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Véazené kolegyné, vazeni kolegové,

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

konané dne 10. prosince 2018.

Ptispévky prezentuji vysledky projektd, 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 dalSim pracovnikiim za
vybornou spolupraci pfi zajisténi zdarného pribéhu letoSniho ro¢niku IGA VFU

Brno.

doc. MVDir. Petr Chloupek, Ph.D.
piedseda komise IGA VFU Brno
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Cytotoxicita prirodnich bioaktivnich litek na mySi normalni vs. nddorové bunécné linie

Jaroslava Tomenendalova!, Ivana Vesel4!, Zuzana Sarusi', Erika Rajtova!, Karolina
Koryntova!, Kristyna Koryntova!
Ustav fyziologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita

Brno!

Uvod
Aeruginosin-865 je tetrapeptid izolovany z terestrialnich cyanobakterii rodu Nostoc, u
kterého byl jako jediného sekundarniho metabolitu cyanobakterii prokazan antiiflamatorni
ucinek (1). Podobné cinky byly prokdzany i u dalSich pfirodnich latek jako je naptiklad
kapsaicin (pfirodni alkaloid produkovany rostlinami rodu Capsicum) nebo resveratrol
(polyfenolicka latka syntetizovana riznymi druhy rostlin napft. vinna réva, brokolice ¢i ¢esnek),
u kterych je popisovan 1 antikancerozni efekt (2, 3). Cilem prace bylo otestovat vliv

jmenovanych latek na fyziologické a nddorové linie bunck.

Material a metodika

Bunééné linie: Vyuzity byly komeréné doddvané mysSi bunécné linie rtzného pivodu.
Fyziologické jaterni buiiky (AML12 ATCC® CRL-2254™) a nadorové bunécné linie jater a
ledvin (Hepa 1-6 ATCC® CRL-1830™ a Renca ATCC® CRL-2947™), Jedna se o adherentni
bunécné linie, kultivované v piislusné Zivném médiu s 10 % FBS, antibiotiky (penicilin,

streptomycin), v 37 °C a 5% COz atmosféfe.

Piirodni latky: Aeruginosin-865 byl ziskan ve spolupraci s Mikrobiologickym tstavem AV CR
v Tteboni. Kapsaicin (M2028) a resveratrol (554325) byly zakoupeny ze Sigma-Aldrich (St.
Louis, Missouri, USA).

Experimentalni design: Jednotlivé bunécné linie byly oSetfeny Aeruginosinem-865 (Aer),
kapsaicinem (Cap), resveratrolem (Res) rozpusténymi v DMSO a fedénymi pfislusnym
kultivaénim médiem na koncentraci 25, 50, 100 resp. 200 uM. Kontrolni buiiky (Ctl) byly
inkubovany v DMSO, v koncentraci odpovidajici koncentraci v roztocich bioaktivnich latek
(tzn. 0,05 %, 0,1 %, 0,2 % resp. 0,4 %). Nasledné byly testovany kombinace latek — kapsaicin
+ resveratrol (C+R), kapsaicin + aeruginosin (C+A) a resveratrol + aeruginosin (R+A)
v koncentraci 25 + 25 uM, 50 + 50 uM a 100 + 100 uM testovanych latek. Buiiky byly nasazeny
do 96 jamkové desky v koncentraci 20x10? /jamka, po 24 hodinové inkubaci byly oSetieny



zminénymi latkami a v jejich pfitomnosti inkubovany 24 hodin. Cytotoxicita byla stanovena

testem LDH cytotoxicity assay kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Viabilita bun¢k a schopnost zaklddat nové kolonie (test proliferace) byla testovdna pro
koncentrace Cap, Res a Aer 100 puM, resp. 0,1 % DMSO. Jako kontrola slouzily bunky
v piislusném kompletnim médiu. Po 24hodinové inkubaci v médiu (24 jamkova deska, 12x10*
buné¢k/jamka) byly linie treatovany (24 hodin), nasledné pasdzovany (stanoveni poctu a
viability pomoci trypan blue exslusion test, porovndni s nasazovanym poctem, zhodnoceni
morfologie kolonii) a opét nasazeny do ptislusného kompletniho média ve stejné koncentraci
12x10* bun&k/jamka, piipadné viechny buriky, pokud byl ziskany podet niz§i. Po 24 hodinich

byl opét stanovat pocet a viabilita a porovnan s nasazenou koncentraci.

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

stanovena na p<0,05.

Vysledky

Vysledky LDH testu (cytotoxicita) jsou shrnuty v grafech 1-6 (statisticky vyznamné rozdily

oproti kontrole jsou oznaceny *), vysledky testu proliferace znazortiuji grafy 7-9.
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Graf 1 — Cytotoxicita kapsaicinu (Cap), resveratrolu (Res) a Graf 2 — Cytotoxicita kombinace kapsaicinu a resveratrolu
aeruginosinu (Aer) - fyziologické hepatocyty. (C+R), kapsaicinu a aeruginosinu (C+A) a resveratrolu a

aeruginosinu (R+A) - fyziologické hepatocyty.
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Graf 3 — Cytotoxicita kapsaicinu (Cap), resveratrolu (Res) a
aeruginosinu (Aer) - nddorové hepatocyty.

RENCA &isté latky

*
*
%k * *
afl . =
25 50 100 200

Koncentrace v uM

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%

Cytotoxicita

20,00%
10,00%
0,00%

mCap MRes ®WAer m(Ctl

Graf 5 — Cytotoxicita kapsaicinu (Cap), resveratrolu (Res) a
aeruginosinu (Aer) - ndadorové buriky ledvin.
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Graf 7 — Vliv kapsaicinu (Cap), resveratrolu (Res) a
aeruginosinu (Aer) v koncentraci 100 uM na proliferaéni
aktivitu fyziologickych hepatocytd. Linie 100 % odpovidd
poctu bunék pri nasazeni. DMSO (0,1 %) a Ctl (kompletni
médium) slouZi jako kontrola fyziologické proliferacni
aktivity.
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Graf 4 — Cytotoxicita kombinace kapsaicinu a resveratrolu
(C+R), kapsaicinu a aeruginosinu (C+A) a resveratrolu a
aeruginosinu (R+A) - nddorové hepatocyty.
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Graf 6 — Cytotoxicita kombinace kapsaicinu a resveratrolu
(C+R), kapsaicinu a aeruginosinu (C+A) a resveratrolu a
aeruginosinu (R+A) - nddorové buriky ledvin.
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Graf 8 — Vliv kapsaicinu (Cap), resveratrolu (Res) a aeruginosinu
(Aer) v koncentraci 100 uM na proliferacni aktivitu nddorovych
hepatocytu. Linie 100 % odpovida poctu bunék pfi nasazeni.
DMSO (0,1 %) a Ctl (kompletni médium) slouZi jako kontrola
fyziologické proliferacni aktivity.



RENCA

Graf 9 — Vliv kapsaicinu (Cap), resveratrolu (Res) a
aeruginosinu (Aer) v koncentraci 100 uM na proliferacni
aktivitu nddorovych bunék ledvin. Linie 100 % odpovidd
poctu bunék pri nasazeni. DMSO (0,1 %) a Ctl (kompletni
médium) slouZi jako kontrola fyziologické proliferacni
aktivity.
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Diskuse a zavér

Kapsaicin v koncentraci 200 uM vykazuje signifikantni cytotoxicitu u vSech testovanych
buné¢nych linii. Resveratrol vykazuje statisticky vyznamnou cytotoxicitu u nddorovych linii ve
vsech testovanych koncentracich, u fyziologické linie AML pouze v nejvyssich koncentracich
(200 a 100 pM). Signifikantni cytotoxicita aeruginosinu ve srovnani s kontrolou byla
zaznamenana pouze u linie AML v koncentraci 50 uM.

Kombinace kapsaicinu a resveratrolu vykazuje vyssi cytotoxicitu nez testované latky samotné.
Signifikantni cytotoxicita byla patrné u vSech linii, fyziologickych i nddorovych. U naddorovych
linii Hepa a Renca se projevil i cytotoxicky vliv kombinace aeruginosin + resveratrol; u
fyziologickych AML bunék nebyl rozdil oproti kontrole statisticky vyznamny. Kombinace
kapsaicin + aeruginosin vykazovala nizsi toxicitu nez latky samotné, a to u vSech testovanych
linii a koncentraci.

Pokles proliferacni aktivity byl patrny zejména pfi inkubaci bun¢k v 100uM resveratrolu.
Snizena byla i naslednd schopnost zakladat nové kolonie po pasdzi a opétovném nasazeni.
Kapsaicin inhiboval proliferaci u nadorovych linii buné¢k (Hepa a Renca), aeruginosin u
nadorovych bunék ledviny (Renca). Inkubace bun¢k v pritomnosti testovanych latek, zejména
kapsaicinu a resveratrolu, rovnéz méni morfologii buné¢nych kolonii. Pocet kolonii je nizsi,
bunky vykazuji morfologické abnormality — svraSténi, vyssi obsah intracelularnich inkluzi,
niz$i schopnost adherovat k povrchu kultivacni misky.
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Specifikace osteogennich funkci pro-apoptotickych kaspaz ve vztahu
k vyvoji dlouhych kosti
Alice Ramesova', Eva Matalova!?
Ustav fyziologie, Fakulta veterindrniho Iékarstvi, Veterindrni a farmaceutickd univerzita
Brno!,

Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i?

Uvod

V posledni dobé narlista evidence o uplatnéni kaspdz mimo jejich tradi¢ni role
v programované bunécné smrti a zdnétovych procesech (1). Nové funkce téchto cysteinovych
protedz se tykaji také osteogeneze. Endochondrélni osifikace je typickd pro dlouhé kosti
koncetin. Na rozdil od intramembrandzniho typu osifikace, typické pro kratké a ploché kosti
napf. hlavy, se u dlouhych kosti vyskytuje chrupavcité stadium, na které navazuje tvorba vlastni
kostni tkané. Chrupavcity segment se dale zachovava v rustové ploténce dlouhych kosti a
umoziuje jejich rist do délky. Ristova ploténka je proto Casto studovanou strukturou nejenom
v zékladnim vyzkumu, ale také v aplikovaném, zejména v souvislosti s defekty jako je
achondroplazie.

Ve vztahu k endochondralni osifikaci byl proveden screening impaktu obecné inhibice
kaspaz na expresi osteogennich molekul v chondrocytech (2). Vystupem, ktery se stal zakladem
pro prezentovanou studii, byla identifikace vice nez 5 -ti ndsobné zmény exprese u nékolika
dilezitych molekul ve vztahu k osteogenezi. Jde ptedevS§im o integriny, matrixové
metaloproteinazy a kolageny, které jsou dilezitou soucasti extracelularni matrix tvrdych tkani,
dale CD36 s vazebnym mistem pro kolageny a také sklerostin, ktery je markerem osteocyti.

Cilem navazujici prace byla specifikace konkrétnich kaspaz, které jsou za tento efekt

.....

kaspaz (-8, - 9), tak exekuc¢nich (-3, -6, -7).

Material a metodika
Mikromasové kultury
Mysi hrudni koncetiny odebrané post mortem v prenatalni den 12 byly pouzity pro pfipravu
mikromasovych kultur. Nejdiive byly rozvolnény mechanicky v roztoku PSA pufru a poté

enzymaticky plisobenim dispazy II. V dalSich krocich byly buiiky promyvany, ptefiltrovany a
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nasazeny ve formé spotd (10 ul) do kultiva¢nich misek. Po pfichyceni bunék na misku bylo

pridano kultivaéni médium (DMEM, F12 nutrient, FBS, P/S, L-glu, B-GP, kyselina askorbova).

Inhibice kaspaz

Po stabilizaci mikromas byl do kultivaéniho média pfidan FMK inhibitor (R&D Systems) v
koncentraci 100 pM rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich) pro experimentalni a pouze DMSO
pro kontrolni mikromasové kultury. Mikromasové kultury byly inkubovany v 5% CO2
atmosféte pfi teploté¢ 37 °C po dobu 7 dni. Vyména média probihala po 48 h. Po 7 dnech od
zahdjeni kultivace byly mikromasové kultury odebrany s pouzitim RLT pufru (Qiagen) s B-
merkaptoetanolem (Sigma- Aldrich) a pfipraveny pro izolaci RNA. U kazdé inhibice byly
provedeny 3 biologické replikace.

Izolace RNA a ptepis do cDNA

Pro izolaci RNA byly pouzity odebrané vzorky mikromas po tydenni kultivaci, experimentalni
a kontrolni vzorky byly zpracovany paralelné. K izolaci byl vyuZit postup uvedeny pro
komeréné dostupny RNeasy Mini Kit (Qiagen). Po izolaci RNA a kontrole koncentrace a Cistoty
byla RNA piepsana do cDNA s vyuzitim komeréné vyrabéného kitu SuperScript VILO

(Invitrogen).

PCR Arrays

Analyzou zalozenou na PCR Arrays bylo otestovano 84 genti spojenych s osteogenezi pouzitim
RT? Profiler™ PCR Array Mouse Osteogenesis (Qiagen). Data byla statisticky vyhodnocena
systtmem Qiagen Data Analysis Center (https://www.qiagen.com/kr/shop/genes-and-
pathways/data-analysis-center-overview-page/). V souladu s timto systémem byly hodnoceny
tii biologické replikace, tedy 3 kontrolni a 3 experimentalni vzorky. Jako signifikantni byla

urcena hranice P<0.05 a limit nasobku exprese — 2/+2.

Vysledky a zavér

Nejvyznamnéjsich vysledka bylo dosazeno v ptipad¢ inhibice kaspazy-9 (Graf 1), kdy byla
zjisténa vice nez 50-ti ndsobna zmena exprese v piipad¢ matrixové metaloproteinazy-9. Mmp-
9 je markerovou molekulou aktualng€ asociovanou s revmatoidni artritidou a osteoartritidou. U
téchto onemocnéni dochézi ke zvyseni exprese Mmp-9 a tim k degradaci nekolagennich slozek

matrix (3). Inhibice kaspazy-9 vedla k masivnimu snizeni exprese této metaloproteindzy, coz



by znamenalo, Ze m4 inhibovana kaspaza-9 protektivni ti€inek proti vzniku t€chto momentalné
velmi diskutovanych patologii.

V apoptotickych procesech aktivuje kaspaza-9 kaspazu-3. Ke zjisténi, zda se tento krok tyka
také vlivu na expresi Mmp-9, byl srovnan expresni profil osteogennich molekul v ptipadé
inhibice kaspazy-9 a kaspazy-3 (Graf 2). Vysledek inhibice kaspdzy-3 ukdzal, ze nema
statisticky signifikantni vliv na expresi Mmp-9. Efekt kaspazy-9 na expresi Mmp-9 je tedy
nezavisly na kaspaze-3 a ukazuje na novy mechanismus neapoptotick¢ho uplatnéni této

proapoptotické kaspazy.

Graf 1: Vliv inhibice kaspazy-9 na expresi osteogennich molekul v mikromasovych

kulturach chondrocyti. Tabulka ukazuje piesné hodnoty nasobkti zmény exprese.
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Graf 2: Vliv inhibice kaspazy-3 na expresi osteogennich molekul v mikromasovych

kulturach chondrocyti. Tabulka ukazuje pesné hodnoty nasobkti zmény exprese.
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Oralni tumory psa — prevalence v CR
Barbora Putnova', Misa Skori¢!
1Ustav patologické morfologie a parazitologie, Fakulta veterindrniho Iékaistvi, Veterindrni a
farmaceutickad univerzita Brno
Uvod
V 1écb¢ veterinarnich onkologickych pacienti dochazi v posledni dobé k vyznamnému
rozsiteni spektra terapeutickych moznosti obdobné, jako je tomu v humdnni medicin€. Pro
spravné a ucinné nastaveni 1lé€by nddorovych onemocnéni je primérni pfesna diagnéza, proto
roste rovnéz vyznam veterinarni patologie, zejména zavadeéni novych diagnostickych postupt
zalozenych na molekuldrnich metodach. Jelikoz vyznamny podil z odebranych vzorka
hodnocenych veterinarnimi patology tvoii bioptaty z dutiny ustni, zaméfili jsme se pravé na
tuto oblast.
Na ontogenezi struktur dutiny ustni se podileji vSechny tfi zarodecné listy (1), a tudiz se zde
muizeme setkat s velmi heterogennim spektrem primérnich nadorti odvozenych ze vSech
zarodecnych listi. Nejfrekventovanéjsim malignim tumorem v dutiné ustni psd je melanom,
ktery se pravé v této lokalizaci vyznacuje velmi agresivnim biologickym chovanim (2).
Druhym nejcastéjSim nadorem v dutiné Ustni u psti je skvamocelularni karcinom (SCC), ktery
je zaroven vibec nejcastéjSim malignim nddorem v oblasti hlavy a krku v lidské populaci.
Pretrvavajicim problémem ve veterindrni patologii je nejednozna¢na klasifikace novotvart
odontogenniho ptivodu, coz jsou nadory etiologicky spjaté s embryondlnim zakladem zubu (3).
Tyto novotvary jsou si morfologicky velmi podobné, avSak klinicky se jejich chovani mize
vyznamné lisit. V soucasné dob¢ nejsou k dispozici ani zadné bunécné markery, které by mohly
jednotlivé typy odlisit.
Vzhledem k lokalizaci jsou novotvary v dutin€ Gstni zaznamenany majitelem nebo praktickym
veterindrnim Iékafem Casto az v pokrocilém stadiu onemocnéni, coz nasledné zvysuje naroky
na rychlost a pfesnost diagnézy.
V ramci nasi studie je statisticky vyhodnocena mira prevalence jednotlivych typti nadort dutiny

ustni u pst v Ceské republice, pficemz jsme se zamétili 1 na udaje o pohlavi a véku pacientt.

Material a metodika
Z archivu Ustavu patologické morfologie a parazitologie VFU Brno byly ziskany vzorky
tumorti a pseudotumoroznich 1¢ézi z dutiny stni pst, vySetfované od roku 2006, a to ve formé
parafinovych blokl piipadné trvalych histologickych preparati. Dalsi vzorky tkani byly

shroméazdény z terénnich veterinarnich pracovist po celé CR. Tyto vzorky byly déle zpracovany
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béznymi histologickymi technikami. U tumorti, u nichz nebylo mozné stanovit jednoznacnou
diagnézu jen na zaklad¢ piehledného barveni, byla provedena imunohistochemicka analyza
diagnosticky vyznamnych bunécnych markerti. Celkem bylo vySetieno 602 1¢zi z dutiny Gstni

pst. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena, pticemz byl zohlednén vek a pohlavi pacienta.

Vysledky
Z celkového poétu 602 vysetienych 1ézi z dutiny Gstni u pstt v CR tvotily pravé nadory vice nez
polovinu (Graf 1). Zbylou c¢ast tvofily nenddorové proliferativni 1éze (nejCastéji tzv.
fibromatézni epulis), které zhlediska patogeneze nejcastéji souvisi s chronickymi

stomatitidami.

Podil pravych nadori ve vySetifovanych vzorcich Graf 1 Podil pravych nadorti ve

o vySetfovanych vzorcich 1ézi dutiny
Pseudotumordzni léze

o o Lo o o
a6% = Pravé nédory ustni u pst. Pravé nadory tvorily 54%

y

Nejcastéji diagnostikovanym pravym nadorem byl ordlni maligni melanom (43%), dale pak

ze vsech vySetfenych vzorkd.

SCC (17%) (Graf 3) — v obou piipadech se jedna o maligni a biologicky vysoce agresivni 1éze.
Priblizné 10% byla zastoupena benigni akantomat6zni epulis (ameloblastom). V malé mife
(£1%) se vyskytovaly dalsi typy nadorti, jako naptiklad chondrosarkom celisti, vietenobunéény

sarkom, nador z granularnich bunék, rhabdomyosarkom jazyka a dalsi.

50% — Podil nejéastéjsich typh pravych nadora Graf 2 Procentuélni
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Téméf u vSech typl nadorti jsme zaznamenali vyssi prevalenci u psii, nez u fen (Graf 3).

V nékterych ptipadech jsou nami ziskané vysledky v souladu s jinymi studiemi, a to zejména

v ptipad¢ maligniho oralniho melanomu (4, 5), ale napiiklad v ptipad¢ osteosarkomu celisti

byva Castéjsi prevalence zaznamenavana u psti nez u fen (6), coz je v rozporu s naSimi vysledky.
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Graf 3

Procentualné
vyjadifeny  podil
zastoupeni psu a
fen u jednotlivych

typl nejcastéji se

vyskytujicich
tumora v dutiné
ustni.

Maligni nddorova onemocnéni jsou obecné vzdy Castejsi u starSich zvifat, coz potvrzuji i naSe

vysledky (Graf 4), kdy maligni a lokaIn€ agresivni léze se Castéji vyskytuji u pst az kolem 12.

roku - fibrosarkom, melanom, playmocytom, mastocytom pysku. Mezi dalsi maligni 1éze, které

byly diagnostikovany v priiméru kolem 10. roku Zivota, patii lymfom, SCC, osteosarkom celisti

a spinocelularni sarkom. Benigni 1éze byly diagnostikovéany vétSinou u mladsich psti do 8. roku

zivota (papilom, tumor z granularnich bun¢k, fibrom a akantomat6zni epulis).
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Zavér
V piipad¢ vyskytu proliferativnich zmén v dutiné Gstni psa se ve vice nez polovin€ ptipadi
jedna o pravé nadory, z nichz nejvetsi podil tvoii oralni maligni melanom.
Z nejfrekventovanéjsich oralnich nadorii byla Castéji zjiSténa vyssi prevalence u psti nez u fen.
Z naSich vysledkl vyplyva, Ze benigni 1éze jsou diagnostikovany spiSe u mladsSich pst do 8.
roku zivota, kdezto maligni a lokaln€ agresivni tumory jsou Castéji diagnostikovany u starsich
jedinct.
Pfi zaznamenani masy v dutiné Ustni psa ve v€ku kolem 12 let existuje znacné riziko, ze se
jedna o maligni nadorovou proliferaci (zejména maligni oralni melanom) a tato skutecnost
vyzaduje od praktického veterinarniho l1ékatfe rychlé a efektivni jednani. Suspektni klinicka
diagnoza stanovend praktickym veterindrnim Iékafem se ve znacné mife liSila od
histopatologického ndlezu, coz potvrzuje dulezitost pfesné a rychlé preoperacni histologickeé
diagnostiky.
Zavérem lze konstatovat, ze vyuziti imunohistochemickych metod umoZiiuje piesnéjsi
diagnostiku a klasifikaci tumord v dutiné ustni u psi a tim 1 nastaveni efektivnich

terapeutickych postupti.
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Metody priikazu vybranych krevnich patogenii v populaci ko¢ek
Dobromila Molinkova, Jana Mariankova
Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni
a farmaceuticka univerzita Brno
Uvod
Mezi vyznamné hemotropni druhy bakterii vyskytujicich se u koc¢ek patii Bartonella henselae,
Mycoplasma haemofelis a Mycoplasma haemominutum. Parazituji pfedevsim na erytrocytech a
jsou prendSeny vektory patiicimi mezi ¢lenovce. Poznatky o téchto bakteriich jsou spojeny s
rozvojem molekularné biologickych metod, protoze provedeni kultiva¢niho prikazu je naro¢né
a navic nevykazuje dostate¢nou spolehlivost.
Bartonella henselae nevyvolava u svych ptirozenych hostiteli Zadné nebo jen mirné klinické
ptiznaky, mize ale zapfi¢init zdvazné onemocnéni ¢loveka (tzv. nemoc z ko€ic¢iho Skrabnuti).
Mycoplasma haemofelis a haemominutum miZze zpusobovat infekéni anémii kocek, zvIasté u
imunosuprimovanych zvifat.
Material a metodika
Z kolekce krvi kocek jsme provadeli pifimou 1 nepiimou identifikaci vySe uvedenych
bakteridlnich druhti. Vzorky kocici krve byly ziskany od koc¢ek rizného stafi, pohlavi, pivodu,
pochazejici z odli$nych podminek chovu a riznych ¢asti CR. Zaméfovali jsme se piedevsim na
zableSena outdoorova zvifata.
Primérné€ byla vyuzita metoda PCR, které pfedchazela samotna izolace DNA z pIn¢ krve 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.). Takto ziskany PCR
produkt jsme pfipravili na odeslani do firmy Macrogen, Amsterdam, kde bylo provedeno
samotné sekvenovani. Vysledky zaslané firmou jsme zanalyzovali a porovnali se znamymi
sekvencemi v databazi Gen Bank.
Dalsi moznost diagnostiky je zalozena na pfimém mikroskopickém vySetieni. Tato metoda
slouzi spise jako vySetieni orientacni a doplikové. Zhotovili jsme soubor krevnich natéra z krvi
kocek, u kterych byla potvrzena pozitivita pomoci PCR nebo IFA. Natéry jsme obarvili, bylo
pouzito panoptické piehledné barveni nebo hotové barvici sady — Hemacolor, a podrobili
mikroskopické analyze.
Déle jsme provadé¢li prikaz protilatek proti B. Henselae metodu nepiimé imunofluorescence a
stanovovali séroprevalenci v souboru vySetfovanych sér koc¢ek. Zavedli jsme fluorescencni test,

ve kterém byl antigenem na sklicku sbirkovy kmen B. henselae. Tato metoda nepatii
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v diagnostice B. Henselae mezi nejspolehlivéj§i. Analyza je narocnd a zcasti subjektivni,
vhodna je jako doplitkovéa metoda.

Vysledky
Mikroskopie
Bartonely mohou byt detekovany jako kulovité az ty¢inkovité Gtvary atakujici membranu.
Mykoplazmy se v natéru objevuji jako malé modie se barvici koky az tyCinky. Infikované
cervené krvinky obvykle ztraci bikonkavni tvar a stavaji se znich sférocyty nebo
stomatosférocyty. Erytrocyty jsou vétsi a hypochromni. Typickym nalezem v pritbéhu akutni

faze onemocnéni jsou anizocytdza a Howell-Jollyho téliska.

PCR, sekvenovani

Vysetfeno bylo celkem 112 vzorkl od 112 kocek. U 10 jedincii (8,9%) z tohoto souboru se
jevila v agar6zovém gelu Bartonella hensela jako pozitivni. Sekvenovanim byla Bartonella
potvrzena pouze u 2 (1,8%) kocek. Vysledky byly tedy rozdilné. Srovnanim sekvenci s databazi
Genebank byl ve vzorcich prokazan druh Mezorhizobium, specifita PCR reakce nebyla patrné
dostatecné vysoka z diivodu pouzitych primert, které se pravdépodobné nespecificky vazaly na
DNA tohoto druhu. V budoucnu by bylo vhodné navrhnout primery s vétsi specifitou.

Ze stejného souboru koc¢ek bylo pomoci PCR metody a sekvenovani zachyceno 7 kocek (6,3%)
s pozitivni DNA M. haemofelis a 26 kocek (23,2%) s pozitivnim DNA M. haemominutum.
Vsechny pozitivni vzorky pochazely od outdoor kocek nebo kocek z utulki, u kterych se dala

predpokladat infestace blechami.

Prokazany druh Pocet pozitivnich jedinci Procento (%)
Bartonella henselae 2 1,8
Mycoplasma haemofelis 7 6,3
Mycoplasma haemominutum 26 23,2

Tabulka 1: Priikkaz Bartonela henselae, M. hemofelis, M. hemominutum sekvenovanim ve

vysetfovaném souboru 112 kocek

Neprima imunofluorescence

Celkové bylo vySsetfeno 79 sér. Z tohoto souboru bylo 21 vzorkt pozitivnich (30%). U kocek
zijicich trvale v domacnosti jsme opét nezaznamenali pozitivni ndlez. Nicméné pfitomnost
protilatek signalizuje predchozi kontakt s patogenem, nikoli aktivni infekci. Jejich reaktivita

je navic zkfizena s ostatnimi druhy a kmeny bartonel.
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o o Procento pozitivnich
Celkem Pocet pozitivnich jedincti o
jedincti
Pocet kocek 79 21 30
Outdoor 42 15 21
Indoor 14 0 0
Utulek 23 6 9

Tabulka 2: Séroprevalence B. henselae pomoci IFA
Zavér
Nasim cilem bylo zavést a zanalyzovat metody komplexni laboratorni diagnostiky krevnich

patogent kocek a snaha o zatfazeni do bézné laboratorni praxe. Byly testovany krve kocek

ruznych kategorii a sledovana incidence vyse zminénych krevnich patogenti v CR.
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Vliv GnRH agonisty deslorelinu na koncentraci testosteronu a spermatogenezi u

kieCka zlatého (Mesocricetus auratus)

Kristyna Glocova', Petr Cizek'
1Ustav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta veterindrniho lékaistvi, Veterindrni a

farmaceutickad univerzita Brno

Uvod
Chirurgicka kastrace je nejcastéji provadénou metodou kontracepce u drobnych savca (1). U
fretek se predpoklada po chirurgické kastraci nartist koncentrace gonadotropint zpiisobujici
adrenokortikalni hyperplazii a tvorbu tumort (5). Z tohoto divodu u fretek a mozného
anestetického rizika u drobnych savcl obecné jsou hledany k ni odpovidajici alternativni
metody (1). GnRH agonisté, mezi které fadime deslorelin, ovliviiuji reprodukéni systém
prostiednictvim hypofyzo - gonadalni osy. V inicialni fazi plisobeni dochazi k ptechodnému
nartstu sekrece FSH, LH a testosteronu (2). Kontinualni podavani deslorelinu zpisobuje
desenzibilizaci GnRH receptorti hypofyzy (3) zapfticinujici u vétSiny savct redukcei sekrece
FSH, LH, snizujici se koncentraci testosteronu, zmenseni objemu varlat a prostaty, zastaveni
spermatogeneze na urovni spermatogonii az spermatocytll a s tim souvisejici snizeni kvality
ejakulatu (4). U fretek je deslorelin pouZzivén s cilem zabranéni nezadouci fertility, k redukci
mezidruhové agrese, zapachu produkovaného mazovymi Zlazami a k 1écbé
hyperadrenokorticismu (5). U samce kralika s hypospadii ukazovaly vysledky koncentrace
testosteronu a velikosti varlat slibné ti¢inky deslorelinu po dobu 7 mésict (6). V dalsi studii na
deseti kralicich tento Uc¢inek nebyl prokazan a tudiZz deslorelin neptfedstavuje vhodnou
alternativu k chirurgické kastraci (4). U potkani vyvolala davka 1,1 mg implantatu deslorelinu
supresi reprodukéniho systému (7). U kieckt vSak znalosti o u€inku GnRH agonistti zcela
chybi. Hlavnim cilem této prace proto bylo zjistit jejich U€innost u samci kieckd zlatych

(Mesocricetus auratus).

Material a metodika

Experimentalni design

Dvacet ctyii pohlavné dospélych, klinicky zdravych samcii kiecka zlatého ve véku 2,5 - 3,5

meésice byli rozdéleni do dvou skupin. VSechna zvitata pochazela ze zajmového chovu.

Prvni skupina ptedstavovala kontrolni skupinu (n = 4), kterd podstoupila vSeobecné klinické

vySetfeni, odbér krve, kastraci s naslednym usmrcenim v celkové anestezii.
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U druhé neboli experimentalni skupiny (n = 20) kieckl zlatych bylo na pocatku experimentu
provedeno vseobecné klinické vySetfeni a odbér vendzni krve v celkové anestezii. Poté byl
zvitatim zaveden subkutdnni implantat obsahujici deslorelin (Deslorelinum 4,7 mg, Suprelorin,
Virbac). VSechna zvifata vzdy v mési¢nich intervalech podstoupila vSeobecné klinické
vySeteni, odbér krve a méfeni varlat, pfiCemz na zavér kazdé navstévy byla u 4 zvifat

provedena kastrace, po které byli usmrceni.

Odbér vzorku krve a stanoveni koncentrace testosteronu

Ke stanoveni koncentrace testosteronu byla odebirdna krev z v. cava cranialis do plastovych

zkumavek. Nasledné€ byla krev odeslana k diagnostice (Synlab czech s.r.o; Praha).

Méfeni objemu varlat

Prostfednictvim digitalniho posuvného métitka byla namétena délka (a) a Sitka (b) pravého a

levého varlete véetné scrota. Objem varlat (cm?) byl vypo&itan podle rovnice: a * b** 0,524

Histologické posouzeni varlat

Varlata byla histologicky zpracovdna a pozorovana pod svételnym mikroskopem Olympus
CX41. U kazdého varlete bylo na deviti fezech z oblasti margo cranialis, centralni Casti a
margo caudalis ndhodné€ vybrano 200 pficnych ezl stocenymi semenotvornymi kanalky. Podle
nejdiferencovanéjsi zarode¢né buiiky byly semenotvorné kanalky rozdéleny do nésledujicich
typl: tt0 - spermatogonie, ttl - spermatocyty, tt2 - kruhové spermatidy, tt3 - prodluzujici se
spermatidy, tt4 - prodlouzené spermatidy. Zvifata tak byla rozd¢lena do péti skupin (GO — G4)

podle pritomnosti nejfrekventovangjsiho priifezu semenotvornym kanalkem.

Statisticka analyza

Deskriptivni statistika byla vyjadiena jako primér a SD. Ke statistické analyze byl pouzit
software Minitab (verze 18.1). Jestlize naméiené hodnoty mély dle testu Kolmogorov-Smirnov
normalni rozdélni, parovy t-test byl u nich pouzit k porovnani skupin. Neparametricky Mann-
Whitney test byl pouzit v ptipadé, kdy dané hodnoty nemély normalni rozdéleni. Vzhledem ke
kontinualnimu sniZzovani poctu zvifat byly hladina testosteronu a objem varlat analyzovany
v parech s odpovidajici skupinou kiecku zistavajici v experimentu. V ramci statistické analyzy
byla stanovena hladina vyznamnosti: statisticky vyznamna (p < 0,05), statisticky vysoce

vyznamna (p < 0,01).

Vysledky
Priimérny objem varlat (cm *) byl &étrnact dni po aplikaci implantatu v porovnani s praimérnym
objemem varlat pted aplikaci implantdtu snizen 0 8,9 % z 0,79 = 0,32 na 0,72 = 0,18 (p > 0,05,
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n = 20). Mé&sic po aplikaci implantatu doslo k redukei 0 49,3 % z 0,79 + 0,32 na 0,40 = 0,07 cm
3(p < 0,01, n = 20). Druhy mésic po aplikaci nastalo snizeni 0 63,9 % z 0,83 + 0,33 na 0,30 =
0,06 (p <0,01,n=16).

Tteti den po aplikaci implantatu se primérnd koncentrace testosteronu (T) zvysila ze 4,75 +
3,75 na 6,53 £ 4,48 nmol/l (p > 0,05, n = 20). Sedmy den po implantaci byla hodnota T
redukovana ze 4,75 + 3,75 na 3,02 + 2,09 (p > 0,05, n = 20). Ctrnacty den po implantaci doslo
k snizeni ze 4,75 + 3,75 na 1,97 = 1,10 (p < 0,01, n = 20). Mé&sic po aplikaci deslorelinu byla
hladina T redukovéna ze 4,75 £ 3,75 na 0,49 + 0,15 nmol/l (p < 0,01, n = 20). Druhy mésic
doslo ke snizeni ze 4,69 = 4,21 na 0,14 + 0,18 (p <0,01, n= 16).

Pti histologické analyze pfi€nych fezli stoCenymi semenotvornymi kanalky varlat byly u
kontrolni skupiny zvifat nejvice (93,5 % - 97 %) zastoupené¢ kanalky s prodlouzenymi
spermatidami a kiecci zlati tak byli zatazeni do skupiny G4. Prvni mésic po aplikaci implantatu
ptevazovaly u dvou kieckl prodlouzené spermatidy (59,5 % - 91,0 %) a rovnéz tato zvitata
byla zatfazena do skupiny G4. Semenotvorné kanalky u zbyvajicich dvou kieckii vykazovaly
znaky potlac¢eni spermatogeneze. Jeden kiecek byl zatazen do skupiny G1, z diivodu nejvice
zastoupenych kandlk se spermatocyty (41 %). U druhého kieCka ptevladaly kanalky se
spermatogoniemi (72 %) a tudiZ byl umistén do skupiny G1. Druhy mésic u v§ech kieckt doslo

k zastaveni spermatogeneze na Urovni spermatocytti (53,5 % - 96 %).

Koncentrace testosteronu Objem varlete (ml)
(nmol/l) 120
12,00 1,00
10,00 0,80
8,00 0,60
6,00 0,40
4,00
2,00 i i 0,20 -
0’00 ] e 0,00
0d 3d 7d 14d Im 2m 0d 14d I'm 2m
Obr. 1: Primérna hladina  koncentrace Obr. 2: Primérny objem varlete pted
testosteronu  (nmol/l) pfed  aplikaci aplikaci Suprelorinu (0. den), po aplikaci
Suprelorinu (0. den), po aplikaci 3. den, 7. 14. den a 1. mésic u 20 kieckl, 2. mésic u
den, 14. den a 1. mésic u 20 kiecku, 2. mésic 16 kieckt

u 16 kiecki
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Zavér
Tteti den po aplikaci deslorelinu byla pozorovéana akutni faze, béhem které doslo ke zvyseni
sekrece testosteronu. Ctrnacty den bylo zaznamenéno statisticky vysoce vyznamné snizeni
sekrece, které pretrvavalo i druhy mésic. Primérny objem varlat byl druhy mésic po aplikaci
implantatu snizen 0 63,9%. Na zéklad¢ histologického posouzeni byli kiecci z kontrolni skupina
a dva kiecci mésic po aplikaci implantatu zatazeni do skupiny G4. U dvou kieckit mésic po
aplikaci a u ¢ty po dvou mésicich po aplikaci implantdtu bylo pozorovano zastaveni
spermatogeneze na urovni spermatocyti. Z téchto vysledkii usuzujeme na kontraceptivni

ucinek GnRH agonisty deslorelinu na samce kiecka zlatého.
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Patologie infekce Angiostrongylus cantonensis u modelovych ptacich druhu
Barbora Feckova, David Modry, Barbora Putnova, Priyanka Djoehana
Ustav patologické morfologie a parazitologie

Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod
Vzhledem k vyraznému nartstu popsanych piipadi u zvitat i lidi a zvétSujici se oblasti vyskytu
se angiostrongyloza fadi mezi vyznamné ,,emerging diseases* s dopadem na ¢lovéka i domaci
a voln¢ zijici zvitata (Barratt et al. 2016). Infekce Angiostrongylus cantonensis zpusobuje u
ptakd zavazné poskozeni centralni nervové soustavy. Paralyzy a parézy byly popsany u fady
voln¢ zijicich druht ptakl ve volné ptirod¢ a v zajeti, vysoka patogenita je znama napft. pro
australské lelkouny sovi (Podargus strigoides) (Monks et al. 2005, Gelis et al. 2011). Cilem
studie je popis patologie infekce Angiostrongylus cantonensis u modelovych ptacich druhi,
posouzeni vnimavosti riznych modelovych druhli, zhodnoceni klinickych projevi,

patologicko-morfologického a histopatologického nalezu ve vztahu k infekéni davcee.

Material a metodika

Experimentalni kmen Angiostrongylus cantonensis: Na pracovisti udrzujeme experimentalni
linii Angiostrongylus cantonensis ziskanou roku 2017 ve Francouzské Polynésii. Vyvojovy
cyklus je realizovan v laboratornich potkanech kmene Wistar a experimentalnich plzich
Subulina octona.

Infekce: Devét jedincti od kazdého z vybranych modelovych druhti ptaki (andulka vinkovana,
kiepelka japonska, holub domaci a kur domaci) bylo rozdéleno do tii skupin dle infekénich
davek. Skupina €. 1 (nizkd davka) byla infikovana davkou 100 infek¢nich larev v roztoku PBS
sondou do volete. Skupina €. 2 (vysoka davka) byla infikovana davkou 1000 infekénich larev
v roztoku PBS sondou do volete. Skupina €. 3 byla infikovana podanim celych infikovanych
plzt Subulina octona v poctu tii kusu, pfiblizné infekéni davka 160 larev na Sneka. Tfem
ptakim slouzicim jako negativni kontrola byl naaplikovan fyziologicky roztok sondou do
volete. Dva potkani slouzici jako pozitivni kontrola infekénosti pouZzitych larev byli infikovani
p.o. davkou 40 larev kazdy. Po uplynuti prepatentni periody 42 dni byl vySetfen trus kontrolnich
potkani larvoskopickymi metodami za ucelem detekovani piitomnosti L1 larev

Angiostrongylus cantonensis.
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Klinické sledovani: Denné byl sledovan celkovy zdravotni stav a chovani, pfijem potravy,
vylucovani a celkova télesna kondice. V prubéhu zavérecného vysetieni pred euthanazii byla
sledovana schopnost letu, poptipad¢ chiize, a schopnost a rychlost vzpiimeni z rekumbentni
polohy.

Hematologie a biochemie: Ptdkim byla dvakrat odebrana krev pro zdkladni hematologické a
biochemické vysetieni (pfistroj Vetscan VS2). Prvni odbér byl proveden pied infekei larvami

A. cantonensis, druhy odbér tyden po infekci.

Pitva a histopatologické vysetieni: Ptaci byli utraceni tyden po infekci predavkovanim
anestetikem (xylazin + ketamin) i.m a intrakardidlni aplikaci ptipravku T61. Ptaci byli
podrobeni diagnostické pitve, byly odebrany vnitini organy (srdce, plice, jatra, ledviny, slezina,
GIT, pohlavni organy, mozek, micha) a prsni svalovina. Tkan¢ byly fixovany ve formaldehydu

a poté standardné zpracovany, tkanové fezy byly obarveny hematoxylin-eosinem a vySetieny.

Vysledky

Klinické sledovani: Jedna z kiepelek ze skupiny negativni kontroly uhynula dva dny po
prvotnich odbérech krve. Dvé andulky uhynuly kratce po druhém odbéru krve. U vSech ptaka
se po infekci pfechodné objevil snizeny pfijem potravy. Tii z infikovanych kurat projevovala
neurologické pfiznaky v dobé ptfed euthanasii. U kuiete ¢. 2 (nizka davka) se jednalo o
bilateralni zaSkuby svaloviny stehna, jez se projevovaly po excitaci a po €ase ustavaly. Kuie €.
8 (vysoka davka) se projevovalo zhorSenou rovnovéhou a ataxii. Kufe ¢. 12 (infekce podanim

Sekil) mélo vyrazné prodlouzenou dobu navratu z rekumbentni polohy.

Hematologie: Vysledky vySetfeni krve andulek neukazovalo ptitomnost trendl u jednotlivych
experimentalnich skupin. U péti experimentalnich holubii (ze skupin nizk4 a vysoka davka) se
projevila eozinofilie. U ostatnich sledovanych parametri se neobjevily trendy v ramci skupin.
U kiepelek doslo u vSech infikovanych skupin ke zvySeni poctu lymfocyt a poklesu poctu
heterofilti. U skupiny s vysokou infekéni davkou se dale projevila eozinofilie. U vSech skupin

infikovanych kufat byla zaznamenéna eozinofilie.

Pitva: V pribéhu pitvy byla zaznamenana zvySend fragilita jaterni tkané u vSech kufat

infikovanych podanim celych $nekl. U dvou ptaki z této skupiny byly také zaznamenany
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nastfiknuté cévy na povrchu mozku. U kiepelky ¢. 6 (infekce podanim Snekd) byla
zaznamenana hyperemie useku stfeva v oblasti jejuno-ilealniho spojeni o délce cca 2 cm.
U zé&dného ptaka ze skupin infikovanych podanim celych Snekl nebyla zjiSténa piitomnost ulit

v GIT v dobé pitvy.

Histopatologické vysetreni: V dobé publikovani sborniku byla zpracovana polovina
histologickych preparatt, tj. skupiny holubii a andulek. Histologické preparaty neodhalily
pfitomnost larev A. cantonensis ve vySetfovanych tkénich. Patologické nédlezy u nékterych
infikovnych jedincti zahrnovaly jaterni proliferaci, antrak6zu plic a chronickou intersticialni

pneumonii, hyperemii ledvin a reaktivni hyperplasii sleziny.

Zavéry

Infekce Agiostrongylus cantonensis byla popsana u druht lelkoun sovi (Podargus strigoides)
(Monks et al. 2005, Gelis et al. 2011), kakadu ptilbovy (Callocephalon fimbriatum) (Reece et
al. 2013), kakadu Cerny (Calyptorhynchus funereus) (Monks et al. 2005) a sokolik maly
(Polihierax semitorquatus) (Burns et al. 2014). Migrace larev nervovou tkani zptsobuje u
nahodnych hostiteld meningitidu a encefalitidu, mezi neurologické piiznaky u ptaka
postizenych neuralni angiostrongylézou patii neschopnost sedét na bidle, paralyza kiidel,
ztizeny nebo znemoznény let, tfes hlavy a neschopnost ovladat pohyby hlavy, ataxie a deprese.
U vétSiny jedinct v naSem experimentu se neprojevily zadné klinické ptiznaky kromé docasné
snizeného piijmu potravy. Mirné neurologické ptiznaky projevujici se u tfi infikovanych kutat
nespadaji do typického spektra popisované klinické manifestace neurdlni angiostrongylozy, ale
pravdépodobngé jsou jejim projevem u tohoto ptac¢iho druhu.

