e e D ‘bé_oqb

Obr. 1 — Antioxidacni a pro-oxida¢ni efekt stilbend po 1 h inkubaci s pyocyaninem (100 uM);

pyocyanin je pozitivni kontrola (PC) a DMSO samotné je negativni kontrola (NC). ** =p < (0.01; ****
=p <0.0001.

Testované latky (2, 4 a 18) byly dale podrobeny testovani na aktivaci systému Nrf2/ARE
v bunééné kulture HepG2. V tomto experimentu nejvyssi aktivitu prokazala latka 18, dokonce

vice aktivovala Nrf2 neZ pozitivni kontrola DL-sulforaphan (10uM).
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Obr. 2 — Efekt stilbenti 2, 4 a 18 na aktivaci Nrf2-ARE systému. * = p < 0.05; *** =p <0.001

Déle sledovan vliv testovanych latek (2, 4 a 18) na expresi antioxida¢nich enzymu
(katalaza, superoxid dismutadza 1 a 2, glutathion peroxidaza 1, hemoxygenaza) a dale proteinu
Nrf2. V tomto experimentu latka 18 signifikantn€ zvysila expresi proteinu Nrf2:
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Z uvedeného vyplyva, ze pinostilben (2) ma pro-oxidacni efekt a snizuje
antioxidac¢ni pfipravenost bunék THP-1 (nizsi exprese katalazy). Piceatannol (4) ptisobi pouze
pfimym antioxidacnim zhésenim radikalii bez vlivu na Nrf2 kaskadu. A isorhapontigenin (18)
pusobi pouze slab¢ antioxidacné, zato aktivuje Nrf2-ARE systém a zvySuje expresi Nrf2 a

katalazy.
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Nové potencialni antibakterialni 1é¢iva

a stanoveni jejich aktivity vii¢i gram-pozitivnim bakteriim
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Uvod

Celosvétove prudce rostouci rezistence bakterii viici antibiotikiim a antimikrobialnim
chemoterapeutikim se ukazala jako velmi tézce zvladnutelny problém. Navic je velmi dobie
znama a to nejenom odborné vetejnosti z oblasti humanni a veterinarni mediciny, farmacie a
dalsich zdravotnickych odvétvi, ale dostala se i do povédomi Siroké vetejnosti. Jak uvadi
popiedni svétovy Casopis v této oblasti, The Lancet Infectious Diseases (IF201s = 27,516),
farmaceuticky vyzkum a vyvoj selhal naplnit potfeby klinikti na nova antibiotika. Specifickou
oblasti vtomto sméru zlstavd i vyzkum novych antituberkulotik, na coz opakované
upozornovala a upozornuje i SZO (Strategie DOTS, 1995 — 2005 a Strategie Stop TB, 2006—
2015).[1]

Po dukladné¢ evaluaci moznosti bylo cilem naseho farmakochemicko-
mikrobiologického tymu ne pouze zjistovani a upozoriiovani na pfitomnost této rezistence, ale
rovnou vyvoj novych potencialnich antibakterialnich 1é¢iv a stanoveni jejich aktivity primarné
vaci gram-pozitivnim bakteriim. Byly vybrany dvé strukturni fady: prvni predstavuje
thiosemikarbazony bazickych 4-acylaminoacetofenoni, strukturni pfedlohou zde byli dvé
1é¢iva — thioacetazon a perchlozon; druhou tvoii derivaty (2-substituovanych) fenothiazini s
bazicky substituovanymi (amino)acyly, zejména s bazickou ¢asti tvofenou thiomorfolinem, zde
byly ptfedlohou neuroleptické fenothiaziny, které vykazali vyraznou antituberkulotickou

aktivitu — zejména thioridazin a chlorpromazin.|[2]

Materialy
K synthese byly pouzity komeréné dostupné chemikalie tiid Cistoty purum a pro analysi.
Cast chemikalii byla jiz k dispozici (v drzeni Ustavu chemickych 16¢iv, dale jen UChL), vétsi
cast vSak byla zakoupena vyhradné pro tcely projektu, a to zejména od spolecnosti Merck™ (i

pod znackou Sigma-Aldrich™) a Acros Organics™. PouZita rozpoustédla od spol. Lach-Ner™
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byla uzita ptfimo, nebo byla upravena suSenim ex fempore za pouziti standardnich metodik
suSeni rozpoustédel.

Pro stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace (dale jen MIC) byli pouzity sbirkové
bakteridlni kultury (kmeny) CCM (Czech Collection of Microorganisms = Ceska sbirka
mikroorganismll), dodavané v lyofilizovaném stavu. Dale pak média pro kultivaci
mikroorganismu (od spolec¢nosti Merck™), 96-jamkové mikrotitracni desticky s rovnym dnem
a ostatni spotfebni plasty. Ke zpracovani dat byl pouzit software Omega — Data Analysis™ a

tabulkovy procesor Microsoft™ Excel™.

Metodika

Latky prvni strukturni fady byly syntetizovany z jednotlivych polohovych izomert
aminoacetofenonu. Po  pfevedeni na chloracylderivaty pilisobenim  pfislusnych
chloracylchloridii s pouzitim metodiky, vyvinuté béhem feSeni projektu IGA ¢. 304/2018/FaF
byly substituovany riznymi sekundarnimi aminy (acyklickymi i heterocyklickymi). Takto
vzniklé bazické acetofenony poskytovali reakci s thiosemikarbazidem pfislusné
thiosemikarbazony. Obdobné se postupovalo 1 v ptipadé 2. strukturni fady, jenom reakce
s thiosemikarbazidem byla vypusténa. Ze vzniklych bazi byly v pfipad¢ nutnosti pfipraveny
soli, a to zejména hydrochloridy a soli vhodnych organickych karboxylovych kyselin.

U vsech latek (kde to bylo mozné) byla stanovena teplota tani kapilarnim bodotavkem
Biichi™ 520 a provedena TLC na deskach Merck™ 60 F2s4 (detekce UV zafenim pii 254 nm
nebo vizualizace parami jodu). Strukturni charakterizace byla provedena IC spektrometrii na
piistroji Nicolet™ Impact FTIR, 'H- a *C-NMR spektra byla ziskdna na NMR spektrometru
Jeol™ JNM-ECZ400R s pracovni frekvenci 400 MHz pro 'H.

Stanoveni MIC se provadélo v mikrotitracnich destickach pomoci modifikované metody
dle EUCAST.[3] Testovaly se koncentrace 512 pg/ml, 256 pg/ml, 128 pg/ml, 64 pg/ml a 32
pg/ml, kazdé tedéni po Ctyfech opakovanich (tzn. 4 latky na jedné desticce). Vysledny
rust/inhibice mikroorganismu byl odecitan spektrofotometricky ze zakalu a takto ziskana data

byla softwarové zpracovana do tabulkové podoby.
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Vysledky

Piipravené latky prvni strukturni fady odpovidaji uvedenému obecnému vzorci:

NH, RN = ethyl, n-propyl, n-butyl nebo tvori soucdst téchto hetero-

cyklu: pyrrolidin, piperidin, azepan, morfolin, thiomorfolin

H T S
N
N R
= \ N
0] N—R
= I > Ptipravené latky druhé strukturni fady odpovidaji uvedenému
—rNH
I
X
N

obecnému vzorci:

N RAr —
R R H, CI, COCHs, SCH;

Ar
RN = pyrrolidin, piperidin, azepan, morfolin, thiomorfolin
j\ /<j U latek 1. strukturni fady se povedlo ziskat hodnoty MIC v rozmezi
O N
256 az 32 pg/ml, pficemz tyto se vyrazné meéni v zavislosti od
S
testovan¢ho mikroorganismu a bazické a polohové substituce na

benzenovém jadru pouzité latky. Latky 2. strukturni série ptinesli

smisené vysledky, které jest¢ musi byt spravné interpretovany.

Zavéry

Zatim bylo celkem pfipraveno vice nez 28 strukturné origindlnich sloucenin v ramci
obou strukturnich tad. Antibakteridlné nejucinnéjsi se ukazuje byt latka IGA312-I-VB3
(chemicky N-(4-(1-(2-karbamothioylhydrazono)ethyl)fenyl)-2-(piperidin-1-yl)acetamid) se
selektivnim uc¢inkem na mikrokoky a Mycobacterium smegmatis. U latek 2. strukturni fady
probihd opakovani stanoveni MIC, aby se potvrdily piedeslé vysledky, které byly velmi
nadéjné. Neni pochyb, ze dalsi strukturni optimalizace ptinese do budoucna antibakteridlné
ucinngjsi latky, dosahujici svymi MIC mozna 1 na hodnoty klinicky pouZivanych antibiotik,

resp. antituberkulotik.
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