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Vézené kolegyné&, vazeni kolegove,

tento sbornik Vam piindsi ptispévky, které byly prezentovany na zavérecné
konferenci Interni grantové agentury Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno

konané dne 10. prosince 2020.

Ptispévky prezentuji vysledky projekti, které byly feSeny studenty a

akademickymi pracovniky VFU Brno v ramci specifického vyzkumu.

Dé&kuji vSem feSitelskym tymiim za inspirativni vysledky jejich prace. Dale
dékuji vSem ¢lenim komise IGA VFU Brno, oponentiim, a dal§im pracovnikiim za
to, ze 1 v této nelehké dobe vyborné zvladli své tkoly a prispéli k zajiSténi zdarného

prabéhu letosniho rocniku IGA VFU Brno.

doc. MVDr. Petr Chloupek, Ph.D.
piedseda komise IGA VFU Brno
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Vliv stresovych faktori na pandy ¢ervené (Ailurus fulgens) Zijici v zajeti: neinvazivni
monitoring

Jana Dolezalova!, Andrea Ferova!, Bara Budinska®

Ustav fyziologie, Fakulta veterinarniho lékaistvi, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno*

Uvod

Panda cervena (Ailurus fulgens) patii mezi ohrozené druhy (1), jejichz reprodukci v
zoologickych zahradach ovliviiuje zejména extrémni klima (2). DlleZitou soucasti managementu
chovu a odchovu v lidské péci je znalost faktorti, které mohou negativné ovlivnit reprodukci. Stres
byl prokazan jako dilezity efektor, proto pfedpoklddame, ze stresové faktory, konkrétné extrémni
klima (chladné zimy <5 °C a horka 1éta >25 °C), pocet navstévnikli (pocet obvykle nartista s teplym
pocasim), mohou pusobit jako vyznamné stresory. Vyuzitim neinvazivnich metod a stanovenim
koncentrace kortizolu ve féces je mozné vyhodnotit, které faktory nebo jejich kombinace indukuji
nejvyssi stresovou reakci.

Material a metodika

Sbér vzorkt
V obdobi tnor az srpen 2020 byly vzorkovany dospélé jedince pand cervenych, 9 samcii a 3 samice
v 8 zoologickych zahradach v CR a SR. Zoologické zahrady byly vybrany s ohledem na jejich
geografickou polohu a oc¢ekavané zméné pocasi (Zoo Liberec, Zoo Ostrava, Zoo Brno, Zoo
Chomutov, Zoo Plzen, Zoo Jihlava, Zoo Bratislava a Zoo Bojnice). Vzorky féces velikosti vlasského
ofechu byly odebirané do 2 hodin po defekaci, a to v mnozstvi 1-2 vzorky jednou tydné od kazdého
sledovaného jedince. Pro odlieni vzork®l od jedincti bylo pouZito potravinové barvivo. Cerstvé
vykaly byly ulozeny do plastového zip-sacku, identifikované jménem zvifete, hodinou a datem
odbéru, nasledné zmrazené pii -20 °C azZ do transportu. Shroméazdéné vzorky byly autem pievezeny

do laboratofe na Veterinarni a farmaceutické univerzité Brno na suchém ledu.

Suseni vzorki a extrakce hormonu

Vzorky féces byly suseny pii 60 °C (2-4 h) a 0,2 az 1,2 g vysuSeného vzorku bylo re-suspendovano
v poméru na 0,1 g féces bylo pridano 0,1 ml 80% etanolu. Nasledn€ byly vzorky tiepany podobu 30
minut. Potom byly centrifugovany pii 5 000 ot. / min po dobu 15 minut pii 4 °C. Supernatant byl

prenesen do ¢isté zkumavky a skladovan pii -20 °C az do EIA (enzyme-immuno assay) analyzy.



EIA (enzyme-immuno assay) analyza

Koncentrace vylouceného kortizolu byla stanovena pomoci komercéniho kitu DetectX® Cortisol
Immunoassay Kit (Arbor Assay, U. S.) dle navodu vyrobce. VSechna stanoveni hormont byla
provadéna duplicitné pro vypocet koeficientu variability (intra-assay CV) a zaroven s kazdou sérii
byly analyzovany vzorky s maximalni a minimalni koncentraci kortizolu pro stanoveni koeficientu
variability mezi analyzami (inter-assay CV). Vysledky byly vyjadfeny jako imunoreaktivni steroidni

metabolity v ng/g suchého féces.

Ostatni data a statistické metody

Teplotni data byla ziskana z Hydrometeorologického ustavu Ceské a Slovenské republiky, data o
dennim poctu navstévnikl byla poskytnuta od jednotlivych zoologickych zahrad. VSechna data byla
nasledn¢ analyzovéana pomoci GLM testu (General Linear Model) a statisticky vyhodnocena korelace
s vymezenymi stresovymi faktory (teplota, pocet navstévnikil), také jestli na koncentraci ma vliv

pohlavi.

Vysledky

I kdyz situace v zoologickych zahradach v dobé& projektu byla pomérné neptizniva, podafilo
se do srpna 2020 ziskat celkem 313 vzorkt féces. Ve ¢tyfech zoologickych zahradach byli vzorkovani
pouze samci z diivodu porodu a oddéleni samice od samce (3 zahrady), nebo z diivodu umrti samice
jesté pred zacatkem vzorkovani. VSechna stanoveni hormonil byla provadéna duplicitné, intra-assay
CV se pohyboval mezi 5,5-9,8% a inter-assay CV byl v rozmezi 10,3-15%. Ze vSech vzorkovanych
zvitat byla nejnizs$i koncentrace kortizolu 30,78 ng/g féces naméfena u samice v zoologické
zahrad¢ v Bratislavé a nejvyssi 1877,54 ng/g féces u samice v brnénské zoologické zahradé.
Koncentrace kortizolu byla u samcti 67,96 az 1168,36 ng/g féces. Celkové byla primérné koncentrace
kortizolu 411,85 (SD+212,36) ng/g, u samct 386,97 (SD+241,12) ng/g a samic 443,12 (SD+242,68)
ng/g féces. Ackoli statisticka analyza vlivu pohlavi (¥2 = 1,55; p = 0,21), teploty vzduchu ((}2 =
1,91; p = 0,38), nebo pritomnosti navstevnikt (y2 = 0,73; p = 0,39) na koncentraci kortizolu v obdobi
biezen az srpen 2020 neprokazala statistickou vyznamnost ani v jednom z faktort (ptiklad viz obr.
1), v letnim obdobi a s navySenim poctu navstévniku (z 0 az 3-6 tis./den) se zvysila koncentrace

kortizolu o 20%. Pro uplnost vlivu jednotlivych faktord bude nutné zahrnout i zimni obdobi.
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Obr. 1 Vyhodnoceni vlivu ptitomnosti navstévnikd na produkei kortizolu u pand Cervenych.
Zavér
Z priubéznych vysledkt vyplyva, Ze ackoli vyssi teplota vzduchu a vyssi pocet navstévnikt

pusobi jako stresové faktory, statistickd vyznamnost potvrzena nebyla. Diilezité bude vzorkovani i
zimnim obdobi, tj. efekt plisobeni extrémné nizkych teplot.
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Prevalence dysplazie ky¢elnich kloubii a luxace patel u riiznych plemen kocek
v Ceské republice

Petra Cerna, Pavel Proks, Dominik Komenda, Ivana Nyvltova
Klinika chorob psiu a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita

Brno

Uvod
Vrozené a vyvojové ortopedické vady jsou soucasti zdravotnich screeningovych programti u
pracovnich 1 spoleCenskych plemen pst. Informace o prevalenci vrozenych a vyvojovych
ortopedickych vad u kocek ve srovnani se psy jsou sporadické. Prevalence dysplazie kycelnich kloubti
(DKK) v populaci kocek se pohybuje v rozmezi od 6,6 % do 32 % v zavislosti na velikosti zkoumané
populace a plemen zarazenych do studie. VysSi vyskyt DKK byl zaznamendn v populaci
Cistokrevnych kocek (12,3 %), v populaci kocky domaci je prevalence DKK odhadovéna na 5,8 %.
Mezi ¢istokrevnymi plemeny byla nejvyssi prevalence DKK zaznamenana u plemene mainska myvali
koc¢ka a pohybuje se v rozmezi 18-25 %. Vyssi prevalence DKK byla zaznamenéna i v populaci
perskych, exotickych a britskych kocek a je davana do souvislosti s vétSim télesnym ramcem téchto
plemen kocek. Vyssi prevalence luxace ¢ésky byla zaznamenana u plemene habeSska kocka.
Material a metodika

V prospektivné designované studii byli vySetiovani chovni jedinci Cistokrevnych plemen kocek a v
ramci screeningového vySetieni zdravotniho stav i kiizenci kocky domaci. Minimalni vék jedinct
zatfazenych do studie byl 10 mésict. Luxace patel byla klinicky klasifikovana do 4 stupiiti, podle diive
publikované metodiky. Kocky byly nasledn¢€ uvedeny do sedace, navozené i.m nebo i.v. aplikaci
sedativ (butorphanol, dexmedetomidine a alfaxalone). U kazdého vySetfovaného jedince byla v sedaci
klinicky posouzena pfitomnost laxity kycelnich kloubl (Ortolaniho pfiznak). Klinicka laxita
kycelnich kloubti byla hodnocena jako Ortolani pozitivni nebo Ortolani negativni. Nasledné byly
zhotoveny rentgenogramy kycelnich kloubii ve tiech projekcich (ventrodorzalni extenzni,
ventrodorzalni flexni a laterolaterdlni projekce). Kycelni klouby byly hodnoceny dle miry subluxace
a pritomnosti osteoartrotickych zmén (DJD) do Ctyt stupiiti. Stupen 0 - Normalni kycelni kloub:
acetabulum pfekryva kloubni jamku minimalné z 50 %, bez ptiznakl dysplazie kycelniho kloubu a
osteoartrotickych zmén. Stupeni 1 - Mirna dysplazie: mirné ptiznaky dysplazie, acetabulum piekryva
hlavici femuru z méné nez 50 %, bez piiznakt deformujici DJD. Stupen 2 - Stfedni dysplazie: stiedni
ptiznaky dysplazie, stfedni ptiznaky DJD. Stupen 3 — Tézka dysplazie: t¢zké piiznaky dysplazie,
deformujici DJD. Mira piekryti kloubni hlavice a kloubni jamky byla vyjadiena



méfenim Norberg-Olssonova thlu. Pfitomnost DJD byla hodnocena subjektivné. Rovnéz byla

zaznamenavana piitomnost prechodového lumbosakralniho pfechodového obratle (LTV).

Vysledky
Celkem bylo rentgenologicky vysetieno 107 jedincu Cistokrevnych plemen kocéek (71 kocek a 36
kocourt) a 34 jedincti (18 kocek a 16 kocourt) kiizencti ko¢ky domadci strasich 10 mésict. Ve skupiné
Cistokrevnych kocek bylo 85 mainskych myvalich koc€ek, 13 norskych lesnich kocek, 5 jedinct
plemene burmilla, 3 sibifské kocky a 1 orientalni kocka. Primérny vék jedinct zatazenych do studie
byl 2,74 roka (SD+1,92) Vysledné stupné dysplazie pravého a levého kycelniho kloubu jsou uvedeny
v tabulce ¢. 1. Primé&rné hodnoty Norberg-Olssonova thlu a smérodatnd odchylka u jednotlivych
stupiii dysplazie naméiené ne VD extenzni a VD flexni projekci jsou uvedeny v tabulce €. 2.
Unilateralni dysplazie byla zaznamenana v 14,1 % pfipadd (20/141). Ptitomnost LTV byla
zaznamenana v 5,7 % piipada (8/141), u plemene mainska myvali kocka (4), norska lesni kocka (3)

a burmilla (2).

Tab.1. Prevalence jednotlivych stupiiti dysplazie kyc€elnich kloubt u riznych plemen kocek

Kfizenci
Burmilla 2 2 1 0
Mainsky
myvali 52 17 9 7
kocka
Norska

11 2 0
lesni
Oriental

1 0 0 0
ni kocka
Sibifska

1 1 0 1
kocka

96 23 14 8
Celkem
y 66,67 % | 16,31% | 13,48 % 68,10% | 16,31 % | 9,92 % 5,67 %

)




Tab. 2 Velikost Norberg-Olssonova thlu ve VD extenzni a VD flexni projekci

Norberg-Olssonuv St.1 St. 2 St. 3 St. 4

thel

VD extenzni 97,3 (+£3,35) 87,9 (£3,15) 80,77 (£6,02) 74,2(£8,5)
projekce

VD flexni projekce 98,4 (£3,13) 91,49£(3,8) 87,9 (£6,16) 84,63(%5,83)

Luxace pately byla zaznamendna u 24,8 % kocek (35/141), ve 32 piipadech se jednalo o bilaterdlni
postizeni (91,4 % ptipadi). Prevalence jednotlivych stupiiti luxace pately, na pravé a levé konceting,

u jednotlivych plemen jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.

Tabulka €. 3 Prevalence jednotlivych stupiii luxace pately, na pravé a levé koncetiné, u jednotlivych

plemen kocek.

Kfizenci

Burmilla 2 2 1 0 0

Mainsky

60 21 4 0 0
myvali kocka
Norska lesni 11 2 0 0 0
Orientalni

1 0 0 0 0
kocka
Sibifska

1 2 0 0 0
kocka
Celkem 109 27 5 0 0

Celkem % 77,3% | 19,1% | 3,5% 0% |0%

Zavér

Dysplazii ky&elnich kloubu je v Ceské republice postizeno piiblizné 33 % populace kodek strasich
10 mésictl, pfevazné se jedna o bilaterdlni postizeni. Ve vétSing piipadu se jedna o lehky a stfedni
stupen dysplazie, t€zky stupen dysplazie byl zaznamenan v 5,7 % piipadl, pouze u plemene mainska
myvali kocka a sibifska kocka. Luxace pately byla zaznamenana u 24,8 % kocek (35/141), ve 32
ptipadech se jednalo o bilaterdlni postizeni (91,4 % ptipadil). V pfevdzné vétsing piipadi se jednd o

mirny stupen habitudlni luxace. Prevalence LTV v populaci kocek je 5,7 %
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Role rekolonizujicich volné Zijicich masoZravcii v sylvatickych cyklech paraziti
Lucia Frgelecova!, Ondiej Dan&k®
YUstav patologické morfologie a parazitologie, Fakulta veterindrniho lékaistvi, Veterindrni a

Sfarmaceuticka univerzita Brno

Uvod

V soudasnosti je ve stfedni Evropé véetné CR zaznamenavan narist populaci velkych 3elem,
predevsim vlka obecného (Canis lupus) a rysa ostrovida (Lynx lynx), v mensi mife také medvéda
hnédého (Ursus arctos) (Kutal et al. 2017). Potravni specializace uzce odrazi vyvojové cykly
vicehostitelskych paraziti zavisejicich na predaci. S navratem vrcholovych karnivorh se tak stava
vysoce aktudlni otazka navratu parazitl, kteii je vyuzivaji jako definitivni hostitele.
Nekteti z téchto paraziti vyvolavaji zndmé zoondzy nebo mohou nakazit i domaci zvifata, ¢i zveéf a
zpusobit tak ekonomické ztraty, pfipadné znamenat riziko pro vefejné zdravi (Lesniak et al. 2017).
Jedna se napf. o tasemnice rodu Taenia a Echinococcus. Zastupci rodu Taenia mohou zptisobovat
potize piedev§im svym mezihostitelim; piikladem je T. krabbei, ktera je ziejmé ¢astym parazitem
stieva vlkli obecnych ve stfedni Evropé a jeji vyvojova stadia tvoii cysty v srdecni a pficné pruhované
svaloviné mezihostiteld, zejména srnce obecného (Primer et al. 2002). Zoonoticti zastupci rodu
Echinococcus mohou vyvolat zavazné onemocnéni lidi. VIk mize slouzit jako definitivni hostitel E.
granulosus (Gori et al. 2015) a napomoci tak Sifeni cystické echinokok6zy. Vlivem migrace velkych
Selem, zejména vlkl, z relativné vzdalenych oblasti a soucasného Sifeni vektory pfenasenych
onemocnéni lze predpokladat i mozné Sifeni patogenii (napf. krevnich parazitli), ktefi se na naSem
uzemi dfive nevyskytovali. Z vyse uvedenych divodu je proto zasadni zjistit, jaky vliv ma navrat
téchto Selem a jejich paraziti do ekosystému stiedni Evropy a posoudit aspekty moznych pienosii
parazitli mezi voln¢ zijicimi a domacimi zviraty v¢etn¢ zhodnoceni rizika zoonotickych parazit6z.

Material a metodika
Odebirané vzorky
V ramci projektu byly na Ustavu patologické morfologie a parazitologie provadény pitvy vk
obecnych a ryst ostrovidil ziskanych ve spolupraci s Agenturou ochrany piirody a krajiny CR. Za
dobu projektu byla provedena pitva u celkem 7 voln¢ zijicich divokych selem (3% vlk obecny a 4x
rys ostrovid) a pii nich odebirani dospélci paraziti lokalizovanych v GIT a v respiraénim traktu/srdci
a vzorky trusu. Pro dal$i projekty byly odebrany také vzorky organii, svaloviny, tuku a ektoparazité.

Dale byly ziskany vzorky trusu v ramci monitoringu velkych Selem. Soubor dospélct



paraziti byl doplnén o vzorky ziskané z predchozich pitev. Celkem tak byli analyzovani parazit¢ u

8 vikli a 10 rysu.

Koprologické vySetieni

U vzorkill trusu ziskanych z pitev nebo pifi monitoringu velkych Selem byla provedena zakladni
koprologicka vysetfeni, celkem bylo vySetfeno 150 vzorki. Flotacni vySetfeni bylo provedeno
pomoci modifikovaného Sheaterova flotaéniho roztoku a nalezend vyvojova stadia parazitl
precisténa a uschovana pro naslednou molekularni analyzu. Dale bylo provedeno larvoskopické
vySetfeni vzorkli pomoci Baermannovy metody a sedimentacni vySetieni. V ptipad¢ pozitivnich

nalezli byla vyvojova stadia parazitli uchovana pro nasledné molekuldrni analyzy.

Izolace DNA a molekularni analyzy

Pro druhové urceni tasemnic rodu Taenia a hlistic respiracniho traktu ziskanych pfi pitvach byla
provedena molekularni diagnostika. DNA byla izolovana z casti téla dospélce a z L1 larev
metastrongylidnich hlistic komer¢nim kitem NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel, Germany)
standartnim protokolem. Izolace DNA z vyvojovych stadii paraziti ziskanych flotacnim vySetfenim
probihala pomoci komeréniho kitu PowerSoil DNA (MOBIO).

Molekularni analyzy byly zacileny na 2 mitochondrialni markery, podjednotku 1 cytochrom c
oxidazy (COI) a internal transcribed spacer 2 (ITS2). Primery JB3 a JB 4.5 amplifikujici cca 400 bp
dlouhy usek COI (Bowles et al, 1992) byly pouzity k analyze tasemnic. ITS2 bylo pouzito u L1 larev
metastrongylidnich hlistic, primery NC1 a NC2 amplifikuji tsek o délce ptiblizné 510 bp (Gasser et
al. 1993). PCR reakce byly pro oba markery stejné, ptipravené v celkovém objemu 25 ul. K 12,5 pl
2x PCRBIO Taq Mix bylo ptidano po 1 pul 10mM forward a reverse primert, 2 pl templatové DNA
a 8,5 ul PCR vody. PCR protokoly jednotlivych markerid se jiz liSily, pro COI probéhla inicialni
denaturace 95 °C/1 min, nésledovana 40 cykly - denaturace pti 95 °C/15 s, annealing pti 55 °C/15 s
a extenze pii 72 °C/20 s, zakonceno finalni extenzi pfi 72 °C/5 min. U ITS2 probéhla inicialni
denaturace 95 °C/1 min, nasledovana 40 cykly - denaturace pii 95 °C/15 s, annealing pti 58 °C/15 s
a extenze pii 72 °C/20 s, zakonCeno finalni extenzi pii 72 °C/5 min. Vysledné produkty byly
vizualizovany pomoci elektroforézy na 2% agardézovém gelu obarveném Midori Green Advance
(Elisabeth Pharmacon, Czech Republic). Nasledné byly produkty ptecisténé z gelu za pouziti kitu
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech, Taiwan) a odeslany na komer¢ni
sekvenaci (Macrogene Europe, Nizozemi). Ziskané sekvence byly zpracovany v programu Geneious
a porovnany se sekvencemi z databdze GenBank za pouziti BLAST analyzy

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

Na zaklad¢ ¢astecné sekvence COI, ktera poskytuje dostateCnou variabilitu pro rozliseni jednotlivych
druhti tasemnic, bylo provedeno jejich druhové urceni, obvykle u 5 jedincii na pitvané zvire. Celkem
tak byly druhové uréeny tasemnice u 8 vlkli a 10 ryst. Nejcastéjsim druhem u vlka obecného byla
Taenia krabbei, zatimco u rysa ostrovida to byla Taenia lynciscapreoli. Minoritné zastoupenym
druhem byla Taenia hydatigena (Tabulka 1). T. krabbei a T. lynciscapreoli vyuzivaji volné Zijici
prezvykavce jako mezihostitele, v piipadé¢ T. hydatigena mohou byt mezihostitelé i domaci
prezvykavci.

Vysledky koproskopickych vySetfeni véetné ur¢eni metastrongylidnich hlistic na zalkadé ITS2 jsou
shrnuty v Tabulce 2. ITS2 bylo pouzito u L1 larev metastrongylidnich hlistic jakoZto nejbéZnéji
pouzivany marker umoziujici druhové urceni larev. Piekvapivym zjisténim bylo, ze u vice nez
poloviny pozitivnich vzorkt se jednalo o pseudoparazitismus/pasaz parazitii prezvykavci, jakozto
kofisti. Z parazita Selem byly nalezeny druhy Crenosoma vulpis a v piipadé jednoho vzorku
Angiostrongylus vasorum. Je to tak prvni nalez A. vasorum u vlka obecného v CR.

Ziskané vysledky budou publikovany v odbornych cCasopisech a vyuzity v navazujicim vyzkumu

velkych Selem.

Druhové urceni tasemnic (COI) Vlk obecny  |Rys ostrovid

Taenia krabbei 87,5 % (7) X

Taenia hydatigena 12,5 % (1) 20 % (2)

Taenia lynciscapreoli X 80 % (8)

Tabulka 1: Uréeni tasemnic rodu Taenia na zaklad¢ analyzy markeru COI

VySetieni Parazit VIk obecny Rys ostrovid

100 vzorki 50 vzorki

Flotace Taenia/Echinococcus spp. 34 % (34) 42 % (21)
Capillaria spp. 72 % (72) 38 % (19)
Sarcocystis spp. 78 % (78) 18 % (9)
Toxocara spp. 29 % (29) 72 % (36)
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Celkem pozitivnich vz. 87 % (87) 84 % (42)
Larvoskopie + ITS 2 | Crenosoma vulpis 7% (7) 0
Angiostrongylus vasorum 1% (1) 0
Varestrongylus spp. 16 % (16) 12 % (6)
Elapohostrongylus sp. 14 % (14) 4% (2)
Celkem pozitivnich vz. 36 % (36) 16 % (8)
Sedimentace Alaria alata 6 % (6) 0

Tabulka 2: piehled vysledkt koprologickych vysetieni s % zastoupenim jednotlivych paraziti

Seznam literatury:

BowLEs, J., BLAIR, D., MCMANUS, D., (1992). Genetic variants within the genus Echinococcus
identified by mitochondrial DNA sequencing. Molecular and biochemical parasitology. 54. 165-73.

GASSER, R., CHILTON, N., HOSTE, H., BEVERIDGE, I. (1993). Rapid sequencing of rDNA from single
worms and eggs of parasitic helminths. Nucleic acids research. 21. 2525-6.
10.1093/nar/21.10.2525.

GoORlI, F., ARMUA-FERNANDEZ, M., MILANESI, P., SERAFINI, M., MAGI, M., DEPLAZES, P.,
MACCHIONI, F. (2015): The occurrence of taeniids of wolves in Liguria (northern Italy).
International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife. 4. 10.1016/j.ijppaw.2015.04.005.

KUTAL, M., BELOTTI, E., VOLFOVA, J., MINARIKOVA, T., BUFKA, L., PLEDNIK, L., KROJEROVA-
PROKESOVA, J., BoiDA, M., VANA, M., KUTALOVA, L., BENES, J., FLOUSEK, J., TOMASEK, V.,
KAFKA, P., POLEDNIKOVA, K., POSPISKOVA, J., DEKAR, P., MACHCINIK, B., KOUBEK, P., Dura, M.
(2017): Vyskyt velkych Selem — rysa ostrovida (Lynx lynx), vlka obecného (Canis lupus) a
medvéda hnédého (Ursus arctos) — a ko¢ky divoké (Felis silvestris) v Ceské republice a na
zapadnim Slovensku v letech 2012-2016 (Carnivora). Lynx, n.s. (Praha), 48: 93-107.

LESNIAK, |., HECKMANN, I., HEITLINGER, E., SZENTIKS, C., NowAK, C., HARMS, V., JARAUSCH, A.,
REINHARDT, I., KLUTH, G., HOFER, H., KRONE, O. (2017): Population expansion and individual age
affect endoparasite richness and diversity in a recolonising large carnivore population. Scientific
Reports. 7. 41730. 10.1038/srep41730.

PRIMER, J., KRONE, O., SCHUSTER, R. K. (2002): Taenia krabbei (Cestoda: Cyclophyllidea) in
Germany and its delimitation from T. ovis. Zoologischer Anzeiger - A Journal of Comparative
Zoology. 241. 333-337.

Tato prace byla financovand grantem IGA VFU Brno 104/2020/FVL

12



Mapovani B bunécnych epitopii proteinu CD2v viru Afrického moru prasat

Dagmar Biinek Kolafova, Zuzana Ulehlova, Karin Se¢katova, Vladimir Celer
Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterindrniho lékarstvi,

Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Africky mor prasat je zdvazné horecnaté onemocnéni s haemorrhagickym pribehem.
Puvodcem onemocnéni je dsDNA virus z ¢eledi Asfarviridae. U domacich prasat dochazi v ptipadé
nakazeni az ke 100 % mortalité. Z diivodu rychlého §ifeni viru z endemickych oblasti do okolnich
¢asti svéta je podrobnéjsi zkoumani patogeneze této virové infekce a vyvoj diagnostickych metod
zcela zasadni. Jednim ze strukturalnich proteinti, ktery kéduje genom viru Afrického moru prasat, je
hemaglutinujici transmembranovy protein CD2v. Vyznam v patogenezi tohoto proteinu neni doposud
pIn¢€ objasnén, nicméné jeho deleci lze docilit oddaleni virémie a diseminace viru do organismu.

Cilem ptedlozeného projektu byla identifikace B—bunéénych epitopi na povrchu CD2v molekuly.

Material a metodika
Pouzité peptidy
Peptidy pokryvajici celou délku CD2v proteinu byly syntetizovany (Genecust, Lucembursko),
nafedény v koncentraci 1mg/ml v destilované vodé nebo DMSO. Slozeni peptidil je uvedeno v

Tabulce 1.

Oznacdeni . o R et Oznaceni . AR o Yoo
peptidu Aminokyselinové slozeni peptidu Aminokyselinové sloZeni
CD2v1 MIIVIFLMCLKIVLNNINWSTLNQTVFLNNIFT CD2v8 KHVEEIESPPPSESNEEDISHDDTTSIHEPSPREP

CD2v2 NNIFTINDTYGGLFWNTYYDNNRSNFTYCGIAGNY | CD2v9 SPREPLLPKPYSRYQYNTPIYYMRPSTQPLNPFPL
CD2v3 IAGNYCSCCGHNISLYNTTNNCSLIIFPNNTVDSPT | CD2V10 | NPFPLPKPCPPPKPCPPPKPCPPPKPCPPPKPCSP
CD2v4 FPNNTEIFNRTYELVYLDKKINYTVKLLKSVDSPT | CD2v1l | KPCSPPKPCRPPKPCPPPKPCPPPKPCPPPKPCPP
CD2v5 VDSPTITYNCTNSLITCKNNNGTNVNIYLIINNTI CD2v12 | KPCPPSKPCPSPESYSPPKPLPSIPLLPNIPPLST

CD2v6 | INNTISSLNETENINCTNPILKYQNYLSTLFYIII CD2v13 | PPLSTQNISLIHVDRII
CD2v7 | FYNIFIVSGLIGIFISIISVLSIRRKRKKHVEE
Tabulka ¢. 1

Pouzita séra
K testovani sérologické reaktivity peptidi byla pouzita ASFV pozitivni i negativni séra.
Pozitivni séra byla ziskdna od divokych prasat z Polska (n=5), Spanélska (n=5) a jako pozitivni

kontrolni séra z diagnostickych kit (n=2). ASFV negativni séra (n=20) byla ziskana z chovil prasat

v

z CR.
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Reagencie pro ELISA test
Uhli¢itanovy pufr: Na2COs (0,75g), NaHCO3(1,479g) - doplnit do 500 ml ddH2O a upravit
pH na 9,6; Phosphate-Buffered Saline (PBS): NaCl (8g), KCI (0,2g), Na2HPO4 (1,449),
KH2PO4(0,249); Konjugat,,Anti-Pig 1gG (whole molecule) — Peroxidase antibody produced
in rabbit (Sigma-Aldrich.s.r.o., USA); Substrat TMB-Complete (TestLine Clinical
Diagnostics s.r.o., Ceska republika); Zastavovaci roztok pro ELISA (TestLine Clinical
Diagnostics s.r.o., Ceska republika);

Pouzité laboratorni vybaveni
1. ELISA Hydroflex (TECAN, Svycarsko)
2. Infinite M200 PRO (TECAN, Svycarsko)

Pouzité metody
In silico analyza
Primérni aminokyselinova sekvence CD2v proteinu byla analyzovana z hlediska umisténi
potencialni B bunécnych epitopt prostfednictvim softwarového nastroje Immune Epitope

Database (WWW.IEDB.org). Analyza byla provedena prostfednictvim algoritmui pro stanoveni

predikci linearnich epitopu, antigenicity a hydrophilicity.

Ptitomnost linedrnich B-epitopil byla dale experimentalné stanovena technikou ,,pepscan® S
vyuzitim syntetickych peptidi pokryvajicich celou délku analyzovaného proteinu. Jednotlivé
peptidy byly syntetizovany (Genecust, Lucembursko) a vyuzity jako antigeny v ELISA testu

pro stanoveni jejich reaktivity s ASFV pozitivnimi i negativnimi séry.

Peptidova ELISA

Jednotlivé peptidy byly nafedény na pracovni koncentraci 20pg/ml uhli¢itanovym roztokem
pH9.6 a napipetovany v mnozstvi 100ul/jamku ELISA desticky. Navazovani peptidi a
probihalo pii teploté 4 °C ptes noc. Po promyti (3x PBS) byla desti¢ka blokovana 2 % BSA v
PBS. (1 h pii pokojové teplot¢), nasledné¢ byla desticka 3x promyta roztokem TwPBS.
Testované sérum bylo natedéno 1:50 roztokem TwPBS s 2 % BSA a napipetovano v mnozstvi
100pl/jamku. Inkubace séra probihala 1 h pii pokojové teploté a poté byla ELISA desticka 3x
promyta roztokem TwPBS. Konjugat (Anti-Pig IgG-Peroxidase) byl nafedén 1:30000 v roztoku
2 % BSA v TwPBS a aplikovan 100ul/jamku. Inkubace konjugétu probihala 1 h pfi pokojové
teploté. Po ukonceni inkubace probéhlo 3x promyti ELISA desticky roztokem TwPBS a
nasledné zavérecné promyti, které probéhlo 1x roztokem PBS. Vizualizace reakce byla

provedena inkubaci se substratem TMB-Complete (100ul/jamku, pii pokojové teploté 5-20
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min) a nasledné byla zastavena 100ul zastavovaciho roztoku a vysledky odecteny

spektrofotometricky na vinové délce 450nm.

Vysledky
Vysledky pepscan analyzy s ASFV pozitivnimi a negativnimi séry jsou zndzornény

v Tabulce 2.

Peptid¢. |1 (2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9(10|11|12]13

ASFV+ séra + | - + | - + |- - - -+ + - -

ASFV- séra - - - - - - - - - |+ + - -

Tabulka 2. Reaktivita syntetickych peptidli s kontrolnimi pozitivnimi i negativnimi séry.

Vysledky in-silico analyzy

Vysledky této analyzy jsou zndzornény na obrazcich 1. - 3.
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Obrazek 1. Predikce B-epitopti a porovnani s polohou sérologicky reaktivnich peptidii
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Obrazek 2. Predikce antigennich oblasti a porovnani s polohou sérologicky reaktivnich

peptidi
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Obrazek 3. Predikce hydrofilnich oblasti a porovnani s polohou sérologicky reaktivnich

peptida
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Identifikace a komparativni analyza vybranych geni prirozené imunity u celedi Felidae

Jan Futas®, Jana Bubenikova', Leona Vychodilova?, Petra Cerna?
Ustav genetiky*, Klinika chorob psii a kocek?,

Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

NK (natural killer) buiiky jsou vyznamnou subpopulaci lymfocyth s funkci v piirozené
imunité. Maji schopnost likvidovat virem infikované a nadorové builkky bez nutnosti piedchozi
sensitizace a secernuji mnozstvi piisobkl (napt. cytokini, chemokint) ovliviiyjicich aktivitu dalSich
bun¢k imunitniho systému [1]. Rozpoznavaji cilové buiiky pomoci Siroké Skaly aktivacnich nebo
inhibi¢nich receptord. Jednou ze skupin aktiva¢nich receptort jsou NCR (natural cytotoxicity
receptors), mezi které patii molekuly NKp46 (NCR1), NKp44 (NCR2) a NKp30 (NCR3). Jedna se o
transmembranové proteiny typu I nalezici do imunoglobulinové superrodiny. Skladaji se z jedné
(NCR2 a NCR3) nebo dvou extracelularnich ,,Ig-like” domén (NCR1), které jsou zodpovédné za
vazbu ligandi [2]. Jejich genetickd struktura a funkcnost se u piibuznych druhti savei muaze lisit
[3] a mohou byt exprimovany na povrchu také jinych bunék piirozené i adaptivni imunity [4]. Uloha
NK bunék u kocek byla dosud zkoumana jen v omezené mite [5] a z imunologického hlediska o jejich
receptorech a ptislusnych ligandech neni mnoho zndmo. Felinni infekéni peritonitida (FIP) ohrozuje
nejen domaci koc¢ky, ale i divoce Zijici nebo v zoo chované kockovité Selmy. Vzhledem ke své funkci
jsou ptitom geny pro NCR receptory prvnimi kandidaty pro studium genetické vnimavosti k FIP.

Material a metodika

Panel kockovitych (Felidae)
Celkem 38 archivnich vzorku periferni krve (skladovanych pii —20 °C) od rtiznych zastupcu ¢eledi
kockovitych bylo pouzito k izolaci genomové DNA pomoci kitu NucleoSpin® Blood (Machery-
Nagel). Byl tak vytvoten panel (viz. Tabulka 1) pokryvajici prevaznou vétSinu recentnich rodt \4
celedi (kromé& Catopuma, Pardofelis a Puma). Skupina Pantherinae (velké kocky) obsahovala tyto
druhy: levhart oblackovy, tygr (ussurijsky, sibifsky, malajsky, indo¢insky, sumatersky), levhart
mandzusky, jaguar americky, lev (africky, indicky). Skupina Felinae (malé kocky) obsahovala druhy:
karakal, serval, ocelot slani$tni, ocelot stromovy, rys (karpatsky, irkutsky), jaguarundi, gepard §tihly,

manul, kocka rybatska a kocka kratkoucha.

Identifikace a resekvenovani genti
V deseti publikovanych genomech kockovitych Selem byly vyhledany sekvence genit NCR1, NCR2
a NCR3 homologické geniim kocky domaci. Byly designovany specifické primery amplifikujici

17



celou sekvenci genu NCR1 (cca 5500 bp), NCR2 (cca 9600 bp), NCR3 (cca 5600 bp) a
komer¢né syntetizovany. Podminky PCR reakci byly optimalizovany. Specificita amplikonti byla
oveéfena pomoci komeréniho Sangerova sekvenovani. Néasledné byly PCR ziskany pozadované
amplikony od vSech jedinci v panelu (kontrola gelovou elektroforézou). Pro ucely masivné
paralelniho sekvenovani celého souboru amplikonii byla zmétena jejich koncentrace pomoci Qubit™
dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen) a byly ekvimolarné¢ smichany do knihoven, které byly pro
identifikaci nasledné¢ jednotlivé oznaceny indexy Nextera XT DNA Library Preparation Kit

(Illumina) a po piipraveé sekvencovany pomoci MiSeq Reagent Kit v2 na pfistroji MiSeq (Illumina).

Bioinformatick4 analyza

Sekvence kratkych ¢teni ziskané pomoci MiSeq byly opracovany a mapovany na piislusnou
referen¢ni sekvenci genu z genomu kocky domaci. Tato srovnani byla vizualizovana pomoci softwaru
IGViewer (v.2.6.2) a byla vytvofena konsenzudlni sekvence zvlast pro kazdy amplikon v programu
BioEdit (v.7.2.5) s pouZzitim bivalentnich [UPAC zkratek pro heterozygotni sekvence. Soubor
sekvenci pro dany gen (v¢etné referencni sekvence z ko¢ky domaci) byl nasledn¢ sefazen v BioEdit-
u a kodujici sekvence (CDS) byla extrahovdna na zakladé srovnani (Splign algoritmus, NCBI) s
modelem ko¢ici mRNA: XM 023246047.1 (NCR1), XM 003986182.2 (korigovan, NCR2) a
XM_003985976.4 (NCR3). Haplotypy u heterozygotnich jedincti byly rekonstruovany pomoci
algoritmu PHASE v programu DnaSP (v.5.10.01). Pro kazdy druh byl zjistén pocet jedinecnych
haplotypii CDS a tyto byly v BioEdit-u translatovany in silico do aminokyselinové sekvence
ptislusného proteinu. Proteinové sekvence byly navzajem porovnany, bylo spocteno mnozstvi
odlisnych variant proteinu (s minimalné jednou aminokyselinovou zdménou) a byla stanovena
frekvence aminokyselinovych zdmén v jednotlivych c¢astech proteinu v ramci celého panelu.
Imunoglobulinové domény receptort byly ur¢eny pomoci CDD Search (NCBI), transmembranové

domény byly vyhledany pomoci TMHMM Server (v.2.0).

Fylogeneticka a selek¢ni analyza

Fylogenetické vztahy mezi haplotypy CDS pro jednotlivé geny byly testovany pomoci programu
MEGA X (v.10.0.5). Nejprve byl vybran nejvhodnéjsi substitucni model, pak byl prvotni strom
odhadnut pomoci Neighbor-Join and BioNJ algorithmi a nasledné metodou Maximum Composite
Likelihood vybrana topologie stromu s nejvyssi pravdépodobnosti. Selekéni analyzy probihaly na
souboru vSech haplotypt, testovan byl rozdil mezi synonymnimi a nesynonymnimi substitucemi v

CDS pomoci Codon-based Z-test algoritmi v MEGA X.
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Vysledky
Piehled pocétu analyzovanych jedinci/sekvenci pro geny NCR1, NCR2, NCR3 a jejich proteiny je
znazornén v tabulce 1. Rozdil v poctu haplotypl a poctu variant proteinu pro individualni druhy
svédci o synonymnich substitucich, zatimco rozdily v celkovych poctech pro panel Felidae svédéi o

sdileni haplotypt/proteinovych variant mezi druhy.

pocet pocet haplotypli pocet variant
pocet | heterozygotii CDS CDS proteinu

druh jedinct [ NCR1| NCR2| NCR3| NCR1| NCR2| NCR3| NCR1| NCR2| NCR3
1. [Neofelis nebulosa 2 0 0 0 1 1 1 1 1 1
2. |Panthera tigris 13 1 0 0 4 1 1 3 1 1
3. |Panthera pardus 2 1 0 0 2 1 2 2 1 1
4. |Panthera onca 1 1 1 0 2 2 1 2 2 1
5. |Panthera leo 5 0 2 0 2 2 1 1 2 1
6. |Caracal caracal 1 1 1 0 2 2 1 2 1 1
7. |Leptailurus serval 1 0 1 1 1 2 2 1 2 1
8. |Leopardus geoffroyi 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1
9. |Leopardus tigrinus 3 1 1 2 2 2 2 *2 1 2
10. (Lynx lynx 3 0 1 0 1 2 1 1 2 1
11. |Herpailurus yagouaroundi 1 1 1 1 2 2 2 1 2 2
12. |Acinonyx jubatus 2 1 0 0 2 1 1 2 1 1
13. [Otocolobus manul 1 1 1 0 2 2 1 2 2 1
14. |Prionailurus viverrinus 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1
15. |Prionailurus bengalensis 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1

panel Felidae 38 8 9 4 25 23 16 22 21 12

Tabulka 1 Vysledky sekvenovani a bioinformatické analyzy panelu kockovitych

*- vCetné nefunkéni formy koédované alelou s pfed¢asnym stop kodonem; CDS — kodujici sekvence

Fylogeneticky strom pro kodujici sekvenci genu NCR2 je zndzornén na obrazku 1 a je, podobné jako
u NCR1, v souladu se zoologickou fylogenezi kocCkovitych. Naproti tomu CDS genu NCR3
neposkytla dostateCnou variabilitu k odhaleni evoluce v ramci skupiny malych kocek. Selekéni
analyza poukézala na purifikujici (negativni) selekci tohoto genu (p=0,01); pro NCR1 byla zjiSténa
mezni hodnota (p=0,05). Hodnoty frekvenci nesynonymnich substituci v tabulce 2 poukazuji na
rozdil mezi extracelularni a intracelularni ¢asti proteinu, a proto podrobna selekéni analyza (pomoci
PAML) bude provedena po verifikaci primarnich dat. V panelu Felidae jsme identifikovali

potencidlné funkéni geny pro vSechny aktivaéni receptory NCR u vSech testovanych druhfl.

transmembranova
protein extracelularni cast doména intracelularni ¢ast
NCR1 (NKp46) 9,02% 9,09% 18,75%
NCR2 (NKp44) 19,47% 18,18% 29,27%
NCR3 (NKp30) 6,52% 9,09% 10,00%

Tabulka 2 Frekvence aminokyselinovych zdmén v panelu kockovitych
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Obrazek 1.  Fylogeneticka analyza kodujicich sekvenci genu NCR2 identifikovanych v panelu

kockovitych ve vztahu k referen¢ni sekvenci ko¢ky domaci
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Stanoveni aktivity proteinu C u psu s dilataci a torzi Zaludku

Lucie Urbanova!, Andrea Necasova!, Laura Staiikoval, Alena Pompova?
Oddéleni chirurgie a ortopedie, Klinika chorob psit a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi,
Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno*
Magistersky studijni program — 5. rocnik, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterindarni a

farmaceuticka univerzita Brno®

Uvod

Syndrom dilatace a volvulu Zaludku (gastric dilatation and volvulus, GDV) je onemocnéni,
které¢ postihuje predevsim psy velkych a obfich plemen. Pficiny vzniku GDV se doposud
nepodaftilo pln€ objasnit. Pfi jiz nastalém onemocnéni GDV jsou pouze dvé moznosti feSeni —
chirurgicky zakrok nebo eutandzie pacienta. Vzhledem k akutnosti a zdvaznosti stavu pacienti
s GDV a radikalnosti rozhodnuti o terapii je kazdy prognosticky udaj ptinosem.

Protein C (PC), jeden z Gcastnikli koagulaéni kaskady, je prekurzor vitamin-K-dependentni
serinové proteazy aktivované¢ho PC, ktery ma v organismu antitromboticky, profibrinolyticky
a protizanétlivy uginek.! U lidi je PC povazovan za negativni protein akutni fize?a za negativni
prognosticky faktor u pacienti se sepsi.? Také ve veterinarni medicing bylo prokazano snizeni
koncentrace PC u pacientli s diseminovanou intravaskularni koagulopatii (DIC).* Stejné jako
u lidi je i u psti v sepsi nizk4 aktivita PC povazovana za negativni prognosticky faktor.® JelikoZ
jeupacientti s GDV vysoké riziko rozvoje DIC a septického stavu, mohlo by stanoveni aktivity
PC u téchto pacientl predstavovat cenny prognosticky marker. Cilem této prace bylo zhodnotit
roli PC jako prognostického markeru u pacientti

s GDV a najit vztah mezi snizenou aktivitou PC a mortalitou pacientti s GDV, délkou trvani
GDV, stupném torze zaludku, vyskytem nekrézy zaludku, nutnosti provedeni splenektomie a

vznikem DIC.

Material a metodika
Do studie byli zahrnuti pacienti Kliniky chorob pst a kocek, Fakulty veterinarniho 1€katstvi,
Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno s GDV, u nichz bylo provedeno chirurgické
feSeni stavu. Byly zaznamenéany nasledujici idaje: délka trvani GDV pied piredvedenim na
kliniku, stupeil torze zaludku, vyskyt nekrézy zalude¢ni stény, provedeni splenektomie a

mortalita.
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Odbéry krve u sledovanych pacienti probihaly v ramci rutinniho ptfedoperacniho a
pooperacniho vySetieni, a to v ¢asech: TO = do pil hodiny pfed operaci, T1 = 1. den po operaci,
T2 = 2. den po operaci. Byly hodnoceny nasledujici parametry: funk¢ni aktivita proteinu C
(PC), protrombinovy cas (PT), aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (APTT), trombinovy
¢as (TT), hladina fibrinogenu (FIB), D-dimery (DD) a pocet trombocyt. Ve stanovenych
¢asech byl provadén odbér krve do zkumavek s citritem a EDTA. Vzorky

s EDTA krvi byly ur¢ené pro stanoveni mnozstvi trombocytti bud’to do 1 hodiny po odbéru
nebo po skladovani pii 4°C, nejpozdéji do 12 hodin od odbéru. Vzorky s citratovou krvi byly
do 1 hodiny po odbéru odstfedény (5100 otacek po dobu 15 minut) a plasma byla pouzita pro
stanoveni PC, PT, APTT, TT, FIB a DD. Citratova plasma ke stanoveni PC byla zamrazena
pfi -80°C az do jejiho stanoveni, s maximalni dobou skladovani 6 mé&sicti. Stanoveni PT,
APTT, TT, FIB a DD z citratové plasmy probihalo bud’to do 1 hodiny od odbéru, a nebo po
zmrazeni vzorku pti -20°C/-80°C, nejpozdéji do 3 dni od odbéru.

Pacienti byli hodnoceni jako pacienti s DIC v piipadé, Ze se u nich vyskytly minimalné 3 z
nasledujicich odchylek: trombocytopenie, prodlouzeny PT, prodlouzeny APTT, sniZzena
koncentrace fibrinogenu, zvysena koncentraci D-dimerd.

Bylo provedeno statistické zhodnoceni nashromazdénych dat, hladina statistické vyznamnosti

byla 5 % (p<0,05).

Vysledky
Do studie bylo zafazeno celkem 26 pacienttl, z toho 14 fen a 12 psti. Z 16 riznych plemen
byli nejcastéji zastoupeni némecky ovéak (23,08 %) a velky Svycarsky salasnicky pes (11,54
%). Priimérna hmotnost pacientl byla 41,68 kg (SD 9,85) a primérny vek 8,21 let (SD 2,52).
Béhem sledovani uhynulo 5 z 26 pacientii (19,23 %). Dva pacienti uhynuli v pribéhu
chirurgického zékroku, dal$i 3 pacienti uhynuli béhem pooperacni hospitalizace. Aktivitu
proteinu C ve sledovanych Casech znazoriiuje Graf 1. Nebyl prokézan vztah mezi mortalitou
pacientll a plemenem, pohlavim nebo vékem. Vliv vyskytu nekrozy zaludku na mortalitu
pacienta nebyl statisticky prokdzan, presto pii analyze logistickou regresi bylo zjisténo, ze
vyskyt nekrézy zaludku u pacientti s GDV 11x zvySuje riziko thynu (Graf 2).
Vztah mezi sniZenou aktivitou PC a mortalitou pacienti s GDV nebyl prokazan v ¢ase TO, T1
ani T2, pfesto vSichni pacienti, kteti uhynuli béhem hospitalizace, patfili do skupiny pacienti
se snizenou aktivitou PC v Case T1 (Graf 3). Nebyl prokazan vztah mezi snizenou aktivitou PC
a délkou trvani GDV, stupném torze Zaludku, nekrézou zaludku a splenektomii. Déle nebyl

prokéazan vztah mezi snizenou aktivitou PC pted operaci a vznikem DIC ¢ase TO, T1 a
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T2. Byla prokéazana statistickd vyznamnost mezi vyskytem DIC v ¢ase T2 a mortalitou

pacientd.

Graf 1: Aktivita proteinu C ve sledovanych ¢asech.
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Graf 2: Vliv vyskytu nekrozy Zaludku na mortalitu

(asociac¢ni tabulka). Graf 3: Vliv aktivity proteinu C (PC) na
mortalitu.
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Zavér
Prognostické faktory u pacientli s GDV jsou predmétem cetnych studii, jako ptiklad mizeme
uvést hodnoceni C-reaktivniho proteinu (CRP), high mobility group box 1 (HMGB1), laktatu,

parametrl  acidobazické rovnovdhy, nebo myoglobinu.®!

Nalezeni  spolehlivého
prognostického faktoru, ktery by usnadnil rozhodovani ohledné ptinosu chirurgické terapie u
konkrétniho pacienta se dosud nepodafilo. Prozatim nejpfinosnéjSim parametrem
stanovovanym u pacientll s GDV pied operaci je koncentrace laktatu v krvi, nicméné ani tento
parametr nema 100 % prediktivni hodnotu.”®° Ani ndm se v nasi studii nepodaiilo prokazat

roli aktivity PC jako prognostického faktoru mortality u téchto pacientd, stejné tak se
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nepodafiilo prokazat vztah mezi aktivitou PC a zévaznosti GDV (délka trvani, stupen torze

zaludku, nekréza zaludku, splenektomie). Presto se ukézalo, ze vSichni pacienti, kteti uhynuli

béhem hospitalizace, patfili do skupiny pacientl se snizenou aktivitou PC v ¢ase T1 (prvni den

po operaci). Podobné vysledky zaznamenali také Verschoof a kol. (2015). Prestoze se nezda

pravdépodobné, ze by PC ptedstavoval vhodny predoperacni prognosticky marker u pacientii

s GDV, dosavadni vysledky poukazuji na to, Ze jeho snizena aktivita mé vliv na pooperacni

prezivani pacienti. Do budoucna by proto bylo vhodné zhodnotit tento parametr na vétSim

souboru pacienttl.
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Srovnani trachealni, jicnové a rektalni teploty pii spontanni a umélé ventilaci u psia
Lukas Novak, Petr Rauser, Jana Burova, Laura Stankova, Michal Rado
Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterindarniho lékarstvi,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Hypotermie je nejCastéjsi perianestetickd komplikace. Vyskytuje se az u 85 % pacientli v celkové
anestezii (1). V humanni medicin€ hypotermie souvisi s vy$$im rizikem pooperacni infekce, vys$§imi
krevnimi ztratami béhem chirurgického zakroku, vys$S$im vyskytem kardiovaskuldrnich komplikaci a
prodlouzenou dobou zotaveni (2). Fyziologicky rozsah teploty psa je 37,8 - 39,2 °C (3). Podchlazeni
nastava, kdyz tepelné ztraty prevysuji produkci tepla. Primarni hypotermie je pfi normalni tepelné
produkci zplisobena vystavenim zvifete pisobeni chladu, sekundarni hypotermie mtize byt vyvolana
anestetiky nebo systémovym onemocnénim (4). K sekundarni hypotermii proto mtize dochazet i v
relativné teplém prostiedi.
Pti inhalacni anestezii dochazi ke ztraté télesného tepla zejména v dusledku konvekce a evaporace
(4). Bylo zjisténo (5), Ze plicni ochranna ventilace u lidi nema vyhodu v zachovani teploty pacienta
ve srovnani s konvenéni ventilaci. Bylo popsano (6), Ze samotné pouziti vymeénikt tepla a vlhkosti
nemilze zabranit rozvoji hypotermie. V soucasné dobé vSak neni vliv mechanické ventilace na
télesnou teplotu u psti dostate¢né popsan.
Teplota méfend v jicnu a v konecniku jsou povazovany za standard pro stanoveni teploty tcla.
Pradusnice je také uvadéna jako spolehlivé misto pro méfeni teploty télesného jadra (7).
Cilem této prospektivni studie bylo zjistit 60minutové G¢inky mechanické ventilace na vybrané
télesné teploty u dospélych zdravych pst. Piedpokladalo se, ze mechanickd ventilace zpusobi

vyrazngj$i pokles télesné teploty ve srovnani se spontannim dychanim.

Material a metodika
Do studie bylo zatazeno 40 dospélych pst. VSichni psi byli klinicky zdravi, ve véku 1 — 10 let a
hmotnosti 10 — 30 kg. Projekt byl proveden formou randomizované "dvojité slepé" studie. Svym
rozsahem nepiekracoval bézné provadéné vykony a méteni, proto nebyl vyzadovan projekt pokusu.
Psi byli ndhodné rozdéleni do dvou skupin, Psi v 1. skupiné (SPO, n = 20) spontanné dychali, psi ve
druhé skupiné¢ (MEC, n = 20) byli mechanicky ventilovani. Anestézie zahrnovala premedikaci
medetomidinem (Domitor, Orion Pharma, Finland) 0.01 mg kg s butorfanolem (Butomidor,

Vetoquinol) 0.2 mg kg?, indukci propofolem (Propofol 1%, Fresenius Kabi) 1 — 2 mgkgta
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udrzovani isofluranem (Forane, Baxter,) ve smési kysliku se vzduchem. Tracheélni (T-tra), jicnova
(T-eso) a rektalni (T-rec) teplota, teplota vdechovaného plynu (T-gas) a okolni pokojova teplota (T-
room), frekvence dychani (fr), srde¢ni frekvence (HR), stfedni arterialni tlak (MAP) a endexspiracni
koncentrace CO, (PECO;) byly méfeny bezprostfedné po piipojeni psa k okruhovému dychacimu
systému anesteziologického pfistroje — vychozi hodnota (baseline) a nasledné¢ v 10-minutovych
intervalech po dobu 60 minut (T10 — T60). Psi ze skupiny SPO dychali spontanné, psi ze skupiny
MEC byli mechanicky ventilovani (PIP 12 cm H20, PEEP 2 cm Hz0, fr pro udrzeni normokapnie 35
— 40 mm Hg). Data byla statisticky hodnocena analyzou rozptylu (ANOVA) a Dunnettovym testem
(P < 0,05).

Vysledky
Hodnoty teplot namétfené v jednotlivych ¢asech jsou uvedeny v tabulce 1. Oproti vychozim hodnotdm
byla ve skupin¢ SPO signifikantné nizsi T-tra po 30, 40, 50 a 60 minutach, T-eso a T-rec po 40, 50 a
60 minutach. Oproti vychozim hodnotam byla ve skupiné MEC T-tra a T-eso signifikantn¢ nizsi po
30, 40, 50 a 60 minutach, T-rec po 40, 50 a 60 minutach. Ve skupiné SPO byl fr ve vSech sledovanych
Casech signifikantn€ nizsi a PECO;z vyssi v 10, 20, 30, 40 a 50 minutach ve srovnani se skupinou

MEC. Zadny jiny signifikantni rozdil mezi sledovanymi skupinami ani uvnitf nich nebyl zjistén.

Tabulka 1 Zmény teploty trachealni (T-tra), jicnové (T-eso), rektalni (T-rec), vdechovaného plynu
(T-gas) a okolni teploty (T-room) (primér + smérodatna odchylka) u psi dychajicich spontanné

(skupina SPO) nebo u psii ventilovanych mechanicky (skupina MEC)

Teplota

Baseline T10 T20 T30 T40 TS50 T60

T-tra 37.5+05 374+£05 373+06 37.0+05 36.6+0.6* 365+0.6* 363+0.5*%

T-eso  387+05 388+0.5 385+04 381+05*% 378+0.5* 37.5+0.6* 37.3+0.6*

i * * *
Slélf.%na T-rec 385+05 384+04 383+05 38.0+£04 37.7+06* 375+0.6* 373x+0.6
T-gas 224+14 225+13 227+15 228+15 229+15 231+1.6 23115

T-room 21.2+05 21.2+06 21.1+£04 21.2+05 213+£05 21.2+05 21.3£0.6

T-tra 37.7+£0.5 37.6£0.5 374+0.6 37.1+0.6* 37.1+0.7% 36.8+0.6* 36.7+0.6*
T-eso 38.8+04 388.£0.5 38.5+0.5 382+0.5* 38.0+x0.5*%* 37.7+0.6* 37.6+0.6*
SK}]JEQa T-rec 38.6+0.5 38.6 0.5 384+0.5 382+0.6 380+0.5* 37.8+0.6* 37.6+0.6%
T-gas 225+16 226+16 227+16 228+16 23.0x16 23.1+1.7 232+1.7
T-room 21.1+0.5 213+04 213+05 212+04 212+05 213+05 21.1+04

v
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Zavér
B&hem anestézie medetomidin — butorfanol — propofol — isofluran u pstt dochazi ke srovnatelnému
poklesu télesné teploty od 30. minuty bez ohledu na to, zda psi dychaji spontann¢ nebo jsou

ventilovani mechanicky.
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Uvod

Dilata¢ni kardiomyopatie (DCM) je druhé nejcastéjsi srdeCni onemocnéni psi, které je specifické
zejména pro velkd aZ obii plemena pst, jako jsou napf. boxer, dobrman, némecka doga a dalsi.!
Zjistili jsme, Ze timto onemocnénim trpi 1 plemeno vymarsky ohat. Z tohoto divodu je dalezité
pokraCovani ve sledovani téchto pacientii do budoucna a wurceni ,cutt off wvalue”
echokardiografickych hodnot a vyznam stanoveni srde¢nich hormoni (Troponin I a NTproBNP)
pro preklinickou DCM. U dobrmanti byl srdecni marker NTproBNP vyssi u pacientti s DCM, nebo
u pacienti u kterych se v pribéhu 1,5 rokt vyvinula DCM. Senzitivita byla 90% a specificita 75%.
Pii echokardiografickych zmé&nach mél tento marker specificitu 90,4%. * Troponin I ma u
dobrmanti senzitivitu 81,2 % a specificitu 73,2% pro diagnostiku okultni formy DCM. 3
Opakovanym vySetfenim pacientli plemene vymarsky ohat bychom mohli stanovit referen¢ni
echokardiografické hodnoty pro toto plemeno, které nebyly doposud publikovany. Dale bude
zasilana krev na zjisténi genu pro DCM u tohoto plemene. V dnesni dob¢ je znam gen pro rozvoj

DCM pouze u dobrmanti a boxert. %5

Material a metodika

Do studie byli zafazeni pouze psi plemene vymarsky ohat, kteti pfichazeji cilené na nase
pracovisté za ucelem vybranych vySetfeni. Do studie byli zahrnuti klinicky zdravi i nemocni psi
bez rozdilu pohlavi a véku. Do studie byli zatfazeni i pacienti, pfichazejici na kontrolni vySetfeni.
Vsichni pacienti byli klinicky vySetfeni a bylo provedeno elektrokardiografické vySetteni pomoci
programu SEIVA EKG Praktik Veterinary a echokardiografické vysetieni na ptistroji ALOKA 7
mikrokonvexni sondou 2,5 - 5 MHz. U pacientd s vyskytem arytmii béhem EKG vySetfeni se
pokracovalo v Holterovském vySetfeni. U vSech pacientl bylo provedeno kompletni

hematologické a biochemické vysetieni krve (CB, albumin, urea, kreatinin, ALT, AST, ALP,
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GGT, bilirubin, glukoéza, Na, K, P, Cl, Ca, Mg) v klinické laboratofi pro mala zvifata VFU. Krev
byla odebrana lege artis z v. jugularis externa v mnozstvi 10ml. Dale byly stanoveny hormony
srdecniho poskozeni a funk¢nosti (troponin I a NTproBNP) v laboratoii IDEXX. Vzorek krve byl
odeslan do laboratofe Genrex pro vyvoj genetického testu DCM pro vymarské ohatfe. Na vyvoji
genetického testu pracuje RNDr. Jiti Cerny, Ph.D, ve spolupraci s doc. Adam Boyka, Ph.D z
Cornell University a prof. Laurie Connell, Ph.D z University of Maine. VSechna vysetfeni a odbér
krve byly provedeny u zvifat s pisemnym informovanym souhlasem majitelli. Pro stanoveni
diagnézy preklinickd DCM byla pouzita doporuceni dle studie Wess G. et al. (2017) European
Society of Veterinary Cardiology screening guidelines for dilated cardiomyopathy in Doberman

Pinschers.

Vysledky

Do klinické studie bylo zatazeno celkoveé 144 psu a z toho 136 psti plemene vymarsky ohat
kratkosrsty (VOK) a 8 pst plemene vymarsky ohai dlouhosrsty (VOD). Zastoupeno bylo 77
nekastrovanych samic, 59 nekastrovanych samcti. Z plemene VOD byly zastoupeny 6

nekastrované samice a 2 nekastrovani samci.
Primérny vek pacienti byl 5,06 let (SD 2,19). Priimérna vaha psii byla 34,07 kg (SD 4,39).

Z celkového poctu 136 VOK bylo 122 zdravych jedincii (89,7 %), z toho 70 nekastrovanych
fen (57,3 %) a 52 nekastrovanych pst (42,7 %).

V souboru plemene VOK byla zjisténa preklinicka forma DCM u 13 psii (9,55 %), z toho bylo
zastoupeno 6 nekastrovanych pst a 7 nekastrovanych fen; arytmogenni forma DCM se prokazala

u 1 nekastrovaného samce (0,7%).

Celkovy pocet vysetfenych jedinc z plemene VOD bylo 8. V této skupiné pacienti byla
diagnostikovana pouze jedna preklinickd DCM u nekastrované feny (12,5 %) a jedna arytmogenni
forma DCM u nekastrované feny (12,5 %). Ostatni jedinci, 4 nekastrované feny (50

%) a 2 nekastrovani psi (25 %) byli zdravi.

U vsech pacientit bylo provedeno hematologické a biochemické vySetieni krvi a stanoveni
srdenich markerd — troponiny a natriuretické peptidy. Senzitivita stanoveni troponinti pro
preklinickou DCM byla v nasi klinické studii 38,46 % a specificita 96,43 %. Senzitivita stanoveni
natriuretickych peptidi NtproBNP pro preklinickou DCM byla v nasi studii 15,38% a specificita
96,43%. Kompletnim vySettenim krvi (hematologie, biochemie), bylo vylou€eno jiné metabolické

a organové onemocnéni, které by mohly ovlivnit hodnoty srde¢nich markert.
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Zavér

Pfinosem této prace je zjisténi vyskytu preklinické DCM u vymarskych ohatt, zjisténi prevalence
tohoto onemocnéni a rozsifeni informace o vyskytu preklinické DCM u VOK mezi majitele a
chovatele vymarskych ohaii. Dle dosazenych vysledkii je doporucovano vySetfovat chovné

jedince kazdy rok, bez ohledu na vyskyt klinickych ptiznak.

Primérny v&k detekce okultni DCM u dobrmanii je 5-7 let, ale u n¢kterych jedinct je DCM
diagnostikovano diive, okolo 2. roku zivota. ® Primérny vék u nasich pacient byl 5,06 let (SD
2,19).

DalSim pokracovanim je zjisténi mozného genu zodpovédného za DCM u tohoto plemene.

V tento okamzik neni gen zjistén.

U vsech pacientli bylo provedeno hematologické a biochemické vysetieni krvi a stanoveni
srdecnich markertt — troponiny a natriuretické peptidy. Senzitivita stanoveni troponini pro
preklinickou DCM byla v nasi klinické studii 38,46 % a specificita 96,43 %. Senzitivita stanoveni
natriuretickych peptidit NtproBNP pro preklinickou DCM byla v nasi studii 15,38% a specificita
96,43%. Kompletnim vySetfenim krvi (hematologie, biochemie), bylo vylou€eno jiné metabolické

a organové onemocnéni, které by mohly ovlivnit hodnoty srde¢nich markert.

V této studii nebylo prokazano stanoveni srdecnich markerti (Troponin I a NTproBNP) jako
statisticky vyznamné v diagnostice okultni DCM. Echokardiografie stale pfedstavuje nejlepsi

metodu pro diagnostiku preklinické DCM. "8

Prognosticky piinos stanoveni srdec¢nich markerd prozatim neni znam, jelikoz ve studii byl maly
pocet jedincu s preklinickou DCM, u nichz bylo provedeno opakované kardiologické vySetieni a

stanoveni srde¢nich markera.

Opakovanym vySetfenim pacientl plemene vymarsky ohai bychom mohli stanovit referen¢ni

echokardiografické hodnoty pro toto plemeno, které nebyly doposud publikovany.
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Uvod

Trombocytarni indexy - MPV (stfedni objem trombocytu), PDW (distribu¢ni Site
trombocytl), PCT (destickovy hematokrit) a PLCR (pomér velkych krevnich desti¢ek) charakterizuji
populaci trombocytii vyrazné komplexné€ji nez pouze celkovy pocet trombocytii (PLT). Aktivace
desticek a vyplaveni velkych nezralych trombocyti do periferni krve je provazeno zvysSenymi
hodnotami PDW, MPV a PCT, pficemz hodnota PLT muze zlstat nezménéna. Tyto nezralé
trombocyty, které na zakladé stanoveni pouze celkového poctu desti¢ek nelze selektovat, maji vetsi
plochu pro receptory, obsahuji vét§i mnozstvi granul, a proto jsou snadnéji aktivovany, coZ nasledné
vede k rozvoji prokoagulacniho stavu. Aktivace trombocyti je vSak do urcité miry obrannym
mechanizmem, kdy u pacientl s trombocytopenii nedochdzi k projeviim koagulopatie diky zachovani
objemu trombocytarni masy kompenzujici snizeny pocet vétSim objemem desticek. O zvySené
schopnosti trombocytl agregovat informuji vysledky agregometrického vySetieni trombocytt. U
pacientil se syndromem systémové zdnétové odpovédi je predpoklad zvySené agregace trombocytl v
ndvaznosti na jejich masivni aktivaci v reakci na zanét?.

ZvySena koncentrace degradacnich produktli fibrinolyzy (D-dimert) je vysoce citlivym
parametrem pro detekci trombotickych komplikaci, které se mohou rozvinout u kazdého pacienta se
systémovou zanétovou odpovédi (SIRS). V huméanni mediciné byl opakované prokazan prognosticky
vyznam kinetiky trombocytarnich indexii u pacient se SIRS zejména v souvislosti s rozvojem
sepse?3. Dynamice trombocytarnich indexi ve veterindrni medicingé byla vénovana pouze
experimentalni studie na psim modelu endotoxémie®. Asociace zmén trombocytarnich indexi s
mortalitou byla zji§téna v retrospektivni studii na pacientech se septickou peritonitidou®.

Dynamika zmén trombocytarnich indexii nebyla pfedmétem zadné prospektivni veterinarni
studie. Ve veterindrni mediciné rovnéZz nebyla sledovana souvislost mezi aktivaci trombocytd s
vyuzitim trombocytarnich indexi a rozvojem trombotickych komplikaci (fibrinolyzy). Korelace
zmén trombocytarnich indexd s koncentraci D-dimerd a vysledky agregometrického vySetieni
trombocytt by tak mohla piispét k objasnéni patogeneze trombotickych komplikaci u pacientt se
SIRS a soucasné¢ mit potencial prognostického markeru dostupného rutinnim hematologickym

vySetienim.
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Material a metodika

Projekt byl zaméfen na hodnoceni trombocytarni aktivity u akutnich pacientti se syndromem
systémové zanétové odpoveédi. Soubor zahrnoval psy s pyometrou, syndromem GDV a septickou
peritonitidou, hospitalizované na Klinice chorob psti a koc¢ek pii VFU Brno. U téchto pacientl byla
odebrana krev pro hematologické (EDTA), hemostazeologické (citrat)® a agregometrické vysetfeni
(heparin) v nasledujicich intervalech:

A. pied operaci
B. 6 —10 hodin po operaci
C. 18— 22 hodin po operaci

V ramci hematologického vySetfeni byly bezprostiedné po odbéru stanoveny trombocytarni
indexy (PLT, MPV, PDW, PCT a PLCR) s vyuzitim fluorescen¢ni prutokové cytometrie (Sysmex
XT - 20001V, Sysmex) a byl zhotoven krevni natér pro mikroskopické vysetieni. Vzorky odebrané
na citrat byly centrifugovany a ziskand plazma byla zmrazena pfi teploté -20°C, max. pod dobu 1
meésice. Z citraitové plazmy byly nasledné stanoveny koncentrace D-dimeriti (STA Satellite Max,
STAGO). Heparinovd krev byla vyuzita pro agregometrické vySetieni, které bylo provedeno
prostiednictvim multipni elektrodové agregometrie (ADP test, Multiplate, Roche Diagnostics)
nejpozdéji do 3 hodin od odbéru.

U pacienti s pyometrou byla pfitomnost bakteridlni infekce detekovana na zakladé
cytologického vysetieni stéru z délozni sliznice po provedené hysterektomii. Diagndza syndromu
dilatace a torze zaludku (GDV) byla potvrzena na zdkladé RTG vySetfeni dutiny bfisni a operacniho
nalezu. Septické peritonitida byla identifikovana na zéklad¢ cytologického prikazu intraceluldrnich
bakterii v peritonealni efuzi a konfirmovana pfi chirurgické revizi dutiny bfisni. U vSech pacienti byl
zaroven monitorovan vyvoj jejich celkového zdravotniho stavu. Klinicky relevantni zmény - zména
barvy sliznic, horecka, hypotermie, tachykardie, bradykardie, tachypnoe/hyperventilace, krvacivé
stavy byly vyuzity jako diagnosticka kritéria pro rozvoj SIRS, resp. sepse.

Zjisténé odchylky analyzovanych parametri byly zaznamenany a statisticky zpracovany.
Hematologické a hemostazeologické vySetteni krve bylo provedeno v Klinické laboratofi pro mala
zvitata VFU Brno. Agregometrické vySetfeni bylo provedeno v laboratofi oddéleni klinické

hematologie ve Fakultni nemocnici u sv. Anny v Brn¢.
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Vysledky

Do studie bylo zahrnuto celkem 18 pacienti (5 psii, 13 fen, median 8,5 roku), z toho 10
pacientii se syndromem GDV, 7 s pyometrou a 1 pacient se septickou peritonitidou. PtezivSich
pacientl bylo 14, 2 pacienti s pyometrou uhynuli béhem hospitalizace do 10 hodin od chirurgického
zakroku, u zbyvajicich 2 pst (1 pacient s GDV, 1 se septickou peritonitidou) bylo pfistoupeno k
eutanazii z divodu infaustni prognézy. U nékterych jedincii nebylo mozné provést vSechny 3 odbéry
krve, a to z divodu vyrazné agresivity, pfip. nutnosti dfivéjSiho propuSténi do domaci péce.
Odebranych vzorkl bylo celkem 41.

V namétenych hodnotach trombocytarnich indexti nebyly mezi jednotlivymi skupinami
(GDV a pyometra) a jednotlivymi odbéry (A, B, C) pozorovany statisticky vyznamné rozdily, avSak
u 5 pacientli (5 krat odbér A, 3 krat odbér B a 1 krat odbér C), byla pfi hematologické analyze
zaznamenana chybova hlaska ,,abnormalni distribuce trombocyti*. U téchto pacientli byly soucasné
zjiStény vysoké hodnoty v agregometrickém vysetfeni a také v koncentraci D-dimert. Lze tedy
predpokladat, Ze divodem pro nevydani hodnot trombocytadrnich indexi analyzatorem jsou
vyznamné zmény v jejich agregacni aktivité odrazejici protromboticky stav. Ze vSech pacienti s
chybovou hlaskou neptezil 1 pacient s pyometrou.

Medianova hodnota D-dimeri (v odbérech A a B) u neptezivsich pacientl (1,3 pg/ml) byla
4,3krat vyssi, nez u pacientll, kteti prezili (0,3 pg/ml). Vzhledem k tomu, Ze zvySené koncentrace D-
dimeri jsou indikatorem trombotickych stavi, odpovidaji vysledky moznému rozvoji trombotickych
komplikaci. Vyss§i aktivaci trombocytli a s ni souvisejici tendenci k tromboze nasvédcuji také
vysledky agregometrického vySetteni. U prezivsich pacientli byla v odbéru A (pied operaci) hodnota
medianu 217,0 AU/min, ptfi¢emz hodnoty ziskané z odbért B, resp. C vykazovaly klesajici tendenci
(72 AU/min, resp. 58 AU/min). Pacienti s vy$§imi hodnotami vysledkli agregometrického testu
vykazuji neuplnou, resp. nevykazuji zddnou inhibici trombocytli pod vlivem ADP, proto je u nich
vys$i riziko arteridlniho tromboembolismu. U nepfezivsich pacientd nelze shodnotit dynamiku
agregometrického vySetieni, jelikoz pacienti uhynuli dfiv, nez byly provedeny odbéry B a C.

Mikroskopickym vySetfenim krevnich natérti byla potvrzena piitomnost trombocytopenie
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Uvod

Neonatalni sepse je jednou z hlavnich pfic¢in morbidity a mortality novorozenych htibat. Rychlé a
pfesné stanoveni puvodce onemocnéni a moznost cilené antibiotické terapie vyrazné zvySuje
pravdépodobnost rychlého a uspésného zvladnuti septického stavu. Mikrobiologickd kultivace
patogent z krve hiibéte je dodnes povazovéana za zlaty standard pro stanoveni definitivni diagndzy
neonatalni sepse. Podstatnou nevyhodou této metody je vSak jeji ¢asové prodleni, nebot’ vysledky
hemokultivace byvaji dostupné minimalné za 5 dni od doruceni vzorku do laboratofe a antibioticka
terapie je proto u kritickych pacientll pouze empirickd, nikoliv kauzalni. PCR detekce patogenil je
rychla a vysoce senzitivni metoda a vysledky jsou dostupné od 6 do 24 hodin po doruceni vzorki do

laboratofe.

Multiplex-PCR je technika molekularni biologie, ktera je v posledni dobé predmétem zajmu v
humanni i veterinarni medicing. V jednom multiplex PCR testu miize byt s pouzitim vice part
primert v reakéni smési amplifikovana vice, neZ jedna cilova sekvence DNA/ RNA. V ramci jediné
reakce je tedy mozné kvantifikovat vice potencidlnich patogent, vcetn€ virovych, bakteridlnich a
fungalnich agens. Z vysledka kultivacnich vysetfeni septickych hiibat (Hytychova et al. 2015, Witt
et al.2020) a vysledkt kultivace pandetekce bakterii Sangerovou metodou bude sestaven panel
nejcastéjSich patogent zpusobujicich neonatalni sepsi, septickou artritidu, prijmové a respiracni

onemocnéni sajicich hiibat.

V pitedchozim roce bylo na Klinice chorob koni a na Veterinarni klinice Hefmantv Méstec vySetifeno
celkem 46 hiibat, z toho u 15 bylo na zaklad¢ stanoveni septického skére (Wong et al. 2018)
vysloveno podezieni na probihajici neonatalni sepsi. U téchto hiibat bylo provedeno kultiva¢ni
vysetieni krve a zaroven pandetekce bakterii z krve metodou PCR amplifikaci 16S rDNA s

naslednym ptimym sekvenovanim. U sedmi hiibat byla zaroven vysetfena synovialni tekutina.

Cilem projektu je pokracovat v porovnani spektra patogenii zachycenych metodou mikrobiologické
kultivace a kvantitativni PCR pandetekce v synovidlni tekutin€ a krvi u htibat trpicich neonatalni
sepsi a dale sestavit nové multiplex real-time PCR eseje pro detekci nejcastéjsich patogentd v krvi,

synovialni tekutin€, trachealnim vyplasku a trusu sajicich hiibat.
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Cile:

1 Vyhodnotit rozdily hemokultivace a PCR detekce patogent v krvi hiibat s neonatalni sepsi a
synovialni tekutiné hiibat s podezienim na septickou synovitidu/artritidu.

2 Na zéklad¢ té€chto vysledkli v kombinaci s vysledky publikovanymi v odborné literatuie sestavit
multiplex real-time PCR eseje pro detekci ptivodce neonatalni sepse, septické artritidy a prijmovych

a respiracnich onemocnéni sajicich hiibat.
Material a metodika

Resitelsky tym vysetiil 32 hifbat mladsich tiiceti dni pfijatych na Kliniku chorob koni Brno, nebo
Veterinarni kliniku Hefmaniv Méstec. U vSech hiibat byla odebrana detailni anamnéza. Hiibata s
podezienim na neonatélni sepsi byla dale klinicky, paraklinicky a laboratorné€ vysetfena (hematologie,
biochemie, hladina imunoglobulinti G). Na zaklad¢ vysledkl vySetieni byla hiibéti pridélena hodnota
septického skore dle modifikovaného systému hodnoceni dle Wonga et al. (2018). Do studie byla
zahrnuta hiibata s vysledkem septického skore nad 10 bodl a dale hiibata kulhajici, nebo s otokem

koncetinovych kloubti netraumatického ptvodu.
Odbér vzorkl

U hiibat se stanovenym septickym skore nad 10 bodt bylo z v. jugularis steriln¢ odebrano 20 ml krve
pro hemokultivaci a PCR pandetekci patogent. 10 ml krve na hemokultivaci bylo umisténo do
kultivacniho média pro aeroby a anaeroby a posléze bylo vysetieno ve veterinarni laboratoti Laboklin
GMBH Co.&KG, kde dle standartnich laboratornich metod probihala izolace bakterii, jejich
identifikace a kvantifikace. Vzorek pIné krve pro detekci PCR byl vysetien v Tilia Laboratories s.r.o.
Izolace DNA z plné krve byla provedena kitem NucleoSpin Blood DNA (Machery-Nagel). Separaci
a identifikaci fragmenti DNA ziskanych pomoci PCR jsme provedli gelovou elektroforézou, po které
nasledovala extrakce DNA z gelu kitem Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech
Ltd.). Byla provedena PCR amplifikace 16S rDNA s naslednym pifimym sekvenovanim PCR
produkti na kapilarnim sekvenatoru ABI3500. Vysledky byly porovnany se znamymi sekvencemi v

databazi Gen Bank.

U hiibat s otokem kloubu/kloubti byl sterilné¢ perkutanni aseptickou punkci odebran vzorek
synovialni tekutiny (2-10 ml, dle velikosti kloubu). VVzorek synovie pro mikrobiologickou kultivaci i
PCR detekcei byl uchovan ve sterilni zkumavce. Kultivace byla provedena v laboratoti Laboklin, PCR

detekce poté v laboratofi Tilia Laboratories S.r.0.
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Vysledky:

Na Klinice chorob koni a Veterinarni klinice Hefmantuv Méstec bylo celkem vySetieno 9 hiibat

s klinickymi ptiznaky akutné probihajici sepse, z toho 2 hiibata (22%) vykazujici pfiznaky artritidy
/synovitidy nasledkem hematologického rozsevu infekce. U téchto hiibat bylo odebrano celkem 9
vzorkli krve na hemokultivaci a dale stanoveni kauzalniho patogena pomoci kvalitativni PCR
pandetekce. U dvou hiibat s podezienim na septickou artritidu/synovitidu byla provedena kultivace a
PCR pandetekce synovie ziskané aseptickou synoviocentézou postizeného kloubu/kloubt. U dvou
hiibat s probihajici sepsi a infekci unbilikalnich struktur byl zaroven odebran stér, pro bakterialni

kultivaci a PCR vySetieni.

Pozitivni vysledky hemokultivace byly ziskany u 2/9 hiibat (22%) Pozitivni vysledek PCR
pandetekce nebyl detekovan u Zadného hiibéte. Shodné negativni vysledky hemokultivace a PCR
pandetekce byl zjistén u sedmi pacienti (88%) (Tab 1).

V synovidlni tekutin€ hiibat s klinickymi ptfiznaky septické artritidy nebyl detekovan zadny patogen

ani jednou z pouzitych metod.

Hiibé | Hemokultivace (krev) | PCR pandetekce (krev) Kultivace (synovie) PCR pandetekce
(synovie)

1. Acinetobacter spp. Negativni - -

2. Neisseria subflava Negativni Negativni Negativni

3. Negativni Negativni - -

4. Negativni Negativni Negativni Negativni

5. Negativni Negativni - -

6. Negativni Negativni = -

7. Negativni Negativni - -

8. Negativni Negativni Kultivace pupek: PCR pupek:
Beta hemolyt. Staphylococcus aureus
Streptococcus

9. Negativni Negativni Kultivace pupek: PCR:
Micrococcus Clostridium septicum

Tab. 1: Pozitivni vysledky hemokultivace / PCR pandetekce krve a synovialni tekutiny vysetienych

septickych hiibat
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Multiplex qPCR eseje jsou momentalné v procesu sestavovani a testovani ve spolupraci s Tilia
Laboratories. Za nejc¢astéjsi piivodce neonatalni sepse byla stanovena E. Coli, Klebsiella sp.,
Enterobacter spp., Salmonella spp. Actinobacillus spp., Pseudomonas spp., Proteus spp,
Streptococcus spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Bacillus spp., Corynebacterium spp.,
EHV1. Pro sestaveni multiplex q PCR u septickych artritid E. Coli, Actinobacillus spp, Klebsiella
spp, Staphylococcus spp, Streptococcus spp a Rhodococcus equi. U prijmovych onemocnéni
Clostridium perfingens, Clostridium difficile, Salmonella sp., Rhodococcus equi, Lawsonia
intracelullaris, Rotavirus a Coronavirus. Multiplex qPCR pro detekci patogenti ve vzorku
trachealniho vyplasku, nebo bronchoalveolarni lavaze, zahrnuje equinni herpesvirus 1/4, virus
equinni arteritidy (EAV), Influenza A, Streptococcus spp., Streptococcus equi subsp. equi a

Rhodococcus equi.

Zaver

Detekce patogenil z krve septickych hiibat nedosahuje ve srovnani s mikrobiologickym kultivaénim
vySetfenim dostatecné senzitivity, coz potvrzuje vysledky publikované v huméanni medicing.
Citlivost zachytu bakterii v synovialni tekutiné se na zaklad¢ vysledka z roku 2019 jevi vyssi nez u
mikrobiologické kultivace.

Multiplex qPCR (SeptiFast) se osvédcila pro detekci patogent u akutnich pacientl s bakteremii v
humanni mediciné (Josefson et al. 2011). Senzitivita a specificita nové sestavenych multiplex qPCR
eseji bude vyhodnocena a porovnana s vysledky mikrobiologické kultivace.

Vzhledem k nizkému poctu vySetfenych pacientti bude projekt pokraovat i v roce 2021.
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Vliv koncentrace spermii a glycerolu na parametry motility epididymalnich spermii po
rozmrazeni inseminacni davky
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Markéta Sedlinska, Ph.D.
Oddeleni reprodukce, Klinika chorob koni, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a

farmaceutickad univerzita Brno

Uvod

V soucasné dobé¢ je k mrazeni ejakulovanych i epididymalnich spermii hiebcti jako zakladni
kryoprotektivum pouzivany glycerol. Nekteré studie ukazaly, ze koncentrace glycerolu vyssi jak 2,5
% vSak spermiim uz vyrazng Skodi a snizuji tedy kvalitu inseminacnich davek. VétSina téchto studii
probihala pii relativné nizké koncentraci spermii 100-200 x 10° v ml, coz znamena, Ze takto
pfipravené inseminacni ddvky se nutn¢ skladaji z vice pejet (obvykle 5-10), coz je nepraktické z
hlediska prostoru pfi uchovavani i pii samotné manipulaci pti inseminaci klisny. Z piedchozi studie
autortl vyplynulo, Ze koncentrace glycerolu a jeho skodlivost pro spermie je uzce spojena pravé s
koncentraci spermii pouzitych pii ptipravé inseminacni davky, proto by bylo vyhodné vyuzivat pro
mrazeni vy$si koncentraci spermii. Kvalita inseminaéni davky je po rozmrazeni posuzovana nejcastéji
v souvislosti s procentem motilnich spermii, pfi béZném posuzovani dat z méfeni parametrti motility
po rozmrazeni pomoci CASA systému pomérné jasn€ vyplyva, Ze motilita obvykle pfimo souvisi s
fertilizacni schopnosti spermii. Proto hodnoceni inseminac¢ni davky po rozmrazeni pomoci CASA
systému zastava stale velmi dulezité zvlasté pro svoji jednoduchost a relativné dobrou dostupnost.
Cilem projektu tedy bylo ovéfit teorii, Ze motilita epididymalnich spermii po rozmrazeni je zavisla

na koncentraci kryoprotektiva glycerolu a koncentraci spermii, ktera je pfi mrazeni pouZita.
Material a metodika
Odebirané vzorky

V projektu byla pouzita varlata s nadvarlaty ziskana pfi kastraci zdravych hiebci na Klinice chorob
koni a pti kastracich v terénu, kdy ke zpracovani spermii doslo nejdéle do 12 hodin po kastraci, aby

prodleva mezi kastraci a zpracovanim epididymalnich spermii neovlivnila vysledky studie.
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Postup ziskani spermii

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

byl ziskdn smésny vzorek spermii.
Pfiprava a mrazeni spermii

Po ziskani spermii doSlo k orientaénimu posouzeni motility spermii ve svételném mikroskopu
(Motilita 0). V ptipadé€, ze motilita ziskanych spermii byla zhodnocena jako nizs$i nez 10 %, vzorek
byl z pokusu vyloucen. Déle byla motilita spermii objektivné posouzena pomoci CASA systému
(Motilita 1), vzorky byly zcentrifugovany, supernatant odsat a spermie resuspendovany v fedidle
(Gent Extender, Minitiibe International) tak, aby vznikly tfi vzorky s riznou koncentraci spermii (250
x 10%v ml, 500 x 10°v ml, 1000 x 10°v ml). Tyto 3 vzorky byly dale rozdéleny na tii ¢asti, kdy do
kazdé bylo ptidano jiné mnozstvi kryoprotektiva glycerolu tak aby kone¢na koncentrace glycerolu
byla 2 %; 4 % a 6 %. Od jednoho hiebce bylo tedy nakonec ziskano 9 riiznych vzorkd. Motilita u
kazdého vzorku byla nasledné vyhodnocena na pfistroji CASA (Motilita 11-9).

Vsechny vzorky byly nasledné rozplnény do oznacenych pejet (Minitiibe International) a zamrazeny
v tekutém dusiku béznym postupem pro mrazeni hiebc¢iho ejakulatu v andrologické laboratofi Kliniky
chorob koni: po dvouhodinové ekvilibraci pejet pii chladnickové teplote, byly pejety zamrazeny za
pouziti poloautomatického systému od firmy Minitiibe International, kdy pejety jsou ve specialnim
zafizeni umistény nejprve do par tekutého dusiku a postupné klesaji smérem k hladiné tekutého

dusiku, do kterého klesnou cca po 20 minutdch od umisténi pejet do mraziciho boxu.
Posouzeni spermii po rozmrazeni

Nejdiive po péti dnech od zamrazeni byly pejety rozmrazeny pii teploté 38 °C po dobu 30 vtefin a na
piistroji CASA byla posouzena motilita spermii bezprostfedné po rozmrazeni vzorku (Motilita 11-
9). Déle byly vSechny vzorky ponechany ve vodni lazni pii teploté 38 °C a motilita spermii byla

posouzena za 60; 120 a 180 minut po rozmrazeni (motilita IV1.9, V1.9, Vl1.9).
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Vysledky
Hlavnim cilem projektu bylo ovéfit teorii, ze vhodna koncentrace kryoprotektiva glycerolu v fedidle
pro mrazeni spermii ovlivituje motilitu epididymalnich spermii po rozmrazeni, a zavisi na koncentraci
spermii, ktera je pii mrazeni pouzita. V nasi studii jsme tuto hypotézu potvrdili. Nejlepsi motilitu
vykazovaly vzorky nafedéné na koncentraci 1000 x 10° v ml (primér motilit m-vi 2,175), nejhorsi
motilitu vykazovaly vzorky nafedéné na koncentraci 500 x 10° v ml (primér motilit m-vi 1,55).
Zaroven ale nejlepsi motilitu vykazovaly vzorky s koncentraci glycerolu 4 %, nejhor$i naopak vzorky

s koncentraci glycerolu 2 %. Vysledky jsou zahrnuty v Tab. 1 a 2.

Timto se dostadvame k dal$imu cili nasi studie, jimz bylo urcit idedlni rozsah koncentrace spermii a
koncentraci glycerolu, ktera je idealni pro mrazeni epididymalnich spermii, v zavislosti na jejich
prezitelnosti po rozmrazeni. Z nasich vysledkti vyplyva jako idealni vzorek 8, ve kterém byla
koncentrace spermii 1000 x 10°v ml, s koncentraci glycerolu 4 %. Tento vzorek byl nejméné zavisly
na Case, tzn., ze dosahoval podobnych vysledkit My i Myi. Nicméné do 60 min vykazoval nejlepsi
motilitu vzorek 9 (koncentrace spermii 1000 x 10% v ml a glycerolu 6 %). Nejhorsich vysledkt bylo
dosazeno u vzorku 4 (koncentrace spermii 500 x 10°v ml a glycerolu 2 %), nicméné tento vzorek mél

jiz srovnatelné parametry s ostatnimi za 2-3 hodiny po rozmrazeni.

Tab. 1.: Primérné motility vzorkil v zavislosti na koncentraci v ¢ase 1-3 hodiny po rozmrazeni

Motilita Koncentrace spermii
250 x 10° 500 x10° 1000 10°.
M 2,433 1,800 2,133
Miv 2,033 1,967 2,833
Mv 1,467 1,267 1,900
My 1,400 1,167 1,833
priumér vzorki 1,833 1,550 2,175

Tab. 2.: Primérné motility vzorki s riiznymi koncentraci glycerolu v ¢ase 1-3 hodiny po rozmrazeni

Motilita Koncentrace glycerolu
2% 4% 6 %
M 1,633 2,467 2,267
Miv 1,800 2,800 2,233
Mv 1,600 2,033 1,300
Mvi 1,600 1,533 1,267
priumér vzorki 1,658 2,208 1,767

Do celkového vyhodnoceni bylo zafazeno celkem 10 vzorkid. Nekolik vzorkd bylo ze studie

vyfazeno kvuli nizkym motilitdm jiZ po preparaci a vyplachu z nadvarlat, pti vyplachu n€kterych
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varlat nebylo ziskano dostate¢né mnozstvi spermii, aby mohly byt pfipraveny vzorky se vSemi

koncentracemi.

Zavér
Velkym piinosem projektu je zisk novych, dosud nepublikovanych vysledkl z dané problematiky a
zaroven vytvofeni fungujici laboratorni metodiky pro zpracovani epididymalnich spermii hiebcl. V
nasi studii se jako nejidealné&jsi ukazala koncentrace spermii 1000 x 10°v ml a koncentrace glycerolu
4 %. Protoze jsme vyzkum provedli u relativné¢ malého mnozstvi vzorkd, je tfeba ve vyzkumu dale
pokracovat a doposud ziskané vysledky ovétit. Nicméné prave diky této studii nam bylo umoznéno
ziskat prvni vysledky a vytvofit precizni metodiku, ktera je pouzitelnd nejen pro dalsi vyzkum, ale i

pro praktické pouziti v kritickych situacich.
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Prevence a terapie karence zinku u telat pomoci riiznych forem Zn (ZnO, Bioplex Zn, nano

slouceniny Zn)
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Uvod

Zinek zastupuje v organismu Sirokou Skalu funkci a jeho dostate¢ny ptijem je dilezity pro
spravny vyvoj. V soucasné dob¢ je u telat nejvice vyuzivano zinku v anorganické formé (ZnO),
ktery se vSak v organismu vstiebava pouze do 10 % a je tedy ve velké mife vyluCovan z téla. Na
rozdil od nich, jsou formy organické (napt. zinek-methionin v Bioplex Zn®, Alltech) organismem
vyuzivany az ze 60-80 %.! Nanoslouceniny jsou v soucasné dobé piredmétem vyzkumu, ale
predpoklada se jejich vysoka biodegradabilita.

Ve studii porovnavajici vliv organicky vadzaného zinku ve formé Bioplexu s telaty v
kontrolni skupiné, kterym ke krmivu nebyl pfidavan navic zadny zinek, bylo zjiSté€no, ze po 90-
dennim podéavani 30 mg/ Zn-Methioninu/ kg suSiny, doSlo u oSetfenych zvitat k vyrazn¢ vysSimu
nartstu hladiny SOD. Déle byly zjistény vyssi hodnoty u sérové hladiny zinku, albuminu, urey a
imunoglobulind. 2 U telat, kterym bylo podavano 300ppm Zn-Met/Zn-Lys byla zjisténa vyssi
hodnota sérového zinku nez u téch, kterym byl podavan ZnO ve stejném mnozstvi. Nicméné vSak
ani u jedné skupiny nebyl pozorovan vyznamny vliv na imunitni parametry (lymfocyty, IL-2,
polymorfonukleary)® V priibéhu roku 2019 bylo v Klinické laboratofi pro velka zvitata FVL VFU
Brno vysetfeno 208 vzorkt krve telat a karencni hodnoty zinku byly zjistény u 27 % telat.

Material a metodika
V ramci pokusu bylo vybrano 40ks telat Holstynského plemene o hmotnosti 35-50 kg po
nekomplikovanych porodech. Zvitata byla rozdélena do 4 skupin po 10 kusech: 1. skupina kontrolni,
ktera ptijimala zinek vyskytujici se pouze v mlécné vyzivé a startéru, 2. skupina méla k dieté
pfidanou anorganickou formu zinku (Zn0O), 3. skupina formu organickou (Bioplex Zn), a 4. skupina
dostavala dietu obohacenou o nanoslouceniny zinku (Monolaurin Zn). Pokus byl provadén u telat
ve véku od 2. -7. dne stafi po dobu mlécné vyzivy do 49. dne. Po ukoncéeni pokusu ziistala zvitata v

chovu majitele pfi dodrzeni veterindrnich podminek.
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Telatim byla 2. -7. den po narozeni odebrana krev z v. jugularis (maximalné 6 ml na jeden
odbér). Druhy odbér krve probihal ve 30. dnech staii. Posledni, tfeti odbér byl proveden ve 49. dni
Stari.

Po narozeni byla telata pfemisténa do profylaktoria, kde pobyvala po dobu jednoho dne a
byla krmena 2-3 1 mleziva do 2 h po narozeni, za dvé hodiny poté dostala dalsi 2 1. Nasledné byla
ustdjena v individudlnich venkovnich kotcich s pfistupem k vodé¢ a startéru. Mezi 2.-5. dnem Zivota
byla dvakrat denn¢ krmena nativnim mlékem. Od 6. do 35. dne dostavala dvakrat denné¢ mlé¢nou
nahrazku, poté byla od 36. do 42. dne jejich krmna davka slozena z poloviny vodou a z poloviny
mlécnou ndhrazkou. Tteti odbér vzorkl krve probihal 43. - 49. den, kdy telata pfechazela na dietu
sloZzenou pouze z vody a startéru. B¢hem pokusu byla telatim z 1. skupiny poddvéana dieta bez
dalsich aditiv zinku. U oSetfenych skupin byl zinek pfidavany do diety v mnozstvi 40 mg/tele/den.

Po odbéru byla stanovena glukoéza v krvi pomoci kapesniho glukometru. Stanoveni zbylych
parametrl v krevnim séru a plné krvi bylo provedeno v Klinické laboratofi pro velka zvirata, FVL
VFU Brno. V krvi byly stanoveny tyto parametry: sérovd hladina zinku, SOD, ALP, celkova
bilkovina, imunoglobuliny, Ca, P, Mg, urea. Biochemické parametry byly méfeny na biochemickém
analyzatoru KONELAB 20XT a mineralni profil byl stanoven pomoci atomové absorpéni
spektrometrie (AAS). Béhem posledniho odbéru byl telatim odebran vzorek trusu na stanoveni
mikrobiomu.

Vysledky

U telat ve vsech ctyfech skupinach (K-kontrola, NA-nanozinek, O-Bioplex Zn a A-ZnO) byly
vyhodnoceny zadané biochemické a hematologické parametry se zaméieni na stanoveni sérové
hladiny zinku a jeho rozdily mezi jednotlivymi odbéry a skupinami. Béhem prvniho odbéru, tj. po
narozeni ve véku 2.-7. dni véku, nebyly zaznamenany zadné statisticky vyznamné rozdily v hladiné
sérového zinku mezi skupinami. Na rozdil od druhého odbéru ve vé€ku 30. dni, kdy jsme naméfili
statisticky vyznamné vyssi hladinu ve skupiné s organicky vazanym zinkem oproti kontrolni skupiné
(p <0,05). Déle byly naméteny statisticky vyznamné vyssi hodnoty u skupiny s organicky vazanym
Zn oproti anorganickému (p <0,01). Béhem tietiho odbéru v dobé odstavu (cca 49. den véku) byly
zaznamenany vyssi hodnoty zinku u skupiny s organicky vazanym zinkem oproti kontrolni skupiné
(p <0,01).

Za fyziologickou (referen¢ni hodnotu) sérového zinku jsme povazovali hodnotu 12,2 — 18,0
umol/l 4. V nagem poklusu jsme se s deficiencemi ve véts§i mife nesetkavali (Tab. ¢. 1). Béhem
prvniho odbéru byla karence zjisténa u 9 % v kontrolni skuping, u 18 % u skupiny s nanozinkem a
organicky vazanym Zn a ve skupiné€ s anorganicky vdzanym zinek tomu nebylo u Zadného zvitete.

Dalsi deficitni hodnoty byly naméfeny béhem tietiho odbéru u 8 % zvirat v kontrolni skupin¢.
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Primérna namétena hodnota Zn béhem prvniho odbéru byla u K 17,204 pmol/l, NA 17,857
umol/l, O 18,237 umol/l a A 19,289 umol/l. Béhem druhého odbéru jsme naméfili primérnou
hodnotu u K 19,101 umol/I, NA 19,692 pumol/l, O 20,991 umol/l a A 18,337 umol/I. U tfetiho odbéru
K 16,714 pmol/l, NA 17,440 umol/l, O 19,510 umol/l a A 18, 278 umol/l (Tab.¢.2).

Dle vysledkt miizeme zhodnotit Ze u skupin, kterym byl dodavan zinek, byly naméfeny jeho
vys$$i hodnoty v séru. Nejlépe se jevi dodavani zinku v organické forme€. Nanoformy zinku nemély

tak vyrazny vliv na hladinu zinku v séru, jak jsme predpokléadali.

% deficitnich 1. odbér 2. odbér 3. odbér
vzorki (pmol Zn /1)
K | NA| O A K |NA| O A K | NA | O A
>12,2 1 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0
12,2 -18,0 3 4 3 4 3 1 4 10 8 5 5
18,01 a< 7 5 6 6 9 11 10 7 1 5 8 6
Deficience 9% (18% 18% 0% J 0% 0% 0% 0% |8% 0% 0% | 0%

Tab. €. 1 Vyskyt deficitnich vzork béhem jednotlivych odbért (Fyziologicka hladina: 12,2 — 18,0
umol/l; K-kontrola, NA-nanozinek (monolaurin Zn), O-organicky vdzany Zn (Bioplex Zn), A-
anorganicky vazany zinek (ZnO))

Primérné hodnoty Zn v séru (umol/ 1)

K NA @) A
1. odbér X 17,204 17,857 18,237 19,489
SD 4,426 4,033 4,577 4,449
2. odbér X 19,101 19,692 20,991 18,337
SD 2,048 2,030 1,840 3,057
3. odbér X 16,714 17,440 19,510 18,278
SD 1,088 2,761 2,774 2,773

Tab. €. 2 Prumérna hladina zinku v séru (X-stiedni hodnota, SD-smérodatna odchylka; K-kontrola,
NA-nanozinek (monolaurin Zn), O-organicky vazany Zn (Bioplex Zn), A-anorganicky vazany zinek
(Zn0))
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VyuZziti imunokontracepce v regulaci pohlavni aktivity kozli
Eva Indroval, Adriena Hochmanova?, Dara Brabcova?

Klinka chorob prezvykavcit a prasat, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceutickd
univerzita Brno', student 4. rocniku, Fakulta veterindrniho lékai'stvi®

Uvod

Kastrace kozli jsou jednim z nejcastéjSich zakroka. Kastraci je mozné provadét nekrvavymi
metodami, jako jsou velmi Casté elastické krouzky, tzv. ,,gumicky, Burdizzo kleStémi,
pfipadné krvavymi metodami, které zahrnuji orchiektomii s pokrytym ¢i nepokrytym
semennym provazcem. VSechny tyto zakroky jsou spojeny s vétsi ¢i mensi bolesti a s mnoha
moznymi postkastracnimi komplikacemi. Tzv. imunologicka kastrace neboli vakcinace, je
zalozena na principu injekéné aplikované latky, ktera navodi produkci protilatek proti GnRF.
GnRF je zodpoveédny za stimulaci tvorby gonadotropnich hormonti LH a FSH. Zatim jedinou
registrovanou vakcinou v CR, kterou zle pouzivat k imunologické kastraci, je piipravek
Improvac (synteticky peptidovy analog GnRF spojeny s Diphtheria Toxoidem, vyrobce Zoetis)
uréeny pro prasata. Aplikace ptipravku probiha ve dvou davkach v rozmezi ¢ty tydnt. Prvni
davkou se stimuluji imunitni pamétové bunky, ale jesté neovliviiuje funkci varlat. Nastup
imunity (vyvolani anti-GnRF protilatek) nastava v pribéhu jednoho tydne po druhé aplikaci.
Nésleduje patrné zmenSeni varlat, snizené libido a sniZena spermatogeneze. U&inky
imunokastrace na pohlavni aktivitu kanct jsou zdokumentovany velmi dobiel. U malych
prezvykavci je provedenych studi velmi malo?. V naSem pokusu jsme se zaméfili na
kontinualni sledovani nastupu uc¢inku preparatu Improvac na pohlavni aktivitu pohlavné
dospélych kozll, kterou jsme zjisStovali pomoci méfeni koncentraci testosteronu, vySetieni
ejakulatu a histologického vySetfeni tkdné varlat u kozli. Vzhledem ke kontinudlnimu
sledovani jsme zvolili metodu prubéznych bioptickych odbért varletni tkan¢. Cilem studie bylo
také ovéfit metodiku prubéznych bioptickych odbért pro vysetfeni funk&nosti spermiogenni

tkané varlat.
Material a metodika

Kozli (celkem 20ks) byli nakoupeni jiz jako 14 denni a jsou ustdjeni na Klinice chorob
prezvykavci a prasat. Pokusy byly zahajeny u kozlt ve véku 5-6 mésicti na zacatku pripoustéci
sezOny (zacatek zaii) a ukonceny za 4 mésice (konec prosince). Pivodné byl zac¢atek pokusu

planovan jiz na zacatek srpna, avSak dle vysledku ejakulatu, byl zacatek posunut na zafi, kdy
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jiz vétsina kozli méla kvalitni spermiogram. Pokusné skupiné (11ks) byl aplikovan preparat
Improvac (s.c., 2 ml pro toto), aplikace byla zopakovana za 4 tydny. Prvni biopsie varlat byla
provedena pfti prvni aplikaci preparatu, nasledné probihaji odbéry ve 14 dennich intervalech,
celkem 8 krat. Excizni biopsie jednorazovou bioptickou jehlou je provadéna v kratkodobé
celkové anestezii izofluranem pomoci inhala¢ni masky, v premedikaci 0,2 mg/kg xylazin i.m.
Misto pro biopsii je vyholeno a pfipraveno dle béZzného operacniho protokolu. Nad mistem
biopsie je proveden fez kiizi scrota v maximalni nutné délce a nasledné je provedena biopsie
pomoci jednorazové bioptické jehly o priméru 0,8mm. Rana po biopsii je sesita jednim stehem
vstiebatelnym materidlem. Kilize je seSita horizontalnim U - stehem nevstiebatelnym
materidlem. Stehy jsou vzdy vyjmuty pfi nasledné biopsii. Po zakroku je tfi dny aplikovan
ketoprofen v davce 3 mg/100 kg i.m. Bioptaty jsou u vSech kozlikti odebirany v jeden den vzdy
ze stejného mista, mista nasledujicich biopsii jsou ménéna dle pfedem ur¢eného schématu.
Bioptaty jsou fixovany v 10% formaldehydu a dale zpracovany obvyklym zpiisobem v
histologické laboratofi Ustavu histologie a embryologie VFU Brno. Histologické vysetieni
spermatogenniho epitelu semenotvornych kanalkd varlat je provadéno na Klinice chorob
prezvykavcet ve spolupraci s MVDr. Petrem Cizkem, Ph.D. z Ustavu histologie a embryologie.
U kozliku je zaroven sledovana velikost varlat ve 14 dennich intervalech. Soucasné s biopsii je
odebirana krev z vena jugularis. Sérum je odesilano do laboratofe Synlab ke stanoveni
koncentrace testosteronu. Zaroven je provadéna elektroejakulace. Ejakulat je vySetfovan na
analyzatoru spermatu (CASA), soucasné¢ je sledovana integrita membran (barveni
eosin/nigrosin) a zhotoveny preparaty pro nasledné morfologické vysSetieni. Koncentrace
spermii je pocitana v Burkeroveé komurce. Nyni je provedeno 6 odbérti vzorki a jsou planovany
jesté dva odbéry. Kontrolni skupiné (9ks) nebyl podan preparat Improvac. Biopsie varlat, odbér
ejakulatu a krvi je provadén podle stejného schématu jako v pokusné skupin€. V kontrolni
skupiné byla v pribéhu pokusu Ctyfi zvitata vyfazena z diivodi nevhodnosti (2x maly vzrist,

véetn¢ varlat, 1x atrofie varlat, 1x spermiogranulom). Celkem tedy ziistalo 5 kontrolnich kozIa.

Vysledky

Z vysledki je patrné, Ze po prvni aplikaci preparatu jiz do ¢trnacti dna statisticky signifikantné
klesa hladina testosteronu (p < 0,0001), mésic a pil po druhé aplikaci jsou hodnoty u vétSiny
pokusnych kozli pod hladinou detekce. V kontrolni skupiné jsou primérné koncentrace
testosteronu ve vSech odbérech konstantni. Velikost varlat pokusné skupiny se signifikantné
zmenSila, at’ uz se jedna o délku (p < 0,0001) ¢i Sitku (p < 0,01), ve srovnani s velikosti na

zacatku experimentu. Velikost varlat (délka) u kontrolni skupiny se mirn¢ zmensila, av§ak toto
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zmensSeni nebylo statisticky signifikantni. Koncentrace spermii v ejakulétu je v pokusné skupiné
zatim bez signifikantnich rozdilii, ackoliv je patrny pokles mezi pifedposlednim a poslednim
odbérem (911 818 spermii/mm?® vs. 652 272 spermii/mm?). Koncentrace spermii u kontrolni
skupiny je ve vSech odbérech bez signifikantnich zmén. Motilita spermii pokusné skupiny
meéfena analyzatorem (CASA) vykazala statisticky signifikantni snizeni (p < 0,05) v
poslednich dvou odbérech. Motilita spermii kontrolni skupiny zlistdvd nezménéna. Vyrazné
zmény byly nalezeny pii morfologickém vySetfeni spermii v pokusné skupiné, kdy byl
pozorovan kontinudlni nartst poctu morfologicky zménénych spermii, v poslednich tiech
odbérech statisticky velmi signifikantni (p < 0,0001). U kontrolni skupiny je stale pozorovana
normospermie v priméru 80 -90%. Veskeré pramérné hodnoty z pokusné skupiny a z kontrolni
skupiny jsou zaznamenany v tab. 1 resp. tab. 2. Histologické preparaty zatim byly zpracovany
jen ze Ctyt bioptickych odbért. V poslednich vzorcich jsou patrné tendence zmény poméru
vyskytu jednotlivych vyvojovych stadii spermii (prodluzujici se spermatidy vs. prodlouzené
spermatidy). AvSak tento trend je zatim vyznamné pozorovan jen u jedinct, u nichz je reakce
na preparat velmi vyrazna a jiz po 14 dnech po druhé aplikaci preparatu méli vyrazné snizenou
koncentraci spermii a nulovou motilitu. Soucasn¢ byly u kozlikli zaznamenany nezadouci
reakce na vakcinu. Sest kozlikil po aplikaci kulhalo po prvni aplikaci na konéetinu, kde byl
subkutann¢ za lopatku aplikovan preparat. U tfech téchto kozlikli se v misté aplikace objevila
nekroza kize velikosti cca 5x5 cm. Hojeni nekrozy probihalo spontanné bez nutné terapeutické
intervence. U jednoho kozlika byla pti poslednim pokusu zjisténa orchitis, jedna se o kozlika z

kontrolni skupiny.

Tabulka 1: Primérné hodnoty sledovanych parametri v jednotlivych odbérech (A-F)

provadénych v rozestupu 14 dnli u pokusné skupiny.

Pokusna skupina A B C D E F
Koncentrace testosteronu (nmol/l) | 39,53 | 8,77 3,37 1,34 0,81 0,22
délka P varle (cm) 8,36 7,65 7,49 6,36 6,00 5,08
délka L varle (cm) 7,97 7,57 7,31 6,60 5,89 4,87
Sitka P varle (cm) 5,41 5,33 5,04 4,96 4,44 3,94
sitka L varle (cm) 511 49 4,89 478 4,65 4.2
motilita spermii (%) 44,27 | 60,09 50,64 41,00 36,64 32,45
Koncentrace spermii (v mm3) 775273| 338318 | 873636 | 910909 | 911818 | 652273
Normospermie (%) 87,18 | 89,91 90,91 60,70 25,94 10,36
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Tabulka 2: Primérné hodnoty sledovanych parametri v jednotlivych odbérech (A-F)

provadénych v rozestupu 14 dnti u kontrolni skupiny.

Kontrolni skupina A B C D E F
Koncentrace testosteronu (nmol/l)| 29,79 24,50 21,47 33,60 18,81 29,60
délka P varle (cm) 7,42 6,88 7,38 6,84 6,94 6,85
délka L varle (cm) 8,1 7,64 8 7,48 6,58 6,6
Sitka P varle (cm) 478 4.84 494 5,06 48 45
Sitka L varle (cm) 5,26 5,38 5,34 5,54 5,08 5,13
motilita spermii (%) 78,20 51,50 61,25 58,33 64,75 62,50
Koncentrace spermii (v mm3) 673 000 | 596 000 | 574 400 | 590 000 | 628 000 | 549 000
Normaospermie (%) 87,20 89,75 89,75 90,00 83,08 85

Diskuse a zavér

Biopticka metoda pro kontinualni sledovani vyvoje varletni tkané byla vyzkousena poprvé (dle
dostupné zahraniéni literatury). Uspé$nost odbéri byla 100%, v n&kterych piipadech byl
biopticky vzorek nepatrné¢ mensi, ale po nasledném zpracovani, i tak dobfe hodnotitelny. Rany
po biopsiich se velmi dobie hojily, nezaznamenali jsme zadné hnisavé reakce. Bioptické vzorky
zatim nebyly vSechny zpracovany a z poslednich vzorkt zatim neni pozorovana vyrazna zména
spermiogeneze, coz je dano i tim, Ze spermiogeneze u kozld trva priblizné 60 dni a posledni
zpracované histologické vzorky jsou odebirany 14 dni po druhé aplikaci preparatu. Avsak vliv
preparatu je zcela zfejmy z vysledkl rapidné se sniZujicich koncentraci testosteronu,

zmenSovanim velikosti varlat a snizovani hodnot ve spermiogramu kozli.

Seznam literatury:
1. Wicks N., Crouch S., Pearl CA.: Effects of Improvac and Bopriva on the testicular

function of boars ten weeks after immunization. Anim Reprod Sci. 2013; 142: 149-59.

2. Needham T., Lambrechts H. and Hoffman L.: Influence of immunocastration vaccine
administration interval on serum androgen concentrations and testis activity in ram
lambs. Small Ruminant Research 2019; 170: 82—90.
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Prevalence a druhové sloZeni zoonotickych bakterii rodu Rickettsia v pijaku luZnim
(Dermacentor reticulatus)
Alena Balazova, Pavel Siroky
Ustav biologie a chorob volné Zijicich zviFat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Pijak luzni (Dermacentor reticulatus) je druhem klistéte, které se v ramci soucasnych klimatickych
oscilaci §ifi na sever a zasahuje tak stile vice i na uzemi Ceské republiky (1). Je vyznamnym
pienaSeCem nemoci, napiiklad psi babesiosy (2), patogennich bakterii Anaplasma phagocytophilum (3)
a riznych druht rickettsii. S Sifenim vektora lze predpokladat také Sifeni a Cast¢jSi vyskyt piisluSnych
onemocneéni.

Bakterie rodu Rickettsia se déli na 4 skupiny, z nichz dvé hlavni jsou skupina zptsobujici tyfus (Typhus
Group, TG) a skupina zplsobujici skrvnité horecky (Spotted Fever Group, SFG) (4). Pijaci luzni
prenaseji zastupce SFG ricketsii, pficemz z naseho uzemi byly popsany dva druhy, Rickettsia helvetica
a R. raoultii (5), ze Slovenska je pak znam dal$i druh R. slovaca (6). Tyto rickettsie zptsobuji
onemocnéni se Sirokym spektrem ptiznakll, od asymptomatickych ¢i velmi mirnych (teplota, slabost)
az po zavazné lymfoadenopatiec (TIBOLA - Tick-borne lymphoadenopathy ¢i DEBONEL —
zpusobeny druhy R. slovaca a R. raoultii (7).

Cilem této prace bylo zjistit druhové distribuci a prevalenci rickettsii v pijacich luznich z lokalit v CR,
na Slovensku, v Mad’arsku a pro srovnani také v Chorvatsku. Dale bylo cilem urc¢eni druhového slozeni

rickettsii v pfenasecich a zhodnotit riziko nakazy.

Material a metodika
Material pouZity v této praci pochazel piedevs§im z projektu GACR (&.524/09/0715) z let 2009-2011 a
déale se jednalo o materidl sesbirany pro dizertani praci vypracovanou v loniském roce na naSem
pracovisti (8). Vybrali jsme ty lokality, ze kterych je dostupny dostateCny pocet jedinci — pro
piedpokladanou prevalenci 5 % je k potvrzeni vyskytu patogenu doporuceny pocet vzorki na lokalitu
alesponi 59 (9). Celkem se jednalo o 16 lokalit (4 z Ceské republiky, 6 ze Slovenska, 5 z Mad’arska a 1
z Chorvatska). Tyto staré sbéry byly doplnény o Cerstvé vzorky z letosniho roku, pochazejici ze tii
lokalit na jizni Moravé (jednotlivé lokality viz tab. 1). To ndm umoznilo zjistit, zda dochazi ke zménam

prevalenci v case. Celkem bylo vySetieno 1 671 ks pijaka luznich (820 samic a 851 samcti).
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Izolace DNA ze vzorki byla provedena metodou alkalické hydrolyzy (CR, Slovensko) a komer&nimi
kity k izolaci DNA (Mad’arsko, Chorvatsko). Novy material byl izolovan pomoci alkalické hydrolyzy,
aby se metoda neliSila od ptivodni, a bylo tak umoznéno porovnani vysledkl. Pro detekci patogenti byla
vyuzita metoda duplex qPCR vyvinutd na nasem pracovisti (10).

Sekvenovany byl geny omp A a ompB amplifikované pomoci jiz vyzkousenych metodik pouzivanych
v minulosti (11, 12), samotnou sekvenaci provedla firma Macrogen (Amsterdam, Nizozemi).

Data o prevalenci a intenzit¢ infekce byla vyhodnocena v programu QuantitativeParasitology.
V programu Geneius v souc¢asné dobé generujeme fylogenetické analyzy sekvenénich dat ziskanych z

naseho vlastniho materialu a z databaze GenBank.

Vysledky

Primérna prevalence bakterii rodu Rickettsia v pijacich byla 48,4 % a signifikantné se nelisila mezi
vzorcich z jihomoravské Lednice, zatimco nejvyssi byla 74,4 % na slovenské lokalit¢ Landor u feky
Véh (vysledné prevalence viz tab. 1).

Srovnani starych a Cerstvych vzorkd ukazuje konzistentni zastoupeni pozitivnich kliStat v populaci a
zména v Case neni na blizkych lokalitich ani v jednom piipad€ signifikantni. Konkrétné byly
srovnavany dva sbéry z Lednice z let 2009 a 2020 (Chi-kvadrat test, p=0,316), dale sousedni lokality u
Moravské Nové Vsi (rok 2009) a Tynce (rok 2020), které jsou od sebe vzdaleny asi 2 km (Chi-kvadrat
test, p=0,178) a lokality MikulcCice (rok 2009) a Hodonin (rok 2020) vzdalené cca 5 km (Chi-kvadrat
test, p=0,739). V oblasti okolo Lednice byla prevalence opakované vyrazné nizsi (okolo 20 %), nez v
lokalitach u feky Moravy (okolo 60 %). Moznym vysvétlenim tohoto fenoménu je relativni izolovanosti
lednické populace pijaki od ostatnich, zatimco u feky Moravy jsou populace propojeny na velké ploSe
a klistata si mohou efektivné piedévat patogeny. Podobné nizkou prevalenci (22,2 %) ma i lokalita
Klizska Nemé na Slovensku, zde jsme ovSem kvili epidemiologické situaci nemohli zopakovat
vzorkovani a nemame tedy aktudlni data pro srovnani.

Nahodné vybrané pozitivni vzorky byly sekvenovany a srovnanim sekvenci s Genbank v nich byla
potvrzena ptitomnost bakterii druhu Rickettsia raoultii. Jeji vyskyt mame zaznamenan ze vSech lokalit
na Jizni Moravé a Slovensku a také ze dvou testovanych lokalit v Mad’arsku. Pfitomnost jinych druhti
tohoto rodu zatim nebyla prokazana, avsak Gerstvé vzorky z CR budou je§té sekvenovany a

vyhodnoceny.
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Tabulka 1. Pfehled nami testovanych lokalit pijakii luznich (Dermacentor reticulatus) a v nich

zjisténych prevalenci bakterii rodu Rickettsia

lokalita zemé rok sbéru soufadnice Prevalence v % (pocet
pozitivnich/celkovy pocet)
Lanzhot CR 2011 48°41'18"N 16°59'22"E 54,4 (49/90)
Mor. Nova Ves CR 2009 48°46'54"N 17°04'36"E 58,9 (53/90)
Tynec CR 2020 48°46'23"N 17°02'59"E 48,9 (44/90)
Lednice CR 2009 48°49'08"N 16°48'23"E 22,2 (20/90)
Lednice CR 2020 48°49'08"N 16°48'23"E 18,7 (14/75)
Mikulcice CR 2009 48°47'S7"N 17°05'35"E 73,3 (66/90)
Hodonin CR 2020 48°51'22"N 17°05'18"E 71,1 (64/90)
Klucovec Slovensko 2011 47°47'06"N 17°42'40"E 63,3 (57/90)
Klizska Nema Slovensko 2011 47°45'29"N 17°47'26"E 22,2 (20/90)
Cicov Slovensko 2011 47°45'32"N 17°44'58"E 44,4 (40/90)
Jursky Chlm Slovensko 2011 47°48'06"N 18°31'08"E 34,4 (31/90)
Landor Slovensko 2011 47°47'36"N 18°08'14"E 74,4 (67/90)
Studienka Slovensko 2011 48°32'02"N 17°08'26"E 68,9 (62/90)
Kisbodak Madarsko 2011 47°53'53"N 17°30'31"E 50,0 (45/90)
Dunaremete Mad’arsko 2011 47°53'33"N 17°30'52"E 43,3 (39/90)
Héviz Madarsko 2013 46°47'14"N 17°11'54"E 58,9 (53/90)
Gyadai Madarsko 2011 47°50'60"N 19°06'26"E 51,9 (41/79)
Kondorfa Mad’arsko 2006 46°53'42"N 16°23'57"E 37,7 (29/77)
Zlatna Greda Chorvatsko 2018 45°42'53"N 18°5127"E 57,8 (52/90)

Zavér

vV

prevalence, pohybujici se misty az kolem 70 %, ukazuji na vysokou miru rizika pii kontaktu s vektrorem
— pijdkem luznim. Pokud bude zachovan soucasny trend Sifeni tohoto druhu klistéte, miize se zaroven

zvySovat také vyznam rickettsioz jako $iticich se chorob.
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Srovnani u¢inki oxidu titanic¢itého a Magnéliho faze suboxidu titanu na pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss)
Hana Caloudova, Zuzana Koutkova, Jana Cahova, Jana Caloudova, Patrik Predny, Veronika
Doubkova, Jana Blahova
Ustav ochrany a welfare zvifat a verejného veterindrniho lékarstvi, Fakulta veterindrni hygieny

a ekologie, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod
Oxid titaniCity (TiO2) je Siroce vyuzivanou slouceninou, mezi jejiz vlastnosti se fadi fotokatalyticka
aktivita, dobré elektrické vlastnosti, diky jeho vysoké dielektrické konstanté, a vyborné optické
vlastnosti, diky vysoké odrazivosti svétla a indexu lomu. Je stabilni, mélo toxicky a nerozpustny
ve vode. Standardné se vyskytuje ve tfech krystalickych strukturach, kterymi jsou anatas, rutil a brookit
(1). Vyuziti nachazi naptiklad ve fotovoltaice, vyrobé barev ¢i kosmetiky, jako UV filtr (2). Magnéliho
faze suboxidu titanu (dale Magnéli TiOx) je novym materidlem s velkym potencialem pro budouci
pouziti. Jedna se o substechiometrické oxidy titanu (TixO2x-1, kde x je mezi 4 a 9), jejichzZ krystalicka
miizka se 1i8i od struktur standardniho TiO2 (rutilu) chybé&jicim atomem kysliku. V dasledku ¢ehoz maji
jedine¢né chemické, optické a fyzikdlni vlastnosti, vcetné velké elektrické vodivosti srovnatelné
s grafitem (3, 4). Diky témto vlastnostem maji potencial pro primyslové aplikace, jako je
elektrokatalyza, fotovoltaika, vyroba baterii, a také k sanaci vody (4). V soucasnosti jsou publikovany
pouze 2 védecké studie zabyvajici se vlivem Magnéli TiOx na ryby, které vSak zahrnuji pouze akutni
testy na embryich (5, 6). Cilem tohoto experimentu bylo provedeni chronického rdstového testu
s vyuzitim TiO2 a Magnéli TiOx a hodnoceni jejich vlivu na biometrické, hematologické, biochemické

a histopatologické parametry pstruha duhového a detekce hladin titanu v organech.

Material a metodika
Nejprve bylo piipraveno krmivo s piidavkem TiO2 a Magnéli TiOx (komeréné dostupné, velikost ¢astic
obou latek se pohybuje okolo 800 nm) modifikovanou technologii drazkovani mikroc¢astic, a to
smichanim ¢astic se sorbentem a modifikovanym $krobem v poméru 1:10 a 1:100. Pevna smés byla
promichéana v rychlobézném mixéru a aplikovdna na navlhéené pelety, které byly nasledné vysuseny.
Experiment byl proveden v akreditovaném zaiizeni Ustavu zoologie, rybafstvi, hydrobiologie
a veelafstvi (Mendelova univerzita v Brn€), s vyuzitim 100 kust juvenilnich pstruhii duhovych, ktefi

byli rozdéleni do 10 akvarii po 10 ks, test byl proveden v duplikatu. Nasazena byla kontrolni skupina,
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skupiny TiO2 v koncentracich 0,01 % a 0,1 %, a Magnéli TiOx Vv koncentracich 0,01 % a 0,1 %. Rybam
bylo krmivo podavano tiikrat denné v davece 1,5 % télesné hmotnosti/den, davka byla upravovana po
14 dnech. Nejprve probéhla aklimatizani faze trvajici 2 tydny bez podavani testovaciho krmiva
z diivodu navyknuti ryb na testovaci prostfedi. Nasledovala Sestitydenni expozicni faze, po které byl
proveden odbér vzorkt od poloviny ryb. Pokus pokracoval depuracni fazi po dalsi 2 tydny, kdy bylo
rybam podéavano pouze kontrolni krmivo, na konci této faze byly odebrany vzorky zbyvajici poloviny
ryb. Vramci odbéri byla rybam nejprve odebrana krev =za Gcelem stanoveni zakladnich
hematologickych a biochemickych parametrti a provedeni krevnich natérti pro stanoveni diferencialniho
rozpoctu leukocytl. Ryby byly poté omraceny tupym uderem do temena a usmrceny pietétim zabernich
obloukt. Vsechny ryby byly zméfeny (celkova délka, délka téla, vyska) a zvazeny (hmotnost téla,
hmotnost jater a sleziny), nasledovalo pitevni vySetfeni, v prabehu kterého byly odebrany vzorky pro
zji$téni obsahu titanu v orgénech (Zabra, jatra, pfedni ledvina a stfevo), stanoveni zakladnich parametrii
oxidativniho stresu (zabra, jatra, zadni ledvina) a pro provedeni histologického vysSetteni (mozek, zabra,
jatra, kuze, svalovina, slezina, predni a zadni ledvina a stfevo). Ziskand data byla statisticky

analyzovana s vyuzitim statistického programu Unistat 6.5. for Excel.

Vysledky

V pfipraveném krmivu byla za pomoci rentgenové fluorescence ovétrena koncentrace titanu, dosaZzeny
byly tyto vysledky — nedoslo ke kontaminaci kontrolniho krmiva, obsah Ti byl <0,00010 %. V krmivu
s ptredpokladanou koncentraci 0,1 % TiO2 byla stanovena koncentrace Ti 0,111 %, ve skupiné€ 0,01 %
TiO2 byla koncentrace Ti 0,007 %. V piipad¢ Magnéli TiOx byla ve skupiné¢ 0,1 % stanovena
koncentrace Ti 0,060 % a ve skupin€ 0,01 % byl zjistén obsah 0,001 % Ti.

Pti odbéru na konci expozicni faze pokusu byl posuzovan vliv na exteriér ryb, jejich kondici a primérny
ptiristek. Pozitivni rozdily oproti kontrole byly pozorovany pievazné u ryb krmenych granulemi
s ptidavkem TiOz2, patrné€jsi byly zejména ve skupiné TiO2 0,1 %. U téchto ryb byl zaznamenan nizsi
index vysokohtbetosti, vyssi Fultoniv koeficient vyzivenosti a vy$si prumérny prirtstek. Déle byl v této
skuping zjistén vyssi hepatosomaticky index, ktery vSak s hodnotami 2,28 ve skupiné TiO2 0,01 % a
2,34 ve skupiné TiO2 0,1 % svéd¢i o nadmérném zvySeni tucnosti jater oproti kontrole. Naopak ryby
krmené granulemi s obsahem Magnéli TiOx mély prumérné nizsi prirtstky a vykazovaly také snizené

ukazatele kondice. Konkrétni hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Index vysokohtbetosti, Fultonliv koeficient, hepatosomaticky index a primérny pfirtstek na

konci expozi¢ni faze

v sol:;]l?:l))(e tosti Fultonuv Hepatosomaticky Priumérny
y () koeficent (Fc) index (HSI) priristek [g]

Kontrola 3,44 1,94 1,94 84,89
Magnéli TiOx 0,01

% 3,44 1,87 1,87 80.98
Magnéli TiOx 0,1

% 3,41 1,91 1,91 7928
TiO20,01 % 3,27 2,28 2,28 85,00
TiO2 0,1 % 3,01 2,34 2,34 87,62

Dale bylo zjisténo, ze expozice Magnéli TiOx v koncentracich 0,1 % 1 0,01 % ovliviiuje Cerveny krevni
obraz. V krvi ryb byla zjiSténa erytrocytoza (fyziologické rozmezi hodnot pro pstruhovité ryby 0,8-1,5
-10*/1), hodnoty hemoglobinu a hematokritu byly taktéz zvysené ve srovnani s kontrolou, aviak
pohybovaly se ve fyziologickém rozmezi. V ptipad¢ ryb vystavenych TiOz2 tento efekt pozorovéan nebyl.
Pocet leukocyt byl naopak snizen u skupin vystavenych vyssi koncentraci Magnéli TiOx a obéma
koncentracim TiO2. Je vSak nutno konstatovat, Ze se stale jedna 0 hodnoty v ramci fyziologického

rozpéti (1060 -10%1). Konkrétni hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2. Vysledky hematologického vySetieni na konci expozi¢ni faze

Erytrocyty Hemoglobin . Leukocyty

[1012/] [o/l] Hematokrit [I/1] [1091]
Kontrola 1,44 74,46 0,29 28,00
Magnéli TiOx 0,01
% 1,70 83,80 0,33 2725
Magnéli TiOx 0,1
% 2,12 84,41 0,33 22 80
TiO, 0,01 % 1,37 76,81 0,30 22,00
TiO20,1 % 1,48 75,00 0,29 21,00

Zavér

Dosazené vysledky prokazaly negativni vliv Magnéli TiOx na juvenilniho pstruha duhového jiz pii
niz$i koncentraci testované latky v krmivu, a to jak na sniZenim ukazatelti kondice, tak zménami
Vv krevnim obraze. Naopak ryby, kterym bylo podavano krmivo s obsahem TiO2 vykazovaly dobrou
kondici a pfirtistek. Negativni vliv byl u téchto skupin pozorovan mirn€ snizenym poctem leukocytti a
veétsim protuénénim jater. Komplexni zhodnoceni potencialné negativnich ucinkt testovanych latek

probéhne po provedeni vSech planovanych analyz a jejich statistickém zpracovani.
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Inteligentni a aktivni vlastnosti jedlych karagenanovych a chitosanovych obalii s pridavkem
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Uvod
Produkce minimaln€ upravenych potravin je v posledni dob& stile vice Zadané&jsi, vyskytuji se
nejriznéjsi krajené zeleninvé i ovocné salaty, u kterych je nutné zajistit, co nejdelsi trvanlivost
a atraktivnost pro spotiebitele, kdy se tak pro krajené kousky ovoce nebo zeleniny mohu pouzit rizné
povlaky na bazi polysacharidl, tuk a proteinii, které mohou zaklad povlak tvofit samostatn¢ ale
I spolecné v riznych pomérech, dale také do jedlych povlakii mohou byt pfidavany rizné ptirodni

extrakty, které obohacuji povlak a tim také mohou zlepSovat vlastnosti balenych potravin (1).

Material a metodika
Ptiprava vzorka
Zelena jablka — Golden delicious, zemé& puvodu Itdlie — byly oloupany a nakrdjeny na kostky
0 rozmé&rech 1x1x1 cm.
Ptiprava film formujicich roztokl a baleni vzorkt
Do kédinky bylo navaZzeno 1,5 g chitosanu, dale bylo pfiddano 135 ml 1% kyseliny mlé¢né. Roztok byl
michan na magnetické michacce pfi teploté 50°C a rychlosti ota¢ek 500 rpm po dobu 15 min, nasledné
byly ve film formujicim roztoku namaceny kostky jablek po dobu 30 s. Poté byly pfendany do plastové
misky, zavieny vickem a uchovavany v lednici pii 5°C. V pfipad¢ piipravy roztoku s ptidavkem
extraktu byl nejprve piipraven extrakt z modrého ¢aje, Cerveného zeli a batat, vzdy bylo navazeno 10 g
piislusného zdroje a nasledné navazka byla zalita 100 ml horké destilované vody. Extrakt byl po 10
minutach prefiltrovan a ponechén vychladnout a nasledné pfidavan do film formujicich roztokt vzdy
v koncentraci 20 %. Poté nasledovalo ponofeni jablek stejné jak je popsano vyse. Vzorky byly
analyzovany v den O, den 2 aden 7.
DPPH
Metoda DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) podle Sivaroobana et al. (2) s mensimi Gpravami byla
pouZita pro stanoveni antioxida¢ni aktivity. Byl pfipraven extrakt — 1 g vzorku + 20 ml ethanol, extrakce
probihala na ultrazvukové 14zni po dobu 30 min. Nésledné byl vzorek piefiltrovan a smichan s 0,1mM

roztokem DPPH v ethanol. Absorbance byla méfena pii 517 nm po 30minutové inkubaci ve tmé za

63



pouziti spektrofotometru (CE7210 DIET-QUEST, Cambridge, Anglic). Ubytek absorbance byl
vyjadien v procentech:

DPPH [%] = [(AbsorrH — AbSvzorku)/ AbspppH)*100

Obsah celkovych polyfenolt

Stanoveni celkového obsahu polyfenold bylo provedeno dle Tomadoniho et al. (3) s mensimi Gipravami.
Byl odvazen 1 g vzorku jablek, ktery byl extrahovan s 10 ml destilované vody na tfepacce po dobu 10
minut. Nasledné byl vzorek piefiltrovan, byl odebran 1 ml do 25 ml odmérné banky, kam bylo nasledné
pfidano 5 ml roztoku Folin.Ciocalteau a 4 ml uhli¢itanu sodného (75 g/1), ndsledovala inkubace po dobu
30 minut ve tm¢ a zméfeni absorbance pii 765 nm. Vysledky byly vyjadieny jako obsah kyseliny

gallové vzorku.

Vysledky
Vysledky antioxidaéni aktivity zjisténé metodou DPPH béhem skladovani jablek v rznych druzich
jedlych obalti jsou uvedeny v Tabulce 1. Ze ziskanych vysledkl bylo zjisténo, Ze antioxidacni aktivita
ve zkoumanych vzorcich nebyla jednoznacna a v piipad¢ nékterych vzorkti dochdzelo ke snizovani
zatimco u jinych dochazelo béhem skladovani ke zvySovani antioxida¢ni aktivity. Obdobné kolisani
hodnot bylo pozorovano v ptfedchozich studiich, kdy bylo zjiSténo, ze hlavnimi slouc¢eninami
zodpovédnymi za zvySovani polyfenolli a tim 1 antioxidacni aktivity jsou chlorogenova kyselina a
prokyanidiny, které se s dobou skladovéani ve vzorcich krajenych jabelk zvySovala, divodem tohoto
déje je aktivita polyfenol oxidazy, které je obsaZeno rtizné mnozstvi v riznych odridach jablek (4).
V naSem piipad¢ tedy miZzeme pifedpokladat, ze se ve vzorcich jablek nachédzelo vétsi mnoZstvi
polyfenol oxiddzy a tim se zabranilo rozpadu latek vykazujicich antioxida¢ni aktivitu. Tyto déje byly
pozorovany piedevsim u vzorkt balenych do karagenanovych obalt at’ uz s ptidavkem extaktu nebo
bez. U vzorkl jablek s chitosanovym povlakem dochazelo béhem skladovani k vét§Simu tmavnuti
vzorkll oproti jablkim bez obalu a s karagenanovym povlakem (Obr. 1). Obdobné hnédnuti jablek
s chitosanovym obalem béhem skladovani bylo pozorovano ve studii od Shyu et al. (5) ve srovnani

S zelatinovym povlakem.
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Tabulka 1. Antioxidac¢ni aktivita zjisténa metodou DPPH (%) pro vzorky jablek

DENO DEN 2 DEN 7
Bez obalu 33,16 + 1,392 Bez obalu 35,58 +0,16°
KAR 17,70 + 0,06° KAR 24,50 +0,12°
20,63 + 0,32 CHL 4,47 + 1,26 CHL 1,87 +0,18°
CHLme 18,07 £ 1,21% CHLme 2,18 £0,28°
KARwmc¢ 10,79 =+ 1,079 KARwm¢ 22,72 + 0,149
CHrez 14,98 £ 0,27¢ CHLez 2,27 +£0,22¢
1785 015 KAR¢z 18,15+ 0,14° KAR¢z 25,86 + 0,14°
CHuet 9,85 +0,18%9 CHvet 486+ 0,17
KARsT 4,99 +0,03" KARgT 11,97 +0,199

*horni index znazorfuje statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)mezi fadky

Obrazek 1. Vzhled balenych jablek po 2 dnech od zac¢atku pokusu (A-chitosanovy obal, B-bez obalu,

C-karagenanovy obal)

V Tabulce 2 jsou uvedeny vysledky obsahu celkovych polyfenolt ve vzorcich balenych do riznych
druhti jedlych obalt. V ptipadé analyzy polyfenoll bylo zjiSténo obdobné jako u vysledkti DPPH, Ze u
jablek balnych do chitosanovych obali dochazelo ke snizeni obsahu polyfenolti oproti karagenanovym
obaliim. Nejvyssi hodnoty obsahu polyfenold u jablek po 7 dnech skladovani byly zjistény u vzorkt
bez obalu, KAR, KARmMm¢ a KAR¢z. K vy$simu obsahu celkovych polyfenold u nebalenych vzorka
mohlo dochazet z diivodu, Ze u ostatnich vzorkll byl pfed analyzou vzorek zhomogenizovan vcéetné
obalu, ktery byl soucésti krajenych jablek a mohlo tak dojit k ,,nafedéni obsahu polyfenolt. U vzorki
S karagenanovym obalem bylo pozorovano zvySovani obsahu polyfenolti mezi dnem 2 a 7, zatimco u
vzorkli s chitosanovym obalem bylo pozorovano snizovani obsahu polyfenoll. Musi byt také
zdiiraznéno, ze ani v piedeslych studiich nebyla nalezena obecna pravidla pro zvySovani nebo naopak
snizovani polyfenolti béhem skladovani a to z diivodu, ze celkovy obsah polyfenoli zavisi na mnoha

syntézu polyfenolti — jeho aktivita se zvySuje pii fezani a loupani. Zatimco pokles polyfenolii zptisobuje
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polyfenol oxidéaza, ktera také zptisobuje hnédé zabarveni jablek. Jak je vidét na Obr. 1, tak nizky obsah

polyfenolti se vyskytuje u vzorka s chitosanovym obalem, které¢ byly oproti vzorkim bez obalu a

s karagenanovym povlakem vice zbarvené do hnéda (1).

Tabulka 2. Celkovy obsah polyfenolii (mg kyseliny gallové/g) pro vzorky jablek

DEN 0 DEN 2 DEN 7
Bez obalu 0.330 £ 0.0002 Bez obalu 0.477 + 0.0022
KAR 0.176 + 0.001° KAR 0.351 +0.001°
0.312 + 0.000 CHL 0.097 + 0.001° CHL 0.075 = 0.000°
CHrmc 0.135 + 0.000¢ CHLme 0.079 =+ 0.000°
KARMe 0.168 + 0.000° KARM¢ 0.201 + 0.000°
CHvrez 0.128 + 0.000f CHrez 0.071 +£0.001°
0,379 4 0.000 KAR¢z 0.218 + 0.0009 KAR¢z 0.287 + 0.004
CHueT 0.183 + 0.000" CHueT 0.122 +£0.002¢
KARBT 0.227 +0.001' KARsT 0.193 + 0.000"

*horni index znazorfuje statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)mezi fadky

Zavér

Bylo zjisténo, ze pti pouziti povlaku pro baleni krajenych kouskt jablek je vhodnéjsi pouzit povlaky

s karagenanovym zékladem, kdy nedochédzelo ke hnédnuti jablek béhem 7-denniho skladovani oproti

vzorklim jablek s chhitosanovym povlakem, kde bylo hnédnuti pozorovano a jablka by tak nebyla pro

konzumenty tolik atraktivni.
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Optimalizace metod pro detekci Helicobacter pylori a zjisténi jeho vyskytu v syrovém mléce
Aneta Giondélova, Zora Stastkova, Pavlina Navratilova, Ivana Bednéafova, Petra Furmanéikova,
Daniela Necasova
Ustav hygieny a technologie potravin Zivocisného pivodu a gastronomie, Fakulta veterindrni hygieny

a ekologie, Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Helicobacter pylori je gram negativni, mikroaerofilni pohybliva bakterie kolonizujici zalude¢ni sliznici.
Infekce H. pylori ma pfimou souvislost s vyskytem zavaznych onemocnéni ¢lovéka, jako je chronicka
gastritida, duodenalni vied a rakovina Zaludku. Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny, ktera je
soucasti Svétové zdravotnické organizace, v roce 1994 klasifikovala Helicobacter pylori jako
karcinogen skupiny 1 (1). Cesty pienosu a rezervodry této bakterie jsou témata, kterd jsou predmétem
diskuse mnoha vyzkumnych praci, nebyly vSak dosud ptfesné objasnény. Epidemiologické dikazy a
vyskyt H. pylori v potravinach zivocisného ptivodu, vegetabilnich potravinach a ve vodé, potvrzuji
hypotézu piedlozenou mnoha autory, a to Ze bakterie je potravinovym patogenem (2). Od objevu
bakterie H. pylori se klasicka kultivaéni metoda pouziva v humanni medicing jako rutinni diagnosticky
test a je povazovana za ,,zlaty standard” mezi metodami. H. pylori je naro¢na bakterie vyzadujici média
bohata na Ziviny, mikroaerofilni prosttedi, vysokou vlhkost vzduchu (96-100 %) a pH blizké hodnot¢
7,0. Média jsou obvykle obohacena o krev (redukéni Cinidlo) a specifickd antibiotika. Kultivacni
metoda byla v fadé studii pouzivana pro stanoveni piitomnosti H. pylori v mléce. Z publikovanych
studii vyplyva, Ze vysledky metody nejsou pfi vySetieni potravin optimalni (2,3,4). Z dalSich metod,
které byly vyuzity pro detekci H. pylori v potravinach, se jevi jako Gispé$na imunomagneticka separace
(IMS) nasledovana molekularné-biologickou metodou (PCR) (3). Vysokou citlivost vykazuji
molekularné-biologické metody umoziujici specifickou sekvenéni amplifikaci DNK mikroorganismu
spolu s molekularni typizaci kmend. K identifikaci H. pylori v potravinach byly vyvinuty multiplex
PCR (MT-PCR), Nested-PCR, PCR Vv realném case (real time PCR), reverzné transkripéni PCR (RT-
PCR) (2). Cilem prace bylo sestavit vhodny postup pro detekci H. pylori s vyuzitim kultiva¢ni,
imunologické a molekuldrné-biologické metody a nésledn¢ stanovit jeho pfitomnost ve vzorcich

syrového mléka pochézejiciho z oblasti Moravy na izemi Ceské republiky.
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Material a metodika
Vzorky
Ve studii byly analyzovany bazénové vzorky kravského mléka (n = 78) a individualni vzorky koziho
mléka (n = 52) pochazejici z farem na Moravé. Vzorky byly odebrany v obdobi od ¢ervna do zati 2020.
Bazénové vzorky kravského mléka byly ziskany na svozovych linkédch tifi mlékaren zpracovavajicich
mléko, které odebiraji mléko z farem chovajicich mléény skot v oblasti Morava v Ceské republice.
Vzorky byly odebirany automaticky (autosamplerem) pii piejimce mléka na farmé do sterilnich
vzorkovnic. Individualni vzorky koziho mléka byly ziskany ruénim dojenim do sterilnich vzorkovnic.
Vzorky byly piepravovany a skladovany pfi teploté 4-6 °C. VySetieni vzorkl v laboratofi prob&hlo do
24 hodin po odbéru.
Kultiva¢ni metoda
Ptim4 kultivace vzorkli probéhla na Helicobacter agaru, ktery byl pfipraven z nésledujicich slozek:
Brain Heart Infusion Broth (Oxoid LTD., Hampshire, UK), Norit® A (Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Germany), bramborovy Skrob (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA), Yeast Extract
(Oxoid), Agar Bacteriological (Oxoid), dale defibrinované konské krve, koniského séra, obohacovadla
A (Dulab s.r.o., Dubné, CR) a smési antibiotik: vankomycinu (30 000 j./ml) (Mylan Pharmaceuticals
s.r.0., Praha, CR), kolistinu (30 000 j./ml) (Teva Pharmaceuticals, s.r.o., Praha, CR) a trimetoprimu
(1500 j./ml) (Sigma-Aldrich). 50 ul vzorku mléka bylo kultivovano na Petriho miskach s Helicobacter
agarem. Inkubace misek probéhla pii 37 °C po dobu 9 dni v anaerostatu, za mikroaerofilnich podminek
(5% O2, 15 % COz2 a 80 % Nz2) vytvotrenych pomoci vyvije¢e CampyGen™ 2.5L (Oxoid). Po skon&eni
inkubace byly suspektni kolonie (malé, jasné, prihledné, kopulovité kolonie) podrobeny uredzovému
testu UREASAtest50 (TestLine Clinical Diagnosis s.r.o., Brno, CR) pro priikaz uredzové aktivity H.
pylori.
Nested-PCR
U této reakce se pro zvySeni specificity vyuzivaji dva pary primerQ. Jeden par vnéjsich primeri a jeden
par vnitinich primerti. Vnitini primery nasedaji na sekvenci, ktera je ohrani¢ena vnéjSimi primery.
Nejprve se provede reakce s vnéjSimi pary primert a vznikly produkt je vyuzit jako templat pro reakci
s vnitinimi primery. Kombinaci dvou part primert se zvysi pravdépodobnost amplifikace pouze
daného, specifického seku. Z mléka byla pfimo vyextrahovana DNA H. pylori pomoci QIAamp®
DNA Blood Mini Kitu (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) dle navodu poskytnutého vyrobcem. K
amplifikaci byly pouzity oligonukleotidové primery dle publikace Quaglia et al. (2009). Vnéjsi
oligonukleotidové primery s oznacenim Hp 1 (5'-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3")aHp 2
(5'-AAGCTTACTTTCTAACACTAAACGC-3") byly pouzity k amplifikaci glmM genu H. pylori
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0 délce 294 bp. Vnitini primery s oznacenim Hp 3 (§'-CTTTCTTCTCAAGCGGTTGTC-3") a Hp 4
(5'-CAAGCCATCGCCGGTTTTAGC-3") byly pouzity k amplifikaci vnitini ¢asti tohoto genu o délce
252 bp (Generi Biotech s.r.o. Hradec Kralové, CR). Reakéni smés byla piipravena z PPP Master mixu
(Top-Bio s.r.0., Vestec, CR), PCR H20 (Top-Bio s.r.0., Vestec, CR), Hp 1 a Hp 2 (0.5 uM). K 23 ul
této smési byly pfidany 2 pl vyextrahované DNA. Nested-PCR probihala pomoci termocycleru za
nasledujicich podminek: 95 °C po dobu 2 minut, ndsledovalo 33 cykla (94 °C 1 min, 61 °C 2 min, 72
°C 1,5 min.), zavérecna syntéza 72 °C po dobu 5 minut a zchlazeni na 6 °C. Po skonCeni amplifikace
byly 2 pl kone¢ného produktu z prvni reakce pfidany do druhé reakéni smési stejného slozeni jako u
prvni reakce, pouze s rozdilem ptidanych primert (Hp 3 a Hp 4). Podminky amplifikace druhé reakce
byly nasledujici: 95 °C po dobu 2 minut, nasledovalo 30 cykla (94 °C 1 min, 62 °C 2 min, 72 °C 1,5
min), zavérecna syntéza 72 °C po dobu 5 minut. Vzorky byly zchlazeny opét na 6 °C. K detekci PCR
produktli byla pouzita elektroforetickd separace v 1,5% agardézovém gelu obarveném ethidium
bromidem s naslednou vizualizaci pod UV svétlem. Elektroforéza probihala pii 120 V, 90 mA, 60
minut. Jako marker byl pouzit DNA Ladder o velikosti 100-4000bp (Lonza Rockland, Inc., Rockland,
USA). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA H. pylori pochazejiciho ze vzorku humanni zaludeéni
sliznice. Kmen H. pylori byl poskytnut Mikrobiologickym oddélenim Fakultni nemocnice u sv. Anny,
Brno.

Pyloritop® Ag

Imunochromatograficky test Pyloritop® Ag (Biosynex, Francie) je uréeny k detekci antigenu H. pylori
ve vzorcich lidské stolice. Pomoci tohoto kitu byla testovana pfitomnost antigenu H. pylori ve vzorcich
mléka. 80 pl vzorku mléka, bylo napipetovano do sbérné zkumavky obsahujici fedici pufr. Protfepanim
doslo k promichani vzorku s pufrem. Po 2 minutach se do jamky pro ptidani vzorku na testovaci kazeté
pienesly 2 kapky roztoku ze sbérné zkumavky. Vysledek byl odecten po 10 minutach. Pozitivni
vysledek byl indikovéan Eervenym prouzkem v testovaci linii (T) a kontrolni zéné (C). Cerveny prouzek
o rizné intenzité zbarveni v testovaci linii (T) byl také hodnocen jako pozitivni. V piipad€ negativniho
vysledku byl ¢erveny prouzek pouze v kontrolni zon¢ (C). Jako neplatny vysledek bylo hodnoceno

neobjeveni prouzku v kontrolni zoné (C).

Vysledky
Vyuziti kultiva¢ni metody pro izolaci H. pylori ze vzorkt potravin, zejména pokud obsahuji vysoké
pocty doprovodné mikroflory, je naroéné a zdlouhavé, protoze vyzaduje selektivni media s antibiotiky,
mikroaerofilni podminky a dlouhou dobu kultivace (az 9 dni). Dalsi nevyhodou kultivaéni metody je

neschopnost zachytit kokoidni, nekultivovatelnou formu bakterie (VNC - viable nonculturable form).
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V nasi studii nebyla kultivaéni metodou prokazana ptitomnost H. pylori v zadném z vySetienych
vzorkll. Kromé jiz zminénych divodi, mohly mit vliv na rust bakterie neptiznivé podminky v dobé
mezi odbérem vzork a jejich vySetienim (pievoz vzorki do laboratofe a skladovani pfi chladirenskych
teplotach a za aerobnich podminek). Metodou Nested-PCR bylo z celkového poétu 78 bazénovych
vzorki syrového kravského mléka pozitivnich na ptitomnost bakterie H. pylori 32 (41 %) vzorkd. Z
analyzovanych 52 individualnich vzorki syrového koziho mléka touto metodou bylo pozitivnich 30 (58
%) vzorkli. Na rozdil od kultivaéni metody je mozné metodou Nested-PCR detekovat i
nekultivovatelnou formu bakterie. Stanovenim citlivosti testu Pyloritop® Ag, jsme zjistili, Ze 1ze vyuZzit
I pro detekci antigenu H. pylori v mléce. Testem Pyloritop® Ag vsak nebyla potvrzena pfitomnost H.

pylori ve vzorcich. Divodem mohou byt nizké pocty této bakterie v mléce.

Zavér
Studie potvrdila, Ze z metod, které byly zavedeny pro detekci H. pylori ve vzorcich syrového mléka, se
jevi jako vysoce citliva a specificka metoda Nested PCR. Vysoka citlivost metody umoziuje detekovat
maly pocet bakterialnich bun¢k. Pomoci PCR vSak neni mozné zjistit zivotaschopnost vySetfované
bakterie v potravinach. Vysledky studie prokazaly ptitomnost DNA H. pylori ve vysokém procentu
vzorkli syrového koziho a kravského mléka pivodem zrtuznych chovi mlécného skotu v oblasti
Moravy v Ceské republice. Toto vysoké procento dokazuje, Ze syrové mléko je zdrojem bakterie H.

pylori a mize ptedstavovat riziko pro konzumenta.
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Uvod
V poslednich letech se vyroba plastii po celém svété dramaticky zvysSuje a je povazovana za vaznou
hrozbu pro vodni prosttedi. Mikroplasty jsou ¢astice o velikosti 20 um az 5 mm a vznikaji degradaci
plastovych materialtl. Castice vstupuji do potravniho Fetdzce prostfednictvim bezobratlych organismd,
jejichZ ordlnim pifjmem se tyto kontaminanty dostavaji do dalSich necilovych organismii. MoZné
negativni dopady konzumace mikroplasti zahrnuji sniZzeni nutriéni hodnoty stravy, poskozeni tkéni
nebo zvySeni miry expozice patogent (1,2). Cilem tohoto projektu je rozSifeni poznatk tykajicich se
ucinkd polystyrénovych mikro¢astic na zdravotni stav pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss),
zejména na jeho stievni mikrofloru v experimentalnich podminkach. Testované ¢astice byly podavany

v krmivu, a to v koncentracich 0,5; 2 a 5 %.

Material a metodika

Projekt je zaméteny na sledovani potencialniho negativniho vlivu mikroplastli na zdravotni stav pstruha
duhového. Vlastni realizace spociva v provedeni subchronického testu toxicity po dobu Sesti tydnil.
Z diivodu nepftiznivé epidemiologické situace v letosSnim roce byl presunut zacatek vlastniho testu,
proto jeho realizace jeSté probihd. Jeho ukonceni prob&hne v poloviné prosince tohoto roku. Test
probiha v akreditovaném zatizeni Ustavu zoologie, rybafstvi, hydrobiologie a véelatstvi (Mendelova
univerzita v Brn¢).

V experimentu jsou sledovany potencidln€ negativni ucinky polystyrenovych mikro¢astic (EPRUI
Biotech Co. Ltd, Cina), které jsou testovanym jedincim aplikovany v krmivu. Pfed zadatkem
experimentu byla provedena komplexni charakterizace téchto ¢astic a nasledné byly vyuzity pro
pfipravu krmiva, které je podavano testovanym organismiim. Experiment probiha v nadvaznosti na data
a zkuSenosti ziskané z ptedchozi studie provedené s mikroplastovymi ¢asticemi polyethylenu.

Pted zahdjenim vlastniho experimentu byly ryby ndhodné rozdéleny do 8 testovacich nadrzi po 20 ks
ryb. V experimentu je kontrolni skupina a 3 pokusné skupiny, v§echny skupiny jsou v duplikatu (tzn.

celkem 160 ks ryb). Pfed zac¢atkem pokusu probéhla 14-denni faze aklimatizace, jejimz ucelem bylo
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navyknuti pokusnych ryb na podminky experimentalniho prostiedi a podavané krmivo. Po aklimatizaci
byl zahdjen vlastni experiment, kdy testovanym jedinciim se zacalo podavat specialné ptipravené
krmivo s ptidavkem polystyrenovych mikro¢astic. Krmivo bylo pfipravenou patentovanou impregnacni
metodou. Testované koncentrace mikroplastovych ¢astic aplikované do krmiva vychazi z jiz probéhlého
experimentu s polyethylenovymi mikrocasticemi, a jsou 0,5, 2 a 5 %. V pribéhu experimentu jsou
pravidelné analyzovany fyzikalné-chemické parametry vody a déle jsou prubézné sledovany ptiristky
hmotnosti (pritbézné vazeni po 14 dnech pro upravu krmné davky), mortalita, pfipadné zmény chovani
a odchylky od zdravotniho stavu.

V zéavéru pokusu bude provedeno usmrceni ryb tupym uderem do hlavy. Hlavnim cilem je analyza
slozeni sttevni mikroflory a vliv na druhy Lactobacillus spp. a Brevinema za pomoci odbéru vzorka
sttevniho obsahu. Ze vzorkli bude izolovana DNA, ktera bude néasledné piedlozena k JRT-PCR analyze
s cilem identifikace hlavnim skupin stfevnich mikroorganismi se zaméfenim specidlné na vySe uvedené
druhy. Sledovano bude ptipadné ovlivnéni jejich vzédjemného poméru u exponovanych skupin vici
kontrolni skupiné. Tato analyza bude doplnéna o histologické vySetfeni a snimky z elektronového
mikroskopu k ovéteni prostupnosti mikroc¢astic sttevni st€nou. Vzorky stfeva budou odebrany z vice
mist ke zjisténi vlivu na rizné useky traviciho traktu. Nasledné¢ bude vyhodnocen vliv mikroplastli na
ukazatele hematologického, biochemického a imunologického profilu ryb. V ramci experimentu budou
odebrany také vzorky tkéni pro ovéfeni pruniku mikrocastic do tkani ryb za pomoci elektronové
mikroskopie a histologického vysetieni. Dil¢im cilem bude zjiSténi vlivu na genovou expresi vybranych
pro a protizanétlivych genti (napt. cypla, tnf-a, illb, il10 apod.) za pomoci metody kvantitativni RT-
PCR. Ziskana data budou nasledné statisticky analyzovédna s vyuZzitim statistického programu Unistat.
Pokud data budou spliovat podminku normalniho rozdéleni (Shapiro-Wilktiv test) a homogeneity
rozptylu (Leveniv test), budou pro zjisténi rozdili sledovanych parametrli vyuzita jednofaktorova
analyza rozptylu a test mnohonasobného porovnani — Tukey-HSD test. V ptipadé nesplnéni podminky

normality, bude dalsi testovani probihat s vyuZzitim vicevybérového medidnového testu.

Vysledky

Kwvuli Spatné epidemiologické situaci doslo k odlozeni zacatku experimentu. Experiment v souc¢asné

-----

dil¢i analyzy, ve kterych byl proveden navrh primert specifickych pro stfevni tkan (il7, il2, igT, tir5).
Déle byla také ovétena jejich funkEnost pomoci gelové elektroforézy. Pro validaci PCR metody byly

vyuzity vzorky vybranych tkdni, které byly ziskany v ramci pfedchozi studie zamétené na vliv
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polyethylenovych mikroc¢astic. Validaci byla zjiSténa velikost vyslednych produkti, kterd se
pohybovala mezi 100 - 250 bp (pary bazi). Pfitomnost nezadoucich dimert nebyla zjisténa.

Ve spolupraci s Masarykovou univerzitou bylo také provedeno komplexni zhodnoceni mérného povrhu
polystyrenovych mikrocastic, které byly pouZity pro testovani. S vyuzitim laserového rozptylového
analyzatoru velikosti ¢astic LA-960 (HORIBA) byly provedeny kontrolni analyzy. PouZité ¢astice maji
prumérnou velikost 52,5 = 11,5 um (medianova hodnota — 50,8 um, modus — 48,9 pum). Detailni
vysledky analyzy jsou vedeny v histogramu na obrazku 1.

Obrazek 1. Histogram znazoriiujici distribuci velikosti polystyrénovych mikro¢astic pouzitych

Vv subchronickém testu toxicity na pstruhu duhovém
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Zavér
Kwvli $patné epidemiologické situaci experiment v soucasné chvili jesté probiha, proto nejsou vysledky

planovanych analyz zatim k dispozici. Do této doby byly provedeny dilci, piipravné a kontrolni
analyzy. Hlavnim cilem projektu je zvySeni povédomi o moZnostech sniZeni spotieby plastl, zejména
proto, ze se jedna o latky tézce degradovatelné a perzistujici v zivotnim prostfedi. Tento experiment na
juvenilnich stadiich pstruha duhového predstavuje vyznamnou soucast hodnoceni dopadu mikroplastti

pravé na vodni organismy a zne€i$téni vod a pfinese cenné a aktudlni informace o problematice

kontaminace vodnich potravnich fetézct.
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Soap production from waste frying oils
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Introduction

Large amounts of waste are produced every day in the world and with the increase in population, there is an
increasing trend (1). One of the major problems in waste treatment is the waste fried oil used in households,
restaurants and industry for food heat treatment (2). Annual worlds production of different kinds of edible
oils was estimated at 200 million tons (3). A part of used oil is collected and utilized, but still, a large amount
ends up in the sewers. This further causes problems in sewage treatment systems as well as negatively affect
the wildlife if it enters rivers directly. It is, therefore, necessary to work on finding ways to utilize as much
of this waste as possible (4).

Soap production is one of the ways to reuse fried oil. Soaps are formed in the process of saponification in
which fatty acids from oil react with base (usually potassium or sodium hydroxide). In this process, no waste
products are created and it does not require energy, so it can be called economically sustainable green
technology. Soap as a product degrades faster than oil so that also from the waste management point of view
it is more acceptable (5).

The study aimed to look into the possibility of using the fried oils in the soap production and to assess the

differences in physical properties between the soaps made from fresh and from fried oils.

Materials and methods
The soap samples were made from fresh and fried rapeseed, sunflower and palm oil. Simulation of French
fries frying was done to obtain fried oil samples. Frying was done in 5 stages that were defined by total polar
matter (TPM) until the limit value of 24% TPM (above which the fried food is not safe for human
consumption) was achieved. The recipe for soap samples consisted of 130 g of oil, 17.52 g of NaOH
and 49.40 g of distilled water. The mixing was done according to the cold saponification process (6).
The process of oil processing with measured TPM levels and accordingly sample names are shown in Table
1. The samples were analyzed for following parameters: pH, moisture, total alkali, total fat content (7),

foaming (8), hardness and stickness.
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Results

The measured parameters done on experimentally produced soaps are shown in Table 2. The parameters
pH, moisture, total fat content and total alkali showed high similarity among all the samples, and values
obtained were comparable with the literature data (Table 2). The range of values for those parameters can
describe the high quality of obtained soap samples. Data obtained for foaming and the textural parameters
hardness and stickness vary among the samples. Though, no clear trend was found that would correlate to
the frying oil degree.

The PCA analysis (Figure 1) showed the significant differences between all samples with the visible cluster

groups of soaps made from the same type of oil.

Table 1. Description of soap samples abbreviations and corresponding oil TPM% levels

Sample Abbreviation | TPM level (%)

Controls OR, 0S, OP 5
Sample 1 sets 1R, 1S, 1P 6.5
Sample 2 sets 2R, 2S, 2P 10
Sample 3 sets 3R, 3S, 3P 15
Sample 4 sets 4R, 4S, 4P 20
Sample 5 sets 5R, 5S, 5P 24
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Figure 1. PCA analysis of parameters obtained in the soap samples
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Table 2. Obtained results from physical soap samples testing

Total fat Total
Sample pH Moisture | content alkali Foaming | Hardness | Stickness

9.67 £ 743 £ 82.34 + 0.00 + 2320 + -622 £

OR 0.00 0.17 1.34 0.00 49+£10 130 116
9.80 + 7.06 £ 81.96 + 0.00 + 2424 +

1R 0.00 1.73 1.56 0.00 42+ 6 257 -430 + 34
10.08 £ 991+ 80.00 + 0.00 + 1654 +

2R 0.00 0.52 2.20 0.00 47 £ 8 235 -318 £59
10.08 £ 9.82 + 81.61 £ 0.00 + 1256 +

3R 0.00 1.48 1.12 0.00 40+ 8 183 -326 £ 65
10.11 £ 921+ 83.31 + 0.00 + 1414 +

4R 0.00 1.44 1.10 0.00 42 + 11 128 -405 + 38
10.08 £ 8.16 £ 84.33 + 0.00 + 1521 +

5R 0.00 0.87 0.65 0.00 34+3 185 -457 £ 31
9.58 + 6.44 + 85.98 + 0.00 +

0S 0.00 0.67 0.51 0.00 25+7 | 786+51 | -411+92
9.85+ 8.28 + 84.35 + 0.00 + 856 +

1S 0.00 1.11 0.84 0.00 34+15 133 -299 + 31
10.06 + 932+ 83.32 + 0.00 +

2S 0.00 0.17 0.14 0.00 42+12 | 457+23 | -148+34
10.07 £ 7.87 £ 84.67 = 0.00 + 804 +

3S 0.00 0.82 0.62 0.00 27+ 10 105 -153 £69
948 + 6.26 + 86.31 0.00 + 1352 +

4S 0.00 1.45 1.09 0.00 19+4 155 -442 £20
9.59 + 6.83 + 85.77 £ 0.00 + 1272 +

5S 0.00 1.32 0.99 0.00 17+3 118 -471 £45
10.13 + 7.07 £ 85.44 + 0.00 + 4990 + =794 £

oP 0.01 0.16 0.13 0.00 20+9 402 101
10.16 + 8.80 = 83.81 £ 0.01 + 3866 +

1P 0.00 1.22 0.92 0.01 21+£5 276 -346 + 85
10.07 £ 8.58 + 83.93 + 0.00 + 3243 +

2P 0.00 1.00 0.76 0.00 16 +3 363 -287 + 96
10.13 = 7.40 £ 85.00 £ 0.00 + 3023 + -427 +

3P 0.01 0.06 0.13 0.00 13+1 296 127
10.00 £ 8.21 £ 84.10 = 0.03+ 3037 £

4P 0.00 0.29 0.25 0.01 14+2 370 -568 + 75
997+ 8.04 £ 84.58 + 0.00 + 3319+ -496 +

5P 0.00 0.11 0.09 0.00 16+ 3 348 146

Conclusion

Based on the analysis done on experimentally obtained samples, it can be concluded that it is possible to
produce the soaps from waste frying oils that will maintain good quality physical properties. Certainly, that

more experiments in that field and more different types of analysis should be done.
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Uvod
Jednim z hlavnich divodl vyskytu rezidui 1é€iv v Zivotnim prostiedi je jejich neustale vzrlstajici
spotfeba spole¢né s nizkou ucinnosti jejich odstranéni v Cistirnach povrchovych vod. Prestoze se tyto
latky v zivotnim prostiedi vyskytuji pouze v nizkych koncentracich, miize mit jejich dlouhodobé
pusobeni negativni vliv na organismy vodniho prostfedi. Koncentrace rezidui 1é¢iv, zejména
psychoaktivnich latek, antibiotik a analgetik nardstaji jak v povrchovych vodach, tak i v sedimentech,
tkanich organismu a dostavaji se do potravniho fetézce. Napt. antidepresivum fluoxetin, které patii
K nejcastéji  detekovanym antidepresivim ve vodnim prostiedi, se uklada v sedimentech
v koncentracich 34—152 ng/g (1). U ryb a ostatnich vodnich Zivo¢ichi se fluoxetin kumuluje prevazné
v nervové tkani, jatrech, ledvinach a gonadach v koncentracich 140-1020 ng/g (2). Zvlasté ohrozena
mohou byt rand vyvojova stddia organismii, kterda jeSté¢ nemaji dostateCné vyvinuté obranné
mechanismy a organismy na vrcholu potravniho fetézce — dravé ryby. Cilem prace bylo posoudit vliv
rezidui farmakologicky ucinnych latek sriznymi mechanismy U€inku, konkrétné fluoxetinu,

nortriptylinu, tramadolu a enrofloxacinu, na embryonalni a juvenilni stadia riznych druht ryb.

Material a metodika
Byl proveden akutni embryonalni test toxicity v souladu s metodikou OECD 236 (3), ve kterém byla
oplozena vajicka kapra obecného (Cyprinus carpio), sumce velkého (Silurus glanis), lina obecného
(Tinca tinca) a dania pruhovaného (Danio rerio) vystavena expozici nortriptylinu, tramadolu (oboje v
koncentracich 0,1; 1; 10; 1 000 a 25 000 pg/l) a enrofloxacinu (v koncentracich 0,1; 1; 10; 1 000 a 100
000 pg/l) po dobu 96 hodin. Embrya byla do testu nasazena do 60—90 minut po oplozeni do 48
jamkovych mikrotitra¢nich desticek. Béhem pokusu byla embrya umisténa do rtstové komory
s konstantni teplotou 26 + 1°C a fotoperiodou 12 hodin svétlo a 12 hodin tma. Kazdych 24 hodin
dochéazelo k vyméné roztokl a kontrole koagulace embrya, absence tvorby somitli, nedokonalému

oddéleni ocasu od zloutkového vacku a neptitomnost srdecniho tepu, morfologické zmény a €as lihnuti.
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Po 96hodinové expozici byly vzorky odebrany na hodnoceni zmén genové exprese vybranych genti
zodpovédnych za vyvoj raného organismu (oko, mozek, jatra, skelet).

Dale byl proveden 42denni ristovy test na pstruhu duhovém dle metodiky OECD 215. Testovana latka
fluoxetin byla pomoci impregna¢ni metody zabudovéana do krmiva Biomar 921. Testovaci koncentrace
(0,1; 1; a 10 mg/kg) vychazely z koncentraci bézné se vyskytujicich ve vodnim prostfedi — bentos,
sediment. Krmivo bylo rybam podavano 3x denné, stabilita pokusnych podminek byla ovéfovana
pravidelnym meéfenim fyzikalnich a biochemickych parametri (pH, t, O2%, amoniak, dusitany,
chloridy). V zavéru pokusu byla rybam odebrana krev na hematologické a biochemické vysetfeni. Poté,
co bylo provedeno utraceni ryb, doslo k hodnoceni morfologickych parametrti a naslednému odbéru
vzorkll z jednotlivych télnich tkéni na dalsi vySetfeni (histologie, oxidativni stres, stanoveni rezidui).
Vysledky byly hodnoceny v programu Unistat 5.6 for Excel. Statisticka vyznamnost byla hodnocena
na hladiné p<0,05 a p<0,01 a porovnana ke kontrole. V prib¢hu testu akutni toxicity na embryich ryb
byly ziskany vysledky o vlivu enrofloxacinu, notriptylinu a tramadolu na embrya sumce velkého, kapra
obecného a lina obecného. Testy byly rovnéz provedeny na daniu pruhovaném, které je pro tento typ

testu standardizovanym organismem.

Vysledky
Expozice tramadolu nevedla u Zadné testované koncentrace ani jednoho sledovaného druhu k statisticky
vyznamnym zmeéndm s jedinou vyjimkou, a to byl statisticky vyznamné nizsi pocet vylihlych jedinct
druhu lin obecny v ¢ase 48 hodin po oplozeni ve vSech koncentracich. V ¢asech 72 a 96 hodin po
oplozeni uz vsak tento rozdil pozorovan nebyl. Ke zpomaleni lihnuti v ¢ase 48 hodin po oplozeni u
jedinci lina obecného vedla téz expozice enrofloxacinu ve vSech testovanych koncentracich (s
vyjimkou 10 pg/l, kde vSak byla hodnota p= 0,0504), v dalSich dnech testu uz vSak tento rozdil
pozorovan rovnéz nebyl. U jedinct druhu kapra obecného byl po expozici enrofloxacinu v koncentraci
100 000 pg/l pozorovan statisticky vyss$i vyskyt vyvojovych deformit ve srovnani s kontrolou.
Nejtoxictéjsi bylo ze sledovanych 1é¢iv tricyklické antidepresiv nortriptylin. U vSech testovanych
organismll byla v nejvyssi testované koncentraci 25 mg/l pozorovéana statisticky vyznamné vyssi
mortalita ve srovnani s kontrolou (graf 1). U kapra obecného byl v této koncentraci pozorovan zaroven
statisticky vyss§i vyskyt malformit. Rychlost lihnuti byla ovlivnéna u kapra obecného v koncentraci 25
mg/l v ¢ase 72 hodin po oplozeni a u lina obecného ve vSech testovanych koncentracich kromé nejvyssi
testované (kde vSak byl nizky pocet piezivSich) v Case 48 hodin po oplozeni. Exprese mRNA
sledovanych 8 genli zodpovédnych za vyvoj orgdnovych soustav a skeletu byla v piipadé dania

pruhovaného nejvice ovlivnéna po expozici tramadolu, a to i v environmentalné-relevantni koncentraci
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0,1 pg/l. Zmény byly pozorovany vzdy alespoii u jednoho genu ze vSech 4 sledovanych oblasti vyvoje

Cvwr

organismu — vyvoj srdce, jater, mozku a skeletu. Po expozici enrofloxacinu doslo i v nejnizsi testované
koncentraci 0,1 pg/l ke zvySeni exprese mRNA u genti zodpovédnych za vyvoj skeletu, jater a mozku.
Expozice notriptylinu v testovanych koncentracich 0,1 a 10 pug/l vedla ke zvySeni exprese mRNA genu
paxb6 zodpovédného za vyvoj mozku. Naproti tomu kapr obecny se ukazal byt nejcitlivéjsi vaci
nortriptylinu. Tato latka ovlivnila v obou testovanych koncentracich expresi genii zodpovédnych
zavyvoj jater, srdce, mozku i skeletu. Expozice enrofloxacinu neovlivnila pouze expresi genu
zodpoveédného za vyvoj srdce. Expozice tramadolu v obou testovanych koncentracich ovlivnila expresi

mRNA u genil zodpovédnych za vyvoj skeletu a jater.
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Graf 1. Mortalita embryi ryb [%] po 96 hod. expozici nortriptylinu (** znaci p<0,01)

Za ucelem posouzeni vlivu antidepresiv vyskytujicich se v potravnim fetézci vodniho prostredi byl
proveden rastovy test na pstruhu duhovém, kde bylo antidepresivum fluoxetin aplikovano do krmiva.
U pstruha duhového byl zjistén statisticky vyznamny pokles leukocytli u viech exponovanych skupiny
(0,1; 1 a 10 mg/kg) ve srovnani s kontrolou (graf 2). Tento vysledek svéd¢i o imunosupresivnich
ucincich fluoxetinu, které mohou hrat roli ve vzniku sekundarnich infekci. Dale byly zjistén statisticky
vyznamné¢ niz§i obsah triacylglycerolli v krevni plazmé u skupiny exponované nejvyssi testované
k domnénce, Ze se triacylglyceroly ukladaji v nékterych orgéanech, jako jsou naptiklad jatra (bude

podpoteno/vyvraceno vysledky histologického vysetieni).
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Graf 2. Pocet leukocytt [109/1] u pstruha duhového po expozici fluoxetinu (** znaéi p<0,01)

Zavér
Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze i nizké, environmentéalné-relevantni, koncentrace testovanych latek

ey

mohou negativné ovlivnit vyvoj a imunitu ranych a juvenilnich stadii ryb Zijicich v povrchovych vodach

Ceské republiky.

Seznam literatury:

1) LAJUENESSE, A.,SMYTH, S.A., BARCLAY, K., SAUVE, S., GAGNON, C., 2012. Distribution
of antidepressant residues in wastewater and biosolids following different treatment processes by
municipal wastewater treatment plants in Canada. Water Research. 46, 5600 — 5612.

2) CHU, S., METCALFE, C.D., 2007. Analysis of paroxetine, fluoxetine and norfluoxetine in fish
tissues using pressurized liquid extraction, mixed mode solid phase extraction cleanup and liquid
chromatography-tandem mass spektrometry. Journal of Chromatography A. 1163, 112 — 118.

3) OECD 2013. Test No 236: Fish Embryo acute Toxicity (FET) Test. OECD Guidelines for the
Testing of Chemicals, Section 2, OECD Publishing, Paris, France.

Tato prdace byla financoviana grantem 1GA VFU Brno 208/2020/FVHE

82
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Uvod

Uroveti welfare miizeme krom& Welfare protokoli sledovat i za pomoci méfeni aktivity osy
hypotalamus — hypofyza — nadledviny (HPA). Pisobenim stresu dochazi ke zvyseni aktivity této osy,
jejimz vysledkem je zvyseni hladiny stresovych hormonti véetné kortizolu v Kkrvi, v dalSich télnich
tekutinach a ve faeces (1). V dusledku zlepSovani welfare doslo k vyvoji neinvazivnich metod odbéru
vzorkl. Jsou vypracovany metodiky, podle nichz Ize stanovit hladinu kortizolu v mo¢i, slinach, mléce,
trusu nebo srsti (2). S ohledem na minimalizovani stresu pii odbéru vzorku, zivo¢isny druh a technologii
chovu byly jako vhodny vzorek zvoleny sliny. Mezi volnym sérovym kortizolem a kortizolem ve
slindch dochazi k signifikantni korelaci (3).

Informaci o metodach stanoveni kortizolu ve slinach prasat neni mnoho a v téch dostupnych se autofi
Casto rozchazeji. Cook et al. (3) prokazali maximalni koncentraci kortizolu ve slinach v ¢ase 5 minut
po provedeni stresové zatéze (fixace pomoci smycky). Jini autofi prokdzali nejvyssi koncentraci
kortizolu ve slinach za 4 - 5 hodin po stresu, ktery zpusobila manipulace a pieskupeni zvitat. Podobné
jako u slin, i u vysledk hladiny kortizolu v krvi se ¢as, kdy nastala nejvyssi hladina kortizolu, u riznych
autort lisi. Prunier et al. (4) zaznamenali nejvyssi hladinu kortizolu v krvi 30 minut po kastraci.
V dalsich studiich se setkavame s nejvyssi hladinou kortizolu v Krvi v rozmezi mezi 30 a 60 minutami
(5). Tento fakt je zajisté ovlivnén i tim, ze ve vétSiné ptripadd jsou vzorky odebirany praveé v casech 0,
30, 60 a 120 minut po provadéném zakroku.

Lewis (6) informuje o tom, Ze kortizol je v odstfedéném vzorku slin statisticky stabilni po péti dnech
pii 4 °C a po tfech mésicich skladovani pii - 20 °C. Pro delsi skladovani je Zadouci teplota

- 80 °C. V¢étsSina autorti vSak uvadi, ze vzorky byly po odbéru co nejdiive zmrazeny.

Material a metodika
Experiment byl rozdélen do tfi samostatnych studii. Prvni studie byla zamétfena na zjisténi nejvyssi
hladiny kortizolu ve slinach po stresové zatézi, druhd studie byla zamétena na sledovéni vlivu podminek
skladovani vzorku na hladinu kortizolu a tfeti studie byla zaméfena na porovnani dvou typt komeréné
dostupnych ELISA kit specifickych pro stanoveni kortizolu. Pro experiment byla zvolena prasata

(Landrace x Ceské bilé uslechtilé prase) v riiznych vékovych kategoriich vhodnych pro jednotlivé
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studie. Vzorky byly vZdy ziskany vytérem dutiny Gstni prasat vatovymi tampony, které byly neprodlené
po vytéru centrifugovany pii 14 000 otackach po dobu 3 minut. Ziskali jsme tak vzorky slin, respektive
oralnich tekutin. Vzorky byly po odbéru zmrazeny pomoci suchého ledu o teplote¢ - 79,5 °C a
transportovany do  mrazictho  boxu, kde byly do analyzy skladovany  pii
- 80 °C. Analyza byla provedena pomoci komeréné dostupnych ELISA kita (Cortisol EIA Kit)
specifickych pro stanoveni kortizolu ve slinach vSech druhu zvitat.

Ke zjisténi nejvyssi hladiny kortizolu ve slinach po stresové zatézi byla vyuzita selata ve véku 4 dnt
+/- 1 den a jako stresovy faktor byla vyuzita kastrace bez znecitlivéni. Smésné vzorky slin byly
odebrany vzdy od vSech kanecki v kotci jako parové, tedy pied kastraci a po ni. Vzorky po provedeni
kastrace byly odebirany v ¢asovych intervalech 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 a 120 minut po ukonceni
manipulace se zviraty. Tento experiment byl proveden v deseti opakovanich. Po laboratorni analyze
vzorkll byla provedena statistickd analyza dat v programu UNISTAT for Excel pomoci Wilcoxonova
testu.

Pro sledovani zmén v hladiné kortizolu v zavislosti na podminkach skladovani byly vzorky odebirany
od selat ve vé€ku 28 +/- 2 dny, pficemz vzorky byly od selat odebirany po provedeni odstavu.
Z jednotlivych vzorkl byl vytvofen smésny vzorek, ktery byl po homogenizaci rozdélen na dil¢i vzorky.
Polovina z nich byla uloZena do termobloku, ktery udrzoval teplotu 25 °C a druha polovina vzorkd byla
ulozena do lednice o teplot¢ 5 +/- 1 °C. Vzorky byly po skladovani o délce
0,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 a 60 minut a dale 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48 a 60 hodin zmrazeny.
Tento experiment byl proveden v osmi opakovanich. Po laboratorni analyze vzorkt byla provedena
statisticka analyza dat v programu UNISTAT for Excel pomoci Wilcoxonova testu.

Pro porovnani vysledka stanovenych metodou ELISA dvéma riznymi komeréné dostupnymi kity bylo
pouzito 15 dospélych biezich prasnic. Jako stresor byla pouZzita zména typu ustdjeni prasnic, ke které
pied porodem v chovu bézné dochazi. Tyto prasnice byly pfesunuty z volného skupinového ustajeni do
individualnich kotci, kde jsou ustdjeny v porodnich klecich. Individualni vzorky byly odebirany pted
presunem, po presunu a 2 hodiny po presunu. Kazdy vzorek byl po odbéru rozdélen na dvé poloviny a
zmrazen. Nasledn¢ byla jedna polovina vzorkli zpracovana pomoci komeréné dostupnych ELISA kith
specifickych pro stanoveni kortizolu ve slinach (Cortisol EIA kit, ktery je uréen pro vSechny Zivocisné
druhy, tedy ne specificky pro prasata) a u druhé poloviny byla provedena analyza pomoci komer¢né
dostupnych ELISA kitt pro stanoveni kortizolu u prasat (Pig Cortisol (COR) ELISA kit, ktery lze pouzit
pro stanoveni ve vSech télnich tekutinach prasat, ne specificky ve slinach). Po laboratorni analyze
vzorkll byla provedena statistickd analyza dat v programu UNISTAT for Excel pomoci stanoveni

korela¢niho koeficientu a F-testu. Dale byla tato data vyuzita ke zjiSténi miry stresu, kterou u prasnic
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vyvola zména typu ustdjeni. Ke statistické analyze téchto dat byla pouzita Friedmanova dvoufaktorova
analyza rozptylu.

Vysledky
V prvni studii, jejimz cilem bylo zjistit v jakém casovém intervalu od stresové zatéze je hladina
kortizolu nejvyssi, jsme prokazali statisticky nejvyznamnéjsi rozdil mezi hodnotami pted a po kastraci

Vv ¢ase 40 minut po stresove zatézi (Graf 1).

Hladina kortizolu ve slinadch prasat
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Graf 1. Hladina kortizolu v jednotlivych ¢asovych intervalech po stresové zatézi

Cilem druhé¢ studie bylo zjistit vliv podminek skladovéani vzorku, konkrétné teploty a ¢asu, na zménu
Vv hlading kortizolu ve vzorku slin. Po dobu 60 minut nebyl zjistén statisticky vyznamny vliv skladovaci
teploty na hladinu kortizolu ve vzorku. K viditelnym zménam v hlading kortizolu v disledku rozdilnych

skladovacich teplot dochdzi az po 60 hodinach skladovani vzorku (Graf 2).
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Graf 2. Vliv teploty a ¢asu na hladinu kortizolu ve vzorku slin
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Cilem posledni studie bylo posoudit vysledky ziskané stanovenim totozného vzorku pomoci dvou
riznych typti komeréné dostupnych ELISA kitl. Bylo zjisténo, Ze vysledky stanovené pomoci kit 1.
typu (Cortisol EIA kit) a vysledky stanovené pomoci kitii 2. typu (Pig Cortisol (COR) ELISA kit) mezi
sebou nekoreluji a statisticky nebyla zjiSténa Zadna zévislost mezi vyslednymi hodnotami ziskanymi
pomoci kitu 1. typu a kitu 2. typu. Bylo vSak zjisténo, ze kazdy kit m4 jinou variabilitu hodnot a kit 1.
typu je statisticky pfesné€jsi nez kit 2. typu. Soucasné bylo v této studii zjisténo, ze samotna manipulace
a prehanéni neni pro prasnice nijak zdsadné stresujici, nebot’ mezi hladinami kortizolu pied a po
prehnani nebyl prokdzan statisticky vyznamny rozdil. Statisticky vyznamny rozdil byl ale zji§tén mezi

hladinami kortizolu pfed a 2 hodiny po pfehnani.

Zavér

v

V prvni studii jsme zjistili, Ze nejvhodnéjsi je odebirat vzorky pravé 40 minut po stresové zatézi, jelikoz
zde muzeme posoudit skuteCnou miru stresu vyvolanou konkrétnim stresovym faktorem. Zavérem
druhé studie je, Ze kortizol je ve vzorku slin stabilni minimaln€ po 48 hodin. Z vysledku tfeti studie
plyne, ze pro pouziti v nasi laboratofi je vhodnéjsi kit 1. typu (Cortisol EIA kit), tedy kit specificky pro
stanoveni kortizolu ve slindch vSech druhti zvifat. Miizeme tedy fict, Ze zména typu ustdjeni z volného
skupinového ustdjeni do individudlniho ustajeni v porodni kleci vyvolavéa u prasnic pied porodem
urcitou miru stresu.
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Plazmidy s geny antibiotické rezistence a jejich Sifeni stimulované prebiotiky dopliiovanymi do
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Uvod
rozvoji rezistence u bakterii. Tato studie se zaméfuje na antibiotickou rezistenci v konceptu ,,One
Health®, jenz uznava, ze zdravi lidi, zvifat a zivotniho prostiedi je vzdjemné propojeno. Globalni hrozbé
Siteni multirezistentnich plazmidi mezi bakteriemi je nutné zamezit, proto znalost zptisobu jejich Sifeni
je v této problematice zasadni. Predchéazejici studie naznacuji, ze fruktooligosacharidy s kratkym
fetézcem (scFOS) bézné dopliiované do stravy zvifat a lidi mohou mit spojitost s Sifenim
multirezistentnich plazmid mezi bakteriemi (1). Hlavnim cilem této studie je objasnit rozsifeni genti
pro utilizaci fruktooligosacharidi u multirezistentnich kmenu E. coli a stanovit tak rizika Sifeni téchto

genll ve spojitosti s antibiotickou rezistenci v bakteridlnich populacich.

Material a metodika

Prvni ¢asti této studie bylo vytvofeni reprezentativni sbirky izolatd E. coli schopnych efektivné
metabolizovat scFOS. Byla vySetfena rozsahla sbirka (cca 11 000 izolatt) E. coli rezistentnich
K antibiotikim pochazejicich z riznych zdroji (od lidi, zvifat uréenych k produkci potravin,
spoleCenskych zvitat a i prostiedi) a oblasti (z Evropy, Severni a Jizni Ameriky, Afriky a Australie).
Konkrétné byl proveden prikaz genu fosT kodujici transportér fruktooligosacharidti s kratkym fetézcem
za vyuziti polymerazové fetézové reakce (PCR). V zévislosti na geografickém ptivodu a zdroji izolatu
bylo vybrano vice nez 200 reprezentativnich izolatd k naslednym experimentiim.

Reprezentativni izolaty s prokazanym genem fosT byly podrobeny testovani metabolické aktivity
rustem bakterii v minimalnim médiu M9 s ptidavkem scFOS jako jedin¢ho zdroje uhliku. V dal§im
kroku byla u vybranych izolati provedena extrakce genomové DNA, kterd byla podrobena
celogenomovému sekvenovani (WGS) na pfistroji MiSeq (Illumina). Ziskana data byla podrobena
kvalitativni analyze (Trimmomatic) a nasledn¢ bylo provedeno assembly (SPAdes). Metoda multi-locus
sequence typing (MLST) pfifadila izolaty k riznym sekvenénim typiim neboli ST. Nasledné byly v
téchto sekvencich pomoci nastroje ResFinder vyhleddny geny antibiotické rezistence a pomoci néstroje

PlasmidFinder vyhledany typy plazmidi riznych inkompatibilnich skupin. Ziskanim kompletni
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sekvence jsme zjistili umisténi genu fosT na chromozomu nebo plazmidu a uréili tak moznou mobilizaci
genu. Na zaklad¢ genetického obsahu, ptivodu a velikosti bylo vybrano 8 reprezentativnich plazmidii
pro konjugacni experimenty.

Plazmidy nesouci geny kodujici rezistenci vii€i antibiotikim a metabolismus scFOS byly izolovany z
vybranych bakterialnich izolatl a poté pfeneseny do laboratorniho kmene E. coli. Pro zhodnoceni rizika
dalsiho $ifeni plazmidli mezi bakteriemi se stanovila frekvence jejich konjugativniho pfenosu pomoci
jiz zavedeného konjugacniho protokolu (2). Samotna konjugace probihala na agarovém médiu pti 37

°C po dobu 1 hodiny.

Vysledky

Byla vytvofena sbirka multirezistentnich izolata pievazné E. coli nesoucich geny pro utilizaci
fruktooligosacharidii s kratkym fetézcem. Nedilnou soucasti této sbirky jsou izolaty pochéazejici z lidi
(novorozenci i klinické izolaty), ze zvitat (psi, kocky, ptactvo, ...) i z prostfedi (odpadni vody, divoci
ptaci, ...) z celého svéta potvrzujici ptivodni zamér projektu, a to ,,One Health® pfistup. Pritomnost
genu byla prokazana jak genotypovymi testy a analyzami (PCR, WGS), tak i fenotypovym
metabolickym testem riastu téchto izolatlh v médiu s pfidavkem scFOS jako jediného zdroje uhliku.
Metodou MLST byly izolaty ptifazeny k riznym sekvencnim typtim neboli ST (ST10, ST38, ST8S,
ST93, ST115, ST1250 a dalsi
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Obrazek 1. Sekvence celého fos operonu véetné jeho zaclenéni do plazmidu pEQI

Byla identifikovana kompletni genetické informace u sbirky multirezistentnich izolati E. coli nesouci
geny pro utilizaci scFOS ziskané celogenomovym sekvenovanim S naslednou analyzou. Lokalizaci a
uréenim struktury daného operonu (Obrazek 1) pro metabolismus riznych scFOS na bakterialnim
chromozomu nebo plazmidu byla odvozena jeho spojitost s plazmidy nesouci geny rezistence, a tak
objasnéna jeho mozna mobilizace. Na zakladé vysledki z ResFinderu a PlasmidFinderu (Tabulka 1)
byla zjisténa vysoka rozmanitost gent zprostifedkovavajici antibiotickou rezistenci (vice typt beta-
laktamdz, amfenikolti, sulfonamidt, fluorochinolond, tetracyklinli a jinych) na plazmidech riznych

inkompatibilnich skupin (IncF, IncHI1, IncHI2, Incl, IncX, IncY a dalSich).

Tabulka 1. Piehled plazmidi a geni rezistence v souboru izolatii nesouci gen fosT. Data ziskana pomoci
celogenomového sekvenovani s naslednou bioinformatickou analyzou. Kazdy ze vzorki mohl nést vice

typt plazmidt 1 vice genti rezistence.

Vystup PlasmidFinderu Vystup ResFinderu

Typ plazmidu | Pozitivni vzorky . . Pozitivni vzorky
(Inc) (N = 201) Rezistence k Geny rezistence (N = 201)
Bez plazmidu 42 Bez rezistence - 0
bla cyy, bla acr, bla ey,
beta-laktamovym
IncF 117 anﬁbioﬁkﬁg bla pera, b1a ore-s, Bla oxas, 133
bla gy, blarem
Incl 50 tetracyklintim tet (A), tet (B), tet (D) 77
IncHI1 29 sulfonamidtim dfrA, sul 70
IncB/O/K/Z 20 chinolonim aac(6 )"b':r:'rg”rB‘ anrE, 68
IncX1 20 aminoglykosidtim aac (3), aadA, ant, aph 61
IncX3 14 fosfomycinu fosA 40
IncY 10 amfenikoltim catA, catB, cmlAl 21
IncHI2 5 makrolidim ere (A), mef (B), mph 19
IncR 3 kolistinu mcr-9 2
IncC 1 linkosamidiim Inu(G) 1
IncN 1
IncQ1 1
IncX2 1
Zavér

Na zakladé konjugacnich experimentl byla stanovena frekvence pienosu reprezentativnich plazmida
zprosttedkovavajici metabolismus fruktooligosacharidii s kratkym fetézcem v kombinaci s geny pro

antibiotickou rezistenci. Bylo tak urceno, Ze existuje riziko jejich Sifeni v bakterialnich populacich.

89



Seznam literatury:

1) DOLEJSKA M, et al. (2014) Complete sequences of IncHI1 plasmids carrying blaCTX-M-1 and
gnrS1 in equine Escherichia coli provide new insights into plasmid evolution. Journal
Antimicrobial Chemotherapy; 69: 2388-2393.

2) WANG Y., et al. (2018) Occurrence of Highly Conjugative IncX3 Epidemic Plasmid Carrying
blaNDM in Enterobacteriaceae Isolates in Geographically Widespread Areas. Front Microbiol.
2018;9:2272.

Tato prace byla financovand grantem IGA VFU Brno 214/2020/FVHE

90
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Uvod
Extraintestinalne patogénne Escherichia coli (ExPEC) kmene sposobuji mnohé mimocrevné ochorenia
Uludi aj uzvierat, voc¢i ktorym sa v humdnnej aj veterindrnej medicine vyuzivaju najméi
Sirokospektralne beta-laktamy. Escherichia coli (E. coli) sekven¢ného typu 131 (ST131) je klinicky
vyznamna a pandemicky rozsirena. Okrem toho disponuje rezistenciou k mnohym antibiotikam, medzi
nimi aj rezistenciou k beta-laktamom, ktora je ¢asto kddovana génmi Sirokospektralnych beta-laktamaz
na plazmidoch. Plazmidy, ktoré poskytuju pre bunku vyhody, predstavuju zataz (fitness cost). Nedavne
Studie ukazuji, Ze urcité uspeSné linie baktérii si udrzuji Specifické plazmidy aj v prostredi bez
selekéného tlaku (1). Cielom tejto Studie je popisat’ a porovnat’ IncF plazmidy u izolatov rdzneho
povodu, ako aj urCit’ vplyv tychto plazmidov na fitness prirodzeného hostitela E. coli ST131

Vv neselektivnych podmienkach.

Material a metodika
Z nasSej zbierky 400 ExPEC kmenov ziskanych z I'udskych vzoriek, ako aj zo spoloc¢enskych a divych
zvierat aj prostredia, bolo na zaklade preliminarnych dat (2) vybranych 5 izolatov E. coli ST131, ktoré
niesli 1 velky IncF plazmid kédujaci ESBL gén blactx-m-1s.

Plasmid curing

Z divych kmetiov boli odstranené plazmidy metodou plasmid curing podl'a prevzatého protokolu (3).
Na eliminiciu plazmidov bol pouZity plazmidovy konStrukt pMDP5 EC958 nesuci okrem génu
rezistencie na chloramfenikol a citlivosti na sacharézu aj IncF replikon, ktory sluzil na vytlacenie
plazmidu z bunky na zaklade ich inkompatibility. Po odstraneni IncF plazmidu kultivaciou na
selektivnom médiu s chloramfenikolom bol z kmenov odstraneny pMDP5 EC958 na zaklade
nestability v neselektivnom médiu. Pritomnost’ plazmidov a konstruktu bola v kazdom kroku overena
pomocou polymerazovej retazovej reakcie (PCR). Do 1 bezplazmidového klonu bez mutécii z kazdého

izolatu bol spitne vloZeny povodny plazmid sliziaci ako kontrola.
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Urcenie relativneho fitness kmenov

U kmenov boli zostrojené rastové krivky na zaklade merania rastu v neselektivnom médiu po dobu 22
hodin pri 37°C v intervaloch 10 minat pomocou pristroja Synergy HTX Microplate Reader (BioTek).
Porovnavané boli divoké kmene so 4 prislusSnymi bezplazmidovymi klonmi, ako aj so
4 bezplazmidovymi klonmi so spdtne vlozenym plazmidom. Rastové krivky boli Statisticky
vyhodnotené a boli uréené zakladné parametre (maximalna rychlost’ rastu, maximalna optické denzita,
plocha pod krivkou a lag time) smerodajné pre urcenie relativneho fitness porovnavanych kmenov.
Kmene boli tiez podrobené viac diskriminativnym kompeticiam v tekutom neselektivnom médiu po
dobu 22 hodin pri 37°C. V kompeticii boli vzdy znacené divé kmene a ich bezplazmidové klony, resp.
divé kmene a ich bezplazmidové klony so spdtne vloZzenym plazmidom. Vysledky kompeticii boli
vyhodnocované pomocou prietokovéceho cytometru NovoCyte (ACEA Biosciences) a softvéru
NovoExpress V1.3 (ACEA Biosciences).

Izolacia DNA a sekvenovanie

Celogenomova DNA izolatov a ich bezplazmidovych klonov uréena na celogenémové sekvenovanie
(WGS) pomocou kratkych ¢itani bola ziskana pomocou NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel).
DNA knizZnica bola pripravenad kitom Nextera XT a sekvenovand na platforme MiSeq (Illumina).
Plazmidova DNA na sekvenovanie pomocou dlhych ¢itani bola izolovana kitom Roche Genopure
Plasmid Midi Kit (Roche) a kniznica bola pripravena pomocou Rapid Barcoding Kit (Oxford Nanopore
Technologies, ONT). Sekvenovanie prebehlo na pristroji MinlON (ONT).

Bioinformaticka analvza dat

Ziskané data boli kvalitativne upravené programom Trimmomatic na Standard Q>30. Plazmidové
sekvencie divych kmenov boli poskladané pomocou programu Unicycler za pouzitia kombinacie
kratkych a dlhych ¢itani. Presnost’ kompletne zloZzenych sekvencii plazmidov bola overena mapovanim
presnych kratkych ¢itani pomocou algoritmu BWA. Zlozené plazmidy boli anotované a porovnané
pomocou programu BRIG s referen¢nou sekvenciou vyhladanou v databiaze GenBank. WGS data
divych, bezplazmidovych kmenov aj bezplazmidovych kmenov so spitne vlozenym plazmidom boli
poskladané pomocou programu SPAdes. Divé kmene boli podrobené fylogenetickej analyze. Kratke
¢itania sekvencii bezplazmidovych klonov a bezplazmidovych klonov so spitne vlozenym plazmidom
boli namapované na prislus$ny divy kmen algoritmom Bowtie2, na zéklade ¢oho sa programom Varscan

urcil pocet jednonukleotidovych mutécii (SNP) v ich chromozoéme oproti prislusnému divému kmeru.

Vysledky
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Vybrané izolaty E. coli ST131 mali rozny povod (I'udia, pes, odpadova voda), boli fylogeneticky
pribuzné, ale len dva z nich tvorili klaster. Kazdy izolat obsahuje 1 vel'ky IncF plazmid o velkosti 106-
160 kb. Plazmidy st komplexné, nesti minimalne 1 systém toxin-antitoxin (gény hok-sok, pemK-peml),
dva IncF replikony (FAB formula F2:A1:B-) amnohé gény rezistencie k antibiotikam. Prehl'ad
zékladnych dat k vybranym izolatom a plazmidom je uvedeny v tabulke 1. VSetky plazmidy su
nekonjugativne a chybaju im niektoré tra gény zodpovedné za konjugativny prenos plazmidu. Vysledok
komparacie plazmidov pomocou BRIG je vyobrazeny na obrazku 1.

Pomocou plasmid curing metody boli vytvorené bezplazmidové varianty izolatov, ktoré umoznili
sledovat’ zmeny vo fitness E. coli ST131. Od kazdého izolatu boli vybrané aspon 4 bezplazmidové
klony. Na zédklade vysledkov sekvenovania a naslednych bioinformatickych analyz tychto klonov boli
vybrané také, ktoré neobsahovali Ziaden SNP. Relativny fitness prislusnych bezplazmidovych klonov
bez SNP v porovnani s divymi kmenmi, nezavisle od pdvodu izolatov, bol maly az nesignifikantny,
rozdiely su uvedené v tabulke 1 ana obrazku 2. To implikuje, ze IncF plazmidy pre svojho

prirodzeného hostitel'a E. coli ST131 nepredstavuju zataz ani v neselektivnom prostredi.

pDog168
. 100% identity

W s0% identity

pM70

pP46212 (CP013657)
143748 bp

Obrazok 1. Porovnanie genetického obsahu IncF plazmidov
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Tabulka 1. Metadata k vybranym reprezentativnym izolatom. Relativny fitness zvyrazneny tuc¢ne bol

oproti pévodnym izolatom signifikantny (p < 0,05). SD — smerodajna odchylka.

Velkost’ ] ] Relativny fitness
Izolat | Povod ] Beta-laktamazy Iné gény rezistencie
plazmidu (£SD)
Odpadova blacrx-m-15, blatem-1,
ov24 160 kb sull, aadA5, mph(A), dfrAl7, tet(A)| 1,039 + 0,05
voda blaoxa-1

Dog 168  Pes 130 kb [blacrx-m-15, blaoxa-1|sull, aadAS5, mph(A), dfrAl7, tet(A)[ 1,003 = 0,06
M45 | Clovek | 100 kb |blacrx-ms, blaoxa|sull, aadA5, mph(A), dfrA17, tet(A)| 1,021 + 0,05
M24 | Clovek | 105kb |blactx-m-is, blaoxa1|  sull, aadA5, mph(A), dfrA17 1,029 + 0,01
M70 | Clovek | 120 kb |blactx-m-1s, blatem-1|sull, aadA5, mph(A), dfrA17, tet(A)| 1,027 + 0,02

A) B)

1.1 1.1

0,95

0.85

0.8
WT

M24 CCpM24  M45CCpM45  M70 CC pM70

—

0.85

L

0.8
WT M24 CC M45 CC M70CC Dogl68 CC OV24 CC

Obrazok 2. Porovnanie relativneho fitness bezplazmidovych klonov (A) a bezplazmidovych klonov so
spatne vlozenym plazmidom (B) voci ich zodpovedajiicim divym kmetiom. WT — divy kmen, CC —

bezplazmidovy klon. Vzorova vypli — signifikantné vysledky (p < 0,05)

Zaver
Patogénne pandemicky rozsirené E. coli ST131 nesu komplexné IncF plazmidy poskytujice mnohé
vyhody. Napriek tomu tieto plazmidy predstavuji len mali ¢i dokonca nesignifikantnu zataz aj
Vv neselektivnom prostredi, kde neposkytuju vyhodu v podobe antibiotickej rezistencie.
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Biomarkery stresu a oxidativniho stresu ve slinach koni jako ukazatel naruseni dobrého welfare
Lucie Peskova, Martin Hostovsky
Ustav chovu zvirat, vyZivy zvifat a biochemie, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

a farmaceutickad univerzita Brno

Uvod

Podminky v chovu koni se v soucasné dobé pomérné 1isi od biologického zakladu, ktery je pro koné
ptirozeny. Tyto zmény piinasi vice ¢i méné stresu a to naptiklad diky tréninku, zdvodim, pieprave, ale
také jiz v dusledku nevhodného managementu chovu (1). Pro hodnoceni projevi stresu koni jsou
obvykle vyuzivany invazivni ¢i neinvazivni metody ze vzorkl krve, faeces, moci, srsti nebo slin,
pomoci behavioralnich ukazatell, biochemickych parametrii krve nebo hodnoceni pomoci hormont
stresu. Volba neinvazivnich metod pro hodnoceni stresu je v soucasné dobé velmi zaddand, a proto je
kladen diraz na rozvoj téchto neinvazivnich metod. Fyziologicka a behavioralni odpovéd daného
jedince na stres je velmi individualni, je tedy nezbytné hodnotit zmény komplexné a tedy zaméfit na
zmény projevu chovani, ale 1 hodnoceni pomoci detailnich analyz biochemickych parametri
kratkodobého ¢i dlouhodobého stresu. Stanoveni biochemickych parametrii krve koni je casto
vyuzivano také jako mozné zhodnoceni naruseni psychického stavu, ktery nam podé souhrnny ptrehled
o zmé&nach v organismu. Biochemické parametry stresu u koni nejsou v soucasné dob¢ pln€ vyuzivany,
stejné tak jako hodnoceni ve spojeni s hormonalnimi zménami béhem stresového zatizeni ¢i bolestivych
stavil (1). V soucasnosti se velmi rozviji také oblast hodnoceni behavioralnich zmén a etologie pomoci
hodnoceni vyrazii tvare daného zvifete (2, 3), coZ se jevi jako velmi vhodné porovnani etologickych
zmén v porovnani s fyziologii.

K naruseni fyziologie organismu béhem stresu dochazi jiz na urovni poskozeni bunéénych proteinil,
lipidii a nukleovych kyselin, jako nasledek uc¢inkl volnych radikali, které vznikaji v diisledku nadmérné
zatéze organismu také béhem stresu nebo chovem v nevhodnych podminkach. Pro zjisténi miry
oxidativniho stresu organismu jsou bézné stanovovany koncentrace karbonylovych sloucenin (CP) a
mira lipoperoxidace (TBARS) a v soucasné dob¢ také pomoci antioxidacni kapacity krevni plasmy
(AOC) (4). Kromé¢ tradi¢nich ukazateld stresu, jakymi jsou biochemické parametry krve, se v
soucasnosti studie zaméiuji na ukazatele stresu z neinvazivnich zptsobii odbéru biologickych materiald,
jako napfiklad z moci, slin nebo faeces. V mnohych piipadech je jedinym moznym odbérem bez
nadmérného stresovani zvitat, pravé neinvazivni, ktery se dd vyuZzit pro hodnoceni kratkodobého 1

dlouhodobého stresu. Z tohoto ditivodu se nyni ukazuji analyzy biomarkerd ve slindch jako mozny
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indikator stresu v souvislosti s bolesti (5) a zmény hodnot biomarkerti ve slindch jsou porovnatelné se
zménami biochemickych parametrti krevni plasmy.
Cilem této prvni faze komplexniho projektu bylo vyhodnoceni parametrt oxidativniho stresu, kortizolu

a vybranych biochemickych parametri slin hospitalizovanych koni s bolestivymi stavy.

Material a metodika
Do projektu bylo zafazeno 20 koni (se souhlasem majitele v podobé informovaného souhlasu), ktefi
byli hospitalizovani na Klinice chorob koni VFU Brno. Nejprve bylo pofizeno video vyrazi tvare dle
metodiky hodnoceni vyrazu tvafe EqQuiFACS. Dale probéhl neinvazivni (sliny) a invazivni (krev) odbér
vzorkd. Odbér slin byl proveden neinvazivné z interdentalniho prostoru tésné pied premolary koné
pomoci odbérového materidlu Sallivette (Salivette, Sarstedt, Aktiengesellschaft & Co, Niimbrecht,
Germany), odbér krve byl proveden z vena jugularis do heparinizované zkumavky (Promed®)
veterinarnimi 1ékafi kliniky, ktefi provadéli odbér krve v ramci klinickych veterinarnich tkont za
ucelem podpory klinické 1é€by, pro stanoveni biochemického profilu a diagndzy. Vzorky byly nasledné
odstfedény (10.000g/10 min) a zamrazeny pii teploté -80°C k dalsi analyzam. Analyzy byly provedeny
na Ustavu chovu zvifat, vyzivy zvitat a biochemie, FVHE, VFU Brno. Stanoveni kortizolu ze slin bylo
provedeno pomoci kitu Cortisol (Salivary) Human ELISA (BioVendor, Asheville, NC) s ohledem na
instrukce vyrobce a validace metod méfeni ve slinach u koni (6). Stanoveni antioxida¢ni kapacity
(AOC) bylo provedeno dle metodiky Re et al. (7), bézné pouzivanou pro plazmu, a upravena pro pouziti
ve slinach koni. Stanoveni miry lipoperoxidace ve slinach bylo pomoci upravené metodiky dle Ohkawa
et al. (8) a Luschak et al. (9). Poskozeni proteinii z hlediska vlivu oxidativniho stresu bylo hodnoceno
pomoci metodiky méfeni karbonylovych derivatti aminokyselin s DNPH (2,4-dinitrofenylhydrazin), dle
metody Levine et al. (10) a Castegna et al. (11). Kazdy vzorek byl méfen v duplikatu. VSechny pouzité
metody byly pfizpiisobeny na mitrotitrani desticky a méteny spektrofotometricky pomoci pfistroje
Varioskan™ Flash Multimode Reader (Thermo Fisher Scientific Inc.). Biochemické parametry slin
(albumin, alkalickd fosfatdza, amylaza, celkova bilkovina, kreatinkinaza, glukéza, kreatinin, laktat,
triglyceridy, mocovina) byly méfeny pomoci komerénich kit (BioVendor — Laboratorni medicina a.s.)
na biochemickém analyzatoru Thermo Scientific INDIKO (Thermo Fisher Scientific Inc.). Korelace
sledovanych parametr kortizolu, oxidativniho stresu a biochemickych parametri byly hodnoceny

pomoci statistické analyzy v programu Unistat 5. 6. for Excel.
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Vysledky
Vybrané vysledky z biochemického stanoveni jsou uvedeny v tabulce 1, kde jsou tu¢né zvyraznény
statisticky vyznamné vysledky s pozitivni korelaci (vyznamnost p<0,01) mezi testovanymi parametry
ve slinach koni. Zjisténé vysledky ukazuji velkou miru korelace a jak je ziejmé, mira oxidativniho
poskozeni je v silné korelaci s vybranymi biochemickymi parametry. V piipad¢ korelace hladiny
kortizolu je mira korelace nizka, avSak bude dale detailn&ji prozkoumana u vétSiho mnoZzstvi koni.
V piipadé parametri neuvedenych v tabulce nebyla mira korelace prokazana, avSak budou dale
zahrnuty do dalSich analyz a budou op&tovné€ zkoumany. Diky témto vysledkiim bude snazsi pfizptsobit
nasledné neinvazivni odbéry, nasledné analyzy, ale také ptipravit metodiku pro rozkli¢ovani repertoaru

chovani spojenym se stresovym a bolestivym stavem.

Tabulka 1. Vybrané hodnoty Pearsonova korela¢niho koeficientu pro biochemické parametry, kortizol

a parametry oxidativniho stresu ve slinach koni

ALB CB ALP  KREA TG UREA CORT TBARS CP AOC

ALB 0,745 0,673 0535 0,299 0,606 0,151 0,540 0,565 0,583
CB 0,745 0,670 0,421 0,401 0,679 0,177 0,614 0,390 0,604
ALP 0,673 0,670 0459 0,228 0,723 0,383 0,331 0,1980 0,411
KREA | 0,535 0,421 0,459 0,541 0,367 0,0100 0,640 0,655 0,634
TG 0,299 0,401 0,228 0,541 0,371 -0,003 0,675 0,568  0,6700
UREA | 0606 0679 0,723 0,367 0,371 0,646 0,538 0,218 0,248
CORT | 0,151 0,177 0,383 0,010 -0,003 0,648 0,237 -0,169 -0,241
TBARS | 0,539 0614 0331 0640 0,675 0,538 0,237 0,692 0,511
CP 0,565 0,390 0,198 0,655 0568 0,218 -0,169 0,692 0,692
AOC 0,583 0,604 0410 0634 0670 0249 -0,241 0,511 0,692

Vysvétlivky: ALB - albumin, CB - celkova bilkovina, ALP - alkalickad fosfataza, AMY - amyldza, CK -
kreatinkinaza, GLC - glukoza, KREA - kreatinin, LAK - laktat, TG - triacylglyceroly, UREA - mocovina,
CORT - kortizol, TBARS - mira lipoperoxidace, CP - koncentrace karbonylovanych proteinii, AOC -

celkova antioxidacni kapacita

Zavér
Z celkovych vysledk je taktéz patrné, Ze moznosti vyuziti slin koni jako biologického materidlu, mize
byt velmi vhodnou metodou pro hodnoceni stresu u koni, ale i dalSich zvitat. Zvolené parametry nam
ukazuji velké moznosti v hodnoceni stresu a welfare koni, tyto parametry nam mohou vhodné doplnit

behavioralni a také dalsi fyziologické zmény, které ndm pomohou Iépe hodnotit welfare koni.
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Stanoveni kortizolu ve slinach koz p¥i vybranych stresovych situacich v chovu
Tereza Popelkova, Zuzana TSponova, Vladimira Pist¢kova, Petra VoSmerova
Ustav ochrany a welfare zvifat a verejného veterindrniho lékaistvi, Fakulta veterindrni hygieny

a ekologie, Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
V chovech mlécnych koz bézné nastavaji nejriznéjsi stresové situace, které mohou narusit pohodu
zvifat a se kterymi se zvifata museji vyrovnat. Koncept pohody zvifat je velmi slozity a je definovan
jako stav, ve kterém zvite ptreziva jako plné fyzicky a psychicky zdravy jedinec, ktery je schopen
uspésné se vyrovnavat s podminkami prostiedi (1, 2). Stale diskutovanou otazkou ale je, jak definovat
dobré zivotni podminky zvitat. Potencionalnim ukazatelem dobrych Zivotnich podminek a tim dobrého
welfare zvifat je absence stresu (3). Je znamo, Ze stres ma negativni dopad nejen na rust zvifat, ale také

na jejich produkci, reprodukci nebo nachylnost k nemocem (4).

Material a metodika

Odebirané vzorky

Celkem jsme vySettily 344 vzorkl slin od celkového mnozstvi 100 koz plemene bila kratkosrsta
z biofarmy DoRA v Ratiboficich u Tfebice. Jedna se o extenzivni chov koz, ktery funguje na principech
ekologického zemédélstvi. Jako stresové situace byly vybrany - prvni néavstéva dojirny (strach
Z nového), odstav, nakladka, pfeprava, zakroky provadéné clovékem (odCerveni) a zména skupin
(naruseni socialni hierarchie). Pro prvni stresovou situaci - prvni navstéva dojirny bylo vybrano 10 koz
(prvnicek), kterym byly odebrany vzorky pied a nasledné poté, co poprvé navstivily dojirnu. To samé
bylo zopakovano za tyden a poté za dva tydny. Pro stresovou situaci odstav bylo vybrano 8 kiizlat,
kterym byly odebrany vzorky slin pfed odstavem a po odstavu. Pro nakladku a piepravu bylo vybrano
vzdy 15 kutizlat, kterym byly odebrany vzorky bazalni, ihned po nakladce/pteprave a poté za 30 minut a
za 1 hodinu. Stresova situace odcerveni byla provedena celkem na 30 kozéach - 10 kozam byly odebrany
vzorky pfed a za 20 minut po odcerveni, 10 kozam byly odebrany vzorky pied a za 30 minut po
odcerveni a posledni skupiné 10 koz byly odebrany vzorky slin pted a poté za 40 minut po odc¢erveni.
Pro posledni stresovou situaci - naruseni socialni hierarchie bylo vybrano 22 navzajem cizich koz. Tém
byly odebrany vzorky bazalni, za 1 hodinu po seskupeni a poté znovu za tyden a za dva tydny.

Vzorky byly odebirany pomoci vatovych $tétiek, kterymi se kozam vytiela dutina ustni. Poté byly
vzorky zcentrifugovany pti 1400 otaCkach po dobu 3 minut a uskladnény pfi teploté - 80 °C az do

analyzy.
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ELISA

Pro analyzu jsme pouzily komeréné dostupné ELISA kity urCené pro detekci kortizolu ve slinach
u vSech druhii zvifat. Detek¢ni limity tohoto Kitu jsou 100 — 3200 pg/ml a senzitivita je 17,3 pg/ml.
Analyza probéhla dle pfilozeného navodu a na zavér byla provedena kvantitativni kalorimetricka
detekce kortizolu readerem Varioskan pfi vinové délce 450 nm. Vysledky byly stanoveny po odecteni
ze standardni kiivky, kterd byla navrzena v programu ELISA Software free. Takto ziskané vysledky
byly statisticky zpracovany pomoci programu Unistat for Excel verze 6.5 za vyuziti parového
Studentova t-testu nebo Wilcoxonova testu a Friedmanovy analyzy rozptylu s opakovanym méfenim.
Rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné, kdyz pravdépodobnost nulové hypotézy byla mensi
nez 0,05 (tj. p < 0,05) a vysoce vyznamné, pokud pravdépodobnost nulové hypotézy byla mensi nez
0,01 (tj. p <0,01). Za statisticky nevyznamny vysledek byl oznacen vysledek, kdyz pravdépodobnost
nulové hypotézy byla vétsi nez 0,05 (tj. p > 0,05).

Vysledky
Z vysledkt vyplyva, Ze prvni navstéva dojirny je pro kozy stresujici zalezitosti, protoze doslo ke
statisticky vyznamnému zvySeni hladin kortizolu (p < 0,05) po puisobeni stresoru. Avsak za tyden ani
za dva tydny uz hladiny kortizolu po navstéveé dojirny nebyly statisticky vyznamné zvysené (p > 0,05),
coz miizeme ptikladat tomu, Ze si kozy na tuto situaci navykly a uz jim neptsobila stres.
Odstav ktizlat od matky je stresujici, coz potvrdily i1 hladiny kortizolu, které se po provedeni odstavu
statisticky vyznamn¢ zvysily (p < 0,05). Proto je nezbytné provadét odstav postupny a ktizlata na tuto
situaci navykat.
Nakladka zvitat do ptepravniho prostfedku i samotna pieprava se rovnéz ukazaly jako vyznamné
stresové faktory. Hladiny kortizolu hned po nakladce a poté i 30 minut po nakladce byly statisticky
vysoce vyznamng zvySené (p < 0,01) v porovnani se vzorky bazalnimi. Vzorky odebrané 60 minut po
nakladce uz byly pouze statisticky vyznamné zvySené (p < 0,05), coZ znamena, Ze se hladiny kortizolu
zacaly opét snizovat a navracet k pivodnim hodnotam. U ptepravy byly hladiny kortizolu statisticky
vysoce vyznamné zvysené (p < 0,01) ithned po pieprave, za 30 minut a 60 minut po pieprave.
Také odCerveni jako zékrok provadény clovékem se ukazalo byt pro zvitata stresorem, ovSem statisticky
vyznamné zvySeni hladin kortizolu (p < 0,05) v porovnani s bazaly jsme zaznamenaly pouze u vzorki
odebranych za 20 minut po od¢erveni. U vzorkti odebranych za 30 minut a 40 minut po od¢erveni ke
statisticky vyznamnému zvySeni hladin kortizolu v porovnani s bazaly nedoslo (p > 0,05). Z toho
muzeme usoudit, Ze nejvyssi hladiny kortizolu ve slinach jsou dosazeny pravé 20 minut po stresové

situaci.
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Zmény ve skupinach koz jsou pro zvifata stresujici vzhledem k nastavovani nové socialni hierarchie.
To potvrzuji i nase vysledky, kdy u vzorkti odebranych za 60 minut po seskupeni byly hladiny kortizolu
statisticky vyznamné zvySené (p < 0,05) a stejné tak tomu bylo i po 1 tydnu od seskupeni. Naopak po
2 tydnech uz v hladinach kortizolu nebyly statisticky vyznamné rozdily (p > 0,05), coz opét signalizuje,

ze uz si kozy na sebe navykly a tato situace uz pro n¢ nebyla stresujici.

Tabulka 1. Prvni navstéva dojirny - primérné hladiny kortizolu v pg/ml a statistické vyhodnoceni

1. navstéva dojirny po 1 tydnu po 2 tydnech
BAZALY PO BAZALY PO BAZALY PO
primer 434,11 722,11 416,41 279,32 187,36 234,80
smodch 188,85 262,42 255,48 160,38 95,90 91,96
SEM 54,52 75,75 73,75 46,30 27,68 26,55
statistika par.t-test 0,015816 Wilcoxon 0,1934 par.t-test 0,2089

Tabulka 2. Odstav - primérné hladiny kortizolu v pg/ml a statistické vyhodnoceni

odstav
BAZALY PO
priamér 237,30 350,95
smodch 130,45 85,17
SEM 41,25 26,93
statistika Wilcoxon 0,0391

Tabulka 3. Nakladka a pieprava - praimérné hladiny kortizolu v pg/ml a statistické vyhodnoceni

naklddka preprava
BAZALY | OMIN | 30 MIN | 60 MIN BAZALY | OMIN | 30MIN | 60 MIN
primér 223,38 691,07 862,20 573,86 501,58 889,22 863,74 938,91
smodch 112,05 512,04 833,64 654,64 162,26 277,39 338,47 470,07
SEM 28,93 132,21 215,24 169,03 41,89 71,62 87,39 121,37
statistika | F. Anova | 0,0002 0,0001 0,0297 F.Anova | 0,0033 0,0020 0,0033
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Tabulka 4. Odcerveni - praimérné hladiny kortizolu v pg/ml a statistické vyhodnoceni

od&erveni - 20 min odcerveni - 30 min od¢erveni - 40 min

BAZALY PO BAZALY PO BAZALY PO
prumér 641,28 815,90 321,63 337,00 332,02 306,81
smodch 103,91 242,64 162,77 79,34 100,09 149,88
SEM 32,86 76,73 51,47 25,09 31,65 47,40
statistika par.t-test 0,0492 par.t-test 0,7962 par.t-test 0,6413

Tabulka 5. Zména skupin - primérné hladiny kortizolu v pg/ml a statistické vyhodnoceni

zmeéna skupin
BAZALY 1HOD | ZA1TYDEN | ZA2TYDNY
primér 273,44 440,86 426,32 315,30
smodch 239,48 173,73 128,77 169,87
SEM 51,06 37,04 27,45 36,22
statistika F. Anova 0,0142 0,0200 0,5884
Zavér

Vsechny zkoumané stresové situace v chovu koz se ukazaly byt pro zvifata stresujicimi, protoze jsme
zaznamenaly statisticky vyznamné zvySeni hladin kortizolu ve slinach po pisobeni stresoru v porovnani
S bazalnimi hodnotami. I kdyz jsou tyto situace v chovech nevyhnutelné, m¢li bychom se snazit je co
nejvice eliminovat, protoZze kromé negativniho dopadu stresu na zvifata a jejich uZitkovost je také

stresovy hormon kortizol vylu¢ovan do mléka, které konzumujeme.
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Distribuce, prevalence a hostitelské druhy Snake Fungal Disease v Ceské republice
Michal Ptibyl*, Markéta Habova?, Vojtech Balaz!
1Ustav ekologie a chorob zoozvirat, zvére, ryb a véel, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,
Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno, Fakulta veterindrniho lékaistvi, Veterindrni

a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Plisnova onemocnéni maji v soucasnosti stale vyznamnéj$i dopad na populace volné Zijicich zvifat.
V piipad¢ plazt se do poptedi dostava mykotickd dermatitida had oznaCovana ,,snake fungal disease*
(SFD).

Puvodcem SFD je askomyceta Ophidiomyces ophiodiicola. Onemocnéni se projevuje raznymi
symptomy vzdy pocinaje drobnymi lézemi, zplsobenymi proniknutim patogenu do pokozky (1).
V nékterych statech USA byl patogen detekovan na zakladé masivnich uhynt v populacich volné
zijicich hadd (2). Na naSem tzemi byl ptvodce izolovan ze vzorku uzovky podplamaté (Natrix
tessellata), avSak masivni uhyny zatim nebyly sledovany (3).

Cilem préace bylo stanoveni vyskytu a prevalence onemocnéni SFD u hadi CR. Identifikace druhi
citlivych k infekci O. ophiodiicola a vyhodnoceni vyznamu koznich 1ézi pro diagnostiku SFD. Popis
rozsifeni a prevalence O. ophiodiicola v oblasti vodni nadrze Brno a vyhodnoceni vyznamu pohlavi,
télesné¢ kondice a polohy vramci nadrze na pravdépodobnost vyskytu pozitivity nebo projevla

onemocnéni. Soucasti projektu byla také detekce O. ophiodiicola u hadi v soukromych chovech.

Material a metodika

Odbér vzorkt a dat

Sbér vzorkli probihal po celou aktivni sezénu hadii od dubna do tijna 2020, mensi ¢ast vzorkl byla
k dispozici z predchoziho roku. Hadi byli odchytavani pfimo nebo pomoci specialnich manipulac¢nich
klesti. Pro zvyseni efektivity odchytl jsme na izemi Brnénské piehrady instalovali 30 umélych ukryti.
Odbértim predchazelo ziskani anamnézy odchycenych jedinct. Konkrétné se jednalo o stanoveni
télesné délky, hmotnosti, uréeni vékové kategorie a pohlavi, posouzeni klinickych piiznaki a zhotoveni
fotodokumentace. Stéry byly odebrany sterilnimi tampony vlhéenymi deionizovanou vodou. Pfi
provadéni stérl z ventralnich Supin a krypt jsme kladli diraz na vzorkovani patologickych 1ézi. Pro
zlepSeni detekce patogenu v prostfedi jsme sbirali 1 exuvie hadll. Odebrané vzorky byly transportovany
na silikagelu a uloZeny pfi -20 °C. Cerstvé nalezené exuvie byly uloZeny pfi 5 °C pro pokusy s kultivaci

O. ophiodiicola.
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Zpracovani vzorka

Izolace DNA byla provedena homogenizaci vzorkti pomoci zirkoniovych kulicek a rozpusténa
V lyza¢nim pufru PrepMan. Ziskany supernatant jsme ulozili pti -20 °C.

Pro detekci patogenu jsme pouzili metodu kvantitativni polymerazové tetézové reakce (QPCR) se
specifickou sondou pro O. ophiodiicola cilenou na oblast ITS (4). Do samotné reakce jsme pouzili 10x
fedéné izolaty DNA, protoze koncentrovany PrepMan mé castecné PCR-inhibi¢ni G¢inek. Reakcni
smés obsahovala 5,75 ul H20, 12,5 ul Roche Probes Master (2x), 0,5 ul Primer-F (20nM), 0,5 ul
Primer-R(20nM), 0,25 ul SFD sondy (20nM), 0,5 ul bovinniho sérového albuminu a 5 pl vzorku. Kazdy
vzorek byl analyzovéan duplicitné. Jako pozitivni kontrola a kvantifikacni standard slouzil gBlock
fragment linearni dsDNA. Pro qPCR jsme pouzili pfistroj LightCycler 480 a nasledujici program:
iniciace 95 °C 3 minuty, nasledn¢ 50 cykld denaturace 95 °C 3 vtefiny a 60 °C 30 vtetin amplifikace,
s mefenim fluorescence na konci kazdého amplifikacniho kroku. Za pozitivni vysledek bylo
povazovano, pokud u vzorku doslo k amplifikaci v obou jamkach, amplifika¢ni kfivka méla typicky
sigmoidni tvar a praimérna hodnota Ct vzorku byla nad 40 cykld. Vzorky u kterych doslo k amplifikaci,
ale pozdé¢ji nez v 40 cyklu, nebo pouze v jedné ze dvou jamek, byly oznaceny jako ,,s nejasnym
vysledkem™ a re-analyzovany. Konfiden¢ni intervaly prevalence byly spocitany v programu
QuantitativeParasitology. Data o télesné délce, hmotnosti, v€kové kategorii, pohlavi a pfitomnosti
koznich 1ézi byly srovnany s vysledky qPCR v MS Excell. Pro identifikaci zavislosti intenzity infekce
a telesné kondice jsme spocetli korelacni koeficienty Ct hodnot, délky, hmotnosti a poméru
hmotnosti/délky. Efekt pohlavi byl testovan Chi-kvadrat testem, kdy se srovnaval pozorovany pomeér
pohlavi v mnoZin€ SFD negativnich a pozitivnich hadd.

Pro kultivaéni pokusy jsme z qPCR pozitivné testovanych exuvii odebraly +- 1mm? kousky, které jsme
pii pokojové teploté kultivovali na Dermatophyte Test Medium dle Taplina. Rist O. ophiodiicola je
pomaly a je nutné selektovat ji od rychleji rostoucich plisni. Identita narostlych kolonii bude

vyhodnocena qPCR a vzorky budou nasledné sekvenovany.

Vysledky
Celkovée jsme ziskali vzorky z 308 jedinct ze vSech druhd hadi zijicich na nasem uzemi (Coronella
austriaca, Natrix natrix, N. tessellata, Vipera berus, Zamenis longissimus), do analyz jsme zahrnuly
také 61 exuvii. Provedli jsme pokusy kultivace Ophidiomyces z Cerstvych exuvii. Na zaklad¢ vysledku
qPCR bylo identifikovano 51 pozitivnich jedincti obou druhii rodu Natrix, u jednoho jedince Coronella
austriaca jsme zaznamenali hrani¢n¢ slaby pozitivni signal, ktery vyzaduje sekvenacni potvrzeni.

Kromé Brnénské piehrady, kterd je hlavni studijni lokalitou, jsme ptivodce SFD zaznamenali také
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Vv oblasti Krusnych hor u N. natrix. V NP Podyji jsme O. ophiodiicola nezaznamenali u zadné ze 17 N.
tessellata a 2 Zamenis longissimus.

Tabulka 1. Prehledova tabulka vysledkt qPCR analyz vzorka

O. ophiodiicola 95% konfidenéni
Druh pocet jedincli | pozitivni prevalence |interval
Coronella austriaca 7 1 14,30% 0.70-55.4%
Natrix natrix 17 2 11,8% 2.14-35%
Natrix tessellata 271 50 18,5% 14-24%
Vipera berus 8 0 0 0-36,5%
Zamenis longissimus 5 0 0 0
Celkem 308 53

Obrazek 1. Orientacni mapa studijni lokality Brnénska piehrada. Grafy ilustruji pozorované prevalence
Vv jednotlivych tsecich levého biehu piehrady (tmava vyse¢ +, svétla -).

0"~ 400  BOG - 1200m " \
T T e Sk

V ramci studia populace N. tessellata na Brnénské prehrad€ jsme zaznamenali vychyleny pomér pohlavi
1,4:1 ve prospéch samcti. Primérna velikost vzorkovanych jedinct byla 592,4 mm a 76,7 g, s rozsahem
min-max 170 — 980mm a 4 — 950g. Nezaznamenali jsme signifikantni rozdily v prevalenci SFD mezi
pohlavimi (Chi-kvadrat test, p= 0.971) a intenzita infekce u pozitivnich hadi nekorelovala s télesnymi
rozméry (korelacni koeficienty Ct s hmotnosti = 0,172, délkou = -0,096, pomérem hmotnost/délka = -
0,156). Pritomnost koznich 1ézi bez dalSich vySetfeni neni pouzitelnd jako spolehlivy diagnosticky
nastroj —az 54,4 % (95% CI 41,2-66,7%) jedinct s 1ézemi bylo qPCR negativnich, zatimco 10,3 % (95%
Cl 6,9-14,9 %) jedinct bez 1ézi bylo dle qPCR pozitivnich. Jedinci bez 1ézi velmi Casto vykazovali
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limitn¢ nizké intenzity infekce — kolem Ct 40. Nezaznamenali jsme Zzaddny uthyn s patognomickymi

pfiznaky SFD.

Zavér
Ptivodce mykotické dermatitidy hadi, O. ophiodiicola, se v Cesku prokazatelng vyskytuje v mnohem
vétSim méfitku, nez bylo dosud znamo. Jeho rozsifeni ale patrné neni plosné a stale zasluhuje dikladny
vyzkum. Prekvapiva je vysoké prevalence patogenu u populace kriticky ohrozené uzovky podplamatg,
N. tessellata, na Brnénské piehradé. V této populaci jsme pravidelné nachazeli jedince se zfetelnymi
1ézemi, onemocnéni ale pravdépodobné nezplisobuje masovou nemocnost a mortalitu hadd, jaké byla

v _cr

natrix a Coronella austriaca.
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Vyskyt zoonotickych agens u hibernujicich savcl v prirodnich a méstskych cyklech
Veronika Seidlova, Monika Némcova, Katefina Zukalova, Tomas Heger
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Uvod

Volné Zijici zvitata jsou hostiteli mnoha bakterialnich patogent a hraji tak zasadni roli v §ifeni nékterych
nemoci (1), ¢asto se zoonotickym potencidlem. Jednou z nich je infekce celosvétového vyznamu,
leptospirdza, zplisobena spirochetami rodu Leptospira. Patogenni kmeny Leptospira spp. mohou
vstupovat do krevniho fecisté, expandovat do organismu a kolonizovat ledviny hostitele z ptes sliznice
a odfenou nebo vlhkou pokozku (2, 3). Zavaznost onemocnéni pak zavisi na zdravotnim stavu hostitele,
jeho véku ¢i imunitni odpovédi (2).

Netopyfi jako heterotermni zivocichové jsou v boji proti patogentim unikatni. Schopnost udrzovat
metabolismus na riiznych hladinach intenzity v€etné vyznamnych zmén télesné teploty (od 5 °C béhem
hibernace pies 37 °C pii bézné aktivité a az po 41 °C béhem aktivniho letu) ovliviwuje i parazitujici
mikroorganismy. Mnoho patogent typickych pro homoiotermni Zivo¢ichy neni na podobné vykyvy
teploty pfizpusobeno a dochazi k inhibici jejich replikace (4, 5). Netopyii proto obvykle rychle
prekonavaji akutni infekci bez viditelnych piiznakii. Na druhou stranu se ukazuje, ze leptospiry mohou
perzistovat v jejich renalnich tubulech a nasledné¢ mohou byt dlouhodobé vylu¢ovany moéi (2, 3, 7);
pomérné dlouho mohou ptezivat i ve vnéjSim prostiedi, zejména ve vode nebo ve vlhké ptdé. Netopyii
pritom tradi¢né tvoii pocetné kolonie, kdy dochazi k velice tésnému kontaktu mezi jednotlivci, a tim se
zvysuje riziko vzajemného pfenosu patogend (1, 8, 9). Tyto kolonie vznikaji obvykle v obdobich
potlacené imunity, béhem hibernace (5) a v obdobi rozmnozovani (5, 10). V jednotlivych koloniich tak
muze byt vysoké procento pozitivnich jedinci.

Ackoliv jsou nejcastéji zmifiovanymi nositeli a zdroji leptospirdzy hlodavci (3, 6), také netopyii byli
nékolika nedavnymi studiemi (1, 10, 11) oznaceni za rezervoary leptospirozy. Netopyii se objevuji i v
méstskych oblastech a mtize dochazet ke kontaktu s domacimi zvifaty a lidmi a ke kontaminaci lidskych
stanovis$t’ (puda, voda, pfedméty) jejich moci a trusem (1, 10, 11). Netopyii tak mohou napomahat
cirkulaci leptospirdzy v piirodnich i méstskych cyklech a predstavovat potencidlni riziko pro zdravi

¢loveka.
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Material a metodika

Odbér vzorki

Vzorky moéi (n = 174) byly sbirdny mezi lety 2014 a 2020 u netopyrti z Ceské republiky, Polska,
Arménie a Ruska. Mo¢€ byla odebirdana neinvazivni metodou béhem spontanni mikce pomoci laboratorni
pipety. Moc¢ (10 — 550 ul v zavislosti na druhu netopyra) byla piepravovana pii 8 °C a pied zpracovanim

uchovana pii -20 °C.

Extrakce DNA a PCR

Vzorky moci byly centrifugovany pii 14 800 rpm a 4 °C po dobu 35 minut. Supernatant byl nasledné
odstranén a peleta byla pouZita pro extrakci DNA pomoci NucleoSpin®Microbial DNA extraction kit
(Macherey-Nagel, Germany) podle pokynd vyrobce. Stejnym zplsobem byla ziskana i pozitivni
kontrola ze zivé bakterialni kultury Leptospira grippotyphosa serovar P125. K identifikaci leptospir
byla pouzita molekularné biologick4 metoda PCR s celkovym objemem reakce 25 ul: 12.5 ul Q5®High-
Fidelity 2X Master Mix (New England BioLabs, UK), 2 ul nuclease free water (Bioron,

Germany), 3 ul DNA a dva pary primera 1.25 pl Lau0Ol and 1.25 pl Lau02 (12), and 2.5 pl LepF and
2.5 ul LepR (13). Amplifikace probihala s celkovym poétem 40 cykli, které uvadi Ahmed et al. (12).
Produkt amplifika¢ni reakce byl analyzovan pomoci elektroforézy na 2% agarozovém gelu pti 100 V po
dobu 45 minut s vizualizaci pomoci barvy Serva DNA Stain G (Serva, Germany) pod UV zafenim.
Pozitivni PCR produkty byly enzymaticky piecistény a komerc¢né sekvenovany (SEQme, Czech
Republic). Jednotlivé sekvence byly porovnany s dostupnymi sekvencemi a ulozeny do databaze NCBI

GenBank.

Statisticka analyza
Pro data ziskana u druhu Myotis myotis (dostate¢né¢ pocetny dataset) byly testovany rozdily v prevalenci
mezi pohlavimi, vékovymi skupinami a jednotlivymi odbérovymi misty pomoci Chi-kvadrat tesu v

programu Statistica for Windows®13.2 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

Vysledky
Vsechny vzorky moci netopyrit z Arménie (23) a Ruska (19) byly negativni. Ve vzorcich moci netopyra

z Ceské republiky (22 %) a Polska (8,7 %) byly leptospiry detekovany (Tabulka 1).
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Tabulka 1. Prevalence Leptospira spp., pozitivni nalezy na jednotlivych odbérovych lokalitach

. Celkem Prevalence
Zemé Lokalita Negativni (n) | Pozitivni (n)
(n) (%)
Magel cave 19 0 19 0%
Arménie _ _
Mine Shikakogh 4 0 4 0%
5 Sloupsko-Sostivské jeskyné 18 4 22 18,2 %
Ceska = <
) Stoly Simon a Juda 59 18 77 234 %
republika
Velka Strelni¢na 8 2 10 20 %
Polsko Nietoperek 21 2 23 8,7 %
Rusko Cinétskij zakaznik 19 0 19 0%
Celkem 148 26 174

Celkem 26 individualnich vzorkt ze 4 netopyiich druhd (Barbastella barbastellus n=1, Myotis
bechsteinii n=1, Myotis myotis n=23 a Myotis nattereri n=1) bylo pozitivni na pfitomnost leptospir
v moc¢i (Tabulka 2).

Tabulka 2. Leptospira prevalence, pozitivni nalezy u jednotlivych testovanych druht

Druh Negativni (n) Pozitivni (n) Celkem Prevalence %

Barbastella barbastellus 4 1 5 20 %
Murina hilgendorfii 1 0 1 0%
Myotis bechsteinii 0 1 1 100 %
Myotis blythii 20 0 20 0%
Myotis brandtii 1 0 1 0%
Myotis daubentonii 3 0 3 0%
Myotis gracilis 2 0 2 0%
Myotis Myotis 95 23 118 195 %
Myotis nattereri 2 1 3 333%
Plecotus auritus 1 0 1 0%
Rhinolophus ferrumequinum 19 0 19 0%
Celkem 148 26 174
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Vsechny sekvence ziskané analyzou jednotlivych pozitivnich vzorki moci netopyrti byly pfifazeny

k patogenni Leptospira interrogans (Tabulka 3, Graf 1).

Cislo v GenBank
Druh Zemé gflg'ill.i\s gen Lipl32
Barbastella 15 |\ \ree8078 | NA
barbastellus
Myotis nattereri | PL MT588079 | NA
CR MT512902 | MT482305
CR MT512903 | MT482306
CR MT512904 | MT482307
CR MT512905 | MT482308
CR MT512906 | MT482309
CR MT512907 | MT482310
Myotis myotis | CR MT512908 | MT482311
CR MT512909 | NA
CR MT512910 | NA
CR MT512911 | MT482312
CR | MT512912 |NA
CR MT512913 | NA
CR | MT512914 |NA

L. noguchii_AY631886

718 L. fainei_AY996789
_@E L. inadai_AY631896
L. broomii_AY796065

L. kirschneri_AY631895
L. interrogans_AY631894

L. alexanderi_AY631880
iE L. borgpetersenii_AYB87899
L. weilii_AY631877

. L. santarosai_AY996805
4' 100':{ L meyeri_AY631889
85.6 L. biflexa_AYB31893
L. wolbachii_AY631879

L. interrogans_MT512802
L. interrogans_MT512903

L. interrogans_MH669018

L. interrogans_MT512908
L. interrogans_MT512912
L. interrogans_MT512911
L. interrogans_MT512907
L. interrogans_MT512906

Leptonema illini_AY714984

30

L.i gans_MT512913
L. interrogans_MT512905

L. interrogans_MT512910

L. interrogans_MT512914
L. interrogans_MT588079
L. interrogans_MT512904

L. interrogans_MT512909
'— L. interrogans_MT588078

Tabulka 3. Ziskané sekvence a jejich Cisla uloZzena do databaze NCBI GenBank

Graf 1. Zatazeni ziskanych sekvenci do fylogenetického stromu
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Vsechny vzorky moci z netopyru velkych (Myotis Myotis) z polského Nietoperku byly na ptitomnost
leptospir negativni, prevalence se proto u tohoto druhu netopyra mezi ¢eskymi a polskymi lokalitami
vyznamné liSila (2 = 3,962, p = 0,047). Prevalence na tfech ¢eskych lokalitach se pohybovala od 18,2
do 23,4 % bez vyznamnych rozdilt (p = 0,815) (Tabulka 1). Nevyznamny rozdil (32 = 0,055, p=0,814)
byl zaznamenan také mezi samicemi (23 %) a samci (21 %) a vékovymi skupinami subadultni (26 %)

vs dospéli (15 %) (x2 = 1,694, p = 0,429).

Zavér
Tato studie poskytuje dikkazy o pfitomnosti bakterii Leptospirra interrogans v moci netopyru véetné
druhi (Barbastella barbastellus, Myotis bechsteinii, M. myotis, M. nattereri), u kterych doposud
prokdzéana nebyla. Rozsah mistni a druhové specifické prevalence byl 0 — 23 %; 0 — 100 %. Tato
skute¢nost poukazuje na roli netopyril jako potencidlniho zdroje leptospirdzy; tohoto rizika by si méli
byt védomy zejména osoby manipulujici s netopyry a/nebo pracujici v prostiedi kontaminovaném moci
netopyrt. Také metodika neinvazivniho a neletdlniho odbéru je pro monitoring leptospir u ptisné
chranénych druhti netopyrt vhodnéjsi ve srovnani s metodami izolace leptospir z tkané ledvin nebo
pritkazu protilatek v krvi. Metoda je pfitom citlivd a umoznuje vySetfit jednotlivce i na zdkladé malého
mnozstvi odebraného vzorku. Jedinou nevyhodou je, Ze leptospiry mohou byt moc¢i vyluCovani
nepravidelné (10), proto muze byt skute¢na prevalence bakterii rodu Leptospira v populaci vyssi, nez

ukazuji vysledky.
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Komparativni genomika rizikové linie Escherichia coli ST1250 z koni
Petra Sismova'?, Dominika Chmeli¢kova!, Adam Valéek'?, Kristina Nesporova®?,
Monika Dolejskal2
WUstav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

a farmaceutickd univerzita Brno, >CEITEC, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod
Za pivodce infek¢nich onemocnéni ve spojitosti s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz (ESBL)
povazujeme i Celed” Enterobacteriaceae, zahrnujici bakterialni druh Escherichia coli. Kmeny E. coli
jsou soucasti bézné stievni mikroflory, ale v urcitych pfipadech disponuji-li virulenénimi faktory
mohou vykazovat znamky patogenity. Mezi rizikové linie E. coli u koni zahrnujeme i sekvenc¢ni typ
ST1250. Vyskyt ST1250 byl zaznamenan u hospitalizovanych koni nebo koni po prodélané antibiotické
16&b&. Izolaty pochazely jak z Ceské republiky, tak ze zahrani¢i napti¢ Evropou. Priikaz ESBL a genii
kodujicich tyto enzymy nesenych plazmidy skupiny IncHI1 objasnil roli ST1250 v rozvoji antibiotické
rezistence (1,2,3). Cilem prace bylo provedeni komparativni genomiky izolatd ST1250 a zjisténi

specifickych vazeb dané linie u koni.

Material a metodika

V ramci projektu byl analyzovan soubor 79 izolatt E. coli ST1250 z koni z let 2008-2017. Sbirka
zahrnovala jak konkrétni ST1250, tak 1 tzv. single (SLV) a double locus varianty (DLV) obsahujici
jednu popt. dvé rozdilné alely oproti kombinaci ST1250. Izolaty pochéazely z Ceské republiky (Klinika
chorob koni na VFU Brno, n=19; Veterinarni klinika v Hefmanov¢ M¢stci, n=2 a farma Jalovy dvir,
n=2) 1 od zahrani¢nich spolupracovnikil (z Nizozemska, n=18, Danska, n=3, Némecka, n=9 a Francie,
n=1. DalSich 25 izolatd E. coli ST1250 véetné SLV a DLV byly ziskany z vetejné databaze (Enterobase,
GenBank).

Profil citlivosti k 22 antibiotikiim byl stanoven pomoci diskové difizni metody dle CLSI (CLSI, 2018)
a fenotyp ESBL a AmpC beta-laktamaz byl otestovan vyuzitim setu MASTDISCS™ test (D68C1
AmpC & ESBL Detection Set, Mast Diagnostics, UK). Detekce nejvyznamnéjSich gent rezistence
k beta-laktamtm (blactx-m, blaoxa, blasnv, blatem) byla provedena pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR) a sekvenaci amplikont. Pocet a velikost plazmidii se stanovila makrorestrikénim
Stépenim genomové DNA za vyuziti S1 nukleazy. Schopnost horizontalniho pfenosu plazmidi nesouci
geny pro produkci ESBL byla otestovana konjugacnim experimentem.

Detailni analyza kmenti byla provedena metodou celogenomového sekvenovani a poskytla informace
o konkrétnich uisecich genomu, které mohou byt zodpovédné za specifické vazby mezi danou linii, geny

rezistence, plazmidy a hostitelem. Celogenomova DNA byla izolovdna pomoci kitu NucleoSpin Tissue
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(Macherey-Nagel). Priprava knihoven byla realizovana vyuzitim kitu Nextera XT DNA Library
Preparation Kit, (lllumina). Samotné sekvenovani bylo provedeno na pfistroji MiSeq (Illumina).
Ziskana sekvenacni data byla kvalitativné zpracovana programem Trimmomatic v0.36. a nasledn¢
assemblovana do formatu fasta za vyuziti software SPAdes v3.13.1. Pro jednotlivé parametry byly
vyuzity bioinformacéni nastroje ResFinder (geny antibiotické rezistence), VirulenceFinder (virulen¢ni
faktory) a PlasmidFinder (stanoveni typu plazmidu). Komparativni genomika izolatd byla provedena
softwarem BRIG s grafickym vystupem v podobé kruhového diagramu. Programem RAXML byla

zpracovana fylogeneticka analyza a vysledky vizualizovany softwarem iTOL v4 (obr. 1).

Vysledky

Projekt piinesl nové poznatky o genetické variabilit¢ kmene E. coli ST1250 v¢etné¢ SLV/DLV
Vv populaci koni z riznych zemi Evropy. V ramci celogenomového sekvenovani jsme urcili konkrétni
geny zodpovédné za rezistenci ke kriticky dilezitym skupinam antibiotik, stanovili virulen¢ni faktory
a detailn€ charakterizovali plazmidy, které jsou jednou z moZznosti pienosu genti antibiotické rezistence
mezi bakteriemi. Na zakladé dat z ptistroje Illumina Miseq byly izolaty osekvenovany metodou Ctvrté
generace s vyuzitim technologie MinlON, kterd nam poskytla informaci o dlouhych tsecich nukleotidt
V porovndni s platformou Illumina. Zkombinovanim vysledkil v tzv. hybrid assembly jsme ziskali
kompletni sekvenci plazmidu. Rozdily v rdmci jednotlivych plazmidi jsme nasledné detekovaly
analyzou jednonukleotidovych polymorfizmii (SNPs analyza).

Ve sbirce 79 izolati byla prokazana fylogenetickd podobnost (<8 SNP) pouze u 10 vzorkd, ostatni
izolaty se lisily v rozsahu 0-10490 SNP. Vétsina izolath pattila do fyloskupiny B1 (73/79, 92,4%)
a jednalo se primarné¢ o ST1250 (60/79, 75,9%), nasledovanymi ST1250-SLV/DLV ST4164 (4/79,
5,0%), ST826 (3/79, 3,3%), ST4527 (2/79, 2,5%), ST1686 (2/79, 2,5%) — obr. 1. Detekce E. coli
ST1250 spolu s ST1250-SLV/DLV pozorovana u koni ve srovnani s jinymi zdroji poukazala na
spojitost tohoto ST s konmi. Ve studii provedené na nehospitalizovanych konich z Nizozemska (4)
patfila nejbézné€jsi skupina izolatii sekvenovanych v celém genomu k ST1250 (8/48, 16,7%) nebo
ST1250-SLV/DLV (9/48 18,8%). Navzdory omezenému poctu vetejné dostupnych sestav genomu E.
coli ST1250 byla asociace tohoto klonu s konimi (7/10, 70%) pozorovana také v EnteroBase, kde pouze
jeden z deseti ST1250 byl lidského ptvodu, zatimco dva byli nedefinovaného ptivodu. Mezi plazmidy
dominoval vyskyt IncHI1 z ST9 (56/62, 90,3%) nesouci gen pro prukaz ESBL a ST2 (6/62, 9,7%).
Vysoka prevalence konjugativniho IncHI1/ST9 a jeho asociace s blactx-m-1 byla nedavno popsana (5)
a dle vyslednych dat vykazuje IncHI1/ST9 velmi dobrou adaptabilitu na E. coli u koni, zejména
ST1250. Jednotlivé sekvence plazmidl IncHI1/ST9 byly vysoce konzervativni (> 98% podobnost) bez
ohledu na zemi ptvodu a lisily se pouze ve struktufe a integra¢nim misté oblasti (MDR) a piitomnosti

fos operonu. Fos operon pro vyuziti fruktooligosacharidl s kratkym fetézcem byl detekovan v 55
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(55/79, 69,6%) izolatech a vSechny nesly konjugativni plazmidy IncHI1/ST9. Srovnanim vSech sestav
konceptu genomu IncHI1/ST9 ze sekvencnich dat s kratkym ¢tenim pomoci BRIG ukazalo, ze fos
operon je vysoce konzervovany a neseny touto plazmidovou linii. Doposud byl vyskyt fos operonu
zjistén pouze v probiotickych, nikoli patogennich bakteriich, a to jako soucast chromozomélné

kédované ¢asti genomu.

Obrazek 1. Fylogeneticky strom izolatu E. coli ST1250 a ST1250-SLV/DLV dle typu ST (1) a puvodu
izolatii (2). Uzce piibuzné izolaty byly pozorovany pouze v podskupinach BI a BII, které se skladaji z
izolatd ze stejného mista odbéru vzorkl a ve stejném roce. U shlukli A a C nebylo prokézano zadné

klonalni Sifeni.
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Testovani citlivosti na antibiotika u fyzicky dostupnych izolati (n = 54) prokazalo rezistenci k 3 a vice
antibiotikim zahrnujici sulfonamidy, aminoglykosidy, tetracyklin, trimetoprim a chloramfenikol. Pro
prukaz ESBL byly detekovany geny blactx-m-1(58/79, 73,4%), nasledovanymi blactx-m-2 (6/79, 7,6%)
a blasnv-12 (7/79, 8,9%). Vysledky screeningu virulenénich gend ukazaly, ze nékteré izolaty nemély
zadné faktory virulence, které by je klasifikovaly do patotypt E. coli, coz podpotilo zjisténi, ze E. coli

ST1250 a souvisejici ST jsou soucasti komenzalni mikrobioty u koni (4).
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Zavér

Fylogeneticka analyza prokazala vyraznou rozmanitost izolatd kmene E. coli ST1250 véetné ST1250-

SLV/DLYV v populaci koni, coz poukazuje na vysokou genetickou variabilitu tohoto klonu. Souc¢asné

byla identifikovana vazba této linie s epidemickou multidrogovou rezistenci plazmidové linie

IncHI1/ST9 nesouci gen blactx-m-1 koédujici ESBL a pfitomnost zminéného fos operon pro utilizaci

kratko-tetézcovych fruktooligosacharida.
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Uvod

Reprodukéni strategie evropskych druhit hmyzozravych netopyri se 1iSi od standardnich strategii savct
diky vyuzivani tzv. opozdéného oplodnéni. Pifi pafeni, ke kterému dochazi na podzim, si samice
netopyrt pfed hibernaci ukladaji sperma v pohlavnich cestich. K ovulaci a samotnému oplodnéni
vajicka, jez jsou stimulovany hormonalné¢ po zmeéné tclesné teploty na konci hibernace, dochézi
ve stiedni Evropé obvykle koncem dubna.

Reprodukéni fenologie netopyrit mirného pasma respektive jeji nacasovani i délka siln€é podléhaji
teplotu vzduchu a mnozstvi srazek, s nimiz uzce souvisi dostupnost potravy (napt. 1). Délka biezosti v
ramci jednoho druhu se tak miize lisit v riznych zemépisnych Sitkach, mezi jednotlivymi lety na stejné
lokalité 1 mezi riznymi jedinci v ramci jedné kolonie (napft. 2). Prestoze je doba biezosti u nékterych
druhti znama, vysledky jsou zalozeny na histologickych vysetienich a vétSina praci je publikovana pted
rokem 1980, kdy byli netopyifi usmrcovani (napt. 3). Z davodu celosvétové ochrany vSech druht
netopyr a s rozvojem novych modernich diagnostickych metod se otevira prostor pro neinvazivni
formy jejich vyzkumu, ktery sice stile pfedstavuje minimalni zasah do jejich Zivota, ale neohrozuje
pocetnost studovanych druhti ani kvalitu jejich genofondu.

Dulezitou roli v plodnosti samic savclii hraje tvorba a vyluCovani hormond a jejich vzajemné
ovliviiovani. Jde o drahu hypotalamus — hypofyza — pohlavni organy. V riiznych fazich estralniho cyklu
lze méfit koncentraci specifickych hormond v krvi ¢i jinych télnich tekutinach, které jsou jejich
ukazatelem (estrogeny, progesteron, folikulostimula¢ni hormon atd.). I kdyz se v soucasnosti odbér
krve provadi u netopyru relativné bezpecnym zpusobem (4) stale se jedna o zasah do integrity
organismu. Vhodnou alternativou této metody se jevi moznost ur¢eni mnozstvi reprodukénich hormont
ze vzorkid moci a trusu (5). Tato neinvazivni metoda umoziuje odbér vzorki od velkého poctu jedinct,
¢i opakovany odbér u stejného jedince bez rizika jeho usmrceni. Podobné moderni pfenosné sonogramy
umozni piesné zobrazeni plodu s vysokym rozlisenim, bez nutnosti pievozu netopyra do laboratote (6).
Cilem naseho vyzkumu bylo urcit hladiny progesteronu v krevni plasmé, trusu a moci v priabéhu
bfezosti individudlni samice, které by mély odrazet rizné fadze vyvoje plodu potvrzené snimky ze

sonogramu a dale potvrdit hypotézu, ze teplota tkrytu ovlivituje délku brezosti.

117



Material a metodika
Modelové druhy
Prvnim modelovym druhem byl netopyr rezavy (Nyctalus noctula). Pii zateplovani budovy polikliniky
ve Velkém Tynci bylo zachranéno 29 jedinct, pficemz 7 z nich bylo okamzité vypusténo. 22 samic
netopyra rezavého bylo nutné ptijmout do veterinarni péce. Jedinci byli individudlné oznaceni a 14. 4.
2020 umisténi do dievéného boxu a drzeni pii pokojové teploté (22 °C). Pro zkoumani zévislosti délky
biezosti na teploté ukrytu byl vybran netopyr velky (Myotis myotis), jehoZ letni kolonie se nachazeji
stabilné na stfechach velkych budov naptiklad kosteld.
Odber plasmy, trusu a moce a UTZ vysetieni
Krev byla odebirdna samicim netopyra rezavého ve 3 terminech reprezentujicich — pocatecni fazi
biezosti (duben), kdy dochdzi k ovulaci a uhnizdéni oplodnéného vajicka, pozdni fazi brezosti (kvéten)
a dobu po porodu (Cerven). Odbér krve byl proveden z cévy na kiidelni blan€. Misto odbéru bylo
vydezinfikovano, nésledné byly na kazi aplikovany asi 2 pl heparinu a céva byla napichnuta sterilni
jehlou. Krev byla odebrana pomoci sterilni Spicky automatickou pipetou do ptipravené zkumavky. Po
odbéru byly vpichy oSetfeny tkanovym lepidlem znacky Surgibond. Plasma byla uchovavéana v
mrazicich boxech pfi teplot¢ -20 °C a nasledné byla zjiStovana hladina progesteronu pomoci
Progesteron ELISA kitu (Enzo Life Sciences Inc,).
Trus a mo¢ byly sbirany v pravidelnych, 6-ti dennich intervalech od 17. 4. — 1. 6. 2020. Trus byl
pinzetou odebran do zkumavek a uchovan pti pokojové teploté€. Filtra¢ni papiry s moc¢i byly uloZzeny do
mraziciho boxu pti -20°C.
Vysetieni sonogramem (LOGIQ V2, GE Healtcare, USA) bylo provadéno ve veterinarni ordinaci
Vv tydennich intervalech od 18. 5. — 1. 6. 2020.
Sledovani mikroklima vukrytu
Pro ucely naSeho vyzkumu byly vybrany 2 lokality, které se lisi teplotnimi podminkami. Stiecha kostela
svatého Michala v obci Otaslavice je oplechovana, dobfe zaizolovana a puda by méla poskytovat
stabilni teplotni podminky. Stfecha kostela svatého Petra a Pavla v obci Lysice je pokryta Sindelem, bez
izolace a predstavuje tak teplotné dynamicky ukryt. V obdobi 24. 4. 2020 az 8. 6. 2020 byly na
lokalitdch ve 14-ti dennich intervalech vizudln¢ kontrolovany pocty jedincli a zaznamendny porody
mlad’at. V blizkosti kazdé kolonie byl také umistén datalogger Hobo U23-001Temp/Rh, méfici teplotu
a relativni vlhkost v ukrytu.
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Vysledky
Progesteron v krevni plasme Nyctalus noctula a vyvoj plodu
Hladiny progesteronu (Graf 1) dosahuji u vétSiny samic stfednich hodnot v poc¢atecni fazi biezosti, kdy

dochézi k ovulaci a uhnizdéni oplodnéného vajicka.
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Graf 1. Koncentrace progesteronu v plasmé pg/mi

Zaznamy ze sonogramu ukazuji postupné se vyvijejici plod samice €. 14. Plod stary 21 dni mé&ii 0,5 cm.
Struktura je patrna jen jako tmavsi vacek kulovitého tvaru (Obr. 1). Plod stary 27 dni jiz méfi 1,64 cm
a za¢ind vykazovat klasicky tvar fetu (Obr. 2). Plod stary 41 dni dosahuje délky 2,32 cm, jsou u néj jiz
rozeznatelné zakladni struktury jako kranialni ¢ast s pohyblivymi ¢elistmi, pumpujici srdce, chorda
dorsalis a osifikované antebrachium (Obr. 3). Samice porodila 7. 6. 2020 dvé mlad’ata. Délka biezosti

byla stanovena na 47 dni.

Vliiv teploty ukrytu na délku brezosti Myotis myotis

Na lokalit¢ Otaslavice 24. 4. 2020 bylo zaznamenano cca 230 jedincii netopyra velkého, zatimco
Vv Lysicich byli poprvé pritomni az 11. 5. 2020 v poctu cca 150 jedincu. Pii jednotlivych navstévach
ukrytl, pocty jedincit mirné fluktuovaly. Prvni porody, respektive prvni mlad’ata byla pozorovana
na kolonii Otaslavice 4. 6. 2020, zatimco v Lysicich v tuto dobu byly samice v pozdni fazi bfezosti bez
mlad’at. Mlad’ata v Lysicich byla poprvé pozorovana 11. 6. 2020. Primérnd teplota Ukrytu
Vv Otaslavicich ve sledovaném obdobi je 20,13 °C (min 7,72 °C, max 37,37 °C) a primérna vlhkost
43,69 % (min 17,69 %, max 67,30 %) (Graf 2). Primérna teplota ukrytu v Lysicich je 18,84 °C (min
4,35 °C, max 34,99 °C) a pramérnd vlhkost je 50 % (min 15,98 %, max 92,08 %) (Graf 3). Primérna

teplota ukryta se lisila o 1,29 °C a primérna relativni vlhkost opacné o 6,31 %.
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Graf 2 a 3. Zaznam teploty na lokalitach Otaslavice (2) a Lysice (3)

Zavér

Progesteron je hormon udrzujici biezost, jeho hladina s postupujici biezosti roste, zatimco po porodu

prudce klesa. Zmétené hladiny progesteronu dosahuji u vétSiny samic sttednich hodnot v pocatecni fazi

bfezosti, kdy dochézi k ovulaci a uhnizdéni oplodnéného vajicka. Kombinace nizsi teploty a vyssi

NS 24

K tomu, ze samice zde rodily o 7 dni pozdéji. Vysledky vyzkumu tedy potvrzuji, Ze mikroklimatické

podminky ukrytu vyznamné ovliviiuji délku biezosti u evropskych hmyzozravych netopyra.

Seznam literatury:

1)
2)
3)
4)

5)

6)

RACEY P.A. Diagnosis of pregnancy and experimental extension of gestation in the pipistrelle bat,
Pipistrellus pipistrellus. Journal of Reproductive and Fertility 1969, 19, 465-474.

LUCAN R.K. et al. Contrasting effects of climate change on the timing of reproduction and
reproductive success of a temperate insectivorous bat. Journal of Zoology. 2013 290, 151-159.
WIMSATT W.A. Some Comparative Aspects of Implantation. Biology of Reproduction 1975, 12,
1-40.

BANDOUCHOVA H. et al. Alterations in the health of hibernating bats under pathogen pressure.
Scientific Reports. 2018, 8, 6067.

VOIGHT CH. C. and F. Schwarzenberger. Reproductive endocrinology of a small tropical bat
(female Saccopteryx bilineata; Emballonuridae) monitored by fecal hormone metabolites. Journal
of Mammalogy. 2008, 89(1):50-57.

SILVA E.G. et al. Diagnoéstico de gestacao em fémea de Desmodus rotundus (Geoffroy, 1810)
(Mammalia: Chiroptera) através da ultrassonografia — Relato de caso. Medicina Veterinaria. 2011,
5(4): 288-291.

Tato prdace byla financovana grantem 1GA VFU Brno 209/2020/FVHE

120



Editovali:

Nazev:

Pocet stran:

Wdani:

Wdavatel:

doc. MVDr. Petr Chloupek, Ph.D.

prof. MVDr. Alois Cizek, CSc.

doc. MVDr. Misa Skori¢, Ph.D.

prof. MVDr. Jiti Pikula, Ph.D., Dipl. ECZM
prof. Ing. Eva Voslafova, Ph.D.

Konference Interni grantové agentury VFU Brno

120

Prvni

\eterinarni a farmaceuticka univerzita

Brno 2020

ISBN 978-80-7305-848-7




	První strany sborník IGA_2020
	Příspěvky IGA osnova
	Sborník IGA_FVL_2020opraveno
	Sborník IGA_FVHE_2020
	poslední strana_sborník IGA_2020