Ackoliv je eosinofilie Casto povazovana za piiznak parazitarni infekce, u volné zijicich ptaka
s neuralni angiostrongyl6zou nebyla dosud popsana. Naopak u nich byla zaznamendna
heterofilie, lymfopenie a monocytdza (Monks et al. 2005). Tyto v literatuie popsané nalezy jsou
v rozporu s nasimi vysledky, kdy u infikovanych kiepelek doslo ke zvyseni poctu lymfocytt a
poklesu poctu heterofili. U infikovanych holubi, kiepelek a kufat se dale vyskytovala
eosinofilie. Zjistili jsme, Ze eosinofilie mize byt povazovana za dal$i z moznych privodnich
znakl infekce 4. cantonensis u ptaki, ktery lze brat v potaz pii diagnostice tohoto onemocnéni.
Diagnéza neurdlni angiostrongylozy byla u publikovanych pitipadt pievazné stanovena
prukazem larev A. cantonensis v nervové tkéni. Typickym histopatologickym nalezem byl
multifokalni granulomat6zni zanét CNS. V piipad¢ experimentalnich andulek a holubt z nasi

studie nebyly larvy na tkanovych fezech nalezeny a nervova tkai se jevila bez patologickych
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nalezi. Nicméné histologické preparaty ze vSech ptadkl, zejména z kufat projevujicich
neurologické ptiznaky, nebyly v dobé psani piispévku do sborniku zpracovany, a proto
nemuzeme s jistotou fici, Ze 1€ze na nervové tkani nebyly pfitomny.

U Zadného z experimentalnich ptaki se infekce neprojevila ve stejném rozsahu, jako u ptipad
popisovanych v literatufe. Srovnani vysledkl experimentt s publikovanymi ptipady letalnich
infekci u australskych druhii ptakli naznacuje bud’to vyznamné rozdily ve vnimavosti k infekci
A. cantonensis mezi pta¢imi druhy, nebo fakt, ze ptaci v tomto experimentu byli vystaveni
mnohem niz§im infekénim ddvkam, nez volné Zijici druhy. Davka 1000 L3, jez byla vystavena
skupina s vysokou déavkou, je davkou casto letdlni pro savce o obdobné i vétsi télesné
hmotnosti, jako je naptiklad piskomil (Meriones unguiculatus) (Wei et al. 2014), nebo potkan
(Rattus norwegicus) (Ji et al. 2017). Vysledky experimentu naznacuji mnohem vyssi odolnost
ptaki viici infekei 4. cantonensis ve srovnani s hlodavéimi hostiteli.
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Vyskyt Cetnosti papousciho cirkoviru a polyomaviru a protilatek proti avidrnimu

bornaviru v chovech papouski v CR

Aneta Puskasova, Michaela Petrikova, MVDr. Michaela Valastanova, MVDr. Libuse
Kulikova, Ph.D.

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

farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

Cirkovirova infekce (PBFD) a polyomavirové infekce jsou zavaznymi onemocnénimi
v zajmovych chovech papouskd.' Projevuji se predevsim chronickymi poruchami opefeni, ale
mohou mit 1 zavazny klinicky prib¢eh, véetné akutnich thyni. Neuropaticka gastricka dilatace
(NGD) je dalSim zadvaznym onemocnénim papouski, které je zptisobeno aviarnim bornavirem
(ABV). Postihuje centralni nervovy systém a gastrointestinalni systém? (dysfagie, regurgitace,
pritomnost nestravenych semen v trusu). Klinické pfiznaky se mohou vyskytovat samostatné
nebo v riiznych kombinacich®*. Od prvnich informaci zroku 1970 ze Spojenych statd
americkych’ bylo toto onemocnéni zaznamenano u vice nez 70 druhti papouskii na celém svéts’.
Cilem projektu je zjisténi aktualni situace vyskytu téchto onemocnéni v chovech papouska

v Ceské republice a zjistit tak riziko prevalence v nasich chovech.
Material a metodika

Do studie bylo zahrnuto 177 papouskii od 34 chovateli v Ceské republice. Jednalo se nejéastéji
o papousky rodu papousek Sedy zako (51), alexandr (44), ara (28), kakadu (18), amazonan (10),
amazonek (9) a mensi pocet dalSich papouskill. Papouskiim podle moznosti byla odebrana krev,
petinebo byly provedeny kloakalni vytéry. V pfipadech, kdy byla diagnostikovana ptitomnost
vSech tfi vir, se odebirala krev zv. jugularis ¢i zv. ulnaris. Mnozstvi odebrané krve
respektovalo mezidruhové rozdily ve velikosti jedinct. Krev (0,05ml) urcena pro vysetfeni
cirkovirti a polyomaviri byla kdpnuta do zkumavek obsahujicich roztok EDETA a zbytek
minimalné 0,5 ml plné krve (pro zisk 0,2 ml séra potfebného pro ELISA reakci) byl uréen pro
vySetfeni bornavirt.

Peti bylo odebrano vyskubnutim 5 az 7 kusti pefi z oblasti krku a kiidel. Vytéry z kloaky byly

provedeny tenkymi odbérovymi tampony.
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Vsech 177 vzorka bylo vySetfeno na pfitomnost viru PBFD a polyomaviru. Pfi souhlasu
chovateld s odbérem krve ¢i s vytéry z kloaky bylo odebrano 70 vzorkti na detekci pritomnosti

bornaviri ABV 1, 2 a 4.

Papousci cirkovirus a polyomavirus byl detekovan metodou dvoustupiiové nested-PCR ze
vzorki krve ¢i pefi. VySetfeni na tyto viry probihalo v laboratoti Kliniky chorob ptaki, plazt a
drobnych savcti (VFU Brno). Pro PCR diagnostiku cirkoviru a polyomaviru byla pouzita kapka
plné krve (cca 20 pl) smichana se 100 pl roztoku EDTA nebo nékolik per z interskapularni
oblasti. K priikazu protilatek proti nukleoproteinu aviarniho bornaviru P40 byla pouzita metoda
ELISA: nafedény maltdzu-vazajici protein (MBP) a nukleoprotein P40 jsou aplikovany na
desticku pro ELISA test (Costar, Corning, NY) a inkubovany po dobu 1 hodiny pfi pokojové
teploté. Po hodinég inkubace byly buiiky plata vymyty pufrovacim roztokem PBST (Phosphate-
Buffered Saline obsahujici 0,05% Tween 20). Poté bylo pfidano natfedéné netu¢né mléko
s PBST a inkubovano opét pii pokojové teploté po dobu 2 hodin. Bunky byly opét vymyty
PBST a nésledovala inkubace po dobu 1 hodiny s 50 pl séra nafedéného v 5% mlé€ném
proteinu s PBST. ELISA desti¢ky byly poté opét vymyty PBST a pfidan konjugat oznaceny
alkalickou fosfatazou (Macaw IgG Antibody, Cat # A 140-116AP, Bethyl Laboratories INc.,
Montgomery, TX, USA). Po hodinové inkubaci a dal§im promyti ELISA desti¢ek byl ptidan
substrat pNPP (para-Nitrophenyl-phosphate, P7998, Sigma-Aldrich Chemie, Zwijndrecht, The
Netherlands). Po dalSich 30 minutach inkubace byly pozorovany barevné zmény ve tmé pfi
teploté 20 °C. Nakonec byly zméfeny hodnoty MBP antigenu a P40 antigenu ¢tecim zafizenim
Multiscan FC ELISA reader (Thermo Scientific, Finland). Kromé této metody — byla pouzita
téz metoda PCR. Jedna se o kvantitativni Real-time PCR, navrZenou na kvantitativni detekci
ABYV viru typu 1,2,4. Celkem bylo vySetieno 177 papouskd, z toho 177 na pfitomnost cikroviru
a polyomaviru; 70 papouskil na ptitomnost cirkoviru + polyomaviru + bornaviru. Z celkového
poctu 70 jedincii, u kterych se bornavirus prokazoval, byla sérologicka diagnostika pouzitd u
33 vzorkd. Zbylych 37 vzorkt bylo vysetfeno metodou PCR z kloakalniho stéru. U 107 jedinc,
kdy nebyla moznost stanovit pfitomnost bornavirli,, se pfitomnost cirkovirti a polyomavira

diagnostikovala PCR reakci ze vzorku pefi.

Vysledky
Vysledky vysetieni papouskll jsou zndzornény v tabulce 1. Z celkového poctu 177
vySetenych papouskl bylo zjisténo, Ze na cirkoviry je pozitivnich 38 ptaki, to je 21,5% a

139 negativnich (78,5%). Vysetfeni na polyomaviry prokazalo 2 pozitivni zvifata, to je 1,1%
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a 175 negativnich (98,9%) z celkového poctu vysetfenych zvitat. Z celkového poctu 70

vySetfenych papouskd na bornaviry bylo pozitivnich 10 zvitat (14,3%) a negativnich 60

(85,7%).

Celkovy Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
pocet pozitivnich negativnich pozitivnich negativnich pozitivnich negativnich
vySetfenych | zvifat na zvitat na zvitat na zvifat na zvitat na zvitat na
papousk cirkoviry cirkoviry polyomaviry | polyomaviry | bornaviry bornaviry
70 2 (2,8%) 68 (97,2%) 0 (0%) 0 (0%) 10 (14,3%) 60 (85,7%)
Cirkoviry,

APV, ABV

107 36 (33,6%) 71 (66,4%) 2(1,8%) 105 (98,2%) -

Cirkoviry,

APV

177 celkem 38 (21,5%) 139(78,5%) 2(1,1%) 175(98,9%) -

Tabulka 1

Vysledky vysetieni chovil jsou popsany v tabulce ¢.2. Celkovy pocet vysetfenych chovi byl

34. Dvanact chovu (35,3%) z celkového poctu vySetienych chovii bylo pozitivnich na

cirkoviry a 22 (64,7%) negativnich. Dva chovy, to je 5,8% z celkového poctu vySetfenych

chovil bylo pozitivni na polyomaviry a 32 negativnich (94,2%). Na bornaviry bylo 6

pozitivnich chovil z deseti, to je 60%, negativni 4 (40%).

Celkovy Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
pocet pozitivnich negativnich pozitivnich negativnich | pozitivnich negativnich
vysetfenych | chovl na chovi na chovl na chovl na chovl na chovl na
chovi cirkoviry cirkoviry polyomaviry | polyomaviry | bornaviry bornaviry
10 (Cirkoviry, | 2 (20%) 8 (80%) 0 (0%) 10 (100%) 6 (60%) 4 (40%)
APV, ABV)

24 (Cirkoviry, | 10 (41,7%) | 14 (58,3%) 2(8,3%) 22 (91,7%) - -
APV)

34 celkem 12 (35,3%) 22 (64,7%) 2(5,8%) 32 (94,2%) - -
Tabulka 2
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Zavér

Z celkového poctu 177 kust vysetfenych papousktl bylo zjisténo 38 papouskl pozitivnich
na cirkoviry , to je 21,5%. Nejcastéji se jednalo o papousky z rodu alexandr (25 jedinci).
Z celkového poctu 34 chovil bylo na cirkoviry 14 pozitivnich, to je 46,6% . Z celkového
poctu 177 zvitat byli pouze dva papousci pozitivni na polyomaviry (1,1%). Z celkového
poctu 70 vySetienych zvifat na bornaviry jich bylo 10 pozitivnich, to je 14,3% zvirat.
Nejcastéji se jednalo o papouska Sedého zaka (6 jedinctt). Z celkového poctu 34 chovii bylo
celkem 12 chovi (35,3%) pozitivnich na cirkoviry, 2 chovy (5,8%) pozitivni na
polyomaviry a z deseti vySetienych chovl bylo 6 pozitivnich na bornaviry (60%),

Z vysledkii vyplyva, ze nejvyssi prevalenci u nami vySetfenych papouskti  ptedstavuji
cirkoviry 22%, méné€ bornavirové infekce 14,3% a v minimalni mife se v chovech vyskytuji

polyomavirové infekce (1,1%).
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Detekce mikrobialni populace kolonizujici pohlavni aparat oslic
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Uvod

Vyznam studie reprodukcéniho aparatu u osli je dan stoupajici tendenci jejich chovu jako
zdjmového zvifete nejen na tizemi CR (UEK uvadi vice nez 1000 jedincti osla domaciho,
desetinasobny nartist v prubéhu poslednich let), ale tuto tendenci potvrzuji i1 studie
v mezinarodnim métitku (Camillo et al. 2017). Pfestoze evolucni pfibuznost osli a koni je
ziejma, odliSnosti, jak v anatomickém utvareni reprodukcénich organd, tak ve fyziologii fijového
cyklu, zptisobuji vyznamné odchylky, které je nutné v diagnostice a terapii zohlediovat (Contri
et al. 2014). Védeckych studii ozfejmujicich problematiku reprodukce klisen je mnoho, ale
vyzkumy zaméfené specidlné na samice osla domdaciho jsou stale pouze ojedinélé. Nicméné jiz
nalezené faktory ovlivijici fertilitu klisen budou s nejvyssi pravdépodobnosti ovliviiovat i
reprodukci u oslic.

Pfedmétem studie je problematika pfi¢in infekci reprodukéniho aparatu. U subfertilnich
klisen Casto nachazime defektni utvafeni perinealni oblasti, nedostate¢nou funkci krcku
délozniho, snizenou aktivitu myometria nebo také snizenou schopnost imunitni reakce na
d€lozni kontaminaci fakultativné patogennimi bakteriemi, jako naptiklad Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus, nebo Escherichia coli. Tyto patologické vlastnosti perinedlni oblasti
predisponuji klisny k rozvoji endometritidy. Endometritida je diagnostikovdna u 25-60 %
chovnych klisen a je to jeden z hlavnich divodu snizené fertility klisen (Riddle et al. 2007,
Overbeck et al. 2011). Zmapovani mikrobidlniho osidleni pohlavniho aparatu oslic neni dosud
v dostatecném rozsahu publikovano. Pokud je ndm zndmo, publikovany byly pouze studie
popisujici bakteridlni populaci na vnéjsich genitaliich u samci osla domaciho a studie z roku
1985 popisujici experimentalni infekci oslic bakterii Haemophilus equigenitalis (Taylorella
equigenitalis — piuvodce CEM) (Timoney et al. 1985).

Hlavnim cilem projektu bylo zmapovani mikrobialni populace kolonizujici pohlavni
aparat oslic v riznych fazich fijového cyklu a v zavislosti na utvafeni perinealni oblasti. Dil¢im

cilem predkladané studie bylo ovéfeni hypotézy, ze fyziologické zmény pruchodnosti
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pohlavnich cest v estru umoziuji rozsahlejsi bakterialni kolonizaci a tim predstavuji i vyssi

miru rizika rozvoje endometritid.

Material a metodika

Pokusna zvirata

Do projektu bylo zafazeno 10 pohlavné dospélych oslic ve stati 3-12 let, ustajenych u
soukromych chovateli (sedm oslic na Ekofarmé Jalovy Dvir v HerSpicich, loslice na Ranci
Valkyra v Hustopecich a 2 oslice na farm¢é¢ Oveko v Malmeéficich). Oslice byly drZzeny na
travnaté pastviné a byl jim umoznén neomezeny piistup k vodé. Projet pokusu byl schvalen
rozhodnutim Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy pod ¢islem jednacim: MSMT-

28509/2018-2.
Odbér vzorku

U kazdé oslice bylo peclivé provedeno a zaznamenano gynekologické vySetieni (zevni
posouzeni perinea, vaginoskopie a palpace délozniho krcku, rektdlni USG vySetieni —
zhodnoceni vajecnikli a délohy). Oslice byly minimalné€ 2x vySetieny a to tak, aby se zachytily
ob¢ faze tijového cyklu — estrus i diestrus. Po zhodnoceni faze cyklu byla perinealni oblast
vydezinfikovana a pfipravena na odbér vzorki. U oslic v estru bylo odebrano 9 vzorka (3 z
fossa clitoridis, 2 z okoli krcku délozniho a 4 z endometria). U oslic v diestru bylo odebrano 5
vzorki (3 z fossa clitoridis a 2 z okoli kréku délozniho). Odebrané vzorky byly bezprostiredné
po odbéru transportovany v chladicim boxu do mikrobiologické laboratofe. Cast odebraného
materidlu byla stejny den odesldna do akreditované laboratofe SVU Olomouc za tiéelem
identifikace 7. equigenitalis. Cytologické preparaty stéri déloznich byly posuzovany
mikroskopicky.

Mikrobiologické vySetieni

Mikrobiologické vy3etfeni bylo provedeno v laboratofich Ustavu infekénich chorob a
mikrobiologie VFU Brno. Odebrany material byl paralelné¢ kultivovan na univerzalnich
bakteriologickych plidach (Columbia Blood Agar) i na vybérové-diagnostickych médiich
(Rappaport- Vassiliadisovo polotuhé médium, XLD agar, McConkey agar), (v§e Oxoid, Velka
Britanie), jak za aerobnich, tak anaerobnich podminek pii 37 a 42 °C 24 — 48 hodin. Ziskané
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bakterialni kultury byly pfedbézné identifikovany dle charakteristické morfologie kolonii a
kvantifikovany. Definitivni identifikace izolovanych mikroorganismti na Grovni druhu byla
realizovana analyzou hmotnostnich spekter jejich proteini metodou MALDI — TOF pfistrojem
Microflex LT MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Némecko). Pro zachyt ptivodce infekéni
metritidy klisen Taylorella equigenitalis byly odeslany vzorky z fossa clitoridis do

akreditované laboratoie SVU Olomouc.

Vysledky

Souhrn informaci ziskanych zevnim posouzenim perinealni oblasti u oslic popisuje
vhodné utvareni u vSech oslic zatazenych do projektu. Vulva byla u vétSiny oslic kolmo k zemi
nebo dokonce ventrokranialné zkosend. Sedaci kosti byly u oslic nad urovni dorzalni komisury
Stérbiny stydké. Palpaci délozniho kréku byla u dvou oslic zjiSténa neprostupnost, proto nebyly
vzorky z endometria od téchto oslic ziskany.

Z pohlavniho aparatu oslic, konkrétné z fossa clitoridis, okoli délozniho krcéku a
endometria, jsme izolovali 62 raznych druhii mikroorganisma nalezicich do 19 odlisnych
bakteridlnich rodl. Ty zahrnovaly jednak mikroby bézn¢ osidlujici travici aparat a kizi zvirat,
ale také potencidlni urogenitalni patogeny a mikroorganismy environmentalniho ptivodu.
Jmenovité byly ziskany tyto rody bakterii: Acinetobacter, Aerococcus, Arcanobacterium,
Arthrobacter,  Bacillus, Bacteroides, Clostridium,  Corynebacterium, Escherichia,
Enterococcus,  Lactobacillus, = Micrococcus,  Neisseria,  Paenibacillus, = Pantoea,
Propionibacterium, Proteus, Staphylococus, Streptococcus). U vSech vzorkd byla vyloucena
pritomnost puivodce infek¢éni metritidy klisen, 7. equigenitalis, stejné jako etiologickych agens
salmonelovych abortii klisen.

V jednotlivych etdzich pohlavniho aparatu oslic jsme zaznamenali tyto posuny v kvantu
izolovanych mikroorganismi: ke zvyseni poc¢tu CFU v estru v porovnani s diestrem doslo u
péti oslic. U jedné oslice mnozstvi bakterii zistalo stejné v obou sledovanych obdobich a u ¢tyt
vySetfovanych zvitat po¢et CFU v estru naopak klesl. Vyssi po¢et CFU zachycenych v okoli
krcku oslic v estru nez v diestru byl zaznamenan u péti oslic. U tfi jedincii ke zméné poctu CFU
nedoslo, pfesnéji vSechny porovnavané vzorky z oblasti krcku jak v diestru tak v estru byly bez
bakterialniho nartistu. U jednoho zvifete doslo v estru naopak ke snizeni poctu CFU. Vzorky
endometria byly odebirany pouze v estru, u ¢tyf oslic byly sterilni, u dalSich ¢tyi obsahovaly
od deseti do 50 CFU, u poslednich dvou oslic se odbér nezdafil.

Cytologické vySetteni stért z délohy neprokézalo u Zadné oslice pfitomnost zanétlivych

bunék ani patogeni.
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Tabulka ¢€.1: Vysledky mikrobiologického vySetfeni jednotlivych useki pohlavniho aparatu

oslic v diestru a estru

Diestrus Estrus
F Vysetieni F Vysetieni
_ roSSa itk delozni| Yoo em AL FOSSA ek déloini _ ysetreni na
Oslice clitoridis .. .. .| Taylorella clitoridis .. .. . |Endometrium| Taylorella
.. .| kvantitativné o .. . | kvantitativné X L
kvantitativné equigenitalis | kvantitativné (CFU/ml) equigenitalis
(CFU/ml) o (CFU/ml) o
(CFU/ml) (kvalitativné) | (CFU/ml) (kvalitativné)
Sofie 0 0 neg 40 neodebrdno | neodebrano neg
Valetyna 96 0 neg 810 20 10 neg
Mia 310 2130 neg 30 120 20 neg
Dorotka 200 30 neg 10 60 50 neg
Bobina 2570 0 neg 580 10 neodebrano neg
Marinka 300 0 neg 1620 0 0 neg
Eliska 30 0 neg 30 0 0 neg
Lady 1840 0 neg 240 0 0 neg
Blondie 60 190 neg 730 510 40 neg
Anna 8550 0 neg 17000 20 0 neg
Zavér

Vysledkem projektu je zmapovani mikrobialniho osidleni endometria a vyvodnych
cest pohlavnich u samic osla domaciho. Hypotéza, ze mira kontaminace bakteriemi souvisi s
utvafenim perinedlni oblasti a fazi fijového cyklu, se potvrdila pouze ¢astecné, nebot’ v§echny
nahodné vybrané oslice do projektu mély vhodné utvaieni perinea, které vyznamné snizuje
riziko vzniku endometritidy. Nebylo tedy mozné posoudit miru bakteridlni kontaminace
urogenitalniho traktu u oslic s vadnym utvarenim perinea. U 6 oslic z 10 jsme pozorovali zmény
poctu CFU zachycenych v okoli kréku v riiznych fazich tijového cyklu. U 1 oslice z 6 bylo
zjisténo zvyseni poctu jednotek tvoticich kolonie v diestru. U 5 oslic z 6 bylo zjisténo zvyseni
poctu jednotek tvoticich kolonie v estru. U oslic, kde doslo k zachytu potencionalnich patogent
(E.coli, Streptococcus Equi subsp. Zooepidemicus, Enterococcus faecalis a Enterococcus
faecium) nebyly pozorovany zadné klinické ani cytologické ptiznaky endometritidy. Oslice po
ukoneni projektu bez obtizi zabiezly. Porovnanim nalezi gynekologického a
mikrobiologického vySetteni v estru a diestru u jednotlivych oslic byly zaznamenany ocekavané
rozdily, které souvisi a potvrzuji teorii vét§si moznosti kontaminace mikroorganizmy u klisen v
estru. Nicmén¢ standardné fyziologické utvareni perineédlni oblasti u oslic na rozdil od klisen

v

vede k vyrazné uspésnéjsi ochrang vnitinich pohlavnich cest proti mikrobialni kontaminaci.
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1. Uvod

Equinni sarkoid je lokalné¢ agresivni fibroblasticky kozni tumor a nejcastéjsi tumor koni s
celosvétovym vyskytem (Regland et al. 1966, Marti et al. 1993). Tyto tumory mohou nepiizniveé
ovlivitovat hodnotu koné, Casto znemoziuji jeho vyuziti a v krajnim pifipadé mohou byt
pfi¢inou eutandzie koné. Z téchto diivodu je equinnimu sarkoidu vénovana pozornost ze strany
chovateltl 1 vyzkumnikli na celém svété (Scott et al. 2011, Torrontegui and Reid, 1994,
Knottenbelt et al. 2015).

V lonském roce byla v rdmci projektu IGA provedena pilotni studie, pii niz bylo vySetfeno 524
koni pro orientaéni posouzeni vyskytu equinniho sarkoidu v populaci koni v CR. Tato studie
prokazala, Ze prevalence equinniho sarkoidu v CR se pohybuje kolem 10 %. Kromé& posouzeni
epizootologické situace byl vyvinut test pro posouzeni prevalence bovinniho papilomaviru u
koni a jeho typizaci (Taylor et al. 2012, Knottenbelt et al. 2015) a dale sérologicky test pro
stanoveni specifickych protilatek. Ocekava se, ze tyto testy doplni a zptesni klinickou
diagnostiku sarkoidii, ktera je zalozena na klinickém posouzeni koznich zmén zkuSenym
dermatologem (Haspeslagh et al. 2018), ptipadné kozni biopsii, ktera je spojena s rizikem
nekontrolované proliferace nadoru.

Jako vhodné diagnostické testy byla zvolena metoda real-time PCR vySetfeni koZnich stéri s
detekci RNA a DNA a dale ELISA test pro prukaz protilatek proti nddorovému onkoproteinu
ES. Teno onkoprotein je typem transmembranového proteinu 11, ktery je exprimovan v hlubsich
epitelidlnich vrstvach infikované tkdn¢ (Burnett et al. 1992, Venuti and Campo 2002) a
pfevazné lokalizovan v membranach endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu
(Burkhardt et al 1989, Pennie et al. 1993). BPV E5 je exprimovan v cytoplazmé
transformovanych bazalnich a suprabazalnich epitelidlnich bun¢k (Bohl et al. 2001, Araibi et
al. 2004). Exprese tohoto onkoproteinu spolu s expresi vaskuldrniho endotelialniho ristového
faktoru, kterd vede k neovaskularizaci pro nutricni zajiS§téni tumoru néas vede k uvaze, ze v
organismu mohou byt pfitomny protilatky proti ES onkoproteinu, které by bylo mozno vyuzit

pro diagnostiku (Borzacchiello et al. 2008, Martano et al 2018).
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2. Material and metody

2.1. Odbér vzorkil
Do studie byli zatazeni kon¢ rtiznych plemen, ndhodné vybrani v nékolika stajich a dale pacienti
Kliniky chorob koni VFU Brno. U majitelti jednotlivych koni nebo manazert staje byl ziskdn
souhlas s klinickym vySetfenim a pfipadnym odbérem materialu od suspektnich ptipadi. U
kazdého koné byla zaznamenana plemenna ptislusnost a dal$i nacionéle. Majitel koné, ptipadné
manazer staje byl dotazovan na pfitomnost podezielych koznich eflorescenci u kazdého koné¢.
Poté bylo provedeno klinické dermatologické vysetfeni celého povrchu a hlavné predilekénich
mist (hlava, krk, ventralni strana hrudniku a bticha, okoli genitalii, pfipadné oblast se starSim
poranénim). U koni s klinickou diagnézou sarkoid nebo suspektni sarkoid byla pofizena
fotodokumentace a byly u nich odebrany vzorky (suchy kozni stér z mista eflorescence, dvé
zkumavky srazlivé krve pro ziskani séra a jedna zkumavka s obsahem EDTA). U vybranych
koni byly odebrany i vzorky z intaktni kiize v blizkosti 1éze. Naplnéna zkumavka s obsahem
EDTA a kozni stér byly nejpozdéji do 10 hodin zmrazeny na teplotu -80°C. Srazliva krev byla
ponechéana ve zkumavce pies noc v laboratorni teploté. Druhy den byla krev centrifugovana a

separovan¢ sérum zmrazeno na -80°C.

2.2. PCR test
Z odebranych stéri byly izolovany nukleové kyseliny DNA 1 RNA. Z nich byla provedena real-
time PCR (v oblasti onkogenil) na priikaz DNA viru za pomoci interkalacni barvy SYBR Green,
ktera umoznuje po analyze kiivky tani odlisit eventudlni variabilitu kment viru.
Zaroven byl kazdy vzorek podroben real-time PCR na pfitomnost bunééné DNA (gen SDHA)
pro kontrolu dostatecného mnozstvi setfeného bunééného materialu.
Vzorky pozitivni na pfitomnost virové DNA byly zbaveny veskeré DNA komer¢nim kitem pro
izolaci RNA a pfeSetfeny na pfitomnost mRNA virového onkogenu pro odliSeni pasivné
(hmyzem) pfeneseného viru od viru jako kauzalniho agens.
Ze vzorkl pozitivnich na DNA byl naamplifikovan pomoci konvenéni PCR tisek DNA vhodny
pro sekvenacni odliSeni BPV-1 a BPV-2 (oblast genu pro L2). Takto ziskana DNA byla

odeslana na sekvenovani (a v souc¢asné dob¢ se ¢eka na ziskané sekvence a jejich analyzu).
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2.3. ELISA
Ke zjisténi imunologického markeru bude vyuzita reakce pripadnych protilatek se
strukturdlnim onkoproteinem ES5, ktery se objevuje béhem rannych stadii proliferace tumoru
jako potencidlni antigen. Vzorky séra pozitivnich koni (koni s klinickou diagnézou equinni
sarkoid) budou testovany metodou ELISA na pfitomnost protilatek proti dvéma hypoteticky
imunogennim ¢astem komeréné¢ dodaného onkoproteinu E5 (N-termindlni a C-termindlni

oligopeptid). .

3. Vysledky a diskuse

Celkem bylo klinicky vysetfeno 1 107 koni z riznych staji v CR. Poéty koni v ramci

jednotlivych plemen uvadi Tab. 1.

Tab. 1. Zastoupeni jednotlivych plemen a pocty vySetfenych koni v rdmci kazdého plemene.

Plemeno Pocty koni Plemeno Pocty koni
Cesky

teplokrevnik 268 Slezsky norik 12
Anglicky

plnokrevnik 233 Lipican 11
Starokladrubsky

kan 170 Kun Kinski 11
Hannoversky ktn | 105 Hafling 11
Appaloosa 66 Pony 11
Teplokrevnik 35 KWPN 10
Shagya arab 29 Frisky kan 7
Arabsky Ceskomoravsky
plnokrevnik 26 belgik 2
Hucul 23 Andalusky kan 2

37



Kftizenec 22 Angloarab 2

Klusak 20 Akhalteke 1
Paint horse 16
Quarter horse 14

Celkem 109 vzorkl bylo vySetfeno v laboratofi metodou real-time PCR. V 54 vzorcich, s
klinickou diagnozou equinni sarkoid byl prokdzdn BPV. U 16 vzorki s klinickou diagnézou
equinni sarkoid nebyl prokazan BPV, u 4 byl vysledek dubiozni. U 18 vzorkl se suspektni
klinickou diagnézou equinni sarkoid, nebo intaktni kiiZe ¢i kiize po terapii nebyl prokdzan BPV.
U 16 vzorkt s klinickou diagnézou equinni sarkoid bylo metodou real-time PCR na gen pro

SDHA zjisténo nedostate¢né mnozstvi DNA pro analyzu.

Vysledky potvrzuji ptitomnost BPV u velké ¢asti vzorkli od koni s klinickou diagn6zou sarkoid.
Negativni vysledky u koni s klinicky suspektnim sarkoidem mohly byt zplisobeny
nedostateCnym mnozstvim setieného bunééného materialu, rozpadem DNA béhem transportu
¢1 skladovani nebo jinou metodickou chybou. Negativni vysledek u vzorka z intaktni klize a
jinych 1ézi s teoretickou diferencialni diagnézou equinni sarkoid podporuje myslenku vyuziti
této metody v praxi. S ptibyvajicimi metodickymi zkuSenostmi lze predpokladat standardizaci
jednotlivych diagnostickych krokl a vyssi shodu klinické a laboratorni diagnézy tak, aby tato

metoda mohla byt efektné vyuzivana jako soucast rutinniho diagnostického postupu.
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Uvod

Folikularni tekutina (FT) je exsudat séra a také je castecné slozena z latek, které souviseji s
metabolickou aktivitou folikuldrnich bun€k. Folikularni tekutina miize slouzit jako dobry index
funkéniho stavu ovaridlniho folikulu, nebot’ ma velmi tésny kontakt s kumuldrnimi butikami
oocytu (1). Soucasné také hraje hlavni roli v autokrinni a parakrinni regulaci a také ve
fyziologickych, biochemickych a metabolickych aspektech jaderného a cytoplasmatického
zrani oocytli a procesu ovulace. Jakékoliv zmény ve folikularni tekutiné mohou tedy mit
vyrazny vliv na tyto procesy (2). VétSina pokusii zabyvajici se slozenim FT zkoumd pravé
negativni vlivy pulsobici na jeji sloZeni. Vysledky popisujici fyziologické hodnoty
biochemickych parametrii ve folikularni tekutiné nejsou pfili§ ucelené. Ve vétSiné¢ studii
zkoumajicich fyziologické hodnoty biochemickych parametri ve FT u skotu byvaji vzorky
odebirany z vajec¢nikli na jatkach, coz miize pfinaset zkreslené vysledky. Cilem nasi prace bylo
zjistit fyziologické hodnoty vybranych biochemickych parametriit ve FT u jalovic v riznych
stadiich folikularniho vyvoje (fijovy folikul, dominantni folikul, fijovy superovulovany folikul)
odebirané pomoci transvaginalni aspirace in vivo, porovnat hodnoty téchto parametrt s krvi a
soucasn¢ zjistit piipadné rozdily mezi slozenim FT ve sledovanych stadiich folikularniho

vyvoje.

Material a metodika

Pokus byl proveden na 5 jalovicich (450 kg + 30 kg) ustajenych v prostorach Kliniky chorob
piezvykavci a prasat VFU Brno. VSechna zvifata byla krmena stejnou krmnou davkou o pfesné
definovaném slozeni a senem ad libitum. Krev byla odebirdna prostou venepunkci v. jugularis,
FT byla odebirana transvaginalni punkci vaje¢nikti modifikovanym aspiracnim zatizenim po
ptedchozim epidurdlnim znecitlivéni 3,5 ml lidokainu (Lidocaine 2% inj., Fatro). Prvni vzorky
FT byly odebirany z fijového a dominantniho folikulu. Byla provedena ptedsynchronizace
aplikaci cloprostenolu (Clop) v davce 500 pg pro toto i.m. (Estrumate inj., MSD Animal
Health). Za 11 dnt byla aplikace Clop opakovana a za 48 hodin byla provedena aspirace
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fijjového folikulu a odebrana krev. Nasledné byl 7. den po fiji aspirovan dominantni folikul a
odebrana krev. Vyse popsany postup, jiz bez ptedsynchronizace, byl 1x opakovan. Nasledné
prosly jalovice jednim pfirozenym cyklem a byla provedena ptedsynchronizace, po niz
nasledovala indukce superovulace aplikaci FSH/LH v celkové davce 345 pg FSH i.m., pro toto
(Pluset, Calier SA) v osmi klesajicich davkach ve dvanactihodinovych intervalech, den 0 (DO
= den zahgjeni indukce superovulace) az den 3 (D3), a soucasné byla indukovana fije aplikaci
Clop v D2. V case tije (D4) byl odebran vzorek folikularni tekutiny a periferni krev. Proces
ptedsynchronizace a superovulace s odbéry byl nasledné 1x opakovan. Vzorky FT byly ihned
odstfedény, sérum a supernatant FT byly nasledné vySetfovany na vybrané biochemické
ukazatele: celkova bilkovina, urea, kreatinin, bilirubin, alkalickd fosfataza (ALP),
aspartdtaminotransferdza (AST), alaninaminotransferdza (ALT) gamaglutamyltransferaza
(GMT), laktatdehydrogendza (LDH), glukdza, neesterifikované mastné kyseliny (NEMK),
betahydroxybutyrat (BHB), triglyceridy, cholesterol, sodik (Na), draslik (K), vapnik (Ca),
fosfor (P) a hot¢ik (Mg). Celkem bylo vysetiovano 10 vzorkd FT z fijového folikul, 10 vzorki
FT zdominantniho folikulu a 10 vzorkl zfijového superovulovaného folikulu spolu
s ptisluSnymi vzorky krve.

Vysledky

V pokusu byly nejprve porovnavany hodnoty vybranych metabolickych ukazateld v krvi a FT
v ruznych stadiich folikularniho vyvoje (tab. 1). Statistické vyhodnoceni bylo provedeno
pomoci Studentova t- testu. Déle byly vyhodnocovany rozdily mezi jednotlivymi kategoriemi
folikult (tab. 2), pro vyhodnoceni byla pouzita dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) a
nasledn¢ Tukey HSD test. Soucasné byly vyhodnoceny i1 zavislosti mezi krvi a FT u
jednotlivych parametri pomoci linedrni regrese. Statisticky signifikantni (p < 0,05) korela¢ni
koeficient mezi krvi a FT byl zji§tén u bilirubinu, urey a GMT u vSech kategorii folikulli. Dale
byla zjisténa statisticky signifikantni korelace mezi krvi a FT fijového folikulu u kreatininu,
ALP, Ca, Mg, cholesterolu a BHB. Hodnoty celkové bilkoviny, kreatininu, ALP, AST, LDH, P,

cholesterolu, BHB signifikantné korelovaly mezi krvi a FT dominantniho folikulu.
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Tab. 1. : Vysledky vSech vySetiovanych biochemickych parametrti v krvi a folikularni

tekutin€ v fjjovém, dominantnim a fijjovém-superovulovaném folikulu.

fijovy folikul fijovy - superovul. folikul dominantni folikul
krev krev krev
CB (1) 78,47 £ 4,40
Bil (umol/l) 3,23 +2,57 2,31 +2,47** 6,90 + 5,75 5,86 + 4,75* 3,34+1,20
139,98 + 128,23 + 149,64 + 111,74 +
Krea (umol/l) 31,53 30,74** 31,13 140,48 +17,91 29,05
Glu (mmol/l) 4,07 £0,36 4,16 £ 0,44 4,19+0,22 3,61+0,62* 4,15 +0,27
Urea (mmol/l) 2,18 +0,62 2,00 £ 0,57* 2,16 £ 0,49 2,33+0,55 2,13 +0,50 1,97 +0,60
ALP (pkat/l) 2,25+0,90 _ 2,67+0,71 | 1,32+0,29** | 2,65+0,65 2,28+1,43
ALT (pkat/l) 0,49 + 0,09 0,58+ 0,26 0,59+ 0,09 0,53 +0,08 0,42 +0,03 0,48+0,11
AST (pkat/l) 1,20+0,19 1,39+0,37 1,20+0,21 1,20+ 0,18 1,20+0,20 1,18+ 0,26
GGT (pkat/l) 0,36 0,06 0,38+0,11 0,27  0,06**
LDH (pkat/l) 16,09 £ 5,00 12,91 +4,18 26,24 +12,66 | 13,53 £2,94* 18,77 +3,75
Na (mmol/l) 141,27 +3,77 | 144,27 +4,43 | 140,88+3,09 | 156,75+ 20,84 | 144,82 + 2,36 142,09 £ 6,38
K (mmol/l) 4,31+0,29 4,10+0,18 4,28 + 0,36 4,11+0,93 4,53 +0,45 4,34 +0,44
Ca (mmol/l) 2,41+0,13 2,41+0,15 2,75+0,70 2,31+0,10 2,42 £ 0,26
P (mmol/l) 2,19 +0,25 2,14£0,31 2,45 +0,33* 2,4140,33 2,74 +0,20**
Mg (mmol/l) 0,82 + 0,05 0,79 + 0,05 0,80+0,13 0,78 + 0,04 0,77 + 0,08
Chol (mmol/l) 2,11+0,55
TG (mmol/l) 0,20 + 0,07 0,12+0,16 0,22 £0,06
BHB (mmol/l) 0,27 £ 0,07 0,30+0,07 0,21 +0,04 0,26 £ 0,05* 0,26 + 0,05
NEMK(mmol/l)| 0,32+0,29 0,16 +0,11 0,26 + 0,15 0,08 + 0,03** 0,33+0,27 0,17 + 0,05

celkova bilkovina (CB), kreatinin (Krea), bilirubin (Bil), alkalicka fosfataza (ALP), alaninaminotransferaza (ALT) aspartat
aminotransferaza (AST), gamaglutamyltransferaza (GMT), laktatdehydrogenaza (LDH), glukéza (Glu), neesterifikované

mastné kyseliny (NEMK), betahydroxybutyrat (BHB), triglyceridy (TG), cholesterol (Chol)

w55 < 0,0001, ** p < 0,01, *p < 0,05

Pro lepsi piehlednost vysledki jsou statisticky signifikantni rozdily mezi krvi a FT barevné odliSeny.

43



Tab. 2: Porovnani vSech biochemickych parametri folikularni tekutiny v fijovém,
dominantnim a fijovém-superovulovaném folikulu.

fijovy superovulace-fije dominantni
CB(g/) 61,87 +4,76 59,10+ 2,74 59,15+ 4,00
Bil (umol/l) 2,31+2,47° 5,86 + 4,75%° 2,29 +0,95°
krea(umol/l) 128,23 +30,74% | 140,48 +17,91° | 97,70 + 27,712
Glu(mmol/l) 4,16 + 0,440 3,61 +0,62%¢ 4,67 +0,27°¢
Urea(mmol/l) 2,00 +0,57 2,33+0,55 1,97 £ 0,60
ALP(pukat/l) 1,27 £0,57° 1,32 £0,29 2,28 +1,43°
ALT (pkat/l) 0,58 + 0,26 0,53 +£0,08 0,48+0,11
AST(ukat/l) 1,39+ 0,37 1,20+ 0,18 1,18+ 0,26
GGT(pkat/l) 0,25+0,05 0,22 £0,03 0,27 £ 0,06
LDH(ukat/l) 12,91 +4,18 13,53 +£2,94 14,07 £ 2,15
Na(mmol/l) 144,27 + 4,43 156,75 + 20,842 142,09 + 6,382
K(mmol/l) 4,10+0,18 4,11 +0,93 4,34 +0,44
Ca(mmol/l) 2,19+ 0,152 2,75+ 0,70° 2,42 40,26
P(mmol/l) 2,50+0,15 2,45 +0,332 2,74 £0,20°
Mg(mmol/l) 0,72+ 0,05 0,80+ 0,13 0,77 + 0,08
Chol(mmol/l) 0,69 + 0,12 0,76 + 0,18 0,78 + 0,19
TG(mmol/l) 0,12+0,16 0,03+0,01 0,16 £ 0,20
BHB(mmol/l) 0,30 + 0,07 0,26 + 0,052 0,34 +0,07°
NEMK (mmol/l) 0,16 £0,11 0,08 + 0,03° 0,17 £ 0,05°

stejna pismena u hodnot v jednom fadku zna¢i signifikantni rozdil (p < 0,05)

Diskuse a zavér

Z vysledku jasné vyplyva, Ze vétSina parametri ve FT ve srovnani s krvi dosahuje stejnych
ptipadné statisticky niz§ich hodnot, coZ se shoduje s diivéjSimi pracemi jinych autort (1, 3, 4).
Vyznamnym zjisténim byla vyssi hladina P a BHB ve FT ve vsech sledovanych kategoriich
folikuli ve srovnani skrvi. Obdobny vysledek, dle naSich zjisténi, nebyl dosud nikde
publikovan. Pokud jsme porovnavali FT v jednotlivych kategoriich folikuliit mezi sebou bylo
zjisténo, ze dominantni folikul mél statisticky signifikantné nejvyssi koncentraci glukézy a
iz81. Soucasné mél dominantni folikul signifikantné vys$si
koncentraci fosforu, BHB a NEMK ve srovnani s fijjovym-superovulovanym folikulem. Slozeni
fijového a dominantniho folikulu se vyjma glukézy liSilo pouze v aktivit¢ ALP, kdy
v dominantnim folikulu byla vyssi. Ve sloZeni fijového a fijového superovulovaného byl
statisticky signifikantni rozdil, vyjma glukdzy, v niz8i koncentraci vapniku v fijovém folikulu.
Soucasné byl ve FT tijového-superovulovaného folikulu pozorovan narist hladin kreatininu a

bilirubinu. Toto zvyseni vSak bylo pozorovano i v krvi a ptisuzujeme to tudiz lehké metabolické

imbalanci.
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V pokusu tedy byly prokdzany jasné vztahy mezi krvi a FT. Pfi srovnani jednotlivych kategorii
folikuld byly pozorovany nejvétsi rozdily v biochemickém slozeni FT mezi dominantnim a
fijovym superovulovanym folikulem. Z vysledkii vyplyvéa, Ze superovulace ovliviiuje

cvwr

negativni dopad na oocyt.
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Uvod
Imrestor® je novy preparat obsahujici u¢innou latku pegbovigrastim (pegylovany bovinni
faktor stimulujici kolonie granulocyt, PEG bG-CSF). Pegbovigrastim zvysSuje tvorbu
neutrofildi v kostni dfeni a podporuje jejich baktericidni funkei (1). Podpora jednotlivych dil¢ich
funkci granulocytl byla in vitro prokdzana u fagocytdzy, uvolnéni myeloperoxidazy a
oxidativniho vzplanuti (2). Pegbovigrastim pusobi nezévisle na stupni negativni energetické
bilance, tedy i za obtiznych zivotnich podminek zvitat (3). V prvnich publikovanych studiich
je prokazan klinicky efekt pegbovigrastimu zejména na snizeni vyskytu klinickych mastitid
v prvnim meésici po porodu o 25 - 35% (1, 3). Nicméné pisobeni pegbovigrastimu je
nespecifické, melo by byt ucinné proti celému spektru bakterii vyskytujicich se ve stajovém
prostiedi a atakujicich nejen mlécnou zlazu, ale i pohlavni organy. Cilem projektu proto bylo
pfesné kvantitativni vyhodnoceni vlivu pegbovigrastimu na zdravotni stav mlééné zlazy a

délohy u mlécnych krav do 60. dne po porodu.

Material a metodika
Pokus byl proveden v podminkach komerénich mléénych farem. Do sledovéani bylo zatazeno
122 krav, které byly sefazeny podle data o¢ekavaného porodu a postupné rozdéleny do pokusné
a kontrolni skupiny tak, aby v nich byly stejn¢ zastoupeny 4 podskupiny podle potadi laktace
(1., 2., 3., 4. a dalsi laktace). Kravy v kontrolni skupiné byly postupné oSetfovany piipravkem
Imrestor® 7 dni pfed a jeden den po porodu, kontrolni skupina ziistala bez oSetieni. U krav bylo
po porodu provadéno zakladni sledovani zdravotniho stavu pozorovanim (odchod ltzka, ptijem
krmiva, celkovy zdravotni stav, vytok z vulvy). Byl sledovan vyskyt klinickych mastitid a pocet
somatickych bun¢k v mléce (Milk Profit Data) v obdobi 3 mésicti po porodu. Ve dvou
rozhodnych obdobich (3. tyden po porodu, 8. tyden po porodu) bylo provedeno klinické
vySeteni mlécné Zlazy a délohy - palpace, vaginalni vySetfeni, rektalni vySetfeni. Rovnéz bylo
provedeno laboratorni vysetfeni - bakteriologické vySetfeni mléka, bakteriologické a

cytologické (jen 8. tyden) vysetieni délohy. Bakteriologické vySetfeni mléka v obou odbérech
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a bakteriologické vySetieni délohy 8. tyden po porodu bylo provedeno on farm metodou a

konfirmovéno v laboratofi.

Odbér vzorkt z délohy k bakteriologickému vySetieni délohy byl proveden pouzitim komercni
soupravou Metricult ve tfetim a osmém tydnu po porodu. Tii dny pied vySetfenim v osmém
tydnu bylo provedeno oSeteni krav cloprostenolem (500 pg pro toto i.m., Estrumate®, MSD)
pro unifikaci faze pohlavniho cyklu a usnadnéni odbéru vzorki. Stér po odbéru byl otisknut na
on farm kultiva¢ni misku a pak ulozen do zkumavky s transportnim médiem pro laboratorni
vysetfeni. Odbér vzorkl z délohy k cytologickému vysetieni délohy byl proveden v osmém
tydnu po porodu bezprostiedné po bakteriologickém vySetfeni pomoci nastroje Cytobrush
(Minitube) v modifikaci pouzivané na nasem pracovisti. Po naneseni stéru na podlozni sklicko
byla provedena fixace a barveni preparatu. Vlastni cytologické vysetfeni bylo provedeno

spocitanim 300 bunék z kazdého stéru a vycislenim podilu neutrofilnich granulocyta.

Vysledky

Vyskyt klinické endo/metritidy ve 3. a 8 tydnu po porodu v pokusné a kontrolni skupiné se
nelisil (45,8% vs 42,4%; 3,8% vs 5,3%). Vyskyt subklinické endometritidy nebyl doposud
kompletné vyhodnocen, z doposud vysetienych cytologickych stéri vykazala pokusnd skupina
pozitivitu 50%, kontrolni skupina 16,7%. Bakteriologické vysetieni délohy rovnéz nevykazalo
signifikantni rozdily u pokusné a kontrolni skupiny krav. Pfitomnost piivodct endo/metritidy
ve 3. a 8. tydnu po porodu u pokusné a kontrolni skupiny (41,4% vs 39,1%; 15,1% vs 9,1%)
jakoz 1 negativni bateriologicky nalez ve 3. a 8. tydnu po porodu u pokusné a kontrolni skupiny

(39,7% vs 39,1%; 79,2% vs 87,3%) byla podobna (tabulky 1 —4).

Tabulka 1: Vyskyt klinické endo/metritidy u pokusnych a kontrolnich krav ve 3. a 8. tydnu po

porodu
3. tyden 8. tyden
Vysetreno | Klin. metritis Vysetreno | Klin. endometritis
n n % n n %
Pokus 59 27 45,76 53 2 3,77
Kontrola 66 28 42,42 57 3 5,26
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Tabulka 2: Cytologicky ndlez na déloze u pokusné a kontrolni skupiny krav 8. tyden po porodu

Vysetfeno | Subklinicka endometritis
n n %
Pokus 14 7 50,00
Kontrola 6 1 16,67

Tabulka 3: Bakteriologicky ndlez pivodcl endo/metritidy v déloze u krav v pokusné a
kontrolni skuping 3. a 8. tyden po porodu

3. tyden 8. tyden
Vysetfeno | Infekce Vysetieno | Infekce
n n % n n %
Pokus 58 24 41,4 53 8 15,1
Kontrola 64 25 39,1 55 5 9,1

Tabulka 4: Negativni bakteriologicky néalez u krav v pokusné a kontrolni skupiné 3. a 8. tyden
po porodu

3. tyden 8. tyden
Vysetfeno| Negat Vysetfeno | Negat
n n % n n %
Pokus 58 23 39,7 53 42 79,2
Kontrola 64 25 39,1 55 48 87,3

Vyskyt klinické a subklinické mastitidy u krav v pokusné a kontrolni skupiné se nelisil (22%
vs 17%; 23,2% vs 31,3%). RovnéZz vyskyt pozitivnich bakteriologickych nélezii v mléce
v pokusné a kontrolni skupiné se neli$il. Byl hodnocen celkovy pocet pozitivnich krav (49,1%
vs 47,3%) a zvlast’ pozitivita v odbéru 3. tyden po porodu, 8. tyden po porodu a v obou

odbérech (14,5% vs 16,4%; 10,9% vs 10,9%; 23,6% vs 20%) (tabulky 5 — 7).

Tabulka 5: Vyskyt klinické mastitidy u krav do 3 mésicti po porodu

Vysetfeno | Klin. mastitis
n n %
Pokus 59 13 22
Kontrola 65 11 17
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Tabulka 6: Vyskyt subklinické mastitidy do 3 mésict po porodu

Vysetfeno | Subklin. mastitis
n n %
Pokus 56 13 23,2
Kontrola 58 18 31,3

Tabulka 7: Bakteriologicky nalez vyznamnych piivodcl mastitidy v mléce ve 3. a 8. tydnu po

porodu
Pozitivnich
Vysetfeno |Celkem 3. tyden 8. tyden 3.i8. tyden
n n % n % n % n %
Pokus 55 27 49,1 8 14,5 6 10,9 13 23,6
Kontrol
a 55 26 47,3 9 16,4 6 10,9 11 20

Vysledky projektu nepotvrdily ptedpokladany pozitivni efekt pegbovigrastimu na zdravi

mlécné zlazy a délohy u dojenych krav.
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VyuZziti pyridoxinu v produkci embryi in vitro u mlé¢ného skotu
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Klinika chorob prezvykavcii a prasat, Oddéleni reprodukce, Fakulta veterinarniho lékarstvi,
Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno
Uvod

Produkce embryi in vitro (in vitro embryo production, IVP) u dojeného skotu je v soucasnosti
pevnou soucasti programi chovatelskych organizaci s cilem maximalné urychlit nartst
genetické hodnoty Slechténé populace. Oocyty jsou ziskavany zjatecnych vajecnikd v
laboratofi nebo od Zzivych déarct nejCastéji cestou transvagindlni sonografické aspirace
vajec¢nikll (ovum pick-up, OPU)(1). Tyto oocyty jsou zastaveny ve vyvoji ve fazi zarode¢ného
vacku a musi po odbéru podstoupit maturaci (in vitro maturation, [VM) aby dosahly vyvojové
faze metafaze II. Pak mohou byt oocyty oplozeny (in vitro fertilization, IVF) a dale kultivovany
az do faze blastocysty (in vitro culture, IVC). Nicmén¢ kvantita a vlastnosti téchto embryi jakoz
1 telat po narozeni zlstavaji hlavnim problémem IVP (2). Proces IVM je klicovy pro ziskani
meiotické kompetence oocytll, proto byla zkoumana tada substanci podporujicich maturaci
oocytl, s dal§i ndvaznosti na procento zisku blastocyst vcetné jejich morfologickych a
fyziologickych vlastnosti a tirovei kryotolerance. Patii mezi n€¢ skupina inhibitorti cathepsinu
B (CTSB), vyznamné proteazy, jejiz aktivita negativné ovliviiuje vyvojovou kompetenci
bovinnich oocytli (3). Mezi tyto latky se fadi i pyridoxin, pfirodni inhibitor CTSB, jehoz
pozitivni vliv na oocyty béhem IVM byl popsan na rovni miry ryhovéani, podilu blastocyst i
exprese vybranych genil. Pyridoxin rovnéZ snizil aktivitu CTSB v kumularnich bunkéch a v
oocytech (4). Tento efekt byl prokazan u IVP vyuZzivajici oocyty z jate¢nych vajecnikd, vliv na
oocyty pochazejici z OPU zatim nebyl publikovan.

Cilem ptedkladaného projektu bylo ovéfit vliv pyridoxinu pouzitého pii in vitro maturaci u
oocytll pochazejicich z jatecnych vajecnikl nebo z OPU, na maturaci in vitro v prib&hu IFOT

a na nasledny vyvoj embryi do faze blastocysty a jejich kryotoleranci.

Material a metodika

Projekt hodnotil vliv pyridoxinu (2 rtizné zdroje pyridoxinu) obsaZzeného v maturaénim médiu
na dalsi vyvoj IVP embryi. Byly hodnoceny 2 pokusné a 2 kontrolni skupiny oocyti.
K manipulaci byly vyuzity oocyty odebrané z jate¢nych vajeénika (dodavky vajecnikii byly

zajistény smluvné v Masokombinatu Poli¢ka). Vajecniky byly transportovany do laboratoie ve
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fyziologickém roztoku zahiatém na 39°C. K zisku oocytl byla vyuzita metoda rozifezani
povrchu vaje¢nikt ziletkovym nozem (slicing).

Oocyty byly po promyti v promyvacim a maturaénim médiu pieneseny do ctyfjamkovych
kultiva¢nich misek (4well) s maturaénim médiem, ptevrstvenym parafinovym olejem.
Maturace oocytl probihala 22 — 24 hodin v inkubétoru s fizenou atmosférou (5% CO2, 39°C,
100% vlhkost).

Oocyty v pokusné skupiné byly maturovany v médiu za ptitomnosti 250 uM pyridoxinu.
V prvni ¢asti feSeni projektu byl pouzit Pyridoxine HCI (vitamin B6) solution, Sigma-Aldrich
10-900010V-018 (pokusna skupina pyridoxine liquid, PL, n=477). Kontrolni skupinu tvofilo
491 oocytd. Ve druhé c¢asti feSeni projektu byl pouzit Pyridoxine hydrochloride powder,
Sigma-Aldrich P 6280-10G (pokusnd skupina pyridoxin powder, PP, n=591). Kontrolni
skupinu tvofilo 624 oocytii. Celkem bylo pouzito 2183 oocytl ziskanych z jate¢nych vajecnikd.
Maturované oocyty byly promyty a preneseny do 4well misek s fertilizaénim médiem. Pfiprava
insemina¢ni davky probihala metodou swim-up. Koinkubace oocytii se spermiemi probihala 20
— 22 hodin v inkubéatoru s fizenou atmosférou (5% CO2, 39°C, 100% vlhkost).

Odstranéni kumuléarnich bunék oocytl bylo provedeno pomoci vortexovani. Oc¢isténé zygoty
byly po promyti pfeneseny do 4well misek s pfipravenym kultivaénim médiem, pfevrstvenym
parafinovym olejem. Kultivace probihala 6 — 9 dni v inkubdatoru s fizenou atmosférou (5%
CO2, 8% Oz, 39°C, 100% vlhkost).

U ziskanych blastocyst byla hodnocena morfologie. Polovina blastocyst ze skupiny PP byla
ponechéna v kultivaci az do vyklubani (hodnoceni hatching rate). Zbylé blastocysty ze skupiny
PP byly zmrazeny v 1,5M etylenglykolu a nasledné rozmrazeny. Byla posouzena uroven

prezivani embryi, rychlost a kvalita reexpanze a kvantita hatchingu.

Vysledky

Byla hodnocena trroven maturace oocyti, ¢etnost ryhovani embryi, dosazeni faze blastocysty,
&etnost vyklubanych blastocyst a viabilita blastocyst po rozmrazeni. Uroveii maturace oocyti
ve skupiné PP vykazala podobné hodnoty u pokusnych i kontrolnich krav (94,6% vs. 95,8%).
Cetnost ryhovani embryi, dosazeni faze blastocysty a Getnost vyklubanych blastocyst ve
skupiné PL vykézaly signifikantné€ nizsi hodnoty u pokusnych krav ve srovnani s kontrolnimi
(48,8% vs. 60,9%; 7,3% vs. 18,7%, 1,9% vs. 7,1%, p<0,05). Cetnost ryhovéani embryi ve
skupin€é PP byla u pokusnych krav signifikantné niz8i ve srovnani s kontrolnimi (51,3% vs.

60%, p<0,05), dosaZeni faze blastocysty a ¢etnost vyklubanych blastocyst vykézaly nevyraznou
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tendenci k niz§im hodnotdm u pokusnych krav ve srovnéani s kontrolnimi (11,8% vs. 14,7%,

7,1% vs. 7,4%). Prezivani embryi po rozmrazeni ve skupiné PP vykazalo tendenci k niz$im

hodnotam u pokusnych krav ve srovnani s kontrolnimi (33,3% vs. 39,2%).

Tabulky:
Tabulka 1: Uroveii maturace oocytli v pokusné a kontrolni skuping PP
Pokus Kontrola
Oocyty celkem | Oocyty maturované | Oocyty celkem | Oocyty maturované
Kyvalita oocytl n n % n n %
I 293 284 96,9 290 284 97,9
11 256 239 93,4 250 240 96
111 30 25 83,3 30 22 73,3
Celkem 579 548 94,6 570 546 95,8
Tabulka 2:  Podil blastocyst v D6/7 v pokusné a kontrolni skupiné PP (pyridoxine powder)
Oocyty celkem |  Ryhovéini embryi Blastocysty
n n % n %
Pokus 591 303 51,3a 70 11,8
Kontrola 624 374 60D 92 14,7
Kvalita
oocytl
I Pokus 312 173 55,4 39 12,5
| Kontrola 345 222 64,3 54 15,7
11 Pokus 251 120 47,8 28 11,2
11 Kontrola 254 136 53,5 36 14,2
111 Pokus 28 10 35,7 3 10,7
111 Kontrola 25 16 64 2 8,0
Tabulka 3:  Podil vyklubanych blastocyst v D8 v pokusné a kontrolni skupiné PP (pyridoxine
powder)
QOocyty celkem | Vyklubané blastocysty
n n %
Pokus 591 42 7,1
Kontrola 624 46 7.4
Kvalita oocytii
| Pokus 312 20 6,4
I Kontrola 345 24 7
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11 Pokus 251 19 7,6
11 Kontrola 254 20 7,9
111 Pokus 28 3 10,7
111 Kontrola 25 2 8

Tabulka 4: Podil blastocyst v D6/7 v pokusné a kontrolni skupiné PL (pyridoxine liquid)

Oocyty celkem Ryhovani embryi Blastocysty
n n % n %
Pokus 477 233 48.8 a 35 73a

Kontrola 491 299 60,9 b 92 18,7b
Kvalita
oocytl
| Pokus 236 123 52,1a 11 4,7 a
I Kontrola 228 140 61,4b 50 2190
11 Pokus 241 110 45,6 a 24 10,1 a
11 Kontrola 263 159 60,5b 42 16 b

Tabulka 5: Podil vyklubanych blastocyst v D8 v pokusné a kontrolni skupiné PL (pyridoxine

liquid)
Qocyty celkem | Vyklubané blastocysty

n n %
Pokus 591 9 1,9
Kontrola 624 35 7.1

Kvalita oocytll
I Pokus 312 2 0,9
I Kontrola 345 13 5.7
11 Pokus 251 7 2,9
11 Kontrola 254 22 8,4

53




Zavér
Predpokladany pozitivni efekt suplementace pyridoxinu na produkci embryi in vitro nebyl

experimentalné potvrzen.

Seznam literatury

1. Galli C, Duchi R, Colleoni S, Lagutina I, Lazzari G (2014): Ovum pick up,
intracytoplasmic sperm injection and somatic cell nuclear transfer in cattle, buffalo and
horses: from the research laboratory to clinical practice. Theriogenology 81, 138 — 151.

2. Lonergan P, Fair T (2008): In vitro produced bovine embryos: dealing with the warts.
Theriogenology, 69, 17 —22.

3. Balboula AZ, Yamanaka K, Sakatani M, Hegab AO, Zaabel SM, Takahashi M (2010):
Cathepsin B activity is related to the quality of bovine cumulus complexes and its
inhibition can improve their developmental competence. Mol. Reprod. Dev., 77, 439 —
448.

4. Aboelenain M, Balboula AZ, Kawahara M, El-Monem Montasser A, Zaabel SM, Kim
S-W, Nagano M, Takahashi M. (2017): Pyridoxine supplementation during oocyte
maturation improves the development and quality of bovine preimplantation embryos.

Theriogenology, 91, 127 — 133.

Tato prdace byla financovand grantem 1IGA VFU Brno 117/2018/FVL

54
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Uvod

Mléd’ata se rodi s omezenymi zasoby energie a potiebuji ji co nejrychleji doplnit, aby udrzela
homeotermii a mohla tak podpofit rozvoj metabolismu. Zkouméanim acidobazické rovnovahy u
novorozenych jehnat byla vyrazna metabolickd acid6za ihned po porodu a nadéle pietrvavala i
1 hodinu po porodu. U neonatélni acidézy navic dochazi ke zvyseni koncentrace iontii Ca>* a
b&hem 6 hodin po kompenzaci acidézy se Ca**snizi. To svédéi o tom, e pH a Ca** jsou 2 na
sob& zavisle parametry ovliviiujici neonatdlni acidéozu (Varga et al., 2001). Vyznamnym
parametrem v acidobazické rovnovaze hraje roli laktat, ktery ptedstavuje slozku respiracni a
metabolické acidozy. Laktat je u acidozy zvysSeny a trva delsi dobu, nez se v téle eliminuje,
oproti COz, ktery se z téla dychanim vylouci rychle (Bleul et al.,2013; Homerovsky et al.,
2017). U ptezvykavct jako jsou kulzlata, nebyla doposud znama referen¢ni rozmezi
acidobazické rovnovahy. Je to ale pro veterindrni medicinu a védu velice dilezité¢. Byla
stanovena referen¢ni rozmezi u kizlat béhem prvniho tydne Zivota a potom u kiizlat v dobé
odstavu u 6 tydennich kiizlat (Piccione et al., 2006;Redlberger et al.,2017). Z divodu stale
vétSitho zdjmu zdchrany zivota mlad’at po porodu je dobré znat fyziologické hodnoty
acidobazické rovnovahy. Proto jsme se v nasem projektu zaméfili na stanoveni referencnich
rozmezi acidobazické rovnovahy tésné¢ po porodu plemene Koza bila kratkosrsta, coz je

nejéast&ji chované plemeno v Ceské republice.
Material a metodika
Material

Pro feseni projektu byl vybran velkochov mlé¢ného plemene Koza bila kratkosrsta s velmi
dobrou uzitkovosti. Bylo vybrano 33 novorozenych kuzlat od 16 matek. Kuazlata se rodila

v zimnim obdobi leden az unor. Byla ustajena ve stodole, kde méla slamovou podestylku.

Teplota vzduchu ve stodole se pohybovala okolo 10°C. Porody probihaly spontanné bez zasahu
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¢lovéka. Jednotlivym kizlatim byla odebirdna krev pfed napojenim kolostra, tedy zhruba 10
min po porodu. Poté jim bylo poskytnuto kolostrum od vlastni matky a 2 hodiny po napiti jim
byl odebran druhy vzorek krve. Krev se odebirala z vena jugularis do zkumavky pomoci zluté
jehly 20G. Na acidobazické vySetieni se krev odebirala do specidlnich anaerobnich zkumavek
na acidobazickou rovnovahu s heparinem S-Monovette® (Sarstedt AG and Co. KG). Vzorky
krve byly vySetfeny hned na misté. U kazdého kuzlete bylo provedeno zakladni klinické
vySetieni a oSetfeni - zda je vyvinut saci reflex, zda nedoslo pfi porodu k asfyxii nebo k aspiraci
plodové tekutiny, oSetfeni pupecniho pahylu jodovym roztokem a ponechano matce k osuseni.
Dale byl kazdé¢ koze po porodu oddojen vzorek kolostra, ktery byl néasledné vysSetfen

v laboratofi.

Metodika

Krev byla vySetfovana bezprostiedné po odbéru za pouziti acidobazického analyzéatoru
EpocBlood Analysis Systém (Epocal, CAN). Byl stanoven kompletni acidobazicky profil — pH,
pCOz2, pO2, cHCO3, BE, cSO2, TCO2, sodik, draslik, vapnik, chloridy, Hct, Hgb, gluko6za, laktat
a creatinin. Kolostrum se vySetfovalo v Klinické laboratote velkych zvifat na VFU. U mleziva
se mé&fily imunoglobuliny IgG pomoci ELISA Goat IgG ELISA Quantitation set Bethyl
Laboratiries, Inc.a mérna hmotnost se stanovila na digitdlnimrefraktometru PAL-M.Ziskané
vysledky byly testovany na homogenitu odchylek (test Hartley-Cochran-Bartlett) a normalni
distribuce (Shapiro-Wilkiv test). Data byla statisticky analyzovéana jednosmérnou analyzou
rozptylu (ANOVA) a néasledné post-hoc testem Fisher LSD. VSechny vysledky byly vyjadieny

jako primeér + standartni odchylka.

Vysledky

Tabulka 1
Primeér (£SD) acidobazickych parametrii u kiizlat ihned po porodu a 2 hodiny po napiti
kolostra (n=33)

Parametr Pied napitim kolostra (BF) Po napiti kolostra (AF)
pH 7,31 £ 0,06%*** 7,40 £ 0,04%**
pCO2(mmHg) 51,38 £ 7,13%** 43,95 + 6,08%**
pO2(mmHg) 18,23 £4,80 17,10 £ 5,40
cHCO3 (mmol/L) 25,67 £2,83 27,05 +£2,89
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¢TCO(mmol/L) 27,25+293 28.40 + 3,01

BE (mmol/L) 20,62 + 3,33%** 2,23 + 3,07%%*
¢SO2(%) 23,38 +9,29 24,98 + 12,75
Het (%) 31,57 + 5,36* 28,85 + 4,82%
cHgb (g/L) 107,36 = 17,97* 98,12 + 16,41*

SD — smérodatna odchylka, * P < 0,05 ** P <0,01 ***P <0,001
Pted napitim kolostra (BF) = ihned po porodu, po napiti kolostra (AF) = 2 hodiny po napiti kolostra

Tabulka 2
Prumeér (£8D) elektrolytii u kizlat ihned po porodu a 2 hodiny po napiti kolostra (n=33)
Parametr Pied napitim kolostra (BF) Po napiti kolostra (AF)
Na* (mmol/L) 141,36 £4,8 142,18 +£3,70
K* (mmol/L) 4,56 + 0,71 4,32 +0,53
Ca*" (mmol/L) 1,19 +£0,27 1,17 £0,21
CI' (mmol/L) 108,68 + 4,38%*:* 106,64 + 3,25%**

SD — smérodatna odchylka, *** P < 0,001

Pred napitim kolostra (BF) = ihned po porodu, po napiti kolostra (AF) = 2 hodiny po napiti kolostra

Tabulka 3

Prumeér (£8D) dalsich biochemickych parametru u kuzlat ihned po porodu a 2 hodiny po

napiti kolostra (n=33)

Parametr Pted napitim kolostra (BF) Po napiti kolostra (AF)
Glukéza (mmol/L) 3,04 + 1,67%** 5,75 £ 2,42%**
Laktat (mmol/L) 4,83 £2,15%* 3,57 £ 0,98%*
Creatinin (umol/L) 201,50 £45,47* 179,71 + 44,18*

SD — smérodatna odchylka, * P < 0,05 ** P <0,01 ***P <0,001

Pted napitim kolostra (BF) = ihned po porodu, po napiti kolostra (AF) = 2 hodiny po napiti

kolostra

Tabulka 4

Primeér (+ SD) imunoglobulinii IgG a mérna hmotnost v kolostru u koz

Imunoglobuliny IgG (mg/ml)

M¢érna hmotnost (%)

Kolostrum ihned po

porodu

24,88 £ 15,50

20,81 + 3,58

SD — smérodatna odchylka
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V Tab. 1,2,3 a 4 jsou vysledky vSech méfenych parametrli vyjadieny jako primér a smérodatna
odchylka. V Tab. 1 u skupiny AF jasn¢ vidime zvySujici se pH do fyziologické hodnoty.
Hodnota pH byla vyhodnocena jako statisticky vyznamna ( P < 0,001). Déale je také jasné
zvyseni BE u skupiny AF ze zapornych hodnot do kladnych, hodnota BE byla vyhodnocena
také jako statisticky vyznamna (P < 0,001). U skupiny AF dochdzi ke snizeni hodnoty
parametru pCO2 , kterd byla také vyhodnocena jako statisticky vyznamna ( P < 0,001). U
ostatnich acidobazickych parametrti jako pO2, cHCO3", cTCO2, ¢SO2 nebyly Zadné statisticky
vyznamné rozdily. V Tab. 2 méfené elektrolyty Na®, K*, Ca®* byly statisticky nevyznamné. U
jediného elektrolytu Cl” dochézi u skupiny B ke sniZeni a tato hodnota je statisticky vyznamna
(P <0,001). U dalsich métenych biochemickych parametrti jako Lac a Crea dochazi u skupiny
AF ke snizZeni a jsou opét statisticky vyznamné Lac (P <0,01) a Crea (P <0,05). Naopak u Glu
dochazi u skupiny AF ke zna¢nému zvySeni a je to opét statisticky vyznamné (P < 0,001).
Hladina imunoglobulinti IgG v kolostru ihned po narozeni byla v priméru 24,88 mg/ml a mérna

hmotnost byla v priméru 20,81 %.
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Uvod

Kontaminace krmiv mykotoxiny piedstavuje zdvazny problém v soucasnych chovech prasat.
Ke kontaminaci plisnémi dochazi za piiznivych podminek béhem ristu rostlin, sklizné a jejich
skladovani. Rust plisni je ovlivnén hlavné teplotou a vlhkosti (Binder et al. 2007).

Krmivo kontaminované mykotoxiny miize mit u hospodatskych zvifat za nasledek Spatnou
konverzi krmiva, snizeni hmotnostnich pfirtstkil, pokles imunity a zhorSeni reprodukénich
schopnosti (Oswald and Comara, 1998; Griessler et al. 2010). Prasata patii mezi druhy zvifat,
kterd jsou k pusobeni mykotoxinti nejvnimavéjsi. Mezi nejvyznamnéjsi mykotoxiny, které
mohou negativné ovlivilovat zdravi prasat, patii aflatoxiny, deoxynivalenol, ochratoxin a
zearalenon (Chaytor et al. 2011).

Ze soucasnych studii vyplyva, Ze nejveétsi problém piredstavuji tzv. smiSené kontaminace. To
znamena, ze se v krmivu vyskytuje n€kolik druhti mykotoxint soucasné (Smith et al. 2016).
Interakce mezi mykotoxiny mohou byt antagonistické, aditivni nebo synergické (Montbaliu et
al. 2010).

Oblasti, ktera si vyzada dal§i vyzkumy, je plisobeni riznych kombinaci mykotoxini na
organismus prasat.

V dostupné literatute je pomérné malo informaci tykajicich se vyskytu mykotoxinti v krmivech
prasat. Udaje publikované z Evropy pochazeji napf. z monitoringu provedeného v Chorvatsku
(Pleadin et al. 2012). Dalsi studie byla uskuteénéna v jizni Evropé, tj. Italii, Portugalsku, Recku
a Spanélsku (Griessler et al. 2010). Pocet pozitivnich vzorkd byl vysoky (napt. 73% pro
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trichoteceny typu B, 37% zearalenon, 40% pro fumonisiny). Dvacet pét procent vySetienych
vzorki bylo kontaminovano vice nez jednim druhem mykotoxinu. Zachariasova et al. (2014)
publikovali vysledky zjiiténé v Ceské republice v obdobi 2008—2012. Mykotoxiny v této studii
byly stanovovany pievazné v krmnych komponentech a ve velkoobjemovych krmivech.

Cilem predkladané studie bylo ziskat a zpracovat vSechny dostupné udaje tykajici se vyskytu
mykotoxinii v kompletnich krmnych smésich pro jednotlivé kategorie prasat a v surovinach

pouzivanych pro jejich vyrobu v Ceské republice.

Materialy a metodika

V prib¢ehu feseni projektu jsme shromazovali udaje tykajici se vyskytu mykotoxind v krmivech
prasat a v surovinach pouzivanych pro jejich vyrobu na izemi Ceské republiky. Nasi snahou
bylo ziskat a zpracovat vSechny dostupné udaje tykajici se vyskytu mykotoxinti v kompletnich
krmnych smésich pro jednotlivé kategorie prasat. Potfebné udaje jsme ziskali ve spolupraci s
Usttednim kontrolnim a zkuSebnim ustavem zemédélskym, Stitnim veterinarnim tustavem
v Jihlavé, Statnim veterinarnim astavem v Olomouci, Statnim veterinarnim ustavem v Praze a
Oddélenim bezpecnosti potravin, odboru veterinarni hygieny a ochrany vefejného zdravi
Ustiedni veterinarni spravy v Praze.

Vysetiovany byly vzorky kukufice, obilovin, séji, fepky a kompletnich krmnych smési pro
jednotlivé kategorie prasat. Stanovonany byly nasledujici mykotoxiny: aflatoxin B,
deoxynivalenol, zearalenon, ochratoxin A, fumonisin, T-2 a H-2 toxiny. Pfi analyzach byly
pouzity metody ELISA, kapalinova chromatografie a multirezidudlni analyza mykotoxini (LC-
MS/MS).

Nase sledovani zahrnovalo obdobi poslednich péti let (2013-2017). Pomoci statistického
programu byla provedena analyza a zpracovani dat. Ziskané udaje byly porovnamy s
legislativnimi limity obsahu mykotoxini v krmivech platnymi v Evropské unii. Jednad se
Nafizeni Komise ¢. 32/2002/EC a Natizeni Komise ¢. 574/2011/ EU, které stanovuje
legislativné zavazné limity pro aflatoxin Bi v krmnych surovindch a kompletnich krmivech.
Dale Doporuceni Komise ¢. 576/2006/EC, o pritomnosti deoxynivalenolu, zearalenonu,
ochratoxinu A a fumonisini v produktech urcenych ke krmeni zvifat a Doporuc¢eni Komise ¢.
165/2013/EU tykajici se vyskytu T-2 and HT-2 toxinl obilovinach a krmivech. Soucasti
projektu bylo také vyhledani a zpracovani aktudlnich udaji tykajicich se problematiky

mykotoxintl u prasat.
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Vysledky

Nejcastéji zjisStovanym mykotoxinem ve vzorcich kukufice a obilovin byl deoxynivalenol.
Devadesat ¢tyfi procent vzorki kukufice a 53 % vzorki obilovin bylo pozitivnich na tento
toxin. Deoxynivalenol byl také nejCastéji prokdzanym mykotoxinem ve vSech typech krmiv
prasat.

Z celkového mnozstvi vzorkli byly nachazeny nejcastéji nasledujici kombinace mykotoxin
DON + ZEA (56,63 %), DON + OTA (11,61 %) a DON + SUM-T2/HT2 (9,76 %).
Maximalni hodnoty koncentrace mykotoxind v krmivech a surovinach pouzivanach pro jejich
vyrobu stanovené a doporuc¢ené Evropskou komisi byly piekroceny v piipadé¢ aflatoxinu Bi,
deoxynivalenolu, zearalenonu, ochratoxinu A and T-2/ H-2 toxin.

0,3 % vzorka kukufice a 1,47 % vzorkll krmiva pro prasata ve vykrmu bylo kontaminovano
aflatoxinem B1 v mnozstvi pfesahujici limit EU.

5,66 % vzorkt kukufice, 0,21 % vzorki obilovin, 1,24 % vzorki krmiva pro odstavcata, 1,61
% vzorkl startérového krmiva, 3,66 % vzorkll krmiva pro prasata v pfedvykrmu a 1,91 %
vzorkl krmiva pro prasata ve vykrmu, 2,92 % vzorkl krmiva pro biezi prasnice, 2,92 % vzorkl
krmiva pro laktujici prasnice a 1,20 % vzorkti krmiva pro kance bylo kontaminovano
deoxynivalenolem v mnozstvi piesahujici doporuceny limit EU.

0,53 % vzorki kukuftice, 0,27 % vzorki obilovin, 3,03 % vzorki krmiva pro odstavcata, 0,77
% vzorkl startérového krmiva, 0,88 % vzorkll krmiva pro prasata v pfedvykrmu a 1,42 %
vzorki krmiva pro prasata ve vykrmu, 0,36 % vzorka krmiva pro biezi prasnice a 1,77 % vzorka
krmiva pro laktujici prasnice bylo kontaminovano zearalenonem v mnoZzstvi piesahujici
doporuceny limit EU.

1,41 % vzorkl krmiva pro prasata ve vykrmu bylo kontaminovéano ochratoxinem A v mnoZzstvi
ptesahujici doporuceny limit EU.

0,89 % vzorkt kukufice, 0,47 % vzorka obilovin, 2,63 % vzorki krmiva pro prasata v
pfedvykrmu a 1,52 % vzorkll krmiva pro prasata ve vykrmu bylo kontaminovano T-2/H-2
toxiny v mnozstvi piesahujici doporu¢eny limit EU.

Nase vysledky ukazuji na nutnost provadéni dal§iho monitoringu.
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Uvod

Ultrazvukové (USG) vySetteni se stalo ve veterindrni mediciné rutinnim a nepostradatelnym
krokem v diagnostice mnohych onemocnéni dutiny btisni. Diivodem mitize byt snadnost jeho
provedeni a nizk4 cena.! Diagnostickd kvalita vySetfeni zavisi od mnoha faktord, véetné
technického vybaveni, zkuSenosti operatéra, pfitomnosti artefaktli produkovanych plynem
v gastrointestinalnim traktu a celkového vn&jsiho vzhledu a vyZzivného stavu pacienta.'?
Hladovka je doporu¢ovana mnohymi autory jako nedilnd soucast pripravy na USG vysetieni.
Na druhou stranu existuji i studie, které vliv hladovky na mnoZstvi intraluminalniho plynu
popiraji.*** V humanni mediciné je zdokumentovano pouZiti ptipravnych metod jako hladovka
v kombinaci s laxativy a deflatulenciemi poddvanymi perordlné pro snizeni mnoZzstvi plynu
v gastrointestinalnim traktu a nasledné zvyseni kvality USG vysetieni.! Studie vlivu latek ze
skupiny polymerizovanych metylsilikoni (simethiconu, dimethiconu) byla rovnéz pouzito
u skupiny kralikti, u kterych kombinace hladovky a perordlni aplikace simethiconu zvysila

vizualizaci jejuna.” Rozséahlejsi studie vlivu simethiconu na kvalitu USG vySetfeni u psti chybi.

Material a metodika

Do prospektivni studie byli zatazeni klinicky zdravi psi zaméstnanct Kliniky chorob psti a
kocek. VSechna vySetfeni a aplikace byly provedeny u zvifat s pisemnym informovanym
souhlasem majitelt. Pacienti byli vySetfeni opakované a vySetfeni byla rozdélena do 4 skupin,
dle pfipravy pacienta pfed samotnym vysetienim (Tabulka 1). U vSech jedinct byl zhotoven
bocni rentgenovy (RTG) snimek dutiny bfisni pro kvantifikaci mnozstvi plynu a potravy

v gastrointestindlnim traktu. VSechny RTG snimky byly zhotoveny pfistrojem Proteus XR/a
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(GE Helthcare, Wisconsin, USA). Nasledovalo USG vySetfeni dutiny bfiSni v pravé a levé
bocni poloze. USG vySetieni bylo provedeno na pfistroji Vivid 7 (GE Vingmed Ultrasound AS,
Norsko) mikrokonvexni sondou o rozsahu 4 - 8 MHz. VSechna USG vySetfeni byla provedena
stejnym operatérem. Mezi jednotlivymi vySetfenimi, kterym ptfedchdzela ptiprava pacienta
(hladovka, peroralni aplikace simethiconu), byl dodrzen rozestup minimalné 24 hodin.
Vysetfeni bylo provedeno se zaméfenim na vizualizaci jednotlivych ¢asti gastrointestinalniho
traktu (pylorus, duodenum, jejunum, ileum, ileokolické spojeni) a mensSich, obtizn¢ dostupnych
organti dutiny bfis$ni (Zlu€¢ovy mechyt, slinivka bfisni, extrahepatalni zlucové cesty, nadledviny,
portalni véna, mizni uzliny). Vizualizace orgdni byla hodnocena subjektivné na stupnici 1 az
3, a to nasledovné - vyborné zobrazeni (1), akceptovatelné zobrazeni (2) a neakceptovatelné
zobrazeni (3). Vyborna kvalita (1) zobrazeni znamena ziskani snimk, které presn¢ zobrazuji
anatomii jednotlivych organt s jasnosti vhodnou pro publikaci. Akceptovatelnd kvalita (2)
zobrazeni znamena ziskéani diagnostickych snimkii zachycujicich anatomii organi bez potiteby
opakovat vysetfeni. Neakceptovatelnd kvalita (3) zobrazeni znamena technické selhani a

pacient pro zhodnoceni anatomie jednotlivych organti musi byt vySetien opakovang.

Tabulka 1. Skupiny pacientt dle pripravy pacienta pred vysetienim dutiny brisni.

pacienti bez prfedchozi hladovky a bez podani pfipravki
1. skupina
ovliviiujicich obsah plynu v gastrointestinalnim traktu

pacienti po 12 hodinové hladovce a bez podani pfipravki
2. skupina
ovliviujicich obsah plynu v gastrointestindlnim traktu

pacienti bez predchozi hladovky a po podani simethiconu (100
3. skupina mg/ml, Espumisan kapky, Berlin-Chemie, Menarini) v ddvce 1 ml

3 x denné, den pred vysetienim a 1 ml rano v den vysetreni

pacienti po 12 hodinové hladovce a po podani simethiconu (100
4. skupina mg/ml, Espumisan kapky, Berlin-Chemie, Menarini) v davce

1 ml 3 x dennég, den pred vysetfenim a 1 ml rano v den vysetreni

Hodnoty byly zaznamenany a podrobeny statistické analyze pomoci komeréniho
programu Minitab, verze 16 (Minitab Inc., Coventry, Velkd Britanie). Pro stanoveni vlivu
hladovky (skupina 2), peroralni aplikace simethiconu (skupina 3) a kombinace obou téchto
faktort (skupina 4) na vizualizaci organt dutiny bfi$ni byla pouZita ordinalni logisticka regrese

(p < 0,05).
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Vysledky

Do klinické studie bylo zatazeno 16 klinicky zdravych psti zaméstnanci Kliniky chorob psti a
kocek. Dva jedinci byli ze studie vyfazeni z divodu temperamentni povahy netolerujici
manipulaci a polohu na boku. Pacienti byli vySetieni opakované a vySetfeni byla rozdélena do

4 skupin (Tabulka 1, Material a metodika). Celkem bylo provedeno 64 vySetieni dutiny bfiSni.

Praimérny veék pacientii byl 5,95 let (SD 2,898). Zastoupeno bylo 8 nekastrovanych samic, 3
kastrované samice, 1 nekastrovany samec a 2 kastrovani samci. Primérna vaha pst byla 18,89
kg (SD 13,121). Zastoupeno bylo 9 riznych plemen. Vizualizace duodena, Zlucového méchyie
a iliakélnich medidlnich miznich uzlin nebyla statisticky vyznamné ovlivnéna ani jednou
z metod piipravy pacienta (hladovka, simethicon a kombinace faktorti) (p < 0,05). Hladovka
(skupina 2) zlepsila vizualizaci pyloru, ileokolického spojeni, pravé a levé vétve slinivky biisni
(p < 0,05). Peroralni aplikace simethiconu (skupina 3) zlepsila vizualizaci ilea, ileokolického
spojeni, levé a pravé nadledviny, portalni vény, extrahepatdlnich zluCovodu, jejunélnich
miznich uzlin, téla a pravé vétve slinivky biisni (p < 0,05). Kombinace hladovky a peroralni
podani simethiconu zlepsila vizualizaci pyloru, jejuna, ilea, ileokolického spojeni, slinivky
biisni (t€lo, prava a leva vétev), nadledvin, portalni vény a jejunalnich miznich uzlin (p <0,05).
Vizualizace duodendlni papily byla zlepSena jednou z uvedenych metod (skupina 2, 3 a 4), ale
z dostupnych dat nebylo mozné urcit, ktery z faktorGi se na zlepSeni vizualizace podilel

(p<0,05).

Zavér

Vizualizace organti je ovlivnéna konstituci (hmotnost, vaha, tvar hrudniho kose) vysetiovanych
jedincti.? Rovnéz kvalita vySetieni zavisi od dalSich faktord, véetn& technického vybaveni a
zkuSenosti operatéra. Z divodu maximaln¢ minimalizovat vliv téchto faktorii na vizualizaci
organli jsme psy, zafazené¢ do této studie, vySetfovali opakované, aby byla zarucena
stejnomérnd distribuce pacientll ve vSech skupinach. A ze stejného diivodu byla v§echna USG

vySetfeni provedena na jednom USG pfistroji jednim operatérem.

V humanni mediciné nebyl pozorovan vliv aplikace laxativ a deflatulencii na vizualizaci organt
dutiny bfi$ni pfi USG vysetieni.* Kombinace hladovky a peroralni aplikace simethiconu

zvysila vizualizaci jejuna pfi USG vySetieni dutiny b¥isni Novozélandskych kralikii.’
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V predkladané studii méla aplikace simethiconu v kombinaci s hladovkou vliv na zlepSeni
vizualizace pyloru, jejuna, ilea, ileokolického spojeni, slinivky bfisni (t€lo, prava a leva vétev),

nadledvin, portalni vény a jejunalnich miznich uzlin (p<0,05).

Ptiprava pacienta pfed samotnym USG vysetfenim (12 hodinova hladovka, peroralni aplikace
simethiconu a kombinace obou faktoril) by méla byt zvdzena u pacientd, ktefi jsou vySetfovani
opakované a v minulosti bylo USG vySetfeni dutiny bfi$ni obtizné interpretovatelné z diivodu

ptitomnosti velkého mnoZzstvi plynu v gastrointestinalnim traktu.
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MECHANICKE TESTOVANI SUTURY SLACH

Robert Srnec!, Karolina Michal¢akova?, Andrea Necasova®, Marilena Georgiou®, Alois
Necas!
Oddéleni chirurgie a ortopedie, Klinika chorob psu a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi,
Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno'
Magistersky studijni program (student), Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a
farmaceutickd univerzita Brno®
Doktorsky studijni program (postgradualni student), Klinika chorob psit a kocek, Fakulta

veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno’

Uvod

Dlouhodoba tendence klinickych i vyzkumnych praci zamétenych na suturu slach je
zaméfena zejména na optimalizaci pouzité techniky a volbu vhodného materidlu. Hlavni faktory
ovliviyjici vysledek reparace Slachy suturou jsou vysledna silova odolnost, odolnost vici
vytvoieni Stérbiny mezi Slachovymi pahyly (gapping), zachovani hladkého povrchu §lachy a
rehabilitace (Rawson 2013, Singh 2015, Trail 1989). Zohlednéni biologickych vlastnosti Slachy
ma podstatny vliv na vysledek hojeni (Docheva 2015). Poranéni $lach jsou stale aktudlni
problematikou ve veterinarni i humanni medicin€. Traumata postihuji zejména koncetiny v
oblasti flexorti (Butler 1965). Nékteré typy steht jsou historicky pouzivané po dlouhou dobu a
stdle si zachovavaji praktické vyuziti. Moderni pojeti sutur Slach se naopak snazi vyuzit
pevnéjsi sutury s vice longitudinalnimi segmenty, nové materidly a koncepce ukotveni (Justan
2010). Oddg¢leni chirurgie a ortopedie KCHPK VFU Brno se jiz n¢kolik let vénuje vyzkumu v
oblasti novych materidlii a preklinickym testovanim mechanickych vlastnosti (Fedorova 2014,
Fedorova 2015, Harazinova 2016, Srnec 2017). I nadale jsou data z bazdlniho vyzkumu
zékladnim podkladem pro optimalizace a modifikace vyvijenych materialii. V soucasné dobé
v navaznosti na probihajici projekt AZV ,Hojeni rozsahlych defekti kosti, Slach a vazl s
vyuzitim novych biomateriald“ (ID pro CEP: NV16-28637A) hodlame pouzit vystupy

z projektu IGA pro dokonceni vyvoje nového Siciho materidlu pro reparaci Slach.
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Material a metodika

Studie mechanickych vlastnosti sutury Slach byla provedena jako ex vivo experiment na
modelech Slach extenzort/flexorti prsti hrudni a panevni koncetiny ziskanych z mladych
jateCnych prasat. Z Cerstvé porazenych zvitat byl odebran segment Slachy pftiblizné¢ 10cm
dlouhy a byl v gaze vlh¢ené NaCl ulozen pii -20°C az do doby méfeni. Tim byly ziskany
modelové preparaty Slach s uniformnimi vlastnostmi. Po rozmrazeni vzorkl pii pokojové
teploté¢ byla imitovéna totalni ruptura Slachy ostrym pfetnutim celého priméru Slachy v
centralni ¢asti skalpelem. Nasledné byla Slacha reparovana chirurgickou rekonstrukei suturou
(Srnec 2017). Byly zvoleny dva typy sutury Slachy s ohledem na konzervativni nebo moderni
techniky. Prvnim stehem byla sutura dle Kesslera se dvéma longitudindlnimi segmenty. Tato
sutura byla po dlouhou dobu vyuZzivana jako zdkladni technika sutury §lach v humanni i
veterindrni medicing. Druhym typem sutury byl steh se ¢tyfmi longitudinalnimi segmenty —
Adelaide, v souCasném modernim pojeti jako =zlaty standard sutur Slach v humanni
rekonstrukéni chirurgii. Bylo vyuzito samotné core sutury nebo v kombinaci s epitendin6zni
zdmkovou matracovou suturou. Pro suturu jadra Slachy (core) bylo vyuzito tfech rtiznych
materiali stejné sily 2 metric (3/0) — splétany polyester (Ethibond) a monofilamentni
polypropylen (Prolene) a polydioxanon (PDS). Pro epitendindzni suturu bylo pouzito dvou
monofilamentnich materiala stejné sily 1 metric (5/0) — polypropylen (Prolene) a polydioxanon
(PDS). V kazd¢ testovaci skupiné bylo méfeno 10 vzorkii. Sutura byla testovana v tahu na
trhacim stroji FP 10 s postupnym zatézovanim az do selhdni sutury. Byly sledovany a méteny
dvé hodnoty. Prvni hodnota zatizeni Slachy v tahu byla zaznamenana v okamziku vytvoreni
okem viditelného oddaleni pahyll s vytvorenim Stérbiny (gapping) a druhd dosazena hodnota
maximalniho zatiZeni sutury v tahu pfi jejim selhdni. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena
zékladni  deskriptivni  statistikou a z  hlediska  vyznamnosti  posouzena
neparametrickymWilcoxon (Mann-Whitney) testem pro neparova data (KyPlot version 2.0 beta

15 — 32 bit).

Vysledky

Ve vsech ptipadech pouzitych materiala, stehii a kombinace s epitendinézni suturou
byla zaznamendéna tvorba $térbiny mezi pahyly §lachy v pribéhu zatéZzovani (gapping) vyrazné
diive nez byly dosazené¢ maximalni hodnoty zatiZeni. Dle jednotlivych variant sutur hodnoty

zatizeni pfi rozestoupeni koncti Slachy dosahovaly 1,59 % az 28,02 % maximalniho zatizeni.
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Vytvoteni $térbiny mezi pahyly §lachy jiz brani prib¢hu hojeni a kvalitu sutury tak vice odrazi
pravé tyto namétené hodnoty. Primérné dosazené hodnoty u jednotlivych variant provedené

reparace modelu Slachy jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1.
— — —
. .8 s 3B . .3 s
wg wgw o™ ] = 2 Qq, QE
s ™ - M c 52 52 ¢ 5 2 5o 50 c 5o
— = — T — T v S [7] [T} [7] [7)
® 2 522 ® c B2 w M w 2 w22 w 20
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max gap max gap max gap max gap max gap max gap max gap max gap

pramér | 20,76 3,63 30,21 55 2578 041 77,28 1574 4643 3,42 17,66 4,44 40,6 11,37 54,38 13,14
%max [ x 1751 x 1822  «x 1,59 x 2037  x 7,36 x 2515 x 2802 x 2416
sd 402 255 12,28 333 557 033 1825 439 12,95 226 13,86 235 19,73 3,72 16,03 3,07

min 16 021 981 021 1352 01 43,72 611 1703 0,76 167 039 888 523 3871 9,26

105,3
6

max | 28,37 8,47 46,31 10,61 32,08 1,03 21,08 62,26 7,73 3885 63 6059 17,98 86,06 18,57

Zavér

Zhodnocenim mechanickych vlastnosti sutur bylo pozorovano rozdilné chovani
epitendindzni sutury v zavislosti na typu a materialu core sutury, ale bez vyraznéjsiho vlivu
volby materidlu pro epitendindzni steh. Obdobné tendence k vytvoreni gappingu je zavisla na
dané¢ kombinaci materidlu, stehu a epitendin6zni sutury. I kdyz byly hodnoty u sutury dle
Kesslera a Adelaide v nékterych variacich velmi podobné, u sutury se ¢tyfmi longitudinalnimi
segmenty core sutury (Adelaide) byly hodnoty v ramci skupiny vice kompaktni a vyrovnang.
Pro praktické vyuziti je podstatné, ze tvorba gappingu byla ve vSech piipadech testovanych
modell v pribéhu zatéZovani vyrazné diive nez byly dosazené maximalni hodnoty zatiZzeni. Na
druhou stranu odolnost sutury vici gappingu v procentudlnim poméru k rezistenci maximalni
zatéze sutury byla velmi variabilni. Pfimym vysledkem projektu bude zhodnoceni ziskanych

poznatktli formou publikace v ¢asopise s IF.

70



Seznam literatury:

1.

10.

Butler HC 1965: Tendons, muscles, and fascia. In: Archibald J: Canine surgery. 1st ed.
American Veterinary Publications, INC, California, pp. 726-743.

Docheva D, Miiller SA, Majewski M, Evans CHH 2015: Biologics for tendon repair. Adv
Drug Deliv Rev 84: 222-239.

Fedorova P, Srnec R, Pénéik J, Schmid P, Amler E, Urbanova L, Nefas A 2014:
Mechanical testing of newly developed biomaterial designed for intra-articular
reinforcement of partially ruptured cranial cruciate ligament: ex vivo pig model. Acta Vet
Brno 83(1): 55-60

Fedorova P, Srmec R, Péncik J, Dvorak M, Krbec M, Nefas A 2015: Intra-Articular
Reinforcement of a Partially Torn Anterior Cruciate Ligament (ACL) Using Newly
Developed UHMWPE Biomaterial in Combination with Hexalon ACL/PCL Screws: Ex-
Vivo Mechanical Testing of an Animal Knee Model. Acta Chir Ortop Traumatol Czech
82(3): 222-228

Harazimova K 2016: Hodnoceni mechanickych vlastnosti sutury Slachy. Odborna prace,
VFU Brno, 56 p.

Justan I, Vesely J, Bistoni G 2010: Soucasny pohled na suturu flexorti ruky. Acta Chir
Ortop Traumatol Czech 77(1): 65-69

Rawson S, Cartmell S, Wong J 2013: Suture techniques for tendon repair; a comparative
review. Musc Ligament Tend J 3(3): 220-228.

Singh R, Rymer B, Theobald P, Thomas PBM 2015: A review of current concepts in flexor
tendon repair: physiology, biomechanics, surgical technique and rehabilitation. Orthop Rev
7(6125): 101-105.

Srnec R, Michal¢akova K, Necasova A, Snasil R, Necas A 2017: Mechanické testovani
Slach po sutufe nové vyvinutymi biomateridly. Sbornik konference Interni grantové
agentury VFU Brno, 63-66.

Trail IA, Powell ES, Noble J 1989: An evaluation of suture materials used in tendon

surgery. J Hand Surg 14(B): 422-427.

Tato prace byla financovana grantem 1GA VFU Brno 122/2018/FVL

71



Prispévky

Fakulty veterinarni hygieny a ekologie

72



Sledovani dynamiky rustu Yersinia enterocolitica v mletém hovézim mase

Sarka Bursova!, Lenka Necidova!, Harustiakova Danka?, Iveta Vaiova!, Veronika Cure¢kova!,
Matej Tkag!
1Ustav hygieny a technologie mléka, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

a farmaceuticka univerzita Brno; *“Masarykova univerzita, Brno

Uvod
Na zéklad¢ informaci European Food Safety Authority (EFSA) je yersinidza tfeti nejcastéji
hlaSenou zoonoézou v Evropské unii (EFSA a ECDE, 2017). Hlavnim rezervoarem patogennich
kmenl jsou prasata, ve kterych se bakterie vyskytuji jako komenzalové, a to ve stievé nebo
v hltanu, kde jsou izolovany z tonzil (Bhunia, 2008). Potraviny jsou ¢asto oznaCovany za hlavni
zdroj infekce Y. enterocolitica, a to 1 presto, ze jsou znich patogenni kmeny izolovany ziidka
(Fredriksson-Ahomaa et al., 2006). Obecné je uvadéno, ze primarnim zdrojem Y. enterocolitica jsou
veprové maso a vyrobky z néj. K pfenosu dochdzi zfejmé Castéji prostiednictvim vafeného masa ¢i
masnych vyrobkt, které jsou bud’ nedovarené, nebo s nimi bylo nespravné nakladano (Cupakova a

Necidova, 2013).

Cilem prace bylo hodnoceni rlstu Y. enterocolitica v mletém hovézim mase bez pifidavku a
s piidavkem NaCl uchovavaném po dobu 14 dni pfi riznych teplotich (2, 4 a 8 °C). Za pouziti
vhodného matematického modelu byly vytvofeny ristové kiivky a hodnocena dynamika ristu

sledované bakterie.

Material a metodika
Vramci studie bylo pouzito mleté hovézi maso zakoupené v trzni siti a pomleté piimo
v provozovné. K zao¢kovani masa byla pouzita smés 2 sbirkovych kment Y. enterocolitica CCM
5671 a CCM 7204 ziskanych z Ceské sbirky mikroorganismii (Brno, CR) a dale izolat
Y. enterocolitica z kance (sbirka Ustavu hygieny a technologie masa, VFU Brno, CR). Ve vysledné
smési byly kmeny zastoupeny v poméru 1:1:1. Mleté maso bylo navdzeno v mnozstvi 10 g do
sterilnich homogeniza¢nich saCkii a nésledné¢ zaoCkovano pfipravenou suspenzi kmenil

Y. enterocolitica tak, aby bylo dosazeno vychozi koncentrace 10> — 10* KTJ/g masa. Pro kazdou ze
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sledovanych teplot byly pfipraveny 3 paralelni sady vzorkii (kazd4d sada obsahovala 8 dil¢ich
vzorki) + kontrola (nezaockované vzorky).
Cast mletého masa byla obohacena piidavkem NaCl na koncentraci cca 1 a 2 % a zaotkovéana vyse

uvedenym zpusobem. Opét byly pro kazdou teplotu pfipraveny 3 paralelni sady vzorki a kontrola.

Ptipravené vzorky masa byly uchovavany pfi teploté 2, 4 a 8 °C po dobu 14 dni. Odbér vzorki pro
stanoveni poctu Y. enterocolitica byl provadén 0., 1.,2., 5., 7., 9., 12. a 14. den skladovéni. Pocet
Y. enterocolitica byl stanoven na CIN agaru (HiMedia), inkubace probihala pii 30 °C / 48 hodin.

Ziskana experimentalni data (hodnoty KTJ.g') byla pomoci logaritmické transformace s pouzitim
dekadického logaritmu prevedena na hodnoty log KTJ.g!. Ze tfi paralelnich stanoveni byla
spocitana primérna hodnota a smérodatna odchylka (program Unistat 5.1, Unistat Ltd., VB). Rust
bakterii Y. enterocolitica pti riznych skladovacich teplotach byl vyhodnocen Baranyi-Robertsovym
modelem (Baranyi a Roberts, 1994) pomoci aplikace DMFit ComBase Combined Database for

Predictive Microbiology (www.combase.cc).

Vysledky
Yersinia enterocolitica byla schopna ristu a mnozeni v mletém hovézim mase pii vSech
sledovanych teplotach. Rustové kiivky vytvofené pomoci Baranyi-Robertsova modelu pro

jednotlivé teploty skladovani jsou uvedeny v obrazku 1.

U masa bez ptidavku NaCl a s ptidavkem 1 % NaCl byl pii vSech teplotach skladovani vytvotreny
rustovy model kompletni, zahrnoval lag fazi, exponencidlni i stacionarni fazi rastu. Doba trvani lag
faze se pohybovala, v zavislosti na teploté skladovani, mezi ptiblizné¢ 20 — 35 hodinami. Stejné tak
byly patrné rozdily i v maximalnim dosazeném poctu Y. enterocolitica po 14 dnech skladovani.
Oproti tomu v piipadé mletého masa obohaceného ptidavkem piiblizné 2 % NaCl doslo k vytvoteni
kompletni rustové kiivky pouze pii teplote¢ 4 a 8 °C (obrazek 1). Zjistény maximalni pocet
Y. enterocolitica po 14 dnech skladovani dosahoval fadové 10° — 107 KTJ.g'. Pfi teploté skladovani
2 °C postradala vytvorena ristova kiivka stacionarni fazi ristu a nebylo tedy za sledované obdobi
dosazeno maximalniho mozného poctu Y. enterocolitica. Je zajimavé, ze oproti predpokladu,
zvysena koncentrace neméla vyrazny vliv na dobu trvani lag faze.

Ve viech kontrolnich vzorcich bylo stanovené mnozstvi Y. enterocolitica < 5.10' KTJ.g™!, tj. pod

mezi detekce pouzité plotnové metody.
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Pokud hovotime o alimentarnim onemocnéni zpltisobeném Y. enterocolitica, neni infekéni davka
piesné stanovena. Predpoklada se, Ze je tieba vice nez 10* KTJ.g!, aby bylo vyvolano onemocnéni
(Robins-Browne, 2013). Bhunia (2008) vsSak uvadi, ze k vyvolani onemocnéni je tfeba vysoka
infekéni davka (10" — 10° bun&k Y. enterocolitica). Vytvotené ristové modely byly vyuzity
k odhadu doby potiebné k namnozZeni Y. enterocolitica na hodnoty 107 a 10° KTJ ve 100 gramech
masa (tedy v jedné porci) — viz tabulka 1.

Minced beef without NaCl addition Minced beef with 1% NacCl

10

Count of ¥ enterocolitica (log cfu.g ‘1)
Count of ¥ enteracolitica (log cfu.g ™)

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Time (days) Time (days)

Minced beef with 2% NacCl

10
1

Count of Y enterocolitica (log cfu.g '1)

0 2 4 8 8 10 12 14

Time (days)

Obrazek 1. Rust Y. enterocolitica v mletém hovézim mase uchovavaném 14 dni pii teploté 2, 4 a
8 °C. Stanovena hodnota (symbol) a predikovany Baranyi-Robertsiiv model (linie). - - - - A vzorky

inkubované pii 2 °C, - - - - - - V vzorky inkubované pii 4 °C, — e vzorky inkubované pii 8 °C.
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Rizikové mnozstvi YE

Pridavek NaCl Zﬁﬂfjiéni 10’ KTJ v 100 g 10°KTJ v 100 g
(105 KTJ.g™h) (107 KTJ.g™h
Bez ptidavku NaCl 2 °C 6,0 > 14
4°C 4,8 8,2
8 °C 2,7 43
Pridavek 1 % NaCl 2°C 7,7 > 14
4°C 5,8 9,8
8 °C 3,6 5,4
Pridavek 2 % NaCl 2 °C > 14 > 14
4°C 8,2 > 14
8 °C 5,1 8,9

Tabulka 1. Odhad doby (dny) potifebné k dosazeni rizikového mnozstvi Y. enterocolitica v mletém

hovézim mase (100 g) skladovaném pfi teploté 2, 4 a 8 °C po dobu 14 dni.

Je nutné vzit na védomi, Ze pokud by vychozi koncentrace masa opravdu dosahovala hodnot 10% —
10° KTJ.g!, existovalo by redlné riziko pomnozeni bakterii na hodnotu schopnou vyvolat
alimentarni onemocnéni v pomérné kratkém case (pfedevSim v pifipadé skladovani pti 8 °C).
V ptipadé vysSi pocatecni koncentrace by tato doba byla jest¢ vyrazné krat$i. Je tedy tieba
dodrzovat teplotu stanovenou Natizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 (2 °C,

ptip. 4 °C), maso zpracovat co mozna nejrychleji a dikladné tepelné oSetfit.

Zavér
Na zéklad¢ uvedenych vysledkil 1ze konstatovat, Ze mleté hovézi maso je vhodnym prostiedim pro
rust Y. enterocolitica, a to i pii nizkych teplotach. Pfidavek NaCl v mnozstvi do 1 % je schopen
omezit, nikoli vSak zcela zastavit rast Y. enterocolitica. Za bezpecné lze tedy povazovat skladovani
mletého masa idedlné pii teploté nepiesahujici 2 °C a pouze po dobu n¢kolika dnl. Toto by méli
mit na paméti zejména spotiebitel¢, ktefi mnohdy nespravné skladuji mleté maso pfi teplotach
blizicich se 8 °C. Soucasné je nezbytné vyrobek nasledné dostate¢né tepeln¢ opracovat a zamezit

jeho ptipadné sekundéarni kontaminaci.
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Introduction

The main path of humans’exposure to aluminum is diet. It means that humans’ diet, same as
culinary preparation of food influence the most aluminum intake. Consumers’ socio demographic
attributes and eating habits play the important role in aluminum daily intake (Yokel, 2012). The
intake aluminum limit in diet ranged from 7 mg/kg (in 1989) of body weight to 1 mg/kg of body
weight (in 2006). In 2011 the estimated limit calculated on kg of body weight is 2 mg/kg (WHO,
1989; Center for Food Safety, 2009; World Health Organization, 2011). There were found
relationships between aluminum intake and Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and diseases
like dialysis encephalopathy, bone disorder and other disorders (Al Zubaidy et al., 2011; Al
Juhaiman et al., 2014; Rittirong and Saenboonruang, 2018). Aluminum foil is broadly used in
culinary preparation of different food types due to its easiness to use, disposability and properties
such as that it transfers heat twice quicker than regular metal (Bassioni et al., 2012). The aim of the

study was to evaluate the leakage of aluminum to food that was baked in aluminum foils.

Material and methods
The material used in the research consisted out of food samples (salmon: Sa/mo salar; mackerel:
Scomber scombrus; and duck breasts) that were baked in aluminum foils. Following aluminum foils
were used in the research: Foil A (Grill Aluminium Foil, Melitta CR s.r.0., Praha 5, Czech
Republic), Foil B (Grill Alu Foil Fino, Sarantis Czech Republic, Praha 3, Czech Republic), Foil C
(Grand Maximo, Kaufland Czech Republic, v.o.s., Praha 6, Czech Republic), Foil D (Vi-Go! Live
Good, Quickpack, Jedrzejow, Poland) and Foil E (Super strong Aluminium Foil, Sarantis, Praha 3,
Czech Republic).The samples were baked without marinades and also with marinades (ingredients
of recapture included: olive oil, salt, black peper, garlic, lemon). The baking was done during the 40

minutes at 220 °C in the oven (Professional Ovens GARB-IN, Model: 23 GM UMI).
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Following aluminum foils were used in the research: Foil A (Melitta CR s.r.o., Praha 5, Czech
Republic), Foil B (Sarantis Czech Republic, Praha 3, Czech Republic), Foil C (Kaufland Czech
Republic, v.o.s., Praha 6, Czech Republic), Foil D (Quickpack, Jedrzejow, Poland), Foil E (Super
strong Aluminium Foil, Sarantis, Praha 3, Czech Republic). The laboratory analysis included
determination of pH, salt, fat and aluminum contents. pH were measured using the WTW GmbH,
Germany. The salt (NaCl) content was determined by precipitation titration with silver nitrate —
Volhard Mohr’s method (Standard Operating Procedure, potassium chromate indicator CSN ISO
1841-1:1999). The lipid (L) content was determined quantitatively (CSN ISO 1443:1973) using
Soxtec 2055 SoxCap 2047 (both FOSS Tecator, Hogands, Sweden). The quantitative analysis of
aluminium was carried out using a 7700x ICP-MS (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) equipped

with a quadrupole mass analyser and an ASX-520 auto-sampler.

Results

Aluminum contents in analysed samples are shown in Figure 1, 2, 3 and 4.
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marinade; MIP: samples in marinade packed in inert packaging; M-foilA, M-foilB, M-foilC, M-foilD, M-foilE: samples in marinade packed in
different foils

Figure 1. Aluminum content in baked salmon and mackerel fish (marinated and not marinated)
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foilC, CS-foilD, CS-foilE: samples in marinade packed in different foils with skin

Figure 2. Aluminum content in baked duck breast samples (with skin and without skin)
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*C: control without skin; CIP: control packed in inert packaging without skin; C-foilA, C-foilB, C-foilC, C-foilD, C-foilE: samples packed in
different foils without skin; CS: control marinade with skin; CIPS: samples in marinade packed in inert packaging with skin; CS-foilA, CS-foilB, CS-
foilC, CS-foilD, CS-foilE: samples in marinade packed in different foils with skin

Figure 3. Aluminum content in marinated baked duck breast samples (with skin and without skin)

80



T R0 S HREY
N 10 RS BHERY

LT B AN MREY
i R SRR

*A: Salmon; B: Mackerel; C: duck breasts with skin; D: duck breasts without skin

Figure 4. Response surface graphs for pH, aluminum and salt content in analyzed samples
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Vliv kombinace mykotoxini enniatinu B a beauvericinu na stravitelnost susiny in vitro
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Uvod

Minoritni mykotoxiny jsou skupina strukturné rtiznorodych sekundarnich metaboliti nékterych vlaknitych
hub. Radi se mezi kontaminanty krmiv, pfevazné cerealnich produktii, a mohou mit vazny vliv na zdravi
zvirat i lidi. Mezi tyto mykotoxiny se fadi i nami studované enniantiny (dale jen ENN) a beauvericin (dale

jen BEA).

Podle EFSA (2014) se chronicka expozice BEA pro pfezvykavce pohybuje mezi 0,44 a 0,86 ug/kg
zivé vahy na den, pti¢emz akutni expozice dosahuje 1,72 pg/kg zivé vahy na den. V ptipadé ENN je akutni
expozice stanovena mezi 32,5 a 32,6 pug/kg Zivé vahy na den. Tyto Uidaje vSak byly stanoveny na zaklad¢

vyskytu minoritnich mykotoxind v jadrnych krmivech, takze celkova expozice bude vyssi.

BEA i ENN maji antimikrobialni u¢inky a podle fady studii jsou charakterizovany jako toxické. Maji
cytotoxickou aktivitu k riznym druhim somatickych bunék jiz p¥i nizkych koncentracich (napi. Ivanova et
al., 2006; Meca et al., 2011, Lu et al., 2013). Studie zabyvajici se vlivem téchto latek na diverzitu
bachorové mikroflory dosud nejsou k dispozici. Cilem prace proto bylo pomoci in vitro metod zjistit vliv
kombinace minoritnich mykotoxini enniatinu B a beauvericinu v hladinach odpovidajicich akutni expozici a

jejimu dvojnasobku na stravitelnost susiny smésné krmné davky objemného a jadrného typu.
Material a metody

Beauvericin (Sigma-Aldrich) byl nejprve rozpustén v methanolu (50 pug/ml) a poté narfedén destilovanou
vodou na koncentrace 0,5 a 1 pg/ml, enniatin B (Sigma-Aldrich) byl rovnéz rozpustén v methanolu (100
pug/ml) a poté nafedén destilovanou vodou na koncentrace 10 a 20 pg/ml. Mykotoxiny pak byly pfidavany do

inkubaci dle nize uvedeného schématu pokusu (tab. 1) v mnozstvich 1 ml.

Bachorova tekutina byla odebrana hodinu pied nakrmenim od dojnice (SZP Nové Dvory) krmené smésnou
krmnou davkou slozenou z kukufi¢né silaze (22 kg), vojtéskové senaze (12 kg), luéniho sena (3 kg), krmné
slamy (1,5 kg), doplnkové krmné smési (6,7 kg) a mineralniho lizu (0,1 kg). K odbéru byla pouzita jicnova
sonda s ru¢ni podtlakovou pumpou. Bachorova tekutina byla pfevezena v predehiatych odbérovych lahvich
v termoboxu do laboratote Ustavu vyzivy zvitat. Bezprostiedné poté bylo u bachorové tekutiny zméfeno pH,

tekutina byla pomixovana piil minuty v mixéru na nejvyssi otacky a prefiltrovana ptes Ctyii vrstvy gazy.
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Inkubace byly provadény v silnosténnych sklenénych tubach o objemu 90 ml, do nichz bylo navazeno 0,5 g
vzorku krmiva, které obsahovalo stejné slozky jako krmna davka dojnic, pouze pomér objemné a jadrné
slozky byl upraven na 60:40 (objemny typ KD) a 40:60 (jadrny typ KD). Vzorky krmiv byly ususeny a
pomlety na velikost 1 mm. Vzorky krmiv byly zality 40 ml pufru (McDougall, 1948) vyhiatého na 39 °C a
10 ml bachorové tekutiny. Do takto pfipravené smési byl pfidavan roztok enniatinu B, beauvericinu, popft.

methanolu v mnozstvich 1 ml podle schématu pokusu v tabulce 1.

Tabulka 1. Schéma pokusu

Oznaceni skupin Zasah
KO- Negativni kontrola (pouze inokulum)
KO+ Pozitivni kontrola (inokulum + methanol)
EBO10 inokulum + Enn B 10 pg/ml+Bea 0,5
pg/ml
EBO20 inokulum + Enn B 20 pg/ml+ Bea 1 pg/ml
KJ- Negativni kontrola (pouze inokulum)
KJ+ Pozitivni kontrola (inokulum + methanol)
EBJ10 inokulum + Enn B 10 pg/ml+Bea 0,5
pg/ml
EBJ20 inokulum + Enn B 20 pg/mil+ Bea 1 pg/ml

Tuby byly profouknuty dusikem a uzavieny gumovymi zatkami opatfenymi zpétnym (Bunsenovym)

ventilem, promichany a inkubovany v termostatu 24 hodin pfi teploté 39 °C.

Po uplynuti inkubac¢ni doby byly tuby zchlazeny v ledové vodé a bylo zméfeno pH. Nasledné byly tuby
odstfed’ovany po dobu 5 minut pti 4000 otd¢ek/min. Supernatant byl odsat a rezidua krmiv byla analyzovana
na obsah suSiny. Ze ziskanych dat byla vypoctena stravitelnost suSiny. Kazda kombinace faktord byla
provedena v péti opakovanich. Vysledky byly vyhodnoceny analyzou variance (ANOVA) na hlading
priakaznosti P<0,05.

Vysledky

Stravitelnost susiny je uvedena v grafech 1 a 2. Graf 1 ukazuje stravitelnost suSiny in vitro v objemném typu
krmné davky. U kontrolni skupiny KO- jsme stanovili stavitelnost suSiny po 24 hodinach inkubace na 36,93
%. U kontrolni skupiny K+ byl vysledek 40,13%, coZ je hodnota vy$s$i nez u K-. Pfidavek kombinace
mykotoxini ENN B a BEA, ktery odpovidal akutni expozici, nemél vliv na stravitelnost susiny (40,40 %,
P>0,05). Dvojnasobna koncentrace se ale uz projevila snizenim stravitelnosti az na 35,11% (P<0,05). Tyto
vysledky koresponduji s mnoha jinymi pracemi, které prokazaly inhibi¢ni u¢inky minoritnich mykotoxinti na
rizné druhy bakterii. V grafu 2 vidime, Ze pfi inkubaci krmiva jadrného typu byla stavitelnost suSiny ve
skupiné KJ- 39,32 %, zatimco u KJ+ vzrostla na 42,62 %. Ve skupindch EBJ10 a EBJ20 klesla stravitelnost
suSiny na 38,00 a 38,88 %.
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Zavér

Z vysledkt je patrné, ze vyssi hladiny ENNI a BEA v krmivech mohou mit inhibi¢ni vliv na bachorovy
mikrobiom. Je ovSem nutné provést dalsi studie, které se budou zabyvat jejich vlivem na rozmanitost

bachorové mikroflory.
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Uvod

Stiibrné nanocastice se dnes pouzivaji v Siroké Skdle produktt predevsim z diivodu jejich
antibakteridlniho u€inku. Zaujimaji vyznamné misto v lékafstvi, kosmetice, farmacii, textilnim
pramyslu, elektrotechnice a dalsi (1, 2). Je zfejmé, ze se zvySujici se produkci a spotfebou
stiibrnych nanocastic se zvysi i1 jejich environmentalni koncentrace. Vyzkumy potvrzuji jejich
pritomnost ve vSech slozkach zivotniho prostiedi. Bylo prokdzano, Zze dochazi k uvolnovani stfibra
z vyrobkil béhem prani (3). V Cistickach odpadnich vod dochazi k sorpci sloucenin stfibra na
Cistirensky kal. Ten je vyuzivan v zem&dé€lstvi, pfi rekultivacich, pfipadné je ukladan na skladky,
¢imz se zvysuje potencialni nebezpeci pro pidni ekosystém.

Predpoklada se, Ze se environmentalni koncentrace stiibra v Zivotnim prostfedi pohybuje
v rozmezi od 0,01-0,43 pg.I!, avak tato koncentrace stiibra v ptidé vzroste kazdoroéné o 1,6 ng/kg
4,5).

Je k dispozici nékolik studii, které zkoumaly ekotoxikologicky efekt stiibrnych nanocastic
na vodni organismy, avSak udaje o ekotoxikologickych efektech na pudni biotu jsou jen velmi
sporadické. Tyto udaje je nutné doplnit zejména proto, ze nezndme spolehlivou odpoveéd’ na otazku,
zda stiibrné nanocastice diky stale se zvySujici produkci nemohou zadvaznym zptisobem poskodit

pudni ekosystém, zejména ekologické funkce piidnich organismti.
Material a metodika

Cilem projektu bylo objasnit vliv nanostiibra pro organismy padniho prostiedi. Pomoci
vybranych ekotoxikologickych testi byl zjiStén vliv nanocastic stiibra na reprodukci ptidnich
organismil a posouzen toxicky ucinek z hlediska velikosti ¢astic stfibra. Ekotoxikologické testy
byly provedeny s vyznamnymi zastupci ptidniho edafonu.

Pro provadéni testd byly syntetizovany metodou vodné chemické redukce s pouzitim
kyseliny gallové jako redukcniho a stabilizacniho ¢inidla nanocastice stiibra s primérnou velikosti
¢astic 2,7 nm a 6,5 nm. Pro objasnéni toxickych ucinki stiibra byly provedeny testy i se stfibrnou
soli kyseliny dusi¢cné (AgNOs). Koncentracni fada nanocastic stiibra se stanovila na zakladé
predbéznych testu.
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Pro posouzeni vlivu nanostfibra na ptidni organismy byly provedeny testy chronické toxicity
na roupicich Enchytraeus crypticus a chvostoskocich Folsomia candida. Metodicky se postupovalo
dle piisluinych norem: OECD 220 [CSN EN ISO 16387 (2014) Kvalita pidy — Vliv zne&ist'ujicich
latek na Enchytraeidae (Enchytraeus sp.) — Stanoveni vlivu na reprodukci] a OECD 232 [CSN ISO
11267 - Kvalita pudy - Inhibice reprodukce chvostoskokli (Folsomia candida) latkami
zneCist'ujicimi ptdu].

Podstatou testu inhibice reprodukce roupic je vystaveni deseti zdravych dospélych jedinca
roupic Enchytraeus crypticus s viditelnym opaskem (clitellum) plsobeni smési zkousené¢ho vzorku
s umélou pudou. Po 28 dnech se vyhodnoti mortalita dospélcti a reprodukce na zdkladé poctu
vylihnutych juvenil. Rozdil mezi primérnou hodnotou pro zkousenou smés a pro kontrolu (oboji
ve 3 opakovanich) se vyjadii jako procento inhibice reprodukce roupic.

Podstatou zkousky inhibice reprodukce chvostoskokii je wvystaveni deseti zdravych
juvenilnich jedinct ve staii 10-12 dnii ptisobeni smési zkouseného vzorku s umélou ptidou. Po 28
dnech se vyhodnoti mortalita dospélych jedinct a reprodukce. Rozdil mezi primérnou hodnotou
pro zkousenou smés a pro kontrolu (oboji ve 3 opakovanich) se vyjadii jako procento inhibice
reprodukce chvostoskoki.

Na zdklad¢ vyslednych hodnot 28dEC50 byla porovnana citlivost obou testovacich

organismu a posouzen toxicky ucinek nanocastic sttibra z hlediska jejich velikosti.

Vysledky

U testl s Folsomia candida i Enchytraeus crypticus bylo prokdzano snizeni reprodukce
juvenill s rostouci koncentraci nanocastic stiibra a zaroven byl prokdzan vliv na mortalitu dospélcti.
Reprodukce se projevila u obou organismti jako citlivéjsi parametr neZ mortalita. Reprodukci roupic
nejvice ovlivnil dusi¢nan stiibrny a nanocastice stiibra s mensi velikosti Castic (2,7 nm). Efektivni
koncentrace (28dEC50) AgNOs byla stanovena na 97,12 mg.kg! a pro AgNPs2 na 124,13 mg.kg™.
Sledované parametry (reprodukci, mortalitu) nejméné ovlivnily nanoc¢astice s primérnou velikosti
¢astic 6,5 nm. Toxicky efekt sttibrné soli kyseliny dusi¢né (AgNOs3) se projevil vice u dospélych
nez u juvenilnich jedinct. Validaéni podminky u vSech provedenych zkousek byly splnény.

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

v tabulce ¢islo 1.

86



Tab. 1: Hodnoty LCso a ECso pro chvostoskoky a roupice

Nanocastice stiibra - velikost (d.nm)
Testovaci organismy
AgNPsl
AgNPs2 (2,7) AgNO3
(6,5)
Enchytraeus crypticus
g P a 124,13 97,12
(reprodukce) 28dEC50 mg.kg ™)
Enchytraeus crypticus
Y wP 637,37 500,2 74,14
(mortalita) 28dEC50 (mg.kg™!)
Folsomia candida (reprodukce)
205,44 156,58 211,52
28dEC50 (mg.kg™)
Folsomia candida (mortalita)
a 105,78 66,82
28dEC50 (mg.kg™)
a - nestanoveno
Zavér

Nase zjisténé hodnoty ECso (LCso) potvrzuji toxické ucinky nanocéstic stiibra na pldni
organismy pfi dlouhodobé expozici. Pro roupici se reprodukce jevila jako citlivéjsi parametr nez
mortalita. Ziskané hodnoty efektivnich koncentraci nanocastic stfibra umoziuji predikovat
ekotoxické riziko pro zastupce pliidni biocendzy, a i kdyZ tyto hodnoty jsou vys$si nezZ v soucasnosti
znamé environmentalni koncentrace, nelze v souvislosti s jejich rostoucim pramyslovym
vyuzivanim vyloucit potencidlni toxické riziko.

Z vysledki fesené¢ho projektu je patrné, zZe inhibice reprodukce chvostoskokl a roupic je
vhodnym ukazatelem plisobeni nanocastic sttibra.

Na zakladé dosaZenych vysledkil se prokazalo, Ze nanoc¢astice s mensi velikosti ¢astic jsou

vice toxické a naopak.
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Katefina Kobelkova (Jarova)!, Hana Minafova!, Petra Ondrackova?, Jan Mares®, Miroslava
Palikova!, Martin Faldyna?

Ustav ekologie a chorob zvére, ryb a véel, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni
a farmaceutickd univerzita Brno', Vyzkumny tistav veterindrniho 1ékarstvi, v.v.i.2, Ustav zoologie,

rybarstvi, hydrobiologie a véelarstvi, Mendelova univerzita v Brné’

Uvod
Spolecné s celosvétovym rozvojem akvakultury se zvysuji i pozadavky na diagnostiku a prevenci
chorob ryb. Vhodnym zptisobem posouzeni imunitniho systému ryb a jeho schopnosti reagovat na
podnéty jsou funkéni imunologické metody, mezi které patii i test fagocytarni aktivity (pohlcovani
¢astic). Principem tohoto testu je inkubace fagocytd s fluorescencné znacenymi mikrocasticemi
(zymosan); po inkubaci je intenzita fagocytarni aktivity zméfena pomoci pritokové cytometrie.
Vyhodou této metody je rychlé vySetieni velkého mnozstvi bunék a snadné rozliseni jednotlivych
bunécnych populaci (Korytaf et al. 2013). Pro ucely tohoto testu 1ze leukocyty izolovat z plné krve
hemolyzou v hypotonickém prostfedi — tento zpusob je rychly a finanéné vyhodny (Crippen et al.
2001). Na rozdil od savct byla u ryb fagocytarni aktivita zaznamenana i u B lymfocytl (Qverland
et al. 2010), navic je nutné zohlednit velkou mezidruhovou variabilitu. V ramci tohoto testu je tieba

optimalizovat pfedevsim délku inkubace, inkubacni teplotu a koncentraci mikrocastic.

Material a metodika
Ryby a podminky chovu, odbér vzorki
Pstruzi duhovi (Oncorhynchus mykiss) o primérné hmotnosti 514,78 + 152,90 g a celkové délce
317,56 = 27,97 cm byli odchovéavani v nddrzi o objemu 1000 I na Mendelové univerzité v Brné.
Voda byla nasycena kyslikem na primérnou hodnotu 8,67 mg/1 (tj. 93,5 %), primérna teplota byla
17,9 °C, pH 7,12, N-NH*" 0,55 mg/l, N-NO* 0,11 mg/l a CI" 133,23 mg/l. Ryby byly krmeny
dvakrat denné krmivem BioMar EFICO Enviro 920 Advance. Krev byla odebrana z ocasni zily do
heparinizované stiikacky, pro jednotlivé experimenty byly odebrany vzorky vzdy z osmi ryb.
Test fagocytarni aktivity
PIna krev (50 pl) byla inkubovana s mikrocasticemi (5 pl) zymosanu Alexa Fluor 488 (1 mg/ml)
a Texas Red (2 mg/ml) (Thermo Fisher Scientific). Inkubace probihala pti 15 °C (4 °C, 22 °C)
v inkubatoru bez CO2 po dobu 0 (kontrola) az 3 hodiny. PouZity objem krve zahrnoval 10, 50 a 100
ul. Po uplynuti inkubaéni doby byla k bunikkdm pfiddna EDTA (Sigma-Aldrich; 5 pl) a leukocyty

izolovany hemolyzou v hypotonickém prostfedi (destilovand voda). Izolované bunky byly
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proplachnuty odstfedénim v PBS (5 min, 300 g) a fixovany (Cell Wash). V druhém piipade byly
buiikky hemolyzovany pfedem (100 pul plné krve) a inkubovany s opsonizovanym zymosanem (5 pl),
HBSS (40 pl) a fetalnim bovinnim sérem (10 pl). Rovnéz bylo provedeno srovnani s komerc¢nim
testem fagocytdézy urCenym pro humanni tGcely (Phagotest, Glycotope). Pomoci pritokového
cytometru (BD LSRFortessa) byly vyhodnoceny pocty fagocytujicich bun¢k a intenzita fagocytarni
aktivity. U kazdého vzorku bylo zméfeno nejméné 70 000 ,,events®. Byly identifikovany neutrofily,
monocyty a lymfocyty. Na zakladé fluorescence (zelend — Alexa Fluor 488, Cervend — Texas Red)

byly urceny bunky s fagocytovanymi mikrocasticemi.

Vysledky
Test fagocytarni aktivity byva provadén za riznych podminek — inkuba¢ni doba se mezi autory
pohybuje od 30 min (Sierostawska et al. 2007) do 18 h (Thuvander et al. 1987, Chilmonczyk et al.
1999). V nasem experimentu byla u obou typti mikrocastic zaznamenana vyssi fagocytarni aktivita
pfi pouziti dlouhé doby inkubace — 3 h (Obr. 1). Mezi inkubacnimi teplotami nebyly zjistény
vyrazné rozdily, pfi teploté 15 °C byly vysledky optimalni (Obr. 2). Podobné teploty byvaji uzivany
1 v jinych studiich (Chilmonczyk et al. 1999). Nejvyssi hodnoty fagocytarni aktivity byly dosaZeny
pii pouziti nizkého objemu krve — 10 pl (Obr. 3). Po natedéni mikrocastic byla fagocytarni aktivita
nizsi (data neuvedena). Vyssi hodnoty byly zaznamenany u zymosanu Texas Red, vyssi vSak byly
1 hodnoty kontrolni, coz je pravdépodobné zpiisobeno uchycenim castic na povrch bunék. Z tohoto
davodu byl rovnéz vypocitan pomér fagocytujicich a kontrolnich bunék. Pfi inkubaci izolovanych
leukocyti byly zjiStény nejlepsi vysledky (Obr. 4), procento fagocytujicich bunck bylo tfikrat vyssi
(63 %) nez pii inkubaci plné krve. Komercni Phagotest se v naSem experimentu neosvedeil,

kontroly dosahovaly hodnot az 100 % (Obr. 5).
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Obrazek 1. Fagocyty s pohlcenymi mikrocasticemi zymosanu Alexa Fluor 488 a Texas Red (%)
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Obrazek 2. Fagocyty s pohlcenymi mikrocasticemi zymosanu Texas Red (%) v zavislosti na

inkubacni teploté (4, 15 a 22 °C; 3 h, kontrola =0 h, n = 8).
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Obrazek 3. Fagocyty s pohlcenymi mikrocasticemi zymosanu Alexa Fluor 488 a Texas Red (pomér

inkubovanych a kontrolnich bun€k) v zavislosti na objemu krve (10, 50 a 100 ul; 3 h, 15 °C, n = 8).
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Obrazek 4. Fagocyty s pohlcenymi mikrocasticemi zymosanu Texas Red (%), inkubace

izolovanych bunék a pIné krve (1 h, kontrola =0 h, n = 8).
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Obrazek 5. Fagocyty s pohlcenymi mikrocasticemi zymosanu Texas Red (%), inkubace

izolovanych bunék ve srovnani s komer¢nim testem (Phagotest; 1 h, kontrola =0 h, n = 8).

Zavér
Test fagocytarni aktivity za pouziti zymosanu (Alexa Fluor 488, Texas Red) byl optimalizovan

a nabizi nové moznosti zhodnoceni zdravotniho stavu pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss).
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Detekce alergenu podzemnice olejné v potravinach pomoci kvantovych tecek
Zdenka Javirkova, Ludmila Lunakova, Matej Pospiech, Marie Bartlovd, Hana Béhalova
Ustav hygieny a technologie potravin rostlinného pivodu, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,

Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Z pohledu vetejného zdravi se vyskyt potravinovych alergii nestale zvysuje. Ve svété je alergiemi
postizeno zhruba 4 — 8 % déti a 2 % dospélych. Mezi potraviny zplsobujici vice nez 90 %
potravinovych alergii patfi mimo jiné i podzemnice olejna. Tato alergie patfi nejen mezi ty
potencialn¢ smrtelnou reakei (Sitton et al., 2018). Jedno jadro podzemnice olejné obsahuje asi 200
mg bilkovin. Subjektivni symptomy byly stanoveny u davky 100 pg a objektivni pfiznaky byly u 2
mg alergenu (Al-Muhsen et al., 2003). Alergenni proteiny podzemnice olejné patii zejména mezi
zasobni proteiny semene. Pfi¢emz alergenni protein Ara h 1 zaujima z celkového obsahu bilkovin
podzemnice olejné 12 — 16 % (Palladino and Breiteneder, 2018). Jako prevence osob postizenych
alergii na jadra podzemnice olejné je striktni vyhybéani se konzumaci produkti obsahujici arasidy ¢i
arasidové proteiny €i potravindm s jejich potencidlnim vyskytem (Sitton et al., 2018). Spotiebitel
Casto nespravn¢ oznaCuje ara$idy také jako suché skorapkové plody, coz je zavadéjici pro
alergického spotiebitele. Natizeni ¢. 1169/2011 vSak spravné rozliSuje tyto dvé skupiny alergeni
zvlast.

Cilem projektu byla detekce pfitomnosti jader podzemnice olejné v potravinach

imunohistofluorescenéni metodou s vyuzitim kvantovych tecek (IHF - QD).

Material a metodika

Projekt byl zaméfen na vyvoj nové metody detekce antigenu Ara hl podzemnice olejné
v potravinach.. Byly testovany 3 barveni — cilené barveni PAS Calleja (PC), Lugol Calleja (LC)
a prehledné barveni Hematoxylin Eosin (HE) dle metodiky Pospiech et al (2011). Dal$im krokem
byla vyroba modelovych vzorkl peciva obsahujicich podzemnici olejnou. Vzorky byly pfipraveny
s ptidavkem 0,0001 %; 0,001 %; 0,01 %; 0,1 %; 0,5 %; 1 %; 2,5 %; 5 % a 10 % podzemnice olejné.
Koncentra¢ni fada byla pouzita pro stanoveni detek¢niho limitu vyvijené metody.

Sendvicova imunohistochemickd metoda (IHC) a imunohistofluorescencni metoda byla za pouziti
kvantovych tecek (IHF-QD). Byla pouzita polyklonalni primarni protilatka krali¢iho ptivodu anti -
Ara h1 (INDOOR biotechnologies, USA) v fedéni 1:1500; 1:1000 a 1:500. Pro znaeni primarni
protilatky u IHC metody byl pouzit VECTASTAIN Elite ABC KIT (VectorLaboratories, USA)
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a chromogen HistoGreen (Linaris GmbH., DK). Pozadi fezu bylo dobarveno Jadrovou cerveni.
Pro znaCeni primdrni protilditky byl pouzit konjugat sekundarni protilatky proti kralicimu
Fc fragmentu s navazanymi CdSe/ZnS QDs s emisemi 525, 585 a 655 nm (Invitrogen, JPN).
Kiizova reaktivita s pfibuznymi proteiny dalSich potencidlné alergennich surovin byla ovéfena na
suchych skotapkovych plodech, s6ji, mléku a pSenici.

Obnova antigenu byla testovana s citraitovym pufrem, pufrem Citrdt EDTA a pufrem chloridu
hlinitého.

Pro moznosti stanoveni specifity a senzitivity bylo testovano 30 vzorkl z trzni sité. Vzorky z trzni

sit¢ byly, stejné jako vzorky modelové zpracovéany technikou parafinovych fezi.

Vysledky
Na zéklad¢ porovnani vysledkii histochemickych barveni bylo jako nejvhodnéjsi zvoleno barveni
PAS — Calleja, které nejlépe zvyraznilo jednotlivé struktury podzemnice a suchych skotfapkovych
plodt. Obecna mikroskopicka struktura jader podzemnice olejné a suchych skotapkovych plodu si
je velmi blizka. VSechny tyto struktury obsahuji v kotyledonech v parenchymatické vrstvé zejména
Skrobova zrna, bilkovinna téliska a tuk. RozliSeni jednotlivych druhli skotfdpkovych plodi
a podzemnice olejné je tedy nazdklad¢ jejich mikroskopickych struktur pro nezkuSeného
hodnotitele velmi obtizné. Zaroven je slozita i identifikace jader, ktera jsou dale technologicky
zpracovavana (napt. mélnéni) (Lunakova et al., 2018; Hohmann, 2007; Young and Schadel, 1990).
Proto bylo tfeba rozvijet dal§i metody detekce podzemnice olejné v potravinovych matricich, coz
bylo také hlavnim cilem tohoto projektu. Dosazené znalosti struktury jednotlivych druhi jader byly
vyuzity pro kontrolu spravného postupu pouzitych metod z pohledu specifického navazani
protilatek na proteinova téliska arasidii. V ramci projektu byla testovana a modifikovana THC
metoda a vytvofena nova THF-QD metoda pro prikaz podzemnice olejné. Vysledky ziskané
imunofluorescenéni metodou s kvantovymi teckami (Obrazek 1) byly srovnavany s vysledky
imunohistochemické metody za vyuziti chromogenu HistoGreen (Obrazek 2) pro znaceni alergenu
a barveni pozadi pro ziskani vhodného kontrastu pomoci barveni Jadrova Cerven. Dale byl testovan
kvantovy vytézek tii komercéné dostupnych CdSe/ZnS QD s emisemi 525, 585 a 655 nm (Byers et
al., 2011). Jako nejvhodnéjsi pro vyuziti v imunofluorescen¢nim prikazu podzemnice olejné byl
konjugat s QDs o vlnové délce 585 nm. Metoda s pouzitim QDs byla u modelovych vzorka
vhodnéjsi z divodi nespecifické vazby HistoGreenu na tukové ¢astice. U obou metod (IHC I THF-
QD) nebyla potvrzena kiizova reakce s jinymi druhy alergenti a jako nejvhodnéj$i koncentrace
fedéni polyklonalni primarni protilatky krali¢iho plivodu anti - Ara hl bylo fedéni 1:500. Co je ve

shodé s fedenim primérnich protilatek pro dalsi rostlinné alergeny. (Pospiech et al., 2009; Rezacova
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Lukaskova et al., 2010) Daéle byly testovany tii druhy pufri slouzicich pro obnovu antigenu. Jako
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Obrazek 1: IHF-QD metoda (585 nm) - Obrazek 2: IHC metoda - modelovy vzorek
modelovy vzorek s obsahem 1 % jader s obsahem 1 % jader podzemnice

podzemnice olejné.(Protein — oranzova) olejné.(Protein — zelend)

Na zaklad¢ vySetteni modelovych vzorkil a vzorki z trzni sit€ byly analyzovany parametry, jako je
deteke¢ni limit, senzitivita a specifita metody ve shod¢ s ovérovanim kvalitativnich metod (Pospiech
et al., 2014). Aby bylo mozné analyzovat senzitivitu a specifitu metody bylo vySetfovano 15 vzork
z trzni sité s deklarovanym obsahem podzemnice olejné a 15 vzorkli bez jejiho deklarovaného
obsahu. Detekéni limit byl hodnocen na zéklad¢ vytvofenych modelovych vzorkl s definovanym
obsahem alergenni sloZky - jader podzemnice olejné. Detekéni limit byl stanoven na 0,0001 %.
Spravnost neboli senzitivita testu je schopnost pomoci metody rozpoznat skute¢né pozitivni vzorky.
Senzitivita [HF- QD metody dosahovala hodnoty 0,93. To znamena, Ze vysledek IHF-QD analyzy
byl pozitivni v piipadé, ze vyrobek skutecné¢ obsahoval alergen podzemnici olejnou. Specifita
metody je jeji schopnost rozpoznat vzorky, které skute¢né neobsahuji alergen podzemnici olejnou,
tzn., ze vysledek analyzy se projevil jako negativni. Specifita metody IHF-QD dosahovala hodnoty

1. VSechna validaéni kritéria byla vyhodnocena po anonymni analyze vzorkd.

Zavér
Podzemnice olejna je pridavana do Siroké Skaly potravindiskych vyrobkil, a proto je z pohledu
jejiho alergenniho potencialu kladen daraz na vyvoj detekénich metod. V tomto projektu byla
vyvinuta a implementovana nova imunohistofluorescencni metoda s vyuzitim kvantovych tecek pro
znaceni alergenniho proteinu Ara hl.
Nejlepsiho kontrastu bylo dosaZeno pfi koncentraci primarni protilatky 1:500, pficemZz nejvyssi

kvantovy vytézek (nejsilngjsi kontrast) vykazovali QDs o vinové délce 585 nm. S ohledem
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na hodnoceni vysledkil z analyzy modelovych vzorkl a vzorki z trzni sité, mizeme fici, ze se jedna
o velmi senzitivni a specifickou metodu s detek¢nim limitem 0,0001 %. Vyvinutou metodu bude

mozné po modifikaci nékterych kroki vyuzit pro analyzu dalSich potravinovych alergeni.
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Hodnoceni mikrobiologické kvality prostiedi vyrobnich stfedisek v provozovnach
stravovacich sluZeb v navaznosti na bezpecnost pripravovanych pokrmu

Josef Kamenik, Katefina Bogdanovi¢ova, Simona Kiepelova, Jan Strejéek, Jana Sustova

Ustav gastronomie, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindarni a farmaceuticka univerzita

Brno
Uvod

Provozovny stravovacich sluzeb, jako jsou restaurace, kantyny nebo Skolni jidelny, patii v Evropé
hned po domécnostech na druhé misto vzniku hromadnych onemocnéni z potravin (EFSA, 2015;
EFSA, 2017; Schlinkmann et al., 2017). Nejcastéjsi pfi¢inou hromadnych alimentarnich
onemocnéni jsou bakterialni ptivodci, pfip. bakterialni toxiny, pokud se podafi epidemiologickym
Setfenim priivodce prokazat (EFSA 2016; EFSA 2017). V roce 2016 patfili mezi nejcastéjsi
bakterialni plivodce hromadnych alimentarnich onemocnéni v EU zastupci rodu Salmonella,
Campylobacter a STEC (EFSA, 2017). Podle Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2003/99/ES
o sledovani zoono6z a jejich pavodct patii mezi sledované zoonodzy vcetné jejich puvodcit v
¢lenskych statech EU mimo jiné kampylobakteridza, listeridza, salmoneldza a jejich piivodci a
verotoxigenni E. coli. Cilem studie bylo zhodnotit vyskyt bakterii E. coli se zaméfenim na STEC,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. a Listeria monocytogenes ve

vybranych provozovnach stravovacich sluzeb.
Material a metodika

Odebirané vzorky

Byla sledovana mikrobiologické kontaminace 11 provozoven stravovacich sluzeb. Vzorky byly
odebrany technikou stérii za pouziti abrazivnich houbicek z prostfedi vyrobniho stediska
provozovny (n = 151) a rukou pracovnikt (n = 125). Vzorky z prostfedi provozoven pifedstavovaly
stéry z pracovnich ploch, zafizeni ptfichazejicich do pfimého styku s potravinami nebo madel
pristrojového vybaveni ad., povrch rukou pracovnikti byl monitorovam prosttednictvim tzv. glove-
juice testu (Waterman et al., 2006). Bylo odebrano rovnéz 21 vzorkli hotovych pokrmi. Celkem
bylo mikrobiologicky hodnoceno 297 vzorki.

Mikrobiologické vySetieni

Detekce E. coli byla provadéna dle ISO 16649 - 2, a to po pomnozeni vzorku v pufrované
peptonové vode (Oxoid, Hampshire, UK) pii 37 °C po dobu 24 hodin s naslednou kultivaci na TBX
agaru (44 °C, 24 h) (Oxoid, Hampshire, UK). Z kazdého pozitivniho vzorku byly do studie

zatfazeny 1 - 3 izolaty suspektnich E. coli. Konfirmace suspektnich izolatt spocivala v detekci
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oxidazy (OXItest, Erba-Lachema, Brno, CZ) a v posouzeni tvorby indolu (COLItest, Erba-
Lachema, Brno, CZ).

K detekci geni kodujicich vybrané faktory virulence - eaeA, hly, stx1 a stx2 byla pouzita
polymerazova fetézova reakce (PCR). Reakéni objem €inil 25 pl a k amplifikaci byla pouZita taq -
Purple DNA polymeraza s MgCl2 (Top-Bio, Vestec, CZ). Detekce faktorti virulence byla
provedena pomoci multiplex PCR podle autorii Fagan et al. (1999), v 25 ul reakéni smési byl pouzit
PCR QIAGEN Master mix (Qiagen, Hilden, GE). Produkty PCR byly analyzovany gelovou
elektroforézou ve 2% agaroze (Serva, Heidelberg, GE) s naslednou vizualizaci na transiluminéatoru
po obarveni ethidium bromidem (MERCK, Darmstadt, GE).

Pro stanoveni B. cereus bylo pouzit¢ ziviné médium obsahujici selektivni slozku inhibujici rist
doprovodnych mikroorganismti, MYP-Mannitol Yolk Polymyxine B agar (CADERSKY-
ENVITEK, Brno, CZ). Stanoveni probihalo dle ISO 7932. Po pomnoZeni pfi teploté 37 °C po dobu
24 hodin néasledovala kultivace s pouzitim vyse uvedeného média, pti 30 °C po dobu 24 hodin.
Identifikace izolatd byla provedena pomoci sledovani tplné hemolyzy na krevnim agaru (BioRad,
California, USA) a konfirmace suspektnich kment B. cereus byla provedena metodou
polymerazové fetézové reakce (PCR), a to detekci genu gyrB koddujiciho podjednotku B DNA
gyrasy (Yamada et al., 1999).

Pritomnost bakterie S. aureus byla provadéna podle ISO 6888 - 1. Po pomnozeni pii teploté 37 °C
po dobu 24 hodin nasledovala kultivace s pouzitim média Baird - Parker (Oxoid, Hampshire, UK).
Identifikace izolatli byla provedena pomoci biochemického testu volné koaguldzy a konfirmace
suspektnich kment S. aureus byla provedena metodou polymerazové tetézové reakce (PCR), a to
detekci specifického tiseku SA442 (Martineau et al., 1998).

Pfitomnost bakterie L. monocytogenes byla stanovena podle ISO 11290 - 1, primarnim
pomnozenim v poloviénim Fraser médiu (Oxoid, Hampshire, UK) pii 30 °C po dobu 24 hodin s
naslednym vyockovanim do plného Fraser média (Oxoid, Hampshire, UK) pti 37 °C po dobu 24 -
48 hodin. Vyockovani bylo provedeno na ALOA Agar (BioRad, California, USA) a kultivace
probihala pti 37 °C po dobu 24 - 48 hodin.

Salmonella spp. byla detekovana podle ISO 6579. Po pomnozeni v pufrované peptonové vodé
(Oxo0id, Hampshire, UK), probé&hlo selektivni pomnozeni v médiich RVS a MKTTN (Oxoid,
Hampshire, UK) pii teploté¢ 42 °C a 37 °C po dobu 24 hodin. Poté nésledovalo vyockovani na
média RAMBACH (MERCK, Darmstadt, GE) a XLLD (Oxoid, Hampshire, UK).

Vysledky

Vysledky mikrobiologického vySetteni jsou uvedeny v tabulce.
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Typ charakter | n Bacillus | Staphylococcu | Escherichia | Salmonell
provozovny | vzorku cereus s coli a spp.
aureus
zavodni prostiredi | 94 | 46 (48,9%) 18 (19,1%) 15 (16,0%) 0
stravovani
(n=8) personal | 72 | 13 (18,1%) 13 (18,1%) 9 (12,5%) 0
pokrmy | 17 | 8 (47,1%) 3 (17,6%) 3 (17,6%) 0
Skolni prostiedi | 50 | 29 (58,0%) 23 (46,0%) 4 (8,0%) 1
stravovani
(n=2) personal | 49 | 22 (44,9%) 19 (38,8%) 3(6,1%) 0
pokrmy 4 2 2 1 0
restaurace | prostredi | 7 3 (42,9%) 3(42,9%) 1 (14,3%) 0
(n=1)
personal | 4 1 3 0 0
celkem prostiedi | 151 | 78 (51,7%) 44 (29,1%) 20 (13,2%) | 1(0,7%)
(n=11)
personal | 125 | 36 (28,8%) 35 (28,0%) 12 (9,6%) 0
pokrmy | 21 | 10 (47,6%) 5(23,8%) 4 (19,6%) 0

Z prostredi osmi provozoven stravovacich sluzeb kategorie zavodniho stravovani (n=94) byl
nejCastéji izolovan B. cereus (48,9 % vzorki), dale potom S. aureus (19,1 % vzorkl) a E. coli (16,0
%). Personal téchto provozoven (celkem vySetfeno 72 vzorkli povrchii rukou) byl kontaminovan
bakteriemi B. cereus v mensi mife, nez tomu bylo u vzorkl prostiedi. V ptipadé S. aureus a E. coli
(12,5 %) byly izolaty uvedenych bakterii ziskany v ptiblizné shodnych podilech, jako tomu bylo ze

vzorkl prosttedi. V zadném vzorku nebyla prokazana Salmonella spp., L. monocytogenes nebo

STEC.

V pftipadé prostifedi dvou skolnich kuchyni (n=50) bylo 58 % vzorkli pozitivnich na pfitomnost B.
cereus, 46 % pozitivnich na S. aureus a 8 % na E. coli. V jednom ptipadé byla izolovana
Salmonella Agona (stér rukojeti ocilky v hrubé ptipravé masa; opakovany stér po 20 dnech byl jiz

negativni). Ruce persondlu poskytly nepatrné nizsi podily zachytu izolatli ve srovnani s prostfedim.

L. monocytogenes nebo STEC nebyly zjistény v zadném odebraném vzorku.
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Relativné vysoké zachyty B. cereus i S. aureus odpovidaly naleziim téchto bakterii v odebranych
vzorcich hotovych pokrmii (B. cereus 47,6 %; S. aureus 23,8 %), 1 kdyz kvantitativn¢ byly oba
sledované druhy prakticky na urovni detekce a nepfedstavovaly pro konzumenty zadné
bezprostifedni ohroZeni.

Piinosem tohoto projektu bylo ziskani Udaji o aktudlnim vyskytu potencidlnich plvodct
alimentarnich onemocnéni v prostiedi stravovacich sluzeb. Zjisténi urovné kontaminace a zejména
zjisténi zdroji této kontaminace v prostfedi provozoven stravovacich sluzeb mize byt vyznamné

pro zavedeni preventivnich opatieni v praxi.
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Charakterizace enterobakterii rezistentnich k cefalosporiniim a karbapenemim z odpadnich vod

metodou celogenomového sekvenovani
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Uvod

Beta-laktamova antibiotika, predev§im cefalosporiny a karbapenemy, se fadi mezi
nejvyznamnéj$i antimikrobidlni latky soucasné mediciny. Naristajici vyskyt bakterii z celedi
Enterobacteriaceae produkujicich Sirokospektré beta-laktamézy (enzymy hydrolyzujici peniciliny,
cefalosporiny (prvni, druh¢ a tieti generace) a aztreonam) a karbapenemazy (enzymy hydrolyzujici
beta-laktamovy kruh jiz zminénych skupin antibiotik a navic i karbapenemtl), stoji za zvySujici se
nemocnosti a umrtnosti jak lidi, tak zvifat. Mezi nejcastéjsi skupiny beta-laktamaz fadime enzymy
TEM, SHV, OXA a CTX-M, i1 kdyz ne vSechny jejich varianty maji Sirokospektralni aktivitu. Mezi
vyznamné karbapenemazy patii serinové karbapenemdzy (zejména KPC, skupina OXA-48) a
metalo-beta-laktamazy (VIM, IMP, NDM).!%

Velmi alarmujici je zvySujici se prevalence bakterii rezistentnich k antimikrobialnim latkam
v Zivotnim prostiedi b&hem poslednich let. Cistirny odpadnich vod (COV) piedstavuji misto, kde se
misi odpadni vody rtzného pivodu (méstské, nemocnicni, primyslové ¢i zemédélské). Diky
faktorim jako je vhodna teplota, vysoké mnozstvi bakterii, obsah organickych latek, rezidui
antibiotik, t&Zkych kovi a apod., poskytuji COV vhodné podminky pro horizontalni pfenos genti
rezistence. Neddvné studie dokumentuji zvySujici se vyskyt rezistentnich bakterii v odpadnich
vodéch a to i na odtoku z COV, coz poukazuje na nedostateénou i¢innost procesti pouzivanych pfi
¢isténi odpadnich vod pro odstranéni patogennich mikroorganismi.?*>

Tato studie byla zaméfena na rezistentni gramnegativni bakterie ziskané z brnénskych odpadnich
vod. V ramci projektu bylo charakterizovano 78 izolatd Escherichia coli produkujici Sirokospektré beta-
laktamazy (ESBL, zanglického Extended-Spectrum Beta-Lactamase) a AmpC beta-laktamazy metodou
celogenomového sekvenovani, byla uréena prevalence enterobakterii produkujici karbapenemazy a tyto

rezistentni izolaty byly dale typizovany fenotypovymi a genotypovymi metodami.
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Material a metodika

Na podzim roku 2016 bylo odebrano Sest rtiznych vzorkd vod. Tti vzorky pochézely z Fakultni
nemocnice Brno Bohunice: 1) pfitok z nemocniéni COV — odpadni voda pfedevsim z infekénich klinik, 2)
precisténa voda na odtoku z nemocni¢ni COV, 3) surova odpadni voda z nemocnice vedena kanalizaci do
COV Brno Modtice. Dale byly odebrany dva vzorky na piitoku a odtoku COV Brno Modfice a jeden vzorek
z feky Svratky nad vypusti precisténé odpadni vody z COV Brno Modtice. Ze vzorkd vod byly selektovany
enterobakterie rezistentni k cefalosporinim a karbapenemtim. Na zédkladé rozdilné pribuznosti izolatd,
detekovaného genu rezistence a spektru citlivosti k riznym antimikrobialnim latkam (data ziskéna v rdmci
jiného projektu) byl vybran reprezentativni soubor 78 izolati E. coli produkujici ESBL nebo AmpC beta-
laktamazy, které byly celogenomové sekvenovany na piistroji MiSeq nebo NextSeq (Illumina). Ziskana data
byla bioinformaticky zpracovana za pouziti software Trimmomatic-0.36, SPAdes 3.11.0 a néstroji ResFinder
3.0 a MLST 1.8 voln¢ dostupnymi na http://www.genomicepidemiology.org. Pfibuznost izolatd byla
stanovena analyzou jednonukleotidovych polymorfismi (SNPs) v core genomu’ za pouziti referenéniho
genomu E. coli ABWA45 (acession nr. PRINA391287) a fylogeneticky strom byl vizualizovan softwarem
iTOL v4.

U izolatl se sniZenou citlivosti k meropenemu byla provedena detekce geni rezistence pro produkcei
karbapenemaz (blawp, blaxec, blanom, blaoxa-4s, blaviv, blang) metodou PCR® a sekvenaci amplikond. U
izol4td nesouci vyse zminény gen rezistence byla testovdna karbapenemazova aktivita’ a uréena pfibuznost

izolatd metodou pulzni gelové elektroforézy za pouziti enzymu Xbal.

Vysledky

Z celkového poctu 158 izolath E. coli produkujicich ESBL nebo AmpC beta-laktamazy bylo 78
izolatd celogenomové sekvenovano. Tyto izolaty pochdzely ze vSech typl vzorkovanych vod az na odtok
z nemocni¢ni COV, kde je do procesu ¢isténi zatazena chlorova dezinfekce, ktera u¢inné eliminuje bakterie.
71 izolath neslo gen blactx-m (91 %; n=78; z toho 49 izolatd variantu blacrtx-m-15), dale byl u 41 izolati
detekovan gen blatem-1 (53 %; n=78) a u 27 izolath gen blaoxa (varianty blaoxa-1-2-10). Z AmpC beta-
laktamaz byl u 5 izolatd detekovan gen blacmy> a u dvou izolatd gen blapua-1. Izolaty nesly dalsi geny
rezistence ke skupinam antibiotik, jako jsou aminoglykosidy, sulfonamidy, tetracykliny, fluorochinolony,
makrolidy, trimethoprim a amfenikoly. Nejcastéjsim sekvenc¢im typem byl ST131 detekovany u 8 izolatd (10
%; n=78). Fylogeneticky strom prokazal vysokou genetickou variabilitu sekvenovanych izolatd.

Fylogeneticky strom a detailngjsi charakteristika izolat je uvedena na Obrazku €. 1.

Z celkového poctu 180 izolath se snizenou citlivosti k meropenemu byl u 3 kment Enterobacter asburiae
detekovan gen blaviv-1 (1,7 %; n=180), tyto kmeny byly producenty karbapenemdz a velmi variabilni

(ptibuznost 88,4 % a 59,2 %; viz Obrazek €. 2). Zastoupeni genti rezistence je shrnuto v Tabulce €. 1.
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Obrazek ¢. 1 — Fylogeneticky strom izolati E. coli s vyznaenym pilivodem, ST typem a variantou

CTX-M-beta-laktamazy

CTX-M betalaktaméza
] CTX-M-1
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B Reka Svratka

Tree scale: 0.1

Tabulka €. 1 — Molekularni charakterizace izolati Enterobacter asburiae nesoucich gen blayiv.i

Izolat ?uv’od PFGE Geny rezistence**
izolatu *
wre X blay.1, , strA, aph(6)-1d, aac(3)-1la, ,
E. asburiae BP16m/1 pritok C.OV 1
nemocnice aph(3')-Ia, aadAl, qnrBl, , mph(A), sull
blaviv-i, blactx-mais, blacmy-16, blaoxa-1, blaACT—6,aph(3 '9-Ib,
, piitok COV . aac(3)-Ila, aph(3)-1a, :
E. MP4m/4 2
asburiae m/ mésto a aadAl, gnrBl, , mph(A), , sul2, sull, tet(A),
dfrA14
. blaviv-1, blaoxa-10, blaoxa-1, , aph(3')-1a,
. odtok COV
E. asburiae MO13m/20 mésto Zb aac(6')-1b-cr, aac(6')-1l, ant(2")-1a, qnrS2, , catB4,
sull

*Kmeny s piibuznosti PFGE profild >85% jsou zafazeny do stejné skupiny znacené ¢islem (1, 2). Kmeny ze stejné
skupiny s piibuznosti PFGE profili <100% jsou oznaéeny pismeny (la, 1b,...); **Sedé barva pisma zna¢i shodu
sekvence genu s referenci <100 — 95 %.
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Obrazek ¢. 2 — Dendrogram pribuznosti izolati E. asburiae nesoucich gen blaviv-1

[%2 & 8 =g B
Y EP16m/1
592 L MP4m/4
MO13m/20

Zavér

Studie upozoriiuje na odpadni vody jako vyznamny zdroj multirezistentnich kmend FE. coli
produkujici ESBL i enterobakterii nesouci geny ud¢lujici rezistenci ke karbapenemim. Je zde
zdokumentovana nedostate¢na eliminace rezistentnich bakterii béhem cCistirenskych procest a jejich nasledné
Siteni do zivotniho prostfedi. Ve studii byla detekovana vysoka prevalence klonu E. coli ST131, ktery je
celosvétoveé povazovan za humanni patogen zptsobujici zavazné infekce. Nejcastéjsim detekovanych genem
zodpovédnym za produkci ESBL byl gen blacrxm, pfedevSim jeho varianta blactxm-is. Zachyt 5
multirezistentnich izolati FEnterobacter asburiae nesoucich gen blayiv je velmi znepokojivy, nebot
karbapenemy jsou povazovany za antibiotika posledni volby v boji proti bakterialnim infekcim zptisobenych

enterobakteriemi.
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Uvod

Dostupnost zivin z potravin muze ovliviiovat mnoho faktor. Rizné tepelné procesy upravy
potravin zahrnuji rizné podminky, jako je Cas, teplota a médium vateni, proto tyto technologie
mohou mit vliv na bioaktivitu zivin. Kulinaisky postup sous vide je tepelnd uprava surovin nebo
surovin a ptisad balenych vakuové v termostabilni folii za kontrolovanych podminek teploty a ¢asu
(Baldwin, 2012). V technologii sous vide jsou pouzivany niz$i teploty oproti tradi¢nim
technologiim, pfiblizné¢ 60° C, s delSim ¢asovym intervalem (2 — 48 hod). Vafeni potravin je
dilezitym postupem vedoucim ke zlepSeni vlastnosti potravin, jako je textura, mekkost a chut,
avSak muze vést ke zméné¢ chemické formy Zivin, a tim 1 ke zméné¢ jejich dostupnosti pro absorpci
lidskym télem. Béhem tepelného zpracovani je urychlena degradace bilkovin, ale dochézi ke ztraté
hmotnosti a vody, které méni fyzikalné chemické a vyzivové vlastnosti potravin (Domingo, 2011).
Cilem nasi prace bylo stanovit obsah vybranych prvka (Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn a Cu) ve vepiovém
mase a ve Stave z vepirového masa po piipraveé technologii sous vide v porovnani s obsahem prvki
po pfipravé tradicnimi kulinarnimi technologiemi. Pfi ptipravé technologii sous vide byly
porovnavany razné teplotni rezimy v rozsahu 53° C az 70° C a rtizné doba ptipravy - 2 hod, 3 hod, 4
hod, 6 hod, 12 hod a 18 hod. Cilem prace bylo také zhodnotit vliv rizné tepelné upravy na

zachovani zivin ve veprovém mase.
Material a metodika

Vzorky veprové pecené bez kosti byly pripraveny technologii sous vide pii teplotnich rezimech
53°C,55°C,60°C, 65°C a70°C, doba ptipravy byla 2 hod, 3 hod, 4 hod, 6 hod, 12 hod
a 18 hod. K pfipravé vzorkli byla pouZita i tradi¢ni tepelnd Uprava — vateni (100 ° C, 1 hod),
grilovani (200° C, 6 min), peceni (160 ° C, 1,5 hod). Takto upravené vzorky byly dale ihned
zpracovavany, a nebo hluboce zamrazeny pii teploté -18 © C. Pfed mineralizaci na mokré cesté byly
piipraveny homogenizované vzorky. Mineralizace probihala v uzavieném systému smési kyseliny
dusi¢né a peroxidu vodiku. Tlakovy rozklad probihal ve dvou stupnich s maximem teploty 200° C
a mikrovlnou silou az do 1 000 W. Obsah jednotlivych prvka byl stanoven metodou atomové

absorp¢ni spektrometrie na pfistroji ContrAA 700 (Analytik Jena AG, Jena, Némecko). Obsah Na,
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K, Mg, Zn byl stanoven metodou plamenové atomizace FAAS s plamenem acetylen-vzduch, obsah
vapniku metodou FAAS s plamenem acetylen-oxid dusny, obsah Cu a Fe byl stanoven metodou
elektrotermické atomizace ETA-AAS. Obsah jednotlivych prvkii byl stanoven ve vzorcich vepfové
pecené a také ve vzorcich $tévy zvepifové pefené¢ upravenymi uvedenymi kulindrnimi
technologiemi a déle ve vzorcich Cerstvého masa. Ze standardnich roztokt prvkii o koncentraci 1 g/l
byly pro jednotlivé prvky pfipraveny fady 4 az 5 kalibrac¢nich roztokd. Kalibrace pro stanoveni
vapniku byla pfipravena v prostiedi roztoku lanthanu 1 g/l. Spravnost metody byla ovéfena pomoci
standardniho referen¢niho materidlu 1566 b (Oyster tissue, National Institute of Standards and
Technology U.S.). Referen¢ni material byl rozlozen a proméfen stejnou metodou jako vzorky.
Deklarované obsahy v referen¢nim materialu jsou Na (0,3297 + 0,0053 %), K (0,652 +0,009 %),
Mg (0,1085 + 0,0023 %), Ca (0,0838 + 0,0020 %), Cu (71,6 + 1,6 mg/kg), Zn (1 424 + 46 mg/kg)
a Fe (205,8 £+ 6,8 mg/kg).

Vysledky

V tabulce 1 jsou uvedeny vinové délky, pii kterych probihala analyza, dosazené limity a citlivosti

stanoveni jednotlivych prvka.

Prvek Vinovad délka  Limit detekce Limit I:V glgovem Citlivost stanoveni R Regresni rovnice
A (nm) LOD (mg.l') (mg.1) (mg.l') y=a+bx
Na 589,592 0,1493 0,5505 0,4457 0,9919 'y =10,0300+0,4457x
K 769,897 04173 1,549 0,2802 0,9878 'y =0,0417+0,2802x
Mg 202,582 0,4363 1,686 0,0261 0,9978 y =0,0022+0,0261x
Ca 422,673 0,1345 0,5077 0,2563 0,9949 'y =10,0143+0,2563x
Cu 324,754 1,647*107 6,189*1073 0,0034*1073 0,9987 'y =0,0029+0,0034x
Zn 213,857 0,0627 0,2535 0,3178 0,9971 'y =0,0005+0,3178x
Fe 248,327 3,631*107 14,63*1073 0,0147*1073 0,9962 y=0,1463+0,0147x

Tabulka 1 Stanovené parametry a podminky méteni u jednotlivych prvka

Srovnani koncentraci jednotlivych prvkti (Na, K, Mg, Ca, Cu, Zn a Fe) ve vepfovém mase
a ve §taveé z veprového masa je uvedeno v grafech (obrazek 1). Obsah sodiku a drasliku byl vyssi
ve §taveé v porovnani s hodnotami obsazenymi v mase. Prvky zinek a méd’ prechéazely do stéavy
omezené, stanoveni Zn a Cu ve $taveé bylo proto provedeno metodou elektrotermické atomizace.
A 1 touto metodou bylo stanoveni Cu bylo pod mezi detekce. Nejvyssi koncentrace vSech prvka
byla stanovena v peceném mase, stejné tak i ve $tavé z peceného masa. Koncentrace sodiku se
pohybovala v rozmezi 304,8 — 820,4 mg/kg, nejnizsi koncentrace byla u masa vareného, nejvyssi

u masa peceného.
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Obrazek 1. Zavislost koncentrace prvki na metodé tepelné tpravy (C = &erstvé maso, SV = sous vide —

teplotni rezim/¢as, G = grilovani, V = vateni, P = peceni

Statistick¢ vyhodnoceni vSech teplotnich reziml a doby pfipravy technologii sous vide je uvedeno
v tabulce 2. Nejnizs§i koncentrace Na (355,3 mg/kg) byla u teplotniho rezimu 70° C s dobou
ptfipravy 4 hod, nejvyssi koncentrace Na (473,2 mg/kg) u rezimu 60° C po dobu 2 hod. Obsah
drasliku se pohyboval vrozmezi 2 643,2 — 4 524,7 mg/kg. U technologie sous vide se obsah
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drasliku v mase pohyboval v rozmezi 3 630,4 — 4 360,2 mg/kg, ve stavé 5 705,3 — 6 646,3 mg/kg.
Primérny obsah hoi¢iku v mase pfipraveném technologii sous vide pfi riznych teplotnich rezimech
byl 325,5 mg/kg, ve stavé 363,4 mg/kg, podobné¢ tomu bylo i u masa Cerstvého (340,0 mg/kg).
Obsah vapniku se pohyboval v mase v rozmezi 52,4 — 154,2 mg/kg, ve §tavé 37,6 — 235,8 mg/kg, u
technologii sous vide to bylo u masa 52,4 — 67,4 mg/kg, ve §tave pak 37,6 — 58,0 mg/kg. Nejnizsi
koncentrace médi byla u masa ptipraveného technologii sous vide pii teplot¢ 60° C po dobu
piipravy 12 hod (0,21 mg/kg), nejvyssi koncentrace u pec¢eného masa (1,53 mg/kg), u technologie
sous vide byla stanovena nejvys$si koncentrace médi u ptipravy pii 70° C po dobu 4 hod (0,64
mg/kg). Ve stavé byly hodnoty pod mezi detekce. Koncentrace zinku se pohybovala v rozmezi
14,89 — 48,19 mg/kg u masa, prvek zinek prechazel do §tavy omezené (1,01 — 11,85 mg/kg). Obsah
zeleza byl v rozmezi 2,07 — 12,01 mg/kg v mase, ve staveé 2,37 — 6,65 mg/kg. U technologii sous
vide byl obsah Zeleza v rozmezi 4,84 — 8,83 mg/kg v mase, 2,37 — 5,11 mg/kg ve Stave.

Na [mg/kg] K [mg/kel Mg [mg/kg] Ca[mg/kg] Cu [mg/kg] Zn [mg/kg] Fe [mg/kg]
maso Stava maso Stava maso Stava maso Stava maso Stava maso Stava maso Stava
Pramér | 429,1 595,0 3943,0 6086,6 325,5 363,4 57,9 44,9 0,47 19,2 2,6 6,75 3,71
SD 35,8 52,4 258,9 249,8 18,3 23,2 4,7 5,9 0,13 § 2,2 1,3 1,29 0,85
Rozptyl | 1180,6 2532,6 | 61867,5 | 57607,7 307,9 498,9 20,2 32,0 0,02 % 4,3 1,6 1,55 0,66
Median| 439,6 611,8 3809,4 6008,2 331,2 355,1 57,8 44,5 0,50 % 19,2 2,6 6,58 3,52
MIN 355,3 503,1 3630,4 5705,3 286,8 332,5 52,4 37,6 0,21 IS 14,9 1,0 4,84 2,37
MAX 473,2 676,7 4360,2 6646,3 348,6 402,6 67,4 58,0 0,64 —ch 22,9 6,5 8,83 511
ROZpéﬁ 117,9 173,6 729,8 941,0 61,8 70,1 15,1 20,4 0,43 8,0 5,5 3,99 2,74

Tabulka 2 Statistické vyhodnoceni prvkii v mase a ve §tavé — technologie sous vide s riiznymi
teplotnimi rezimy a dobou pfipravy

Zavéry
Byly porovnany rizné technologie pfipravy potravin — vateni, grilovani, peceni a technologie sous
pripravé masa vafenim, nejvyssi obsah byl u vSech zastoupenych prvki v peCeném mase, stejné
tomu bylo i1 ve §taveé z peceného masa. Rozdilny teplotni rezim a doba pfipravy u technologie sous
vide také ovliviioval obsah prvkli v mase a ve §tave. Obsah prvkl sodiku a drasliku ve staveé byl
vy$§i nez v mase, naopak zinek do Stavy prechdzel omezené¢ a méd’ ve §taveé byla dokonce pod

mezi detekce pfistroje.
Seznam literatury:
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Vliv minoritniho mykotoxinu enniatinu B na stravitelnost suSiny in vitro
Adam Malek, Vendula Stoklasova, Marie Dvorakova, Ludmila K¥izova

Ustav vyzivy zvirat, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterindrni a farmaceutickad univerzita

Brno
Uvod:

Enniatiny patii mezi cyklické hexapeptidové mykotoxiny a jsou syntetizovany mnohymi
plisnémi ze skupiny Fusarium spp. (Stepien a Waskiewicz, 2013). Zejména pak Fusarium
subglutinans, F. proliferatum a F. tricinctum. Doposud bylo identifikovano 27 enniatind (Cuomo et
al., 2013). Mezi nejvyznamné;jsi patii enniatiny A, Al, B a B1, protoze byvaji nejcastéji detekovany

v potravinach nebo krmivech (Jestoi, 2008).

Enniatiny vykazuji antibioticky (proti Bacillus subtilis, Mycobacterium spp., Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli), antimykoticky, insekticidni, fytotoxicky a
cytotoxicky efekt. Dokdzi se totiz inkorporovat do bunécnych membran, kde vytvareji pasivni
kation-selektivni kanaly (Sebastia et al., 2011, Prosperini et al., 2013, Ivanova et al., 2017). Pfes
indukci apoptézy mitochondrialni cestou, ¢i nekrézou spojenou s lysozomdlnim poSkozenim maji

téz cytotoxicky efekt a to jiz pii nizkych koncentracich.

Akutni expozice u piezvykavci se pohybuje mezi 32,5 pg/kg a 32,6 ng/kg. Expozice
chronicka byla stanovena v rozmezi 3,30 pg/kg a 8,26 pg/kg. (EFSA, 2014). Tyto hodnoty byly
stanoveny na zadkladé vyskytu enniatini v jadrnych krmivech. Vzhledem ktomu, Ze byl
zaznamenan 1 jejich vyskyt vobjemnych krmivech (napf. ZachariaSova et al., 2014), lze
predpokladat, Ze akutni expozice bude vyssi. Cilem prace proto bylo pomoci in vitro metod zjistit
vliv minoritniho mykotoxinu enniatinu B v hladinach odpovidajicich akutni expozici a jejimu

dvojnésobku na stravitelnost susiny smésné krmné davky objemného a jadrného typu.
Material a metodika

Enniatin B (Sigma-Aldrich) byl rozpustén v methanolu (100 pg/ml) a poté nafedén destilovanou
vodou na koncentrace 10 a 20 ug/ml, které byly ptidavany do inkubaci a které odpovidaly hladiné

akutni expozice u ptezvykavci a jejimu dvojnasobku.

Bachorova tekutina byla odebrana hodinu pied nakrmenim od dojnice (SZP Nové Dvory) krmené
smésnou krmnou davkou sloZenou z kukuficné silaze (22 kg), vojtéskové sendze (12 kg), lu€niho

sena (3 kg), krmné slamy (1,5 kg), doplikové krmné smési (6,7 kg) a minerdlniho lizu (0,1 kg).
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K odbéru byla pouzita jicnovéd sonda srucni podtlakovou pumpou. Bachorova tekutina byla
pfevezena v piedehiatych odbérovych lahvich v termoboxu do laboratofe Ustavu vyzivy zvifat.
Bezprosttedné poté bylo u bachorové tekutiny zméteno pH, tekutina byla pomixovana ptl minuty v

mixéru na nejvyssi otacky a prefiltrovana pres Ctyfi vrstvy gazy.

Inkubace byly provadény v silnosténnych sklenénych tubdch o objemu 90 ml, do nichZ bylo
navazeno 0,5 g vzorku krmiva, které obsahovalo stejné slozky jako krmna davka dojnic, pouze
pomér objemné a jadrné slozky byl upraven na 60:40 (objemny typ KD) a 40:60 (jadrny typ KD).
Vzorky krmiv byly usuSeny a pomlety na velikost 1 mm. Vzorky krmiv byly zality 40 ml pufru
(McDougall, 1948) vyhtatého na 39 °C a 10 ml bachorové tekutiny. Do takto pfipravené smési byl

ptidavan roztok enniatinu B, popt. methanolu v mnoZstvich 1 ml (viz schéma pokusu tab. 1).

Tabulka 1: Schéma pokusu

Oznaceni skupin Zasah

KO- Negativni kontrola (pouze inokulum)
KO+ Pozitivni kontrola (inokulum + methanol)
EO10 inokulum + Enn B 10 pg/ml
EO20 inokulum + Enn B 20 pg/ml

KJ- Negativni kontrola (pouze inokulum)
KJ+ Pozitivni kontrola (inokulum + methanol)
EJ10 inokulum + Enn B 10 pg/ml

EJ20 inokulum + Enn B 20 pg/ml

Tuby byly profouknuty dusikem a uzavieny gumovymi zatkami opatfenymi zpétnym

(Bunsenovym) ventilem, promichany a inkubovéany v termostatu 24 hodin pfi teploté 39 °C.

Po uplynuti inkubac¢ni doby byly tuby zchlazeny v ledové vod¢ a bylo zméfeno pH. Nasledné byly
tuby odstfed’ovany po dobu 5 minut pti 4000 ota¢ek/min. Supernatant byl odsat a rezidua krmiv
byla analyzovana na obsah suSiny. Ze ziskanych dat byla vypoctena stravitelnost suSiny. Kazda
kombinace faktorli byla provedena v péti opakovanich. Vysledky byly vyhodnoceny analyzou
variance (ANOVA) na hladin¢ prukaznosti P<0,05.
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Vysledky

Stravitelnost suSiny v jednotlivych skupinach u objemného typu KD je zndzornéna v grafu 1. U
kontrolni skupiny KO- po 24 hod. inkubace byla hodnota stravitelnosti susiny 34,3 %, (sd = 2,30).
Stravitelnost susiny u KO+ (32,8 %, sd = 1,10) byla numericky niz§i v porovndni s kontrolni
skupinou KO- (P>0,05), toto srovnani pokazuje na mozny inhibi¢ni efekt methanolu na bachorové
mikroorganismy. Pfidavek enniatinu B do objemného krmiva v mnozstvi odpovidajici akutni
expozici (EO10) nemél vliv na stravitelnost susiny in vitro (36,1 %, sd = 1,37, P>0,05), zatimco
vyssi ptidavek enniatinu B odpovidajici dvojnasobku akutni expozice (EO20) se projevil snizenim

stravitelnosti susiny az na 31,4 % (sd = 2,61, P<0,05).
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Graf 1: Stravitelnost suSiny in vitro v jednotlivych skupinach u objemného typu KD

Stravitelnost suSiny v jednotlivych skupindch jadrného typu KD je znazornéna v grafu 2. U
kontrolni skupiny KJ- byla stravitelnost suSiny po 24 hod. inkubace 39,5 %, (sd = 1,1).
Stravitelnost suSiny u KJ+ byla obdobnd, 39,4 % (sd = 3.4). Pfidavek enniatinu B v mnoZstvi
odpovidajici akutni expozici (EJ10) a jejimu dvojnasobku (EJ20) nemél prikazny vliv na

stravitelnost susiny, ktera byla 42,8 % (sd = 3,8) resp. 39,5 % (sd = 0,9).
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Graf 2: Stravitelnost susiny v jednotlivych skupindch u jadrného typu KD
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Zavér

Zjistili jsme, ze hladiny enniatinu B odpovidajici trovni akutni expozice pro prezvykavce nemély
vliv na stravitelnost susiny smésné krmné davky bez ohledu na jeji typ. Inhibi¢ni vliv enniatinu B
byl ale prokazan pii koncentraci odpovidajici dvojnasobku akutni expozice u objemného typu
krmné davky.
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Stanoveni bisfenolu A v krevnim séru a plasmé metodou kapalinové chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii s atmosférickou chemickou ionizaci
Petr Marsalek!, Simona Kovatikova', Monika Habanova!
Ustav ochrany zvirat, welfare a etologie, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a

farmaceutickad univerzita Brno

Uvod

Bisfenol A je Siroce uzivand chemicka latka. Jako kontaminant byl identifikovan témér ve
vSech testovanych vodnich 1 suchozemskych prosttedich [1]. K expozici mlize dojit oralng,
transdermalné a pravdépodobné i inhalaci, nicméné peroréalni zpiisob je ten primarni [2]. Bisfenol A
se bézné pouziva pii vyrobé plastd, mezi jinymi i k vyrobé vystelky plechovek, kterda ma branit
korozi a tak zachovavat kvalitu a chut’ krmiva. Z této vystelky se bisfenol A bohuzel mize do
krmiva uvolnovat. Urcita souvislost mezi hypertyre6zou kocek a krmenim konzervovaného krmiva
jiz byla prokdzdna, nicméné v této studii nebyl hodnocen vliv konkrétné bisfenolu A [3].
Hypertyreéza kocek byla poprvé popsana v roce 1979 a od té doby se jeji prevalence dramaticky
zvysuje. V soucasnosti se jedna o nejéastéjsi endokrinopatii kocek, celosvétove se jeji vyskyt udava
u piiblizné 10 % kocek sttedniho a vyS$iho véku. Etiologie je navzdory Cetnému vyskytu stale
nejasna. Predpokldda se multifaktoridlni pivod, kde se uplatituji vlivy sloZzeni krmiva a faktory
prostiedi. Mezi nimi je zmiflovan bisfenol A, ktery je v soucasnosti fazen do skupiny endokrinnich
disruptorti a miize negativné ovliviiovat ¢innost §titné zlazy [4]. Ke stanoveni BPA v krevnim séru,
plasmé, ale i1 dalSich matricich existuje cela fada metod zalozenych vétSinou na kapalinové
chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii [5]. Stanoveni BPA sebou nese zédsadni
komplikaci v jeho Sirokém rozsifeni ve vyrobé¢ plasti. Diky tomu je obtizné eliminovat signal BPA
v slepém pokusu a néktefi autofi proto pristoupili ke korekei vysledkd na signal BPA v slepém

pokusu [6].

Material a metoda

Standard BPA, izotopicky znaceny standard BPA, hydroxid sodny, hydrogen uhlicitan
sodny, dansyl chlorid byly zakoupeny u Sigma—Aldrich (USA). Metanol, aceton a toluen byly
LC/MS Cistoty (Chromservis, s.r.0., CZ), deionizovanad voda byla vyrobena pfistrojem Milli-Q
(Milipore, USA). Zasobni roztoky standardi o koncentraci 200 pg ml' byly piipraveny
rozpusténim presné navazeného mnozstvi v metanolu. Pracovni roztoky standardi o koncentraci 1
pg ml™! pouzité pro optimalizaci hmotnostniho spektrometru a kalibraéni roztoky standardi byly

ptfipraveny fedénim zasobnich roztoku s metanolem.
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Do vzorku krevniho séra, nebo plasmy ve sklenéné zkumavce (0,5ml) bylo pfidano 1,5ml
toluenu, vzorek byl extrahovan na tfepacce (10x10s) a organicka vrstva (1ml) byl odebran do
zkumavky. Poté bylo ke vzorku pfidano opét 1,5 ml toluenu, vzorek byl extrahovan (10x10s) a 1,3
ml organické vrstvy bylo odebrdno opét do zkumavky. Tento krok byl jesté jednou zopakovan.
VSechny tfi frakce odebrané vrstvy toluenu byly zkombinovéany ve sklenéné zkumavce a odpateny
pod proudem dusiku (55 °C). Poté bylo do zkumavky ptidano 0,25 ml hydrogenuhli¢itanového
pufru (pH=10,5) a 0,25 ml roztoku dansyl chloridu v acetonu a vzorek byl 5 min derivatizovan pii
60 °C. Poté byl roztok odpatfen pod proudem dusiku (55 °C) a vzorek byl rekonstituovan v 0,5 ml
metanolu a pouzit k LC/MS analyze. LC/MS analyza byla provedena s vyuzitim chromatografické
pumpy Accela 1250 a hmotnostniho spektrometru TSQ Qauntum Access MAX (Thermo Scientific,
USA) vybavenym sondou pro atmosférickou chemickou ionizaci (APCI). K chromatografické
separaci byla vyuZita kolona Thermo Scientific Hypersil C18 (2,1 mm x 100 mm, 1,9 pm) a

gradient mobilni faze slozeny z acetonitrilu a vody.

Vysledky a diskuze

Vzhledem k tomu, Ze ionizace samotného BPA neumozinovala doséhnout dostate¢nych
detek¢énich limitd, byla zvolena derivatizace dansyl chloridem v alkalickém prostfedi (pH=10.5).
Timto zplsobem se podafilo dostatecné snizit piistrojovy detekéni limit, tak aby bylo mozno
stanovit koncentrace nizsi, nez je Ing/ml BPA v krevnim séru, nebo plasmé. Metodou flow
injection byla studovdna hmotnostni spektra BPA 1 izotopicky znafeného standardu BPA
(d16BPA). Vétsi ionizace bylo dosazeno v pozitivnim modu a v obou zplsobech ionizace
dominovaly protonované pseudomolekulové ionty [M+H']. Jako vhodn&jsi technika ionizace se
ukazala APCI, ktera umoznila dosdhnout niz§i meze detekce jak diky vyssi citlivosti, tak 1 diky
nizsi hladiné Sumu a z toho vyplyvajici hodnoty poméru signal/Sum. K chromatografické separaci
na reverzni fazi byla zvolena kolona, kterd spolu s gradientem mobilni faze slozenym z vody a
acetonitrilu poskytovala dostatecnou retenci a ostrost piku BPA (Obr. 1.).

Zasadni komplikaci pti stanoveni BPA hraje jeho Siroké rozsifeni pti vyrobé plasti. Tato
skutecnost po provedenych testech vedla vytvofeni pracovniho postupu bez pouziti plastového
laboratorniho materialu a vyuzivajiciho ptfedevs§im laboratorniho skla. I pies tato opatieni se ovSem
zcela nepodaftilo zcela eliminovat signal BPA ze slepého pokusu, ktery tak musi byt zapocitan pii
vyhodnoceni meze detekce metody.

Ptistrojovd mez detekce stanovend jako hodnota poméru signal/Sum 3:1 je 0,0043 ng/ml,
v absolutni hodnoté¢ potom 0,043 pg. Mez detekce metody, stanovena jako trojnadsobek hodnoty

smérodatné odchylky slepého pokusu (n=10), je 0,063 ng/ml. Metoda je linearni v ramci
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testovaného rozmezi o¢ekavanych koncentraci 0,1 — 20 ng/ml (r = 0,999). Procesni u¢innost metody
je 86%, vytéznost extrakce je 94% a matricni efekt je 9,2%. Presnost metody, stanovend jako
relativni smérodatnd odchylka méfeni 10 vzorkidl doplnénych standardnim ptidavkem, je 11,5%.
Spravnost (9,8%) byla (stanovena na zéklad¢ stejnych méfeni jako pfesnost) vyhodnocena jako

odchylka priméru méteni od hodnoty standardniho ptidavku.

Zavér

Vyse popsand metoda umoziuje provadeét stanoveni BPA v krevnim séru a plasmé v
koncentracich niz§ich, nez je 1 ng/ml s tim, ze mez detekce je pod hranici 0,1 ng/ml. Teoreticka
detek¢ni schopnost je jest¢ o jeden fad niZe, nicméné je limitovana piitomnosti signdlu BPA
v slepém pokusu. Metoda je v souc¢asné dobé vyuzivana ke stanoveni BPA ve vzorcich krevniho

séra kocek v souvislosti s hypertyre6za kocek.
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Obr.1. Chromatogram standardniho roztoku BPA (A; 0,1 ng/ml) a vzorku krevniho séra kocky (B;
1,7 ng/ml).
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Hemocytarni profil véely medonosné v zavislosti na véku fyziologickém stavu
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Uvod

Imunitni systém hmyzu méa podobné jako u obratloveli humoralni a bunéénou slozku. Pfevaznou
¢ast bunééné imunity tvoii bunky cirkulujici v hemolymf€ (hemocyty), které zajiStuji fagocytdzu,
nodulaci a enkapsulaci cizorodého materidlu (Lavine a Strand, 2001). O hemocytech vcely
medonosné je zatim k dispozici malo informaci a vysledky rtiznych autort se 1i§i. Marringa a kol
(2014) uvadi, Ze v hemolymf¢ v€ely medonosné se nachazeji minimalné tii typy bunck - kromé
prevladajicich plazmatocytti jsou to dvé populace morfologicky odliSnych permeabilizovanych
bunék (propustnych pro barviva, prochazejici poskozenou plazmatickou membranou) neznamého
ptvodu. Dale se zde nachazeji drobné Castice o rozmérech 2 - 3 um, které pravdépodobné nejsou
plnohodnotnymi bunikami. Hystad a kol. (2017) uvadi, Zze krom¢ plazmatocytti jsou v hemolymf¢
pfitomny i granulocyty a prohemocyty. Richardson a kol. (2018) popisuje pouze dva typy bunék —
granulocyty a plazmatocyty. Fyziologie imunitniho systému vcelich délnic zavisi na tom, ve které
fazi zivota se praveé nachazeji a jakou funkci zastavaji. Mimo to se jejich fyziologie 1i8i i v zavislosti
na ro¢nim obdobi. V klimatickych podminkach stfedni Evropy se ve v€elstvu na jaie a v 1ét€ lihnou
kratkoveéké "letni" délnice, které Ziji jen nékolik tydni. Od poloviny léta se zacinaji lihnout
dlouhovéké "zimni" vcely, které ziji n€kolik mésicti a které na jafe vychovaji novou mladou
generaci (Amdam a kol., 2005; Miinch a Amdam, 2010). Vzhledem k rozdilné fyziologii letnich a
zimnich vcel lze predpokladat nejen rozdily v po¢tech hemocytt, ale i v zastoupeni jednotlivych

typtt bunék.

Hlavnim cilem této prace bylo ziskani novych poznatkli o morfologii v€elich hemocytii a stanoveni
pocti a zastoupeni jednotlivych typt hemocytli v hemolymf¢ vcelich délnic v zavislosti na véku a

fyziologickém stavu.
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Material a metodika

K experimentu byly vyuzity délnice ze dvou oddélkt, vytvotfenych na jate 2018. Mezi prvni a druhy
nastavek kazdého oddélku byla vloZena matefi mtizka, kterd omezila pohyb matky a kladeni vajicek
na dolni nastavek (plodiste). Poté, co matka zakladla plasty v plodisti, byl v kazdém vcelstvu jeden
zakladeny ramek pievéSen do horniho nastavku nad matefi miizku, aby bylo matce zabranéno
v kladeni dalSich vajicek. Pied pocatkem lihnuti dospélych vcel byly plasty v hornich nastavcich
umistény do izolatort. Izolatory byly denn¢ kontrolovdny a Cerstvé vylihlé vcely byly barevné
oznaceny (kazdy den jinou barvou) a vpustény do vcelstva. Timto zpisobem byly ziskdny délnice
znamého stafi. Prvni ¢ast experimentl byla provedena na véelach, vylihlych v ¢ervnu. Druhd ¢ast
byla provedena na vcelach, vylihlych v srpnu a tfeti ¢ast na vcelach, vylihlych v zaii. Vcely byly
odebirany tésné po vylihnuti, dale ve véku 9 dnti, kdy zastavaji funkci krmicek nejmladsiho plodu a
ve véku 23 dnt, kdy vyletuji zalu za sniiSkou. Vcelam byla odebrana hemolymfa, kterd byla
vyuzita ke stanoveni po¢tu hemocytii a k provedeni diferencialniho rozpoctu hemocyti. Jako
antikoagulant byla vyuzita 0,1% phenylthiourea ve fosfatovém pufru. Hemocyty byly pocitany bez
obarveni v Bilirkerové komtrce. Pro provedeni diferencidlniho rozpoctu bylo 0,5 pl hemolymfy
rozetfeno na malé plose podlozniho skla a roztér byl obarven kitem Hemacolor. Bylo provedeno
také specialni barveni AB-PAS na pfitomnost polysacharidd. Pro pritokovou cytometrii byla

pouzita hemolymfa, oSetfend 0,1% phenylthioureou a nafedénd v roztoku Cell Wash.

Vysledky a diskuze

Pfi prvnich analyzach hemocytii na pratokovém cytometru bylo zjisténo, Ze jednotlivé typy bunék
netvoii jasné oddélené populace, nelze je tedy odliSit pouze na zaklad¢ forward scatteru a side
scatteru. Analyzu fluorescen¢né znacenych hemocyti komplikuje fakt, ze znaceni bun€k zahrnuje
promyvani a centrifugaci, pfi niz se buniky snadno rozpadaji. Vznikly bunécny detritus je na dot
plotu obtizné odliSitelny od neposkozenych bun€k, protoze nejmensi hemocyty vcel maji velikost

jen okolo 3 pm. Proto jsme se zaméfili spiSe na pocty bunck a na jejich morfologii.

V hemolymf€ byly nalezeny dva typy bunck — granulocyty a plazmatocyty. Granulocyty jsou
kulovit¢ bunky o velikosti 5 — 15 pum, s kulovitym jadrem a s velkym mnozstvim bazofilni
cytoplazmy, ktera je u nékterych bun¢k vakuolizovana (Obrazky 1, 2). Plazmatocyty maji velikost 3
- 8 um, ovalny, vietenovity nebo nepravidelny tvar a centraln¢ umisténé denzni nebo granulované

jadro (Obrazek 1).
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Obrazek 1. (vlevo): granulocyty a plazmatocyty v roztéru hemolymfy cerstvé vylihlé vcely.
Granulocyty jsou oznaCeny cernymi Sipkami, plazmatocyty Cervenymi Sipkami. Obrazek 2.

(vpravo): granulocyt s vakuolizovanou cytoplazmou. Zvétseno 1000x.

Obrazek 3 (vlevo): mitoticky plazmatocyt. Obrazek 4 (vpravo): AB-PAS negativni plazmatocyt a
AB-PAS pozitivni granulocyt. ZvétSeno 1000x.

Kromé téchto dvou typl byly nalezeny i buiiky v riznych stadiich rozpadu, u nichz nebylo mozno
urcit prislusnost k nékterému typu. Hemocyty se tedy po skonceni zivctnosti rozpadaji piimo
v obéhu. U vsech vékovych kategorii vCel byly v roztéru nalezeny mitotické buiiky (granulocyty i
plazmatocyty), vcely jsou tedy schopny dopliiovat pocty bun€k mitézou cirkulujicich hemocytl
(obrazek 3). V cytoplazmé granulocytll byla zjiSténa pfitomnost velkého mnozstvi polysacharida
(silna AB-PAS pozitivita), plazmatocyty byly AB-PAS negativni anebo jen velmi slabé pozitivni
(Obrazek 4). U jednotlivych vékovych kategorii vcel se lisil pomér granulocyti a plazmatocytt.
Nejvyssi podil granulocytli byl nalezen u Cerstvé vylihlych véel (Obrazek 6). S vékem pocet

granulocyti klesal a zvySoval se podil plazmatocyti.
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Obrazek 5 (vlevo): Pocty hemocytli v hemolymfé vcel rizného véku. Obrazek 6 (vpravo): podil
granulocyti na 100 bunck. Statisticky vyznamné rozdily mezi v€elami rizného stafi v ramci

kazdého mésice jsou oznaceny riiznymi pismeny.

Celkové pocty hemocytli byly nejvyssi u Cerstvé vylihlych véel. U devitidennich vcel byly pocty
hemocytii vyznamné niZ$i nez u novorozenych; nejnizsi pocty byly zjistény u vcel, starych 23 dnt,
s vyjimkou zafijovych odbérl, kde mezi vcelami starymi 9 dni a 23 dnd nebyl statisticky
vyznamny rozdil (Obrdzek 5). Snizovani po¢tu hemocyti u starSich vcéel bylo patrné u vSech tii
odbérti (Cerven, srpen, zéfi), ale v pribéhu roku (Cerven az zafi) se zmenSovaly rozdily v poctech
hemocytli mezi nejmladsimi a nejstarSimi jedinci (Obrazek 5). To je pravdépodobné dano vys$im
podilem dlouhovékych véel ve vzorcich ze srpna a ze zafi. Dlouhovéké zimni veely maji odlisSnou
fyziologii nez letni, zGstavaji po né€kolik mésicii fyziologicky mladé a lze ptedpokladat, ze u nich

zlstanou zachovany vysoké pocty hemocytt, typické pro nejmladsi dospé€lé délnice.

Citovana literatura je k dispozici u autort.

Tato prdace byla financovdana grantem 1GA VFU Brno 231/2018/FVHE
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ekosystému vytvorreném ¢lovékem
Ivana Jamborova'?, Katefina Rehakova'?, Adam Valéek'?, Katefina Kachlikova', Ivo Papousek'?,
Monika Dolejsk4!?, Ivan Literak!~
Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a
farmaceuticka univerzita Brno!, Stfedoevropsky technologicky institut, Veterindrni a farmaceuticka

univerzita Brno (CEITEC VFU Brno)?

Uvod
V poslednich desetiletich doslo k prudkému nartistu antibiotické rezistence ke klinicky vyznamnym
skupindm antimikrobidlnich latek, coz velmi komplikuje 1éCbu zivot ohrozujicich bakterialnich
onemocnéni!. Mezi nejcastéji pouzivana antibiotika v huméanni i veterinirni medicing patii
fluorochinolony a cefalosporiny, avSak s nariistajici rezistenci je jejich u€innost kriticky ohrozena'.
Bakterie vykazujici rezistenci k riznym skupindm antibiotik byly jiz v minulosti identifikovany u
zoo zvirat a bylo zjiSténo, ze zvifata chovana v zajeti jsou kolonizovéana rezistentnimi bakteriemi
s vy$si prevalenci nez volng Zijici zvifata stejného druhu’®. Nicméné v soucasné dobé& nejsou
dostatecné zndmy rizikové faktory, které mohou pfispivat k rozvoji antibiotické rezistence u
komenzalnich druhii bakterii, k jejich perzistenci v gastrointestinalnim traktu a k jejich naslednému
zoonotickému pfenosu na oSetfujici persondl. Pravé umeély ekosystém vyznamné ovlivnény
¢lovékem miize objasnit potencionalni zdroje a cesty Sifeni rezistentnich bakterii a mtize slouzit
jako modelovy systém aplikovatelny na dal$i ekosystémy. Cilem této studie bylo identifikovat
nejvyznamnéjsi zdroje rezistentnich bakterii pro kolonizaci gastrointestindlniho traktu (GIT)
primata a sledovat stézejni faktory, které mohou potencionalné ovlivitovat incidenci bakterii v GIT
jako je prodélanad antibioticka terapie nebo pfitomnost rezistentnich bakterii v potravé anebo u

oSetfovatelu.

Material a metodika
V roce 2012 byly v ostravské Zoo v mési¢nich intervalech odebirany vzorky trusu Ctyf Simpanzi
(Pan troglodytes) a jejich oSetfovatelek. Vzorkovana byla také potrava, kterou jsou Simpanzi
krmeni (zelenina, granulované krmivo, kufata), a se kterou oSetfovatelky denné nakladaji.
Vzorkovéni probihalo po dobu 6 mésicii a celkoveé bylo odebrano 24 fekalnich stérti od Simpanzd, 6
od osSetfovatelek a 6 vzorkli potravy Simpanzl. K dispozici jsou také zaznamy onemocnéni, ktera
zvitata prodélala, a je zndma jejich antibioticka a dalsi terapie v prubéhu 1écby. Vzorky trusu byly

pomnozeny v peptonové vodé a inokulovany na MacConkey agar s pfidavkem cefotaximu (2 mg/1)
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nebo ciprofloxacinu (0,05 mg/l) a do dalsi analyzy byly zahrnuty pouze izolaty vykazujici rezistenci
k témto antibiotikim. Z kazdé misky bylo odebrano pét morfologicky odliSnych kolonii pro
ramcové zhodnoceni klonalni variability izolatd. K druhové identifikaci izolati byla pouzita
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie a u izolath byl testovan profil citlivosti k 15
antimikrobialnim latkdm diskovou difizni metodou®. Izolaty rezistentni k cefotaximu byly
testovany pomoci MASTDISCS ID AmpC a ESBL test na produkeci Sirokospektrych beta-laktamaz
(ESBL) a AmpC beta-laktaméaz®.

Geny pro rezistenci k cefalosporinim a geny pro plazmidové kodovanou  rezistenci k
fluorochinolontim byly identifikovany pomoci polymerazové fetézové reakce?. Klonélni piibuznost
izolati byla stanovena restrikénim $tépenim a separaci genomové DNA metodou pulzni gelové
elektroforézy (PFGE) s naslednou analyzou makrorestrikénich profilii a tvorbou dendrogramu
softwarem BioNumerics 6.6*. Horizontalni pfenos plazmid s geny ESBL, AmpC a PMQR byl
testovan metodou konjugace a transformace do riznych druhti recipientnich bakterii a velikost a
podet prenesenych plazmidi byla stanovena pomoci S1-PFGE*. U transformantti a transkonjuganti
nesoucich jeden plazmid se zdjmovymi geny byla testovana pritomnost genti rezistence k dalSim
antibiotikiim, geny virulence, a plazmidy byly zafazeny do skupin inkompatibility*.

U reprezentativniho souboru 36 izolati byla zjiSténa kompletni sekvence genomu s vyuZzitim
platformy Illumina MiSeq. Ziskané sekvence byly analyzoviany a anotovany s vyuzitim
bioinformatickych nastroji a databazi (Trimmomatic, SPAdes, BWA-MEM, RAST, Prokka, Roary,
RAXML) a vlozeny do databize GenBank>®’. Celogenomova data byla analyzovana pomoci volné
ptistupnych (PlasmidFinder, ResFinder, MLSTFinder, PlasmidFinder, pMLST, VirulenceFinder) a
vlastnich databazi, a izolaty tak byly zafazeny do sekvencniho typu, identifikovany byly geny
rezistence a chromozomalni mutace kdédujici rezistenci k antimikrobidlnim latkdm, geny virulence a
nesené¢ replikony vcetné¢ jejich zafazeni do sekvencniho typu. Na zakladé jednotlivych
polymorfizmii nukleotidii (SNP) v genomu bakterii byl vytvofen fylogeneticky strom odraZejici
piibuznost izolatd s vyuZitim programu RAXML>S. Abundance faktori virulence u jednotlivych
izolatd byla graficky znazornéna pomoci heat mapy softwarem ARIBA. Heat mapa i fylogeneticky
strom byly vizualizovany pomoci Phandango®*. Plazmidové sekvence ziskané z celogenomovych
sekvenci byly analyzovany vytvofenim sit¢ interakci plazmidu a chromozomu pomoci softwart

Unicycler a Circlator a struktura plazmidii byla vizualizovana softwarem BRIG>%7,
Vysledky

Selektivni kultivaci bylo ziskdno 120 izolath Escherichia coli (58 rezistentnich k cefotaximu/62 se

snizenou citlivosti k ciprofloxacinu) z celkového poctu 37 odebranych vzorkli. Pro rdmcové
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zhodnoceni klonalni variability izolati bylo z kazdé misky odebrano pét morfologicky odlisnych
kolonii, avSak pouze izolaty vykazujici unikéatni pulzotyp byly zafazeny do dalsi analyzy. Celkoveé
bylo ziskéno 25 izolath rezistentnich k cefotaximu, z ¢ehoz 21 (84 %) neslo ESBL gen (blactx-m-1,
blactx-m-15, a blasnv-12) a ti1 (12 %) gen blacmy2 pro AmpC-betalaktamazu. Dva izolaty
z celkového poctu 23 analyzovanych izolatl se snizenou citlivosti k ciprofloxacinu neslo gen gnrS1.
Identifikovany byly klinicky vyznamné sekvenéni typy E. coli ST69 (n=9) a ST117 (2), které jsou
zodpovédné za zavazné infekce a lidi i zvifat. Izolaty vykazovaly vysokou miru rezistence a nesly
geny virulence zodpovédné za patogenitu a efektivni kolonizaci hostitele. Z analyzy
celogenomovych dat a nasledné fylogenetické analyzy vyplyva, Ze izolaty pochazejici z riznych
zdroju se 1isi pouze o malé mnozstvi SNPQ v core genomu, navic byly tyto izolaty distribuovany v
ramci celého fylogenetického stromu, coz poukazuje na jejich mezidruhovy pienos, zoonoticky
potencidl a ekologickou adaptaci na vice hostiteld. Z vysledkl analyz je také patrné, Ze primati jsou
dlouhodobé kolonizovani identickymi bakteridlnimi klony a Ze tyto izolaty také sdili s oSetfujicim
personalem.

E. coli izolaty nesouci ESBL a AmpC geny

Dvacet jedna ESBL-pozitivnich izolatl E. coli neslo geny blactx-m-1 (13), blactx-m-15(7), a blasnv-12
(1). U ti1 ze Ctyf izolath vykazujicich AmpC fenotyp, byl detekovan gen blacmy-2; pfi€emz zbyvajici
izolat m¢l chromozomalni mutaci v AmpC promotoru (C—T na pozici -42). Izolaty vykazovaly
rezistenci k riznym antimikrobidlnim latkam, pfedev$im sulfonamidim a tetracyklinim. Gen
blacrx-m-1 byl majoritné nesen na konjugativnim multirezistentnim plazmidu inkompatibilni skupiny
I1 (16 plazmidl), zatimco gen blactx-m-15 byl asociovan s plazmidem IncK (7). Nejvice zastoupeny
plazmid IncI1/ST3 (13 plazmid®) byl nalezen u vsSech zdrojovych skupin (lid¢, primati, potrava) a
riznych sekvencnich typl E. coli, coz naznacuje jeho efektivni Sifeni mezi geneticky odlisnymi
bakteriemi a hostitelskymi skupinami.

E. coli izolaty se sniZenou citlivosti k ciprofloxacinu

Celkové bylo analyzovano 23 izolatl se snizenou citlivosti k ciprofloxacinu, pficemz rezistence
byla zptisobena ptedevsim mutaci GyrA S83L v QRDR oblasti urcujici rezistenci k chinolonim.
Pouze dva izolaty nesly PMQR gen gnrSI na konjugativnim plazmidu IncX1, ktery dale kodoval

gen pro uzkospektrou beta-laktamazu (blatem-1B).

Zavér
Vysledky nasi studie prokazaly vyznamnou genetickou shodu mezi bakteriemi a jejich mobilnimi
elementy ziskanymi ze Simpanzi, chovatelll a ze zkrmované potravy, coZz naznafuje mozny

alimentarni pfenos klinicky vyznamnych E. coli prostfednictvim potravniho fetézce, stejné jako
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zoonoticky pfenos mezi primaty a lidmi. Komparativni genomika a nésledna fylogeneticka analyza

izolath odhalila nizkou genetickou variabilitu izolati v rdmci kazdého klastru (max. 19 SNP v core

genomu) pficemz izolaty zrtiznych zdroji byly distribuovany v ramci celého fylogenetického

stromku, coz poukazuje na jejich mezidruhovy ptenos, zoonoticky potencidl a ekologickou adaptaci

na vice hostiteld. Vzhledem k tomu, Ze Sifeni MDR bakterii mé& vyznamny dopad na lidské zdravi,

zamezeni takovéhoto pfenosu (zvifata na clovéka naopak) a eliminace rezervoari by mélo byt

prioritou v oblasti vefejného zdravi. Na zaklad¢ vysledku této studie budou navrZzena preventivni

opatieni, které maji pfispét k zamezeni Sifeni MDR bakterii mezi primaty samotnymi a také mezi

primaty a oSetiujicim personalem.
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Monitoring ptivodci zoonotickych onemocnéni v zoologické zahradé v Brné
Pavlina Pittermannova, Jifina Markova, Eva Bartova
Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterindrni a

farmaceutickd univerzita Brno

Uvod
Voln¢ zijici savci a ptaci hraji dilezitou roli ptfi udrzovani zoon6z nejenom v piirode, ale také u
zvitat Zijicich v zajeti. Stejné€ tak kliStata mohou byt vyznamnymi rezervodry infekci a zaroven
vektory onemocnéni oznacované jako ,vector-borne disease”. K pavodcim takovychto
zoonotickych onemocnéni patii napt. Borrelia burgdorferi s.l., Coxiella burnetii, Francisella
tularensis, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia chaffeensis a Rickettsia sp. Lymeska borelioza
je v Ceské republice nejéastéjsi infekce pienasend klistaty a podle zpravy Statniho zdravotniho
Gistavu se vyskyt onemocnéni v roce 2016, proti pfedchozimu roku, zvysil o 61%. Sirmarova et al.
(2014) detekovali protilatky proti B. burgdorferi s.l. u 60% zoo zvitat. U klist'at rodu Ixodes ricinus
byly metodou PCR/ESI-MS detekovany bakterie B. burgdorferi s.l. (21%) a Rickettsia sp. (4%)
(Honig et al., 2017). Anaplasma phagocytophilum, zptsobujici u lidi granulocytarni ehrlichiozu,
byla v Ceské republice detekovana metodou PCR u 7% kligtat (Kybicova et al., 2017). Dalsi
vyznamné zoonotické onemocnéni je toxoplazmoéza. Protilatky proti 7. gondii byly zjistény
metodou IFAT u 37% zvifat ze 13 zoologickych zahrad z Ceské republiky a Slovenska a to u 72
zivo€isSnych druhti (Sedlak a Bartova, 2006); a u 31% (IFAT) a 52% (ELISA) exotickych
ptezvykavci a velbloudovitych (Bartova et al., 2017). Zdrojem infekce jsou oocysty vylu¢ované
trusem kockovitych Selem, tkanové cysty 7. gondii v syrovém mase, ale rovnéz volné Zijici ptaci a
drobni savci, ktefi se mohou stat kofisti pro kockovité Selmy. Informace o prevalenci nékterych
zoonotickych onemocnéni u drobnych savcu a klistat jsou dostupné, tyto informace ale chybi v
ptipad¢ zoologickych zahrad, kde je pfitom riziko infekci mnohem vys$si diky druhovému spektru,

vy$§i koncentraci zvifat a pfimému kontaktu zvitat a lidi.

Material a metodika
Celkem bylo odchyceno 122 drobnych savcil a nasbirano 166 klistat v zoologické zahradé Brno.
Hlodavci byli odchyceni pomoci sklapovacich pasti ve venkovnim prostranstvi a v zdzemi
jednotlivych pavilont, nasledovala pitva, béhem které byly odebrany tkan¢ do mikrozkumavek typu
Eppendorf (jatra, mozek, srdce byla dana do 0,5 ml PBS). K serologickému vySetfeni byly po
zpracovani pouZity vyplachy srdce. Byli stanoveny protilatky proti B. burgdorferi s.l., C. burnetii a

F. tularensis pomoci enzymové imunoanalyzy (ELISA). Z tkéni byla vyizolovana DNA izola¢ni
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sadou DNeasy Blood & Tissue Kit. Ve vzorcich mozku byla detekovana 7. gondii metodou PCR na
pomoci primerd TGR1 EI a TGR1 EIl. Déle ve vzorcich jater byl detekovan E. cuniculi pomoci
nestedPCR za pouziti primert MSP1, MSP2A a MSP3 a MSP4. Vzorky DNA pozitivni na
T. gondii budou zaslany na genotypizaci pomoci multiplex PCR s vyuzitim 15 mikrosatelitovych
markeri (Toxoplasma-Laboratoire de Parasitologie univerzity, Limoges, Francie). Vzorky DNA
pozitivni na E. cuniculi budou sekvenovany formou sluzeb v komer¢ni firmé¢ Macrogen
(Nizozemsko). Ziskané sekvence srovname se sekvencemi dostupnymi v genetickych databazich
(GenBank).

Klistata byla nasbirdna metodou vlajkovani v arealu zoo, byla rozdélena do 70 vzorkl (166
jedincil) dle pohlavi- samci, samice a vyvojového stadia- nymfy. Ze vzorkl klistat byla izolovana
tkan izola¢nim kitem NucleoSpin Tissue. Bakterie Rickettsia sp. byla detekovana metodou PCR
pomoci primertt CS 78 a CS 323. Déle bude probihat i detekce dalSich zoonotickych infekénich
agens (B. burgdorferi s.l., A. phagocytophilum, E. chaffeensis).

Vysledky

V ramci projektu bylo odchyceno v ZOO Brno 122 drobnych savci. Protilatky proti B. burgdorferi
s.l. byly detekovany u 6 (4,9%) jedinct, protilatky proti C. burnetii u 5 (4,1%) a protilatky proti F.
tularensis nebyly detekovany. Tkan¢ (mozek, jatra) téchto jedinci byly vySetieny pomoci PCR
k detekci 7. gondii, detekovano 18 (14,8%) pozitivnich jedinct a E. cuniculi, detekovano 23
(18.9%) pozitivnich jedinct. Dale bylo vySetfeno 70 vzorkl klistat, coz zahrnovalo 166 jedinct
(samci, samice a stadium nymfy). Ze vzorku klist’at byla vyizolovdna DNA k detekci bakterii rodu
Rickettsia sp., detekovali jsme 5 pozitivnich (7,1%) vzorkd. V kratké dobé bude dokoncena i
detekce dalSich zoonotickych infek¢énich agens (B. burgdorferi s.l., A. phagocytophilum, E.
chaffeensis).

Zavér
Ziskali jsme aktualni data o prevalenci vybranych pivodct zoonotickych onemocnéni u rezervoara
(drobnych savci) a vektort (klistat) v zoologické zahradé Brno s moznosti vyhodnoceni rizika pro
700 zvitata a lidi (zaméstnanci a navstévnici). Vysledky této studie jsou piinosné jak pro vlastni

700, tak mohou byt vyuzity pro porovnani a vyhodnoceni rizik v jinych zoologickych zahradach.
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Prevalence Candidatus Neoehrlichia mikurensis v kli§tatech Ceské republiky
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Uvod

Candidatus Neoehrlichia mikurensis (CNM) je klistaty pfendSena intracelularni bakterie
napadajici zvifata 1 CcClovéka. V soucCasnosti je fazena do rodu Neoehrlichia, rodiny
Anaplasmataceae, fadu Rickettsiales. V infikovanych jedincich je schopna vyvolat Zivot ohrozujici
zdravotni komplikace, a ackoliv je na ni v urcitych lokalitdch sousednich stati pozitivnich az 24 %
kligtat [1,2], ucelena data o prevalenci CNM v klistatech v Ceské republice nejsou zatim k
dispozici.

Rezervoarem CNM jsou pravdépodobné mali hlodavci [2] a kliStata, kterd maji zaroven
funkci vektora. OhroZeni infekci jsou tedy hostitelé kliStat, mezi ktera patii i domestikovana zvirata
infekce na jedince s naruSenym imunitnim systémem. Rizikovym faktorem je také splenektomie [4].
Infekce miize zplsobit vysokou horeckou, intenzivni bolest svalll a kloubt, tromb6zu s moznou
embolii a tranzitorni ischemicka ataka [4].

Jedinym soucasnym zptsobem detekce CNM je molekularni metoda polymerazova fetézova
reakce (PCR). Sérologické testy nejsou k dispozici z ditvodu neznalosti povrchovych antigennich
struktur, nebot’ bakterie CNM nebyla do dne$niho dne kultivovédna. Je tedy pravdépodobné, ze
ptipady ,,neoehrlichidzy* nejsou diagnostikovany, a pacienti tak podstupuji neefektivni 1écbu.

Tato nebezpeéna bakterie je prenasena klistaty, jejichZ vyskyt je v Ceské republice omezen
zejména nadmotskou vyskou. V poslednich letech dochéazi k odbouravani této limitace vlivem
globalniho oteplovani a klist'ata se nalézaji ve stale vysSich nadmoiskych vyskach dosahujicich az
1300 m n. m. [5]. S rozSifujicim se Uzemim vyskytu kliStat roste i oblast mozného kontaktu s
patogeny pfenasenymi kliStaty. Z téchto fakti vyplyva naléhavé potifeba zmapovat prevalenci této

bakterie Candidatus N. mikurensis v kli§tatech na izemi Ceské republiky.

Material a metodika
Sbér klistat a ptiprava vzorkl
Ze 169 lokalit rozmisténych po celé Ceské republice bylo béhem let 2016-18 sesbirano metodou
vlajkovani 15 300 klistat Ixodes ricinus. Klistata z jednotlivych lokalit byla rozdélena do skupin:
nymfy, dospé€lci sam¢iho pohlavi a dospé€lci samic¢iho pohlavi, vzdy po péti jedincich a z 2762

téchto pétic byla izolovana deoxyribonukleova kyselina (DNA) kitem NucleoSpin Tissue
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(MACHEREY NAGEL GmbH & Co. KG). Jeji koncentrace ve vzorcich byla zméfena pomoci
spektrofotometru a vzorky byly uskladnény pii -20 °C az do detekce CNM pomoci PCR. Vytéznost
DNA z péti samic se pohybovala okolo 15 pg, v piipad¢ samct 6 ug a v ptipadé nymf 2 pg.

Detekce CNM pomoci PCR

Pro detekci CNM byly vytvotfeny protokoly popisujici postup amplifikace tisektl genti groEL (654
bazi) a 16S rRNA (444 bazi), které byly optimalizovany pro vhodnou nasedaci teplotu primert
pomoci gradientové PCR. Primery byly navrzeny pomoci programu Geneious 11.1.4
(BIOMATTERS Ltd., USA) podle jiZ publikovanych sekvenci CNM a ptibuznych druht bakterii.
Reakce probihala v objemu 25ul. Koncentrace latek v PCR reakci byla 75 mMTris-HCI, pH 8.8, 20
mM (NH4)2S04, 0.01% Tween 20, 2,5 mM MgClz, 200 uM dATP, 200 uM dCTP, 200 uM dGTP,
200 uM dTTP, 50 U/ml Taq DNA polymerazy (kit PPP Master Mix, TOP-BIO, s.r.0.) a 500 nM
primery. Na jednu reakci bylo pouzito ptiblizné 150 ng templatové DNA v ptipadé samic, 70 ng

v pfipad€ samcti, a 30 ng v ptipad¢ nymf. PCR produkty byly naneseny na 1,5 % agar6zové gely

a elektroforeticky rozdéleny.

Sekvenovani

PCR specifické produkty byly vyfezany z 1,5% agar6zového gelu a precistény pomoci kitu
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (GENEAID BIOTECH Ltd.). Sekvenovani bylo
provedeno firmou MACROGEN Inc. Sangerovou metodou.

Fylogeneticka analyza

U nalezenych kmeni CNM byla provedena fylogeneticka analyza algoritmem Maximum likelihood
pomoci programu Geneious 11.1.4. Fylogeneticky strom zobrazujici vztahy vybranych zéastupct
nalezenych kmentit CNM s vybranymi piibuznymi druhy bakterii byl zkonstruovan na zakladé 599
bazi dlouhého useku genu groEL.

Tvorba mapy
Data o poloze lokalit sbéru klistat a frekvenci vyskytu CNM ve vySetfovanych péticich klistat
Ixodes ricinus na jednotlivych zkoumanych lokalitdch byla dale zpracovana pomoci geografickych

informacnich systémi QGIS 2.14 (QGIS Development Team, 2009) a ArcGIS 10.1 (Esri).

Vysledky
Vysledkem projektu je prvni systematické zmapovani vyskytu bakterie Candidatus N. mikurensis v
klistatech Ixodes ricinus v Ceské republice. Vysetfované lokality rozd&lené do tfi kategorii dle
procentudlniho podilu pétic klistat s alesponn jednim klistétem infikovanym CNM ze vSech

vySetiovanych pétic na lokalité jsou zobrazeny na mapé¢ (Obr. 1). Fylogeneticky strom popisujici
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fylogenetické vztahy kmenti CNM nalezenych v klistatech Ixodes ricinus v CR viéi vybranym

zastupctim pribuznych bakterii zobrazuje Obr. 2.
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Obréazek 1. Mapa Ceské republiky s vyznagenim lokalit sbéru kli§tat Ixodes ricinus a zndzornénim

frekvenci vyskytu CNM ve vySetienych péticich klist’at.
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——KUB865345.1 C. Neoehrlichia australis Australie
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EF633745.1 C. Neoehrlichia lotoris USA
3 %3 FJO66359 C. Neoehrlichia mikurensis Rusko
47| 'JQ359062 C. Neoehrlichia mikurensis Cina
o CNM Cesky Krumlov
s CNM Brno
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FJ966353.1 C. Ehrlichia khabarensis Rusko
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JQ08594 1.1 E. chaffeensis Brazilie

Obrazek 2. Fylogeneticky strom kmenit CNM nalezenych v klistatech Ixodes ricinus v CR a
vybranych zéastupc ptibuznych bakterii, zalozeny na 599 bazi dlouhém useku genu groEL.

(Sekvence ziskané v ramci tohoto projektu jsou popsané ,,CNM *ndzev mésta puvodu** a jsou
zvyraznény modre).
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Zavér
V ramci projektu byla vysetfena klitata Ixodes ricinus sbirand na 169 lokalitach v ramci Ceské
republiky na bakterii Candidatus Neoehrlichia mikurensis pomoci metody PCR. Nejvétsi mnozstvi
infikovanych kli§tat bylo nalezeno v okoli mést: Cesky Krumlov, Lipno nad Vltavou, Terezin,
Vysoké Myto, Pelhifimov, Ostrava a Bohumin, kde obsahovala nadpolovi¢ni vétSina analyzovanych
vzorkil infikovana klistata. Zatimco v zemich sousedicich s Ceskou republikou byl vysoky podil
kligtat infikovanych CNM detekovan jiz v minulosti, systematicka data z CR doposud chybéla.
Nyni je potvrzeno, Zze i v CR bude zadouci poé¢itat s moznosti infekce touto bakterii pii vysetfovani

pacienttl - a to nejen v okoli zminénych mést.
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Posouzeni toxicity polychlorovanych bifenylu pro buiiky folikuli $titné Zlazy s vyuZitim 3D

kultiva¢niho systému

Ehdaa E.E. Abdelsalam, Hana Band’ouchova, Zuzana Pickova, Lucie Bfouskova, Sandra

Martinkova, Jana Sedlackova
Ustav ekologie a chorob zvéie, ryb a véel, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a
farmaceutickad univerzita Brno
Uvod

Stitna 7laza predstavuje jednu z hlavnich funkénich jednotek nereprodukéni slozky endokrinniho
systému obratlovcti. Primérné ovliviiuje prostfednictvim hormont tyroxinu (T4) a trijodtyroninu
(T3), které produkuje, urovenn bazalniho metabolismu, syntézu a degradaci proteinti. Expozice
environmentalnim toxinim, zejména dioxiniim a dioxiniim podobnym latkdm, je prokdzana coby
faktor zvySujici frekvenci vyskytu poruch funkce Stitné Zlazy u lidi(Brent, 2010).V piipadé
expozice PCB se zda byt vliv na produkci hormonti, metabolismus a funkci §titné zlazy zavisly na
davce a délce expozice. Vliv byl ve studiich na hlodavcich a primatech po expozici nizkym i vyS$im
davkam PCB jiz dfive hodnocen pomoci stanoveni hladiny T4 (Collins Jr. & Capen, 1980). V této
studii jsme vytvofili primarni bunéné kultury tyreocytiv trojdimenzionalnim systému. Bunécéné
kultury byly odvozené z tkané stitné zlazyti druhti lovné zvéie; daiika evropského,muflona asrnce
obecného. Cilemstudie pak bylo posouzeni vlivu riznych koncentraciPCB 138 (jeden z
nejcastéjSich PCB kongenerl v prostfedi - indik4torovy)pfimo na zdravi a funkci bunék folikult

Stitné zlazyvySe zminénych druhi pii rizné délce expozice.
Material a metodika

Izolacebunék, 3D kultivacea priprava PCB 138

Samostatné folikuly byly uspé$né vyizolovany z tkané S§titné zlazyjednotlivych zvifat pomoci
enzymatickéhotraveni kolagendzou a dispazou a nésledn¢ byly kultivovany vkultivaénich
lahvickach potazenych kolagenem, vmédiu které obsahovaloNuSerum (Corning® Nu-Serum™
IV) v koncentraci 25% asomatostatinv koncentraci 10ng/ml(Jeker et al., 1999) v atmosféie 5%
COxpti 37°C Potébyly buitkyosetiené gelovym kolagenem (ECM675 Chemicon ® Int.)ptfeloZzeny na
jamkové destickypro provadéni testd.Indikatorovy kongenerPCB 138 byl rozpustén v
dimethylsulfoxidu(DMSO) a byla vytvoiena koncentra¢ni fada v kultivacnim médiu(0,3; 3; 30; 300
a 3000 ng PCB138/ml média). Déle byly to studie zafazeny dvé kontrolni skupiny (s médiem s
DMSO a bez DMSO).
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Zivotaschopnost bunék a cytotoxicita

Buiiky byly kultivované v rozsahu 2,5 — 3 x10°/ml v 3D systémuv 96 jamkovych destickach apo
dobu 24, 48 a 72 hodinvystavenyptisobeni PCBkongenerul38 v koncentraci Ong az3000ng/ml (viz
vyse).Zivotaschopnost bunék byla posouzenana zakladé metabolické aktivityzivych bungk s
pouzitimRealTime-Glo™ MT Cell ViabilityAssay. Intenzita luminiscence byla vyhodnocena
pomoci Cytation3.Zarovenbylacytotoxicitaposouzena dlezménmembranové integrity, které se
vyskytuji v dasledku smrti bunék, zapouzitiCellTox™ Green Cytotoxicity Assay.Intenzita

fluorescence byla opét vyhodnocena pomoci Cytation3.

Zhodnoceni oxidativniho stresu(ROS)

ProdukceROS bylahodnocenana zéklad¢ stanovenihladinysuperoxidu, pficemz bunky byly
kultivovany ve stejném poctu a za stejnych podminekjak bylo jiz diive zminéno a délka expozice
byla 24, 48 a 72 hodin pro koncentraci 30ng/mlve srovnani s kontrolou. K hodnoceni byl pouzit
ROS Detection Cell-BasedAssayKit(DHE). Intenzita fluorescence byla hodnocena pomoci
Cytation3.

Prijem jodu bunkami

Hodnoceni schopnostibunék ptijmout jod bylo provedenopomocikolorimetrického testu(Walt et al.,
2010).Bunky byly kultivované v stejnych podminkach a po dobu24, 48 a 72 hodin exponované
koncentraci 30 ng/ml ve srovnani s kontrolou. Jodid sodny v koncentraci 10uM byl k bunkam
pifidan na konci kazdé expozicena dobu 60 minut.Principem stanoveni pak byla Sandell-

Kolthoffova reakce. Absorbance bylahodnocena pomoci Cytation3.

ELISA test pro hodnoceni tyroxinu(T4)

Schopnost bun¢kvylu€ovat T4 byla hodnocena pomoci ELISA Competative T4 Kit po dobé
expozice 24, 48 a 72 hodin ke koncentraci 30 ng/ml ve srovnani s kontrolou. Bunky ve vsech
skupinach byly kultivované vestejnych podminkadch s drobnymimodifikacemi,simulujicimi
podminky potiebné pii produkci hormontstitné zlazy(Dickson et al., 1980; Marshall,
1986).Absorbance byla piectena pomociELISA readeruELx808.

Organizacecytoskeletu

Pro posouzeni vlivu PCB 138 na organizaci bunécného cytoskeletu byly bunky kultivovany
ve stejnych podminkach na povrchu sklicka potazeného kolagenem. Po dob¢ expozice 24, 48 a 72
hodin byly buiikky exponované koncentraci 30 ng/ml porovnany s kontrolou.Po uplynuti

expozi¢niho cCasubyly bunkyzafixované a barvené fluorescenénimi barvami (Phalloidin i-
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Flour488)pro zobrazeni actinu-F a (DAPI) na jadra. Zobrazeni bunck prob¢hlo pomoci

fluorescencniho mikroskopuOlympus BX51.

Vysledky
Z tkang¢ stitné zlazy jednotlivych zvitat byly uspésné vyizolovany a néasledné kultivovany folikularni
buniky. Viabilita a cytotoxicita byla hodnocena po expozici 0,3; 3; 30; 300 a 3000 ng PCB138/ml
médiakoncentracim, oxidativni stres, ptijem jodu buiikami, produkce T4 a naruseni cytoskeletu bylo
hodnoceno u koncentrace 30 ng/ml média. Na zakladé predbézné statistické analyzy nedochazi
k vyraznéjSimu ovlivnéni Zivotaschopnosti bunék, zatimco cytotoxicita je u daitkka vyraznéjsi
v nizsich koncentracich a u muflona a srnce naopak vidime zéavislost na délce expozice. Rovnéz je
patrny vliv PCB 138 na vychytavani jodu, produkci T4 a organizaci cytoskeletu buné€k §titné Zlazy.

Zaveérem lze tici, ze PCB 138kongenernarusuje funkce stitné z1azy piimo na bunééné tirovni.

Graf. 1 Vysledky hodnoceni viability a cytotoxicity(FOL= danék, MOF=muflon,
ROE=srnec)
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Graf. 2 Vysledky hodnoceni ROS a pfijmu jodu bunkami (FOL= dan¢k, MOF=muflon,
ROE=srnec)
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Vliv minoritniho mykotoxinu beauvericinu na stravitelnost susiny in vitro
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Ustav vyzivy zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a farmaceutickd univerzita
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Uvod

Beauvericin (BEA) je cyklicky hexapeptid izolovan z hub Beauverina bassiana, mize byt
ale také produkovédna nckterymi plisnémi rodu Fusarium spp. (F.subglutinans, F. bulbicola)
(Santini et al. 2012). BEA se pfevazné objevuje v zrninach a jejich produktech (Svingen et al. 2017,
Uhlig et al. 2006, 2007), ale byly take nalezeny v objemnych krmivech (McElhinney et al. 2016,
ZachariaSova et al. 2014). Podle EFSA (2014) se chronické expozice BEA u ptezvykavcl pohybuje
mezi 0,44 az 0,86 ng/kg zivé hmotnosti za den, zatimco vypocitana akutni expozice je 1,72 pg/kg
zivé hmotnosti za den. Cilem prace proto bylo pomoci in vitro metod zjistit vliv minoritniho
mykotoxinu beauvericinu v hladinach odpovidajicich akutni expozici a jejimu dvojnasobku na

stravitelnost suSiny smésné krmné dadvky objemného a jadrného typu.
Material a metodika

Beauvericin (Sigma-Aldrich) byl nejprve rozpustén v methanolu (50 pg/ml) a poté nafedén
destilovanou vodou na koncentrace 0,5 a 1 pg/ml, které byly pfidavany do inkubaci a které

odpovidaly hladin¢ akutni expozice u piezvykavcu a jejimu dvojnasobku.

Bachorova tekutina byla odebrana hodinu pfed nakrmenim od dojnice (SZP Nové Dvory) krmené
smésnou krmnou davkou slozenou z kukuticné sildze (22 kg), vojtéskové senaze (12 kg), lucniho
sena (3 kg), krmné slamy (1,5 kg), dopliitkové krmné smési (6,7 kg) a mineralniho lizu (0,1 kg).
K odbéru byla pouzita jicnovéd sonda srucni podtlakovou pumpou. Bachorova tekutina byla
pfevezena v piedehiatych odbérovych lahvich v termoboxu do laboratofe Ustavu vyzivy zvifat.
Bezprostiedné poté bylo u bachorové tekutiny zméfeno pH, tekutina byla pomixovana pal minuty v

mixéru na nejvyssi otacky a prefiltrovana pres Ctyfi vrstvy gazy.

Inkubace byly provadény v silnosténnych sklenénych tubadch o objemu 90 ml, do nichz bylo
navazeno 0,5 g vzorku krmiva, které obsahovalo stejné slozky jako krmna davka dojnic, pouze
pomér objemné a jadrné slozky byl upraven na 60:40 (objemny typ KD) a 40:60 (jadrny typ KD).
Vzorky krmiv byly usuSeny a pomlety na velikost 1 mm. Vzorky krmiv byly zality 40 ml pufru
(McDougall, 1948) vyhiatého na 39 °C a 10 ml bachorové tekutiny. Do takto pfipravené smeési byl
piidavan roztok beauvericinu, popt. methanolu v mnozstvich 1 ml podle schématu pokusu v tabulce

1.
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Tabulka 1: Schéma pokusu (O — objemny typ krmné davky, J —jadrny typ krmné davky)

Oznaceni skupin | Zasah

KO- Negativni kontrola (pouze inokulum)
KO+ Pozitivni kontrola (inokulum + methanol)
BO0,5 inokulum + BEA 0,5 pg/ml

BO1 inokulum + BEA 1 pg/ml

KJ- Negativni kontrola (pouze inokulum)
KJ+ Pozitivni kontrola (inokulum + methanol)
BJO0,5 inokulum + BEA 0,5 pg/ml

BJ1 inokulum + BEA 1 pg/ml

Tuby byly profouknuty dusikem a wuzavieny gumovymi zatkami opatfenymi zpétnym

(Bunsenovym) ventilem, promichany a inkubovéany v termostatu 24 hodin pfi teploté 39 °C.

Po uplynuti inkubac¢ni doby byly tuby zchlazeny v ledové vod¢ a bylo zméfeno pH. Nasledné byly
tuby odstfed’ovany po dobu 5 minut pii 4000 otacek/min. Supernatant byl odsat a rezidua krmiv
byla analyzovdna na obsah suSiny. Ze ziskanych dat byla vypoctena stravitelnost suSiny. Kazda
kombinace faktorti byla provedena v péti opakovanich. Vysledky byly vyhodnoceny analyzou
variance (ANOVA) na hlading prtikaznosti P<0,05.

Vysledky

Stravitelnost suSiny u objemného typu krmné déavky byla v kontrolnich skupindch obdobna
(P>0,05). U koncentrace 0,5 pg/ml (BOO0,5) byla zjisténa vyssi stravitelnost suSiny 24,4 % (sd =
4,3, P<0,05), coz nejspiSe poukazuje na vliv BEA na nezadouci mikrofloru. U koncentrace 1 pg/ml
(BO1) se projevil jiZz i mirny inhibi¢ni G¢inek na Zadouci mikrofléru v bachoru, protoZe oproti
skupiné BOO0,5 doslo ke sniZeni stravitelnosti na 21,2 % (sd = 3,0), nicmén¢ i tato hodnota je stale

vy$$i nez u kontrolnich skupin.

U jadrného typu krmné davky byla stravitelnost suSiny ve skupiné¢ KJ- numericky vyssi (31,5 %, sd
= 4,1) nez u KJ+ (29,0 %, sd = 2,4), rozdily vSak nebyly statisticky prikazné (P>0,05). Zde se
nejspise projevil negativni vliv methanolu na bachorové mikroorganismy. U skupiny BOO0,5 doslo
k poklesu stravitelnosti susiny az na 27,4 % (sd = 2,7) naproti tomu ve skupin¢ BO1 jsme
zaznamenali stravitelnost vyssi (34 %, sd = 4,2). Bude proto v budoucnu potieba provést jesté dalsi

experimenty pro ovéfeni téchto vysledki.
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Graf 1: Stravitelnost susiny v jednotlivych skupinach u objemného typu KD
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Graf 2: Stravitelnost suSiny v jednotlivych skupinach u jadrného typu krmné davky
Zavér

Zjistili jsme, ze za vySe definovanych podminek nebyl vliv minoritniho mykotoxinu beauvericinu na
stravitelnost suSiny smésné krmné davky jednoznacny. Bude potieba v budoucnu provést jeste dalsi studie
podobného zaméieni, které by pomohly objasnit vliv bauvericinu na diverzitu bachorové mikroflory a
stavitelnost Zivin.
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Uvod

Dle Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj stoupla ve svéte spotfeba antidepresiv od roku 2000
nékolikanasobné (OECD, 2015). Stejné jako u ostatnich skupin léciv, psychoaktivni latky nejsou zcela
metabolizovany v lidském organismu, ale ¢asteéné se vylucuji z téla bud’ nezménéné, nebo ve formée
metabolitl (Heberer, 2002). Nizka ucinnost odstranéni 1é¢iv v Cistirnach odpadnich vod je nasledné pricinou
vyskytu téchto latek v podzemnich a povrchovych vodach. I kdyz se rezidua téchto latek vyskytuji
v odpadnich a povrchovych vodach v pomémé nizkych koncentracich (okolo 300 ng/l pro amitriptylin
a venlafaxin — Baker and Kasprzyk-Hordern, 2013; 100 ng/l pro sertraline — Conners et al., 2009) jedna se o
bioaktivni latky, které mohou mit nezanedbatelné i¢inky na organismy vodniho prostiedi. Cilem studie bylo
posoudit vliv antidepresiv, jejichZ rezidua se vyskytuji v povrchovych vodach, na necilové organismy — ryby
a obojzivelniky za pomoci celé fady sledovanych endpointl véetné zmén v expresi genli zodpoveédnych za
vyvoj organovych soustav.

Material a metodika

V priabéhu roku 2017 byly provedeny testy toxicity vybranych antidepresiv na embrya ryb Danio rerio a Zab
Xenopus tropicalis. Pro testovani byli zvoleni zastupci antidepresiv s riznymi mechanismy tc¢inku, jejichz
rezidua se v povrchovych vodach nejcastéji vyskytuji — amitriptylin, venlafaxin a sertralin. Latky byly
testovany v environmentalné-relevantni koncentraci (300 ng/l pro amitriptylin a venlafaxin; 100 ng/l pro
sertralin) a v koncentraci stondsobné vyssi. Testy byly ukonceny pted zapocetim larvalniho stadia — 48 hodin
po oplozeni v ptipadé Xenopus tropicalis a 144 hodin po oplozeni v piipadé Danio rerio. Na konci testu
byly u obou organismt a vSech 3 testovanych latek odebrany z kazdé testované a kontrolni skupiny vzorky
pro kvalitativni polymerazovou fetézovou reakci.

Vzorky embryi D. reria a X. tropicalis byly fixovany v RNA lateru a uchovany pfi -80 °C, pted analyzou
byly vyjmuty z RNA-lateru a homogenizovany. Nasledn¢ byla provedena izolace RNA za pomoci RNeasy
Mini-Kit (Qiagen, Némecko). Koncentrace a Cistota RNA byla ovéfena pomoci spektrofotometru NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Némecko), nasledovala reverzni transkripce mRNA do cDNA.
Polymerazové fetézové reakce byly u vSech vzorkl provedeny v triplikatu za pouziti pfistroje LightCycler
480 (Roche, Némecko). Cilem stanoveni bylo posoudit vliv vybranych latek na expresi nasledujicich gent:
bone morphometric protein 4 (bmp4 — vyvoj kosti), NK2 homeobox 5 (nkx2.5 — vyvoj srdce, orthodenticle
homeobox 2 (otx2 — vyvoj oka a mozku) a paired box 6 (pax6 — vyvoj oka a mozku). Ziskana data byla
statisticky zpracovana za ucelem publikace vysledkli na odbornych konferencich a ve védeckém Casopise.
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Vysledky

Nasledujici soubory grafui 1. a 2. prezentuji zmény v relativni expresi mRNA.

Soubor grafii 1. Zmény v relativni expresi mRNA u genil nkx2.5, otx2, bmp4 a pax6 embryi Dania reria
144h po fertilizaci a expozici antidepresivim amitriptylin (AMI), venlafaxin (VEN) a sertralin (SER).

AMI nkx2. 5 relativni exprese
mRNA

Control 0.3 png/L 30 pg/L

AMI o£x2 relativni exprese
mRNA

i

Control 0.3 pg/L 30 npgL

AMI bep4 relativni exprese
mRNA

i

Control 0.3 pg/L 30ng/L

AMI paxé relativni exprese mRINA

10
1
0.1

0,01
Control 03pgL 30nugL

VEN nkx2. 5relativni exprese

mRNA
10 a
a
a
0.1
0,001

Control 0.3 png/L. 30ng/L

VEN oix2 relativni exprese mRIVA

10 a b ab

0.1

0,01
Control 0.3ng/L 30 png'L

VEN bmp4 relativni exprese mRINA
10 -

0.1
0,01

Control 0.3ngL. 30ngL

VEN pax6 relativni exprese mRIVA

10 &

0.1

0,01
Control 0.3 ngL 30png/L

SER nkx2.5relativni exprese mRINA
10 < <

0.1

0,001

Control 0.1 pg/L 10 pg/L

SER oix2 relativni exprese mRINA

a
100
10
a
1
0.1
Control 0.1 pg/. 10pg/L
SER bmp4 relativni exprese mRIVA
10 b a
1
0.1 3
0,01
Control 0.1 ngL 10 pg/L
SER pax6 relativni exprese nRIVA
10 -
1
b b
0.1
0,01

Control 0.1 ngL 10 pg/L

V grafech, jejichz sloupce jsou oznaceny rtiznymi pismeny (a / b) jsou rozdily statisticky vyznamné, hladina

vyznamnosti p<0.05.
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Soubor graft ¢. 2. Zmény v relativni expresi mRNA u genl nkx2.5, otx2, bmp4 a pax6 u embryi Xenopus
tropicalis 48h po fertilizaci a expozici antidepresiviim amitriptylin (AMI), venlafaxin (VEN) a sertralin
(SER).
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V grafech, jejichz sloupce jsou oznaceny rtiznymi pismeny (a / b) jsou rozdily statisticky vyznamné, hladina
vyznamnosti p<0.05.

Zavér

Cilem studie bylo posoudit vliv antidepresiv amitriptylinu, venlafaxinu a sertralinu, jejichz rezidua se
vyskytuji v povrchovych vodach, na necilové organismy — ryby a obojzivelniky za pomoci zmén v expresi
genll zodpovédnych za vyvoj organovych soustav. Z vysledkd studie vyplyva, Ze jiz environmentalné-
relevantni koncentrace testovanych 1é¢iv maji potencial ovlivnit vyvoj kostni, srdce, mozku a o¢i o ranych
vyvojovych forem ryb a obojzivelniki.
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Utinek antidepresiva sertralin na pstruha duhového (Oncorhynchus mykkis)
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Uvod

V posledni dobé je zaznamenan celosvétovy nartst spotieby 1éCiv. Vyznamnou kategorii
piedstavuje pouzivani medikamentti na 1écbu depresi. Jednou z latek, jenz do této skupiny patii, je
sertralin. Jedna se o 1ék pattici do skupiny 3. generace antidepresiv, které se v téle uplatiiuji jako
selektivni inhibitory zpétného vychytdvani serotoninu, ¢imz udrzuji potfebnou koncentraci
serotoninu uvniti nervové synapse. Odpadni produkty tohoto 1é¢iva piedstavuji potencidlni zatéz
pro vodni prostfedi, kam se dostavaji odpadnimi vodami skrze Cistirny, které jej nejsou schopny
v celém rozsahu zpétné vychytavat. Sertralin nésledné prechdzi do vodniho systému, uklada se
v sedimentech v koncentracich 4,41 — 18,02 ng/g (Osorio et al., 2016) a nasledné¢ pfechazi do
potravniho fetézce vcetné bentosu, kde po dlouhy Cas perzistuje v koncentracich 4,2 — 5,6 ng/g
(Grabicova et al., 2015). U ryb a ostatnich vodnich Zivocichti, ktefi ptisli do kontaktu s touto latkou,
se sertralin kumuluje pfevazné v nervové tkani, jatrech, ledvinadch a gonadach (Grabicova et al.,
2017). Poznatki o vlivu humannich antidepresiv na ryby neni doposud ve védecké literatuie
dostatek. Jelikoz spotieba antidepresiv neustale roste, je velmi aktudlni se danou problematikou

zabyvat.

Material a metodika

Byl proveden test toxicity na rybach dle metodiky OECD 215 (Rustovy test na juvenilnich
rybach 28 dni). Testovani probihalo semistaticky s pravidelnou vyménou vodni lazné¢ 2x denng¢.
K testu bylo vyuzito 80 ks pokusnych ryb pstruha duhového, které se nasledné rozdelily do 8
akvarii po 10ks ryb. V ramci testu byly sledovany a hodnoceny 4 skupiny (1 kontrolni + 3
testovaci). Pred zacatkem samotného testu probchla 3 tydenni aklimatiza¢ni faze z davodu
navyknuti ryb na pokusné prostiedi véetné podavaného krmiva Biomar 920 a kontrolni zvazeni ryb.
Velikost denni krmné davky odpovidala 2 % télesné hmotnosti ryb. Nasledovala fadze vlastniho
pokusu, ktery trval 28 dni, pfi¢emz po 14 dnech probehlo kontrolni vdZeni ryb a nésledna uprava

velikosti krmné davky vzhledem k aktudlni hmotnosti. Kontrolni skupiné se po celou dobu testu
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podavalo samotné krmivo. Pokusnym skupinam bylo zkrmovano krmivo se zabudovanou latkou
sertraline v koncentraci 0,01 mg/kg, 0,1 mg/kg a 1 mg/kg krmiva. V testovacich akvariich probihala
kazdodenné rdano a vecer kontrola kvality vody (pH, obsah kysliku, teplota, amoniak, dusitany,
chloridy). V pribéhu testu se dale hodnotil pfijem krmiva, hmotnostni pfirtstky a piipadna
mortalita. V zévéru pokusu se rybam odebrala krev na hematologické a biochemické vySetfeni.
Nasledné se ryby usmrtily tupym tuderem do hlavy a byly odebrany vzorky na histopatologické

vySetieni, na stanoveni oxidativniho stresu a rezidui sertralinu v jednotlivych tkanich.

Vysledky

Béhem provadéni pokusu byly pozorovanim zjistény odliSné zndmky chovani ryb
v kontrolni skupin€ v porovnani s testovanymi rybami, kterym bylo zkrmovano krmivo obsahujici
vy$si koncentraci sertralinu. Ryby pod vlivem sertralinu ochotnéji pfijimaly krmivo, coz se nejvice
projevilo v poloviné testu, kdy bylo provedeno kontrolni vazeni. Po zvazeni byly ryby navraceny
zpet do akvarii a probéhlo krmeni. Ryby na z pokusnych skupin okamzité zacaly pfijimat krmivo,
zatimco ryby z kontrolni skupiny a skupiné s nizkou koncentraci sertralinu o n¢j neprojevovaly
zajem z diivodl probéhlé stresové situace vzniklé prelovenim. Kromé toho byl u ryb pozorovan
snizeny Unikovy reflex.

Po ukonceni experimentu byl proveden odbér krve pro nasledné hematologické
a biochemické vysetfeni a dale byly hodnoceny vybrané morfologické parametry. Pfi statistickém
hodnoceni bylo zjisténo, Ze ve skupiné vystavené nejvyssi testované koncentraci sertralinu doslo ke
statisticky vyznamnému zvySeni Fultonova koeficientu v porovnani s kontrolni skupinou (p < 0,05).

Pii analyze hematologickych parametri byl v piipadé¢ cerveného krevniho obrazu
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil pouze u MCHC. Cetnéj§i zmény byl v ptipadé bilého
krevniho obrazu, kdy statisticky vyznamné rozdily byly zjiStény u ty¢ek a lymfocytt. Detailni
vysledky jednotlivych ukazatell vcetné statistické vyznamnosti jsou uvedeny v tabulce 1. Analyza
biochemickych parametri ukazala statisticky vyznamny rozdil u amoniaku a laktatu. Vysledky
vcetné statistické vyznamnosti jsou uvedeny v tabulce 2.

V ramci histologického vysetieni bylo u ryb prokézdno hyalinni zkapénkovaténi tubularni
vystelky ze vzorkil kaudalnich ledvin. Zabry vykazovaly loziskové variabilni alterace, misty
absence listeckli, deformace listeckd, cystické dilatace naplnéné krvi, shluky zanétlivych

komponent. Vzorky mozku nevykazovaly patologické zmény.
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Tabulka 1. Vysledky hematologického vySetfeni (primér =+ stiedni chyba primeéru; rozdilna

pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami na hladiné€ vyznamnosti p < 0,05).

Parametr 0,01 mg/kg 0,1 mg/kg 1 mg/kg
Kontrola
Erytrocyty (1012/1)  1,49+0,07% 1,40+0,08* 1,57+0,08% 1,44+0,1°
Leukocyty (G/1) 21,69+1,77*  23,28+3,68* 22,71+2,7° 21,25+2,84%
Hemoglobin (g/L) 61,85+2,27* 61,99+1,87° 66,53+2,17* 66,47+2 37%
Hematokrit (I/1) 0,31+0,1? 0,310,012 0,3+0,01? 0,31+0,01*
MCV (fL) 0,21+£0,01*  0,23+0,01?* 0,2+0,02? 0,22+0,02°
MCH (pg) 28,47+1,93*  9,89+1,44% 29,53+2,022 33,4242.842
MCHC (g/dl) 136+4,78"  130,6+4,18" 150,01+4,24° 150,53+4,65?
Lymfocyty (%) 71,8+0,97*  72,15+1,01* 65,45+1,03P 65,10+0,64"
Monocyty (%) 1,45+1,17° 1,38+1,17 1,38+1,2 1,83+1,32
Myelocyty (%) 3,13+0,22*  3,5+0,19 2,55+0,2 3,35+0,23
Metamyelocyty(%)  3,5+0,34° 2,98+0,24 3,25+0,28 3,28+0,2
Ty€ky (%) 15,3+0,68"  14,8+0,71° 24,45+1,1* 22,15+0,792
Segmenty (%) 4,6+2,27% 5,18+0,39% 3,5+0,27° 3,98+0,42%

Tabulka 2. Vysledky biochemického vySetfeni (primér + stfedni chyba priméru; rozdilna pismena

indikuji statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami na hladin€¢ vyznamnosti p < 0,05).

Parametr Kontrola 0,01 mg/kg 0,1 mg/kg 1 mg/kg

ALP (ukat/1) 1,4+0,15% 1,42+0,12° 1,71+0,12° 1,83+0,14°

ALT (ukat/l) 0,42+0,03? 0,46+0,05* 0,4+0,3% 0,43+0,04°

Amoniak 913,66+41,36* 728,84+42,67 501,58+51,64" 667,91+38,43"

(ukat/l) 37,96£1% 37,05+1,64% 37,02+1,13* 37,06+0,8°

Bilkovina (pkat/l)

Laktat (ukat/l) 2,24+0,24* 1,86+0,25%P 1,41+0,28 240,212P

Chol (ukat/l) 8,82+0,38* 9,1+0,38* 8,4+0,33? 8,89+0,3°

Glukoza (pkat/l)  4,27+0,18* 5,12+0,26% 4,62+0,16* 4,95+0,21?
Zavér:

Cilem této studie bylo posoudit vliv antidepresiva sertraline na pstruha duhového. Béhem testovani
se potvrdilo, Ze sertraline méa vyznamny vliv na chovani ryb, coz se projevilo potlacenim tnikového
reflexu a zvySenou odolnosti vii€¢i vnéjSim stresovym vlivim. Byla zjiSténa zvySena hodnota
Fultonova koeficientu (index kondice) u ryb krmenych nejvyssi koncentraci sertralinu. V ramci
hematologického rozboru byly zjistény statistické zmény v poctu neutrofilnich granulocyti (tycky),
lymfocytli a parametru MCHC. Vysledky biochemie prokazaly pokles koncentrace amoniaku a
laktatu u ryb krmenych krmivem se sertralinem. Histologickym vySetfenim jsme zjistili zmény na

zabrach a kaudalnich ledvinach.
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Uvod

Narast baktérii rezistentnych k antibiotikdm predstavuje jednu z najvacsich globéalnych
hrozieb. Kazdoro¢ne je vysledkom antibiotickej rezistencie narast morbidity, mortality a nemalych
ekonomickych vydajov spojenych s lieCbou.

V poslednom desatroci je celosvetovo pozorovany narast enterobaktérii (Escherichia coli a
Klebsiella pneumoniae) rezistentnych ku kriticky délezitym skupinam latok ako su cefalosporinové
¢i karbapenémové antibiotikd. Spominana rezistencia je sposobena AmpC a Sirokospektralnymi
beta-laktamazami (ESBL, z angl. extended-spectrum beta-lactamases), teda enzymy schopnych
hydrolyzovat’, teda rozkladom inaktivovat’ tieto antibiotika (1). Tieto enzymy st podobne ako iné
klinicky vyznamné skupiny beta-laktamaz obvykle kédované génmi na plazmidoch, ktoré st
prenosné medzi baktériami a mézu sa tak jednoducho sirit’ v bakteridlnych populaciach. Baktérie
produkujuce karbapenemazy su rezistentné ku vSetkym beta-laktamovym antibiotikdm a mnoh¢ z
nich st navySe multirezistentné, teda vykazuju rezistenciu k viacerym typom antibiotik sucasne, co
eSte viac limituje terapeutické moznosti infekcii vyvolanych tymto baktériami (2).

Tieto mobilné elementy sa dokazu S$irit v bakteridlnej populacii vertikdlne, teda z
rodi¢ovskych buniek na dcérske, ale aj horizontalne, teda aj na baktérie, ktoré boli pdvodne citlivé
na dané antibiotikum. TaktieZ je mozny a beZny aj medzidruhovy prenos. Castym vektorom
plazmidov kddujucich klinicky vyznamné mechanizmy rezistencie z huméannych zdrojov su vol'ne
zijlice zvierata, ¢o vyzdvihuje nevyhnutnost’ sledovania tohto $irenia a vzajomny vplyv zivotného
prostredia a ¢loveka na Sirenie antibiotickej rezistencie (3).

Velmi nedavny technologicky pokrok, ktory poskytol pristup k zariadeniu MinlON od
Oxford Nanopore Technologies (ONT) umoziuje sekvenovanie jednej molekuly DNA a produkciu
vel'mi dlhych polynukleotidovych sekvencii (readov), ktoré prekonévaju bariéru kratkych ,,readov*

zo sekvenatorov Illumina bezne pouzivanych na celogendémové sekvenovanie (4).

Material a metodika
Projekt vychadzal zo zbierky bakteridlnych izolatov z celade Enterobacteriaceae, rezistentnych
voc¢i klinicky vyznamnym antibiotikam, s roznym pdvodom, predovsetkym vSak volne Zzijucich
zvierat (5, 6). Donorovych kmene boli charakterizované pouzitim PFGE (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis), PBRT (PCR-Based Replicon Typing) a pMLST (Plasmid Multi-locus Sequence
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Typing). Podl'a vysledkov bola urcend klondlna prisluSnost’” a pritomnost’ plazmidu a nésledne
s ohl'adom na zistené charakteristiky, pdvod a geograficki oblast’ izolatu bolo selektovanych 50
kmenov. Tieto kmene boli podrobené konjugatnym experimentom za Ucelom determinovat
schopnost” horizontalneho prenosu génov antibiotickej rezistencie.

Celkom 50 transkonjugantov obsahujtcich jeden plazmid zadujmu bolo pouzitych na izolaciu
plazmidovej DNA kitom Genopure Plasmid Midi Kit (Roche). Takto izolovand DNA bola nasledne
podrobend priprave kniznic a sekvenovaniu na pristroji MiSeq (Illumina). Priméarne data boli
podrobené kvalitativne analyze programom Trimmomatic, pocas ktorej boli ostrdnené adaptorové
sekvencie aready nespifiajuce kvalitativny $tandard (Q>30). Data boli d’alej namapované na
referenén chromozomalnu sekvenciu E. coli K12 vyuzitim algoritmu BWA-MEM, aby bola
odfiltrovand chromozomalna kontaminacia. Nasledne data, obsahujuce uz len odifltrované
plazmidové ready boli assemblované do contigov pouZitim programu SPAdes. Plazmidy, ktoré
obsahovali viac inzerénych sekvencii s obsahom repetitivnych oblasti tvorili pre sekvanacnu
platformu MiSeq problém, kvoli limitacii kratkymi readmi. Takto bolo vybranych 25 vzoriek
plazmidov, ktoré boli nasledne podrobené sekvenovaniu na pristroji MinlON (Oxford Nanopore
Technologies), ktoré produkuje dlhé ready. Primadrne data z pristroja MinlON boli taktiez
podrobené kvalitativnej analyze a odstrdneniu adaptorovych sekvencii programom Porechop.
Takéto ready boli pouzité spolu s plazmidovymi readmi ziskanymi pri prvotnej sekvenacnej analyze
(MiSeq) a boli podrobené hybridnej assembly. Principom hybridnej assembly je vyuzite dlhych
readov ako kostry plazmidu, ktora pomoze prekonat’ repetitivne useky a kratkych readov, ktoré
poskytnu dostato¢nt kvalitu pre vznik kompletnej plazmidovej Struktiry, za vyuzitia programu
Unicycler.

Ziskané plazmidové sekvencie boli podrobené analyze na pritomnost’ génov, plazmidovych
replikénov a sekvenénych typov plazmidov, vyuzitim online nastrojov na bioinformaticku analyzu
(http://www.genomicepidemiology.org/). Nasledne bolo skimané pozadie a spdsob zaclenenia
génov antibiotickej rezistencie do variabilnych oblasti plazmidov vyuzitim BLAST algoritmu
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a programu Geneious 9.0.5.mozZnosti prenosu, zdielania
a povodu epidemickych plazmidov boli determinované na zaklade zdiel'ania rovnakého replikonu a
sekvenéného typu plazmidu a rovnakého variantu génu antibiotickej rezistencie.

Vysledky
V analyzovanych datach sme boli schopni identifikovat 50 plazmidov roznych skupin
inkompatibility so Sirokym zastapenim genetickych determinantov antibiotickej rezistencie
k roznym skupinam antibiotik. Presné zastupenie typov plazmidov, konrétnych variant génov

a povod jednotlivych vzoriek je v Tab 1.
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Nazov Povod Inc Gény AR Seq. Platforma
pl267 EIN prostredie | IncK blatem-1, tetB, mphA, ermB, dfrA14, blactx-m-15 MiSeq
pl431 E3N primat IncK blatem-1B, tetB, mphA, ermB, dfrA14, blactx-m-15 MiSeq
pl432 EIN primat IncK blatem-1, tetB, mphA, ermB, dfrA14, blactx-m-15 MiSeq
pl434 EIN primat IncK blatem-1B, tetB, mphA, ermB, dfrA14, blactx-m-15 MiSeq
pl431 HIN primat IncK blatem-1B, tetB, mphA, ermB, dfrA14, blactx-m-15 MiSeq
pl435 H2N primat IncK blatem-1B, tetB, mphA, ermB, dfrA14, blactx-m-15 MiSeq
p1038 EIN ¢lovek IncK blatem-1B, tetB, mphA, ermB, dfrA14, blactx-m-15 MiSeq
pl438 EIN primat Incll tetd, sul2, blactx-m-1 MiSeq
p1043 HIN primat Incll tetd, sul2, blactx-m-1 MiSeq
pl043 EIN primat Incll tetd, sul2, blactx-m-1 MiSeq

p402 EIN prostredie | Incll tetd, sul2, blactx-m-1 MiSeq
p404 ESN primat Incl1 tetd, sul2, blactx-m-1 MiSeq
p945 EIN primat Incl1 tetA, sul2, blactx-m-1 MiSeq
p947 EIN primat Incll tet4, sul2, blactx-m-1 MiSeq
pl410 EIN primat Incl blacmy-2 MiSeq
p1039 EIN primat Incl blacmy-2 MiSeq
pl040 EIN primat Incl blacmy-2 MiSeq
p958 H3N prostredie | IncX1 blatem-1s, sul2, aph(3")-1b, aph(6)-1d, dfrA14, qnrS1 MiSeq
pl038 H3N primat IncX1 blatem-1s, sul2, aph(3")-1b, aph(6)-1d, dfrA14, qnrS1 MiSeq
p401 _EIN primat Incll tetd, blacrx-m-1 MiSeq
p405 E3AN | prostredie | Incll tetd, sul2, blactx-m-1 MiSeq
p941 EIN Elovek Incl1 tetd, sul2, blactx-m-1 MiSeq
p945 E3N primat Incll tetd, blacrx-m-1 MiSeq
p946 _EIN prostredie | Incll tetd, blacrx-m-1 MiSeq
p77.1A dajka | IncHI2 tet(4), blanr-4, aac(6')Ib-cr,sull MiSeq + MinION
p77.1B Zajka IncHI2 tet(4), blanp-4, aac(6')Ib-cr,sull MiSeq + MinION
p77.2 IncHI2- blawp-a, tet(4), aac(6')Ib-cr, catB3, sull
Cajka N MiSeq + MinION
p74.1 IncHI2- | blaoxa-1, mph(A), tet(4),catB3, ARR-3, aac(6')Ib-cr, sull, blamp-4,
Cajka N aac(3)-11d, blatem-18 MiSeq + MinION
pl612-1 IncHI2- | blaoxa-1, mph(A), tet(4),catB3, ARR-3, aac(6')Ib-cr, sull, blamp-4,
Cajka N aac(3)-11d, blatem-18 MiSeq + MinION
pl612-2 IncHI2- | blaoxa-1, mph(A), tet(4),catB3, ARR-3, aac(6')Ib-cr, sull, blamp-4,
Cajka N aac(3)-11d, blatem-18 MiSeq + MinION
pHP103 havran | [ncX2 dfrd14 gnrS2 MiSeq + MinION
p680m10 vrana IncFIB blaxrc-2 MiSeq + MinION
pFO1 tela IncK2 blacmy-2 MiSeq
pESBL20150178 | <¢lovek Incll dfrA17, aadAS, sul2, blactx-m-1 MiSeq + MinION
pESBL20150097 | c¢lovek Incll dfirA17, aadAS, sul2, blactx-m-1 MiSeq + MinION
p199 prasa Incll dfrA17, aadAS, sul2, blactx-m-1 MiSeq + MinlON
p14006165 kura Incll dfirA17, aadA5, sul2, blactx-m-1 MiSeq + MinlON
pl14011252 kura Incll dfrAl7, aadAS, sul2, blactx-m-1 MiSeq + MinION
p14019095 kura Incll dfrA17, aadAS, sul2, blactx-Mm-1 MiSeq + MinlON
p15076331 prasa IncIl dfrA17, aadAS, sul2, blactx-m-1 MiSeq + MinION
p15090172 prasa Incll dfrA17, aadA5, sul2, blactx-m-1 MiSeq + MinlON
p15095941 kura Incll dfrAl7, aadAS, sul2, blactx-m-1 MiSeq + MinION
p15124679 kacica Incll dfrA17, aadAS, sul2, blactx-wm-1 MiSeq + MinlON
pESBL20140131 | c¢lovek Incll dfrAl, sull, sul2, blactx-m-1 MiSeq + MinlON
p15078279 prasa Incll dfrAl, sull, sul2, blactx-m-1 MiSeq + MinION
p99977/2T kon IncHI1 | dfrAl7, aadAS, tetB, catAl, strAB, sull, sul2, aac(3)Il-d, blactx-m-1 | MiSeq + MinlON
p99975 ko IncHI1 | dfrAl7, aadAS, tetB, catAl, strAB, sull, sul2, aac(3)Il-d, blactx-m-1 | MiSeq + MinlON
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p10068 ko IncHI1 tetB, strdB, sull, sul2, aac(3)Il-d, blactx-m-1 MiSeq + MinION
p10067 kon IncHI1 dfrAl7, aadAS, tetd, strdB, sul2, blactx-m.1 MiSeq + MinION
p97974/2T kon IncHII | dfidl7, aadA5, tetB, catAl, strdB, sull, sul2, aac(3)Il-d, blactx-ma1 | MiSeq + MinION

Tabulka 1: Kompletny prehlad sekvenovanych plazmidov, ich prisluSnosti, povodu, génov

antibiotickej rezistencie a sekvena¢nych platforiem

Z plazmidovych analyz je mozné odvodit, Ze uIncll plazmidov zizolatov povodom zludi a

potravinovych zvierat prebieha vymena baktérii, ¢i uz Sirenim zo zvierat na l'udi alebo naopak.

Zaver
Vysledky projektu ukdzali, Ze gény determinujuce rezistenciu voci klinicky relevantnym
antibiotikam, st asociované s roznymi skupinami inkompatibility plazmidov. Rovnako je mozné
vyvodit, ze plazmidy nesuce gény antibiotickej rezistencie su pritomné u baktérii v zivotnom
prostredi, v potravinovych zvieratach a taktiez aj ul'udi, ¢o naznaCuje, Ze tu prebicha prenos
baktérii medzi spominanymi subjektami. Takéto zdielanie rezistentnych kmetov a plazmidov
predstavuje vel'ké riziko z pohladu veterinarnej ale aj humannej mediciny. Preto je nevyhnutné
nad’alej monitorovat’ prevalenciu génu antibiotickej rezistencie avyskyt génov ktoré ju

determinujt, obzvlast ak su asociované s plazmidmi, ktoré umoznuju ich jednoduchy transfer.
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Porovnani virovné zdravi a welfare nosnic, brojlerovych kuat a krit v CR na zikladé nalezi
pri prohlidce po poraZeni na jatkach
Eva Voslarova, Lenka Vecerkova, Jarmila Konvalinova, Martina Volfova
Ustav ochrany zvifat, welfare a etologie, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Posouzeni trovné zdravotniho stavu a welfare driibeze v chovech Ceské republiky je vyznamné z
pohledu smétfovani dalSich chovatelskych a veterinarnich opatieni ve smyslu dalSiho zlepSovani zdravi a
pohody driibeze pii zachazeni s ni. Odpovidajicim ukazatelem zdravotniho stavu a urovné welfare v chovech
driitbeze mohou byt nalezy ziskdvané pii veterinarni prohlidce dribeze na jatkach pfi jejim porazeni (1). Tyto
udaje mohou zasadnim zpiisobem piispét k identifikaci rizikovych faktorti u riznych druhl a kategorii
driitbeze aurceni vhodnych preventivnich opatfeni (2). Zhodnocenim urovné zdravotniho stavu a welfare
dribeze na zakladé nalezii ziskavanych pii porazeni se vSak dosud zabyvali zejména zahrani¢ni autofi,
obdobna analyza v podminkach Ceské republiky dosud chybi.

Cilem prace bylo celkové zhodnotit Uroven pohody nosnic na zaklad¢ zjisténi urovné zdravotniho
stavu nosnic piepravovanych na porazku v Ceské republice posouzeného na zakladé veterinarni prohlidky
porazenych nosnic a porovnat jej s urovni u brojlerti a krut, dale pfispét k hodnoceni stresového zatizeni
nosnic pii prepravé na porazku zhodnocenim, zdali traumatické poranéni koncetin u nosnic zpisobené
zachazenim s nosnicemi v priibéhu pfepravy na porazku zplisobuje vy$$i miru stresového zatizeni, nez

samotné vlastni zachazeni s nosnicemi, které nevede k traumatickym poranénim koncetin.

Material a metodika

Pii zkouméni trovné pohody nosnic, brojlerti a kriit pfepravovanych na porazku v Ceské republice
z pohledu zdravi zvitat porazenych na jatkach jsme v priubéhu obdobi let 2010 az 2017 sledovali 17 436 074
nosnic, 887 994 167 brojlerti a 919 843 kriit z chovu v Ceské republice s veterinarni prohlidkou na jatkach v
Ceské republice. Ve spolupraci se Statni veterinarni spravou jsme sledovali nalezy u téchto zvifat zji§téné
vramci veterindrni prohlidky po porazeni. Sledovali jsme celkové pocty patoanatomickych nalezt
intravitalniho pavodu, pocCty patoanatomickych nalezi intravitalntho pivodu vyskytujicich se na
jednotlivych organech a nebo castech tél, poCty patoanatomickych nalez(i intravitalniho ptvodu podle
charakteru onemocnéni a nebo jejich plivodu (nalezy akutniho charakteru, chronického charakteru,
traumatického pavodu, parazitarniho ptvodu a jiné nezatazené) a dale vyskyt poctu jednotlivych
patoanatomickych nalezl intravitalniho ptivodu. Pro posouzeni zavaznosti zjis§t€né Grovné zdravi dribeze
prepravované na porazku z pohledu vyskytu jednotlivych patoanatomickych nalezli jsme vzajemné porovnali

vysledky pro nosnice, brojlery a krity.
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Pii zkoumani stresového zatizeni nosnic jsme uskute¢nili experimentalni sledovani 35 nosnic
prepravenych z chovu na jatky s traumatickymi poskozenimi koncetin a zjistovali jsme u nich koncentrace
kortikosteronu, jako ukazatele stresového zatiZzeni nosnic, a vybrané biochemické parametry (pokusna
skupina), a porovnavali je s koncentracemi kortikosteronu a vybranych biochemickych parametrti 35 nosnic,
u nichZ nebyla zji§téna traumaticka poskozeni koncetin (kontrolni skupina). Ihned po odbéru byla ziskana
plazma odstfedénim krve pii 3000 ot./min. po dobu 10 minut. Vzorky plazmy byly zmrazeny pii -80 °C.
Koncentrace kortikosteronu v plazmé byla stanovena pomoci komer¢nich ELISA kitd (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI). Biochemicka analyza krve byla provedena biochemickym analyzatorem

KONELAB 20i (Thermo-Scientific).

K posouzeni statistické vyznamnosti jsme pouzili Chi kvadrat test k hodnoceni vyznamnosti
v kontingenéni tabulce 2x2 s Yatesovou korekei pro ¢etnosti piesahujici 5 a nebo korekei Fisherova ptesného
testu pro Cetnost do 5 s vyuzitim statistického programu Unistat 6.5 for Excel. K vyjadieni trendt v pribéhu
sledovaného obdobi jsme pouzili Spearmaniv koeficient potfadové korelace vypocitany s pomoci
statistického programu Unistat 6.5 for Excel. Pro posouzeni rozdili mezi dvéma priméry u hladin
kortikosteronu a biochemickych parametrii jsme pouzili studentiiv t-test s vyuzitim statistického modulu

programu Excel 2013.

Vysledky

V casti tykajici se welfare nosnic z pohledu zdravotniho stavu zvifat zjistovaného v ramci
veterinarni prohlidky nosnic poraZzenych na jatkach jsme zaznamenali celkovy index poméru poctu
patoanatomickych intravitalnich nalezi k poctu porazenych nosnic na urovni 0,378, ktery byl statisticky
vyznamné vys$$i nez index zjistény u brojlerti a nebo krtit (index 0,016 az 0,101), vysvétleni tohoto zjisténi
lze nalézt ve skutecnosti, Ze nosnice jsou poraZeny jako zvitata po vycerpani jejich uzitkového potencialu a
jejich predchazejici intenzivni vyuzivani se zobrazuje na Grovni zdravotniho stavu a schopnosti se s vlivy
ovliviiyjicimi zdravotni stav pfi chovu, pfepravé azachazeni s nimi vyrovnat. Naopak brojlefi a krlty
predstavuji mlada zvifata na vrcholu jejich hospodarského vyuziti, kdy dopad jejich chovu na zdravotni stav
neni tak vyrazny a projevuje se niz§i irovni poskozeni zdravotniho stavu a tim vyssi schopnosti se s vlivy

chovu, prepravy a zachazeni s nimi vyrovnat, nez je tomu u nosnic.

Zjistili jsme statisticky vyznamny trend poklesu poméru poctu patoanatomickych nalezti k poctu
porazenych nosnic (index) vyjadfeny Spearmanovym koeficientem potfadové korelace na urovni -0,762,
ktery v porovnani se zjiSténym statisticky vyznamnym trendem poklesu pro brojlery -0,738 a zejména se
zjiSténym statisticky vyznamnym trendem nartstu pro kruty +0,833 za sledované obdobi 2010 az 2017 se
ukazal jako pozitivni zjisténi ve vztahu k vyvoji zdravi a tim i welfare u nosnic ve srovnani zejména s

kratami.
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Zaznamenali jsme také zvySené patoanatomické nalezy na jatrech (26,76 %), sttevech (0,26 %) a
koncetinach (6,03 %), dale vysoké pocty nalezl kategorie celkovych nalezi (1,57 %) a nezafazenych nalezt
(2,78 %); tyto pocty byly ve srovnani s brojlery a nebo krltami zjistény statisticky vyznamné zvySené a
dokladaji nizsi Groven zdravi u nosnic a tim také niz§i uroven welfare u nosnic ve srovnani s brojlery a nebo

kratami.

Zjistili jsme také zvySené patoanatomické nalezy chronického charakteru (26,32 %), akutniho
charakteru (5,29 %) a traumatického charakteru (3,90 %), zanedbatelny byl pocet nalezi parazitarniho
puvodu (0,00 %). Rozdily v poctech pro tyto nalezy mezi nosnicemi a brojlery a nebo krutami byly
statisticky vyznamné a dokladaji tak nizs$i uroven zdravi na urovni chronického i akutniho pribéhu a také
traumatického piivodu u nosnic, a tim také niz$i troven welfare u nosnic, ve srovnani s brojlery a nebo

kratami.

Zabyvali jsme se také jednotlivymi nalezy u nosnic. Bylo zjisténo, Ze u nosnic ve srovnani s brojlery
a krltami se vyskytuji zvySené poCty jednotlivych nalezli na organech a Castech tél, a to zejména nalezy u
jater chronického a akutniho charakteru, dale zvySené pocty u stiev chronického ptivodu, na koncetinach
traumatického, chronického i akutniho charakteru a z celkovych nalezi pak vyhublost a abscesy. Rozdily
v poétech pro tyto jednotlivé patoanatomické nalezy mezi nosnicemi a brojlery a nebo krutami byly
statisticky vyznamné. Tyto nalezy dokladaji zatizeni nosnic zejména plivodu vyzivového ve vztahu
k metabolismu nosnic s vyraznym dopadem na jatra a ¢asteCné na stfeva nosnic a ovliviujici tak pohodu
nosnic ve smyslu dopadu na vyzivu zvitat. Dale tyto nalezy dokladaji zatiZeni nosnic smétujici na pohybovy
aparat koncetin vedouci k traumatickému poskozovani koncetin a akutnim zménam na koncetinach a kizi a
majici pivod v technologii chovu a naskladiiovani, piepravé a vyskladiiovani ptepravnich prosttedki
s dopadem na pohodu nosnic ve smyslu neodpovidajiciho ustdjeni nosnic a neodpovidajiciho zachdzeni

s nimi pii pfepraveé na porazku.

V ¢asti tykajici se stresového zatizeni nosnic pfi jejich prepravé na porazku pii neodpovidajicim
zachazeni snosnicemi (s traumatickym poskozenim koncetin u nosnic) jsme zjistili, ze hladiny
kortikosteronu u nosnic po piepravé na porazku s traumatickymi poranénimi koncetin zplsobenymi
v prub¢hu prepravy (naskladnovani, pfeprava, vyskladnovani) byly statisticky vyznamné vyssi (6381 pg/ml)
ve srovnani s nosnicemi bez traumatickych poranéni, (3681 pg/ml). Zachazeni s nosnicemi pfi piepravé na
jatky vedouci k traumatickym poranénim koncetin zpiisobuje vyssi miru stresového zatizeni u nosnic nez
samotné vlastni zachdzeni s nosnicemi, které nevede k traumatickymi poranénim koncetin. Dale jsme zjistili,
ze hladiny celkové bilkoviny a albuminu byly statisticky vyznamné vyssi a hladiny triglyceridt, vapniku
a alaninaminotransferazy (ALT) byly statisticky vyznamné niz$i v plazmé€ nosnic s traumatickymi
poranénimi koncetin ve srovnani s nosnicemi bez traumatickych poranéni koncetin. Z vysledkt vyplyva, ze
zachazeni s nosnicemi pii pfepravé na jatky vedouci k traumatickym poranénim koncetin a ptlisobeni
vlastniho traumatického poranéni zplisobuje ve vnitinim prostiedi zmény, které se odrazi ve zvysSené

a pfipadné snizené koncentraci n€kterych biochemickych parametrti.
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Zavér

Celkové je mozné konstatovat, ze welfare nosnic pfi jejich chovu a pfi pfepravé na porazku,
promitajici se do zdravotniho stavu zvitat, jehoz iroven byla zjiStovana v ramci veterindrni prohlidky nosnic
pordzenych na jatkdch, je nizSi trovn€, nez welfare brojlert a nebo krit. Dale, ze stresové zatizeni
potencované traumatickymi poranénimi zvysuje u nosnic dale hladiny kortikosteronu v plazmé, jako
ukazatele stresu u nosnic, a ze ovliviiuje koncentrace nékterych biochemickych parametrti, zejména zvysuje
hladiny celkové bilkoviny, albuminu a snizuje hladiny triglyceridt, ALT a véapniku v krevni plazmé. Tato
zjisténi dokladaji potfebu zvysené péce o nosnice pfi jejich chovu a pfepravé na porazku k zvySeni Grovné

welfare nosnic tak, aby dosahovala urovné jako pro jiné druhy a kategorie driibeze.
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Vliv zmény kvalitativnich parametri tablet s obsahem sodné soli warfarinu na liberaci
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Uvod

Warfarin je antikoagula¢ni latka s izkym terapeutickym indexem, coZz vyZzaduje jeho vysoce piesné
davkovani. Jsou znamy klinické ptipady, kdy doslo ke krvaceni pacientd vlivem Spatné srazlivosti krve
zpisobené zamenou krystalické formy (WSC) za amorf (WSA) nebo kolisanim obsahu u¢inné latky
v 1ékové formé!. I piesto, Ze nebyly zavéry téchto klinickych piipadii dostate¢nd objasnény v literatuie,
existuji v nékterych zemich omezeni pii generické substituci’. Cilem experimentu bylo ,,in vitro“
sledovat rozdily v uvolnovani obou forem warfarinu (WSA a WSC) v zavislosti na slozeni a odliSnych
technologiich vyroby tablet. Za Gicelem sledovani vlivu rozdilné formy substance ¢i technologie vyroby
byly pouzity komer¢ni bioekvivalentni tablety obsahujici 5 mg WSA vyrobené vlhkou granulaci (A) a 5
mg tablety WSC vyrobené pifimym lisovanim (B). Za tcelem sledovani vlivu formy samotné ucinné
latky na disoluci byly metodou ptimého lisovani pfipraveny tablety o stejné sile s obsahem WSC (C) a
WSA (D). Bylo zjisténo, ze disoluce tablet je vice ovlivnéna jejich odlisnou technologii vyroby, nez
samotnou formou API. Pfestoze disoluc¢ni profily komer¢nich tablet mohou byt za ur¢itych podminek
rozdilné, jsou tyto tablety bioekvivalentni. To je pravdépodobné zpiisobeno presrazenim API v zaludku
na Spatné rozpustnou kyselou formu warfarinu (W), ktera se nasledné rozpusti v neutralnim prostredi
tenkého stieva. Tato rekrystalizace byla ovéfena disoluci API vpH 1,2 a 4,5 a nasledné potvrzena
srovnanim spekter Ramanovy spektroskopie.

Material a metodika
Piiprava tablet a jejich disoluce

Pro hodnoceni byly pouzity bioekvivalentni tablety A a B s obsahem 5 mg sodné soli warfarinu
pochazejici z trhu EU, zatimco tablety C a D byly pfipraveny podle jiz publikované metodiky s pouzitim
bézné dostupnych excipientli fosfore¢nanu véapenatého (Di-Cafos 92-14, Budenheim KG, Némecko),
mikrokrystalické celulosy (Avicel PH 101,FMC BioPolymer, USA), zesitované sodné soli
karboxymethylcelulosy (Ac-Di-Sol FMC,BioPolymer, USA) a stearanu hotec¢natého (Peter Greven,
Némecko) *. WSA byl ptipraven ,,in situ* rozpusténim ptiblizng 20,0 g WSC (Pliva, Chorvatsko) v 300
ml ¢isténé vody. Takto ptipraveny roztok byl umistén do horkovzdusné susarny 38A Horo (Dr. Ing. A.
Hofmann GmbH, Némecko) s teplotou 60 + 1 °C a po vysuseni byl odparek rozetfen v tieci misce. Pro
homogenizaci tabletoviny byl pouzit kontejnerovy misi¢ Turbula T2C s rychlosti 40 rpm (Willy A.
Bachofen AG Maschinenfabrik, Svycarsko). Pro tabletovani bylo pouZito excentrického lisu Korsch EKO
(Korsch, Némecko). Vysledné tablety mély plochy tvar s priimérem 10 mm, pevnosti ptiblizn¢ 50 N a
hmotnosti 270 mg. Disoluce byla provedena na aparatufe SOTAX AT7 (Donau Lab, Svycarsko). Objem
disolu¢niho média vytemperovaného na 37,0 = 0,5 °C byl 900 ml. Lékopisna metoda, tedy disoluce ve
vodném prostiedi, byla rozsifena o fosfatovy pufr pH 6,8 a rychlost padel byla v obou pfipadech 25 a 50
rpm. Celkovy pocet otestovanych tablet byl 12. Béhem disoluce byly odebirany vzorky v ¢asech 5, 10,
20, 30, 60 a 120 min, které byly nasledné vyhodnoceny pomoci HPLC?,
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Ptiprava a disoluce vzorki pro sledovani premény WSC/WSA pfi priichodu trdvicim traktem

Pro sledovéani ptemény WSC, resp. WSA na kyselou formu warfarinu béhem priichodu zaludkem bylo
na digitalnich vahach Kern 440-47 (Gettl. Kern a Sohn GmbH, Némecko) navazeno 0,5 g WSC, resp.
WSA a zvlast’ rozpusténo ve dvou typech médii obsahujici sodik a dvou které¢ sodik neobsahovaly.
Konkrétné v 500 ml roztoku kyseliny chlorovodikové o pH 1,2 a v acetatovém nebo sodno-acetdtovém
pufru o pH 4,5. Experiment byl proveden na aparatufe SOTAX AT7 (Donau Lab, Svycarsko). Obé média
byla vytemperovana na 37,0 + 0,5 °C a rychlost padel byla nastavena na 50 rpm. Po 120 minutach byl
roztok zfiltrovan pies filtra¢ni papir (KA 4, Papirna Perstejn s.r.o, Ceska republika), ktery byl nasledng
umistény do horkovzdu$né trouby Horo 038A (Dr. Ing. A. Hoffman GmbH, Némecko) vytemperované
na teplotu 30 °C pro dobu 24 hodin. Vysuseny vzorek byl na zavér ptesitovany pies sito o velikosti ok
500 um a zanalyzovan pomoci Ramanovy spektroskopie, rentgenové difrakce a laserové difrakce. 5 mg

takto pripraveného presrazeného vzorku bylo manuélné umisténo do tvrdé zelatinové tobolky velikosti
0 (Dr. Kulich Pharma s.r.o., Ceska republika) a doplnéno laktézou (Pharmatose 200M, DMV Int.,
Nizozemsko) na celkovou hmotnost 200 mg. Pro eliminovani ¢asu rozpadu, bylo pted disoluci, Ziletkou
sefiznuto vicko tobolky. Disoluce probihala v pH 6,8 pfi 50 rpm na aparatuie SOTAX AT7 (Donau Lab,
Svycarsko). Objem disoluéniho média vytemperovaného na 37,0 + 0,5 °C byl 900 ml.

Vysledky

Komercéné vyrabéné tablety (A a B) s odliSnym disolu¢nim profilem jsou bioekvivalentni i pfesto, Ze
obsahuji rozdilné formy warfarinu (WSA nebo WSC) a byl u nich pouzit jiny technologicky postup
vyroby (piimé lisovani nebo vlhkad granulace). To lze odGvodnit pieménou WSA a WSC vlivem
zalude¢ni kyseliny na kyselou formu warfarinu (obrazek 1.) s prakticky identickou velikosti ¢éstic.
Kysela forma se nasledné rozpousti (obrazek 2.) a vstiebava v neutralnim prostiedi tenkého stfeva. Pti
srovnani vSech disolu¢nich profilt A — D (obréazek 3.) je patrny vétsi vyznam pouzité technologie nez
vlivu formy ucinné latky. Tim byl vyvracen piedpoklad, ze zvySena krvacivost, byla zplsobena
generickou zaménou tablet s obsahem WSC za WSA ¢i naopak. To potvrzuje i nedavné prohlaseni FDA,
ze ani Uplna preména WSC na WSA behem doby pouzitelnosti bioekvivalentnich tablet nemtize ovlivnit
bioekvivalenci daného produktu* Hlavnim problémem tedy zlistiva obsahové stejnomérnost, ktera by
m¢éla byt udrzovana na urovni, ktera zajistuje reprodukovatelnost davky vzhledem k titrované hlading.
Ziskané vysledky ukazaly, ze v ptfipadé¢ hodnoceni in vitro je vhodné pouzit doporu¢enou metodu
rozpousténi FDA (pH 6,8, rychlost padel 50 rpm). Vétsi rozliseni disolucnich profili dosazené naptiklad
snizenim rychlosti ota¢ek nema zadny prakticky vyznam z hlediska predpovédi bioekvivalence.
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Obrazek 3. Disoluéni profily tablet
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Vyuziti 3D tisku v pripravé lékovych forem vhodnych pro individualizovanou terapii

Jan Elbl, Jan Muselik, Ales Franc, Jan Kolarczyk, Natalia Janigova

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

Uvod
V medicinskych oborech se 3D tisk uplatiiuje napt. pii vyrobé protetickych nahrad, kostnich nahrad,
specifickych biosenzort, tkdnovych struktur a velmi intenzivné je zkoumano pole tzv. bioprintingu.[1]
V oblasti novych lékovych forem pfipravenych technologii 3D tisku probiha také rozsahly vyzkum téZici
z jiz zminénych aspektl této technologie, nicméné do praxe se zatim prosadil pouze jediny piipravek.[2]

Cilem tohoto projektu bylo otestovat moznost aditivni ptipravy orodispergovatelnych filmu, které 1ze
vyuzit jako nosice Sirokého spektra 1é¢iv a maji fadu vyhod pii podani u déti nebo naopak geriatrickych
pacientll. Nasim cilem bylo vyvinout metodu pfipravy téchto filmu metodou tzv. direct writingu a ovetit
vlastnosti takto pfipravenych filmt. Dalsim cilem byla aditivni pfiprava tablet nebo naplni tobolek
uréenych k terapii zavislosti na benzodiazepinech a Z-hypnoticich.

Material a metodika

3D tiskarna byla upravena pomoci navrzeného linearniho davkovace, kdy pohybem krokového motoru
je disperze vytlacovana a deponovana jehlou o zvoleném praméru podle definovanych koordinat. Pro
tisk byla zvolena disperze o slozeni Glucidexu® 6D:sorbitol:voda v poméru 8:5:87 hm. %. Zakladni
parametry tisku byly nasledujici: jako podlozka byla zvolena teplovzdornd PES folie na skle o teploté
75 °C (prvni vrstva) a 70 °C pro nésledujici vrstvy. Primér extruzni jehly byl 0,84 mm. Siika, rychlost
depozice a vyska vrstvy byla zvolena na 0,7 mm; 7,5 mm-s™'; 0,005 mm pro prvni vrstvu a 0,84 mm; 20
mm-s'; 0,02 mm pro dalsi vrstvy. Filmy byly ti§tény v $arZich po 20 ks ve tvaru obdélniku o rozmérech
20 x 30 mm a vySce 0,205 mm. Modely byly pfipraveny v programu Blender 2.78 a exportovany ve
formé souboru .st/. Piiprava tiskovych dat probihala v programu Slic3r PE v. 1.35. U pfipravenych filma
byla hodnocena hmotnost, tloustka (Elcometer 456 - Elcometer Limited, UK), pH a ¢as rozpadu.

Pii vyuziti modelovych 1éCiv pro potfeby stanoveni obsahové stejnomérnosti bylo do disperze
zapracovano mnozstvi odpovidajici 220 pg methylenové modii (MM), piipadn¢ 3 mg benzydamin
hydrochloridu (BDH) na jeden film. Obsah MM a BDH v kone¢né 1€kové formé byl stanoven
spektrofotometricky (UV-1600 PC, VWR International, China) v roztoku pfipraveném rozpousSténim
filmu ve 100ml ¢isténé vody.

Pro nastrik 1é¢iva byl pfipraven jednoduchy program, definujici mnozstvi roztoku deponovaného do
tobolek umisténych na tiskové plose. Presnost davkovani byla ovéfena roztokem MM v objemu
odpovidajicim plédnovanym objemim roztoku diazepamu. V kazdé Sarzi bylo plnéno 10 tobolek. Po
odpafeni roztoku byl obsah MM stanoven spektrofotometricky. Po ovéfeni pfesnosti byly vybrany 3
hladiny davky diazepamu v rozmezi 2,125 — 0,492 mg a davkovan roztoku diazepamu o koncentraci 24
mg-ml! v isopropanolu. Po odpateni byl diazepam stanoven metodou HPLC.[3]
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K piipravé FDM filamentt byl vyuzit extruder Noztek Pro (Noztek Ltd., UK). Pocatecni testovani bylo
provedeno s technickym PLA. Po dosaZeni tolerance tloustky filamentu + 0,05 mm pro PLA byly
extrudovany smési s majoritnim obsahem Eudragitu® E. Tolerance rozmérii ptipravenych filamenti byla
ovéfovana obrazovou analyzou. U filamentu byly dale ovéfeny mechanické vlastnosti, predev§im
Youngliv modul a schopnost vlakna neldmat se pfi tisku.

Vysledky
Po zkusSebnim tisku bylo usouzeno, ze diky malé viskozit¢ a velkému povrchovému napéti disperze
dochéazi k nerovhnomérnému piilnuti k tiskové podlozce. Jako feSeni byl vyzkouSen 1% ptidavek
hydroxyetylcellulozy Cellosize® v rtiznych stupnich viskozity, snizeni rychlosti tisku a zvyseni teploty
tiskoveé podlozky pro prvni vrstvu. Vysledky (Tabulka 1) potvrzuji pozitivni vliv ptidavku HEC s vy$$im
stupném viskozity na uniformitu filmu, s vyjimkou casu rozpadu u filmt s obsahem QP 4400. To lze

vvvvvv

urychlen oproti zbytku filmu. Proto byl pro dalsi experimenty zvolen typ QP 300.

. Hmotnost | RSPhm | Tloustrka | RSP Rozpad RSDrzp
Cellosize®
[g] [%%] [mm] [%] [s] [%%]
QP40 0,1803 1,08 219,0 10,8 39,8 3,4
QP300 0,1874 1,06 2154 2,5 39,3 1,5
QP4400 0,1827 1,03 210,5 3,1 40,3 3,7

Tabulka 1 — Porovnani filma z ruznych typa HEC

Pro urychleni ptipravy byla dale testovana moZnost zvyseni rychlosti tisku a to z piivodnich 20 mm-s!
na 30 resp. 40 mm-s™' na obdélnikovém modelu. Zji§téné obsahy MM v jednom filmu pii vzristajici
rychlosti tisku odpovidaly piredpokladanému obsahu 220 ug ve filmu (218,09 + 1,92 ug; 219,57 £ 1,35
ng a 220,64 £ 1,98 ug). Byla vybrana rychlost tisku 40 mm-s™!, ktera pfi tisku 30 ks filmu dostacuje k
dosuseni jednotlivych vrstev pied depozici dalSich. Flexibilita metody byla dale ovétena tiskem filmt
tvaru Ctverce a kruhu o objemu odpovidajicimu vychozimu obdélniku 20 x 30 x 0,205 mm. I zde byla
uniformita davkovani potvrzena porovnanim obsahu MM v ptipravenych filmech (219,5 + 3,61 ug pro
kruh resp. 221,0 = 3,84 pg pro Ctverec).

Dalsi ¢asti experimentu byla piiprava obdélnikovych filmi o tloustkach modelu 0,045; 0,085; 0,125;
0,165 a 0,205 mm z disperze QP 300 s obsahem 3 mg BDH. Vysledky (Obrazek 1) dokazuji korelaci
métenych veliCin s vySkou modelu (hmotnost: R = 0,9989, tloustka: R = 0,9929 a ¢as rozpadu: R =
0,9699). Horsi korelaci Casu rozpadu Ize piipsat rozdilim mezi vySkou modelu a redlnou tloustkou filmt
(pro vztah Casu rozpadu a skutecné tloustky filmu plati R = 0,9906). Priméry zjisténych obsahtit BDH
ve filmech vyjadieny procentualné vi¢i 3mg BDH + RSD byly 97,28 + 4,02; 99,86 + 3,44; 99,32 +1,14;
98,26 1,09 a 101,00 + 1,88 ve vzestupném potadi tloustky filmu. Doba tisku Sarze 30 ks filmti byla 41,
60, 78, 96 a 114 minut, coz je dostaCujici pro potieby rychlé piipravy konecné 1€ékové formy na miru
konkrétnimu pacientovi.
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Obrazek 1: Korelace vySky modelu a méfenych velic¢in

Vysledky testovani piimého nastiiku roztoku 1éc¢iva do tobolky shrnuje Tabulka 2.

Vzorek 2,125 | 1,535 | 1,109 | 0,801 | 0,578 | 0,492
Objem roztoku [ul] 88,54 | 63,96 | 46,21 | 33,38 | 24,08 | 20,50
RSD pro MM [%)] 1,78 | 1,26 | 1,77 | 2,24 | 8,15 | 5,05
RSD pro diazepam [%] 9,1 - 3,88 - - 13,28

Tabulka 2 - Shrnuti RSD pro primy ndstiik roztoku léciva

FDM filament ptipraveny z PLA vyhovovala rozmérovym limitim a spliiovala i parametry dtlezité pro
tisk (Youngtv modul E = 3,45 GPa) — pficemz za idealni se povazuje hodnota v fadech GPa.

FDM filamenty byly pfipravovany v teplotnim rozmezi 120 — 180 °C. Filamenty z Eudragitu® E nebo
Affinisolu® VA64 byly ptili§ kiehké pro manipulaci a tisk. Proto byla vytvofena smés Eudragitu® E,
Affinisolu® VA64 (10 a 20%) a 2 % stearanu vapenatého pro usnadnéni extruze. Ani zde v§ak nebylo
dosazeno vhodnych vlastnosti a tak bylo pfistoupeno k pouziti plastifikatoru triethylcitratu v 1; 2 a 3%
koncentraci a ptidavku 2 % stearanu vapenatého. Filament s obsahem 3% plastifikatoru bylo jiz mozné

zavadét do tiskarny a dosahoval hodnot E = 1,32 GPa. Ani u jednoho filamentu s obsahem Eudragitu®
nebylo dosaZeno tolerance rozméra filamentu lepsi nez = 0,1 mm na 1 metr. To pfi priméru 1,75 mm

Obrazek 2: Pripravené filamenty
(A) zvrchu Eudragit® E, Affinisol® VA64, PLA (B) smésné filamenty Eudragit® E + Affinisol® VA64 (zvrchu 10 a 20%) (C)

Eudragit® E, Affinisol® VA64, TEC a Ca stearat (85/10/3/2 %)
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predstavuje odchylku + 17 % v kazdych 3 gramech materidlu a nebylo tak mozné vyuzit pfipravené
filamenty pro tisk 1ékovych forem, kde je Zadouci nizsi odchylka hmotnosti jednotlivych forem.

Zavér

Byly ovéfeny moznosti pfesného ovlivnéni konecnych vlastnosti filmi modifikaci vychoziho digitalniho
modelu véetné tvaru, rychlosti rozpadu, hmotnosti, tloustky a obsahu 1é¢iva. Jako idealni se jevi filmy
v rozmezi tloustky 0,085 az 0,165 mm ptedevsim z pohledu rychlosti rozpadu a manipulace s konecnou
Iékovou formou. Piimé déavkovani roztokd 1éCiva pomoci 3D tiskdrny se umalych mnozstvi
davkovaného roztoku neukazalo jako vhodné, piesto lze soudit, Ze zvySenim dédvkovanych objemil by
doslo ke zlepSeni obsahové stejnomérnosti. Dale bylo optimalizovano slozeni filamentu ur¢eného k
piipravé lékovych forem s okamzitym uvoliiovanim v Zalude¢nim prostfedi. Ke zlepSeni tolerance
rozméru filamentu by bylo vhodné aplikovat jiné metody kontroly priméru filamentu v navaznosti na
vylepSeni ovlddani extruznich parametri samotného extruderu.
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Piiprava, charakterizace, vlastnosti a vyuZiti nanocastic jako transportéra kyseliny askorbové v
onkologické terapii

Adéla Firlova!, Radka Opatfilova!
Ustav chemickych lé¢iv, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno’

Uvod

Kyselina askorbova byla v terapii onkologickych onemocnéni zkoumana jiz od druhé poloviny
dvacatého stoleti. Pouze o par let pozdéji vSak byla publikovana studie americké Mayo Clinic, ktera
nepotvrdila hypotézu ti¢inku. Z toho divodu bylo od dalSich vyzkumi upusténo. Teprve na konci stoleti
se zacaly objevovat studie nové, které rozliSuji zplisob podani farmakologické davky vitaminu C a
navrhuji, Ze jeji Gi¢innost je zavisla na i.v. podani (1) Uprava askorbatu navazanim na kiemikové
nanocastice by mohla vyrazné snizit jeho davku, ktera je v i.v. form¢ 10 g/den.

Material a metodika
Ptiprava a charakterizace nanocastic

Kiemikové nanocastice byly pfipraveny za pouziti cetrimonium bromidu (CTAB), amonné vody,
tetraorthosilikatu (TEOS) a ethanolu (Sigma Aldrich). CTAB byl rozpustén v ¢isténé vode s piidatkem
amonné vody a michan pomoci michadla 1 hodinu. Poté byl po kapkach ptidavan tetraorthosilikat a smés
byla michéna za pokojové teploty po 4 hodiny. Pomér diametrti byl kontrolovan pomérem CTAB a TEOS
dle dostupné literatury. Nasledné byly vytvofené nanocastice centrifugovany po 20 minut rychlosti 15k
rpm. Po vyjmuti supernatantu byly nanocastice promyty vodou a ethanolem a suSeny pfes noc pfi teploté
60 °C (2). Nasledn¢ byly nanocastice redispergovany v teplém acidickém methanolu (2 ml HCI + 120
ml MeOH) po dobu 24 hodin, centrifugovéany, promyty ethanolem a suSeny pii 80 °C (3).

Navazani NH2 skupin na povrch nanocastic

Pro povrchovou tpravu byl pouzit bezvody dimethylformamid (DMF) a aminopropyltriethoxysilan
(APTES) (Sigma Aldrich). 20 mg nanocastic obou tvarti bylo redispergovano ve 20 ml DMF. 10 ul
APTES bylo smiseno s 200 ul DMF a pfidano k nanoc¢ésticim. Po diikladné sonikaci bylo michano za
pokojové teploty po dobu 20 hodin, nasledné centrifugovano a promyto vodou.
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Navazani askorbatu na povrch nanocastic

Pro navazovani askorbatu bylo pouzito kyseliny askorbové (Sigma Aldrich). 50 ug nanocastic s NH2
skupinou na povrchu bylo dispergovano v miliQ vodé, ptidano 20, 40, 60 a 80 ug kyseliny askorbové ve
vodném roztoku v celkovém objemu 500 ul. Nasledné byly zkumavky michany stylem end over end po
dobu dvou hodin. Po dvou hodinach byly nanocastice centrifugovany a ze supernatantu byl diferencialné
stanoven podil navazané kyseliny askorbové.

MTT assay

MTT assay byla provedena za pomoci dimethylsulfoxidu (DMSO), phenazinmethosulfatu (PMS) a
tetrazolium bromidu (MTT) (Sigma Aldrich). K supernatantu zbylému po navazovani askorbatu bylo
piidano 50 ug MTT a 25 ug PMS. Nasledné byla provedena inkubace pii 37 °C po dobu 30 minut. Po 30
minutach byly vzniklé krystalky formazanu centrigugovany, supernatant odebran a formazan rozpustén
v 500 ul DMSO a méten absorp¢ni spektrofotometrii na ptistroji Cytation 3 pti vinové délce 500 nm.

Vysledky

Piiprava nanocastic byla hodnocena pomoci elektronového mikroskopu Tescan Mira 3. Nanocastice
s pomérem diametru 1 odpovidaly velikosti cca 150 um, nanocastice s pomérem diametru 5 odpovidaly
velikosti cca 80 um. Pro bliz§i moznost hodnoceni by bylo zapotiebi lepSiho rozliSeni mikroskopu.

%mf

SEM HV: 50kV WD: 499mm

View field: 14.2 ym Det: SE
SEM MAG: 20.0 kx

SEM HV: 5.0 kV
View field: 14.2 ym
SEM MAG: 20.0 kx

Obr. 1 Snimek z EM Tescan Mira 3, pomer diametru 1
Obr. 2 Snimek z EM Tescan Mira 3, pomeér diametru 5
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Navazovani askorbatu prob¢hlo uspésné, nejvyssi procento navazani bylo pozorovano pii poméru 50 ug
nanocastic k 20 ug askorbatu. Nanocastice s pomérem diametru 5 na sebe navazaly vétsi procento (21,8
%) nez nanocastice pomérem diametru 1 (15,2 %), coz by mélo byt zptisobeno jejich vétsi plochou.

MTT assay vykazovala linedrni zavislost koncentrace az do mnozstvi 50 ug na assay, coz odpovida udaji,
ktery je udan v komercnich kitech pro detekci kyseliny askorbové pomoci MTT assaye (4).

Diskuze

Vysledky naznacuji spravnou piipravu kiemikovych nanocéstic a jejich povrchovou tpravu pomoci NHz
tim, Ze bylo mozno na povrch nanocastic navazat 15,2 %, resp. 21,8 % askorbatu z pouzitého roztoku.

Velikost nanocastic je potfeba dale zkoumat a pokracovat v jejich charakterizaci tak, aby bylo dosazeno
konstantniho vysledku pfi ptipravé a vyhodnych vlastnosti pfi navazovani 1éCiva. Vyuziti obou poméri
diametru je zajimavé i z farmakologického hlediska prostupnosti bunéénymi membranami a mélo by mu
byt vénovana pozornost i pii ptipadnych testech na bunécnych kulturach.

Zavér

Autorka dékuje interni grantové agentufe VFU Brno, ktera podpofila tento projekt grantem 322/2018/FaF
a dale predevsim Doc. Radce Opatiilové za konzultace, Prof. Renému Kizekovi za pomoc a cenné rady
pfi optimalizaci metody pro detekci askorbatu, Doc. Janu Gajdziokovi za pomoc pfi zobrazovani na
elektronovém mikroskopu, Dr. Alemu Nérvanenovi za pfedané védomosti v oblasti nanocastic, Doc.
Oldfichu Farsovi za zapujceni centrifugy a Dr. Dominiku Rotreklovi za zaptjceni rotacni tiepacky.
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Vyvoj syntetickych metod piipravy prenylovanych stilbenoidii jako latek se Sirokou biologickou
aktivitou
Michal Gregus, Katefina Senkefikova, Pavel Bobal
Ustav chemickych lé¢iv, Farmaceuticka fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Polyfenoly piedstavuji velkou chemickou tfidu fytochemikalii, mezi nimiz pfitahovala
vyznamnou pozornost podtiida stilbenoidii vzhledem k jejich rozvinuté strukturdlni rozmanitosti a
biologickym aktivitam. Stilbenoidy jsou hydroxylované derivaty stilbenu a vykazuji vyznamné
antioxidacni, antimikrobialni, protizdnétlivé, protinadorové a jiné aktivity. V posledni dob¢ prob¢hla
studie jejich vlivu na rotavirové infekce.! Zatimco biologick4 aktivita viem zndmého trans-resveratrolu
byla znaéné studovana, Gi¢inky prenylovanych stilbenoidii byly jen minimalné& prozkoumany.? Prenylace
mize zvysit nebo ovlivnit biologickou funkei stilbenoidli. Prenylace také zvySuje lipofilitu molekul, coz
jim umoziuje snadno proniknout pies bunééné membrany. Zvyseni lipofility (bézn¢ vyjadiené jako log
P konstanta) Casto koreluje pozitivné se zvySenou biologickou aktivitou ve skupinach sloucenin
podobnych struktur.?

Z nespocetného mnozstvi prenylovanych stilbenoidli, izolovanych zejména z rostlinného
materialu v malém mnozstvi, jsme si vybrali pro syntézu napft. derivaty pinostilbenu, oxyresveratrolu a

thunalbenu (Obr. 1).
<8 <8 g
OH

OCH, OH OCH,

Pinostilben Oxyresveratrol Thunalben

Obr. 1. Cilové struktury vybranych prenylovanych stilbenoidu

Material a metodika
Ptirodni stilbenoidy jako je pterostilben, piceatanol, pinostilben, pinosylvin, oxyresveratrol a jiné, jsou
komer¢né dostupné, avSak v pomérné malém mnozstvi a za vysokou cenu. Na druhé stran€ prenylované
stilbenoidy jsou komeréné témei nedostupné nebo dostupné jenom ve velice omezeném rozsahu. Proto
je nevyhnutelné provést jejich chemickou syntézu. Pro syntézu vybranych prenylovanych stilbenoida
jsme navrhli n€kolik postupti znazornénych na Schématu 1. Pii syntéze samotnych stilbenoidtit mohou
byt uplatnény mnohé postupy vyuzivajici tvorbu olefinické vazby z ptislusného vhodné substituovaného
aromatického aldehydu a aromatického intermediatu s aktivovanou methylovou skupinou (Wittigova,
Horner-Wadsworth-Emmonsova reakce — cesta A)*, paladiem katalyzovanou Sonogashirovou reakci
s naslednou selektivni hydrogenaci z arylalkynu a halogenarenu (cesta B)®, Mizoroki-Heckovou reakci
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z vinylarenu a halogenarenu (cesta C)° nebo Suzuki-Miyaurovou reakci z halovinylarenu a arylboronové
kyseliny (cesta D)’ (Schéma 1, R' = H). V priibéhu nasi prace jsme experimentalné zjistili, Ze vhodnou
metodou piipravy stilbenoidi je klasicka metoda A, proto jsme rozvijeli tuto alternativu.

R R__x
HO N
+ | Y
(o] z
/ O\Rz

D
x \
1 R’
z Pinostilben, R' =H, R?=CHz, X=0H,Y=Z=H HO R B X
" R X Oxyresveratrol, R'=H,R2=H,X=Z=0H,Y =H ' HO.
HO = X Thunalben, R' =H, R?=CH3, X =Z=H, Y = OH * "B Y
% | i
\ . N OH Z
> I Y P O.g2
z R'=H,
Osge

Schéma 1. Navrh syntézy stilbenoidd
Po syntéze stilbenoidl s chranénymi hydroxylovymi skupinami nebo jejich halogenovanych derivati je
mozné zavést prenylovou skupinu do molekuly (Schéma 2). V literatufe je popsdna celd skéla postupt
prenylaci fenolickych latek.® Negativni zkuSenosti nasich kolegti, ktefi provadéli prenylaci hotovych
chranénych stilbenoidi a izolovali pouze velmi malé mnozstvi Zadoucich produktii ve smési mnoha latek,
nas vedly k moznosti zavedeni prenylové skupiny uz do struktur intermediati napt. aldehydt apod. a
posléze propojeni aromatickych jader dle metody A.

H nebo Hal

X X
H nebo Hal |
HO ‘\\ NNy
B —
%% Z ——
(¢}

“H nebo CH3 O\H nebo CH3

Schéma 2. Transformace stilbenoidd na prenylované derivaty
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Vysledky
Projekt syntézy prenylovanych stilbenoidd, pfipadné jejich analogli je mozné roz€lenit na pét casti.
1. Ovéfeni ptipravy komeréné nedostupnych fosfonatd, resp. fosfoniovych soli z komeréné dostupnych
surovin. Zéakladnimi surovinami byly vétSinou hydroxy nebo methoxy substituované aromatické
aldehydy nebo karboxylové kyseliny. Ptiklad takové syntézy uvadi schéma 3.

OPG OPG
\/©/ PG Cl \/©/ 1 redukce \/©/
baze 2 SOCl, cl

Schéma 3. Ptiklad ptipravy fosfonatu.

\
P
O

V ptipad¢, ze chréanici skupinou byla methylova skupina, bylo mozné pouzit i komercné dostupny p-
methoxybenzylchlorid. Kromé fosfonatu byla také ptipravena fosfoniova sul. (Schéma 4)

OCH3; Ph OPG
\/@/ Ph3P, PhMe Ph \/@/
P.
c A Ph

@

Schéma 4. Syntézy fosfoniové soli
2. Dals8im tkolem bylo testovani vhodné chrénici skupiny. Z testovanych né€kolika chranicich skupin a
z literarnich zdrojt byla vybrana methoxymethylova.
3. V této casti projektu byla aplikovana metoda ptipravy fosfonati na ochranéné intermediaty.
Obdobnym zptsobem byly pfipraveny i dalsi fosfonaty.
4. Dalsimi synthony pro piipravu stilbenoidi byly substituované aromatické aldehydy obsahujici
prenylovou skupinu. (Obr. 2)

PGO PGO
Xo Yo OPG
4 ~ Ox SN
OCH3 OPG

PG = CHa, CH,OCHj PG = CH, PG = CHz, CH,0CH;

Obr. 2. Struktury prenylovanych intermediatu.

Pro prenylaci byly vybrany piislusné bromderivaty aldehyda nebo karboxylovych kyselin v zavislosti
na komercni dostupnosti. Kolegové v naSem tymu provedli UspéSné prenylaci chranéného p-
methoxybenzaldehydu pomoci prenylbromidu, n-BuLi a katalyzatoru na bazi médi. Nasi nynéjsi
snahou je aplikovat tuto metodu na nase substraty. Pro chranéni aldehydické skupiny byl Gspésné
pouzit ethylenglykol. V piipad¢, ze vychozi latkou byla karboxylova kyselina, bylo nutné ji nejprve
zredukovat na alkohol in situ generovanym boranem a posléze oxidovat na aldehyd oxidem
mangani¢itym. (Schéma 5)

(0] O/>
HO _~

PGO OH _NaBH, = .o OH _MnO; _ o5 o T OH Lo 0
I CH.Cl, H* A

Br Br Br Br
Schéma 5. Priprava chranénych substratil pro prenylaci
5. Poslednim krokem syntézy bude samotna Horner-Wadsworth-Emmonsova kondenzace s naslednou
selektivni deprotekci, ktera zlstdva predmétem dalSiho vyzkumu. Veskeré meziprodukty byly
charakterizovany pomoci '"H NMR, *C NMR, IC a HRMS. Cistota pfipravenych slou¢enin byla
ovéefena pomoci TLC nebo HPLC.
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Ptiprava a hodnoceni liquisolid tablet s obsahem kapalnych rostlinnych extrakta s antioxidanty

Klara Kostelanska, Jan Gajdziok, Ales Franc, Sylvie Pavlokova, Marek gtipka, Vendula Rosi, René
Ciz

Ustav technologie lékii, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno
Uvod

Systémy kapalina v pevné fazi (liquisolid systems, LSS) se pfipravuji nanesenim 1é¢iva v neté¢kavém
rozpoustédle na vybrany porézni nosi¢ a obalovaci material. V prubéhu formulace se kapalina pomoci
adsorpce a absorpce inkorporuje do struktury nosného materidlu. Vysledkem je pak suchy, nepftilnavy,
voln¢ tekouci a dobte stlacitelny praSek, ktery je vhodny pro lisovani do tablet (1). Tato metoda byla
vyuzita pro inkorporaci rostlinnych extraktl ztedénych vodou a ethanolem do struktury porézniho nosice
- aluminometasilikat Neusilin® US2. Vzniklé tablety byly nasledné testovany pied i po suseni (1 a 3 min
v mikrovinné troubé, 60 a 180 min v horkovzdusné susarn€¢) a byly mezi nimi pozorovany zmény
z hlediska fyzikalnich vlastnosti, ale i antioxida¢ni aktivity.

Material

Pro ptipravu liquisolid tablet byly vyuzity kapalné extrakty Rosa canina L., Aronia melanocarpa
(Michx.) Elliott, Crateagus leavigata (Poir.) DC., Prunus spinosa L., Prunus padus L. a Rubus fruticosus
L. Rostlinny material byl zakoupen od spole¢nosti F-Dental Hodonin s.r.o. (Ceska republika). Jako
rozpoustédla byly pouzity 96% ethanol (Mikrochem, Slovakia) a destilovana voda, jako porézni nosi¢
Neusilin® US2 (Fuji Chemical Industries Co., Ltd., Japonsko), obalovy material Aerosil® 200 (Euro$arm
spol. s.r.0., Ceska republika), plnivo Avicel® PH 101 (FMC Biopolymer, USA), kluzna latka magnesium
stearat (Zentiva a.s., Ceska republika). Rozvoliiovadlo Vivasol® bylo pro experiment vénovano od
spole¢nosti JRS Pharma (Némecko). Jako ¢inidla pro zjisténi antioxida¢ni aktivity se pouzily hexahydrat
chloridu zelezitého (Mikrochem, Slovensko), heptahydrat siranu zeleznatého (Mikrochem, Slovensko),
kyselina chlorovodikova (Centralchem, Slovensko)
a 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin (Sigma-Aldrich, Svycarsko). Vsechny chemikélie pouZivané pro
stanoveni antioxidacni aktivity mély analyticky stupen kvality.

Metodika
Priprava tabletovin a tablet:

Sorpce rozpusténého extraktu na porézni nosi¢ probihala v high shear mixeru (Rotolab Ima Zanchetta,
Italie). Tento experiment byl rozdélen do dvou ¢asti, kdy kazdy z extraktl byl zvlast’ rozpustén ve vodé
a nasorbovan na nosi¢. Stejny postup byl aplikovén 1 pro ethanol. Diky tomu vznikly dvé rGzné smési,
které byly nasledné porovnavany z hlediska fyzikalnich vlastnosti.
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Na presné mnozstvi Neusilinu® US2, byl nanesen vodny nebo ethanolicky roztok rostlinného extraktu
(50% w/w) v high shear mixeru. DoSlo tak ke vzniku volné tekouciho prasku lehce zabarveného
extraktem. Praskova smés byla presitovana (oka 1 mm) a zhomogenizovana v tfiosém homogenizéru
(T1C, TURBULA System Schatr, Svycarsko). Poté byl ptidan obalovy material Aerosil® 200, smés byla
piesitovana a homogenizovana. Poslednim krokem bylo piidani ostatnich pomocnych latek — Avicel®
PH 101, magnesium stearat, Vivasol®, pfesitovani a kone¢na homogenizace. U takto pfipravenych smési
byly testovany tokové vlastnosti, thel skluzu, sypny uhel, pyknometricka hustota, ztrata suSenim, sypny
a setfesny objem (Hausnerv pomér, index stlacitelnosti). Smési byly slisovany do tvaru ovalnych tablet
(18 x 8 mm) o hmotnosti 650 mg a pevnosti 100 N na excentrickém tabletovacim lisu (EK 0, KORSCH,
Némecko). Vzniklé tablety byly suseny v horkovzdusné susarné po dobu 60 a 180 min a v mikrovinné
troub¢ po dobu 1 a 3 min.

Hodnoceni tablet:

Vznikl¢ tablety byly nejprve testovany nesuSené pro porovnani vlastnosti pred a po suSeni. Dle
Evropského 1ékopisu byly testovany tablety na pevnost, hmotnostni stejnomérnost, pyknometrickou
hustotu, rozpad, odér, ztrata suSenim (2), dale se pouzily 1 nelékopisné zkousky na zjisténi vysky tablet,
nasakavosti a ¢asu nasakani.

Tablety byly rovnéz podrobeny modifikované disolu¢ni zkousSce s cilem o zjisténi jejich antioxidacni
aktivity pomoci zafizeni s lopatkami (Hanson SR8 Plus Dissolution Test station, USA).

Pro disolu¢ni analyzu byly z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti vybrany vzorky s rostlinnymi
extrakty Rosa canina L., Aronia melanocarpa a Crateagus leavigata.

Jako disoluéni médium byla vybrana destilovand voda. Analyza byla provedena pii 50 ot/min
a teploté¢ 37+0,5°C. Disolu¢ni kapalina (1 ml) byla odebirana po 5, 10, 15, 20 a 30 minutich
a nasledné¢ nahrazena destilovanou vodou. Odebrané¢ vzorky byly okamzité analyzovany
na antioxida¢ni aktivitu metodou FRAP (fluorescence recovery after photobleaching). Analyzovany
vzorek (50 pl) byl smichédn s 1 ml smési vytvorené roztokem TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin)
(0,01M) v kyselin¢ chlorovodikové (0,04M), roztokem chloridu zelezité¢ho (0,02M) a vodou v poméru
1:1:10. Byla zmétena absorbance pii vinové délce 593 nm po 4 minutach inkubace (A4 min). Stejna
technika byla pouzita pro stanoveni absorbance (A0) smési sestavajici z analyzované disolucni kapaliny
(50 pl) a destilované vody (1 ml). Kazda sarze tablet byla analyzovana Sestkrat.

Stabilitni testovani bylo provedeno v podminkach 40°C/70% RH po dobu 6 mésicii pro nesusené tablety.
Nasledn¢ byl zkouman vliv podminek ve stabilitnim boxu na jakostni parametry tablet. Byly provedeny
totozné zkousky jako u tablet hodnocenych po nalisovani (pyknometricka hustota, ztrata susenim, odér,
pevnost aj.).

Vysledky jednotlivych analyz byly shrnuty ve formé tabulek a grafai a statisticky vyhodnoceny pomoci
nastroju vicerozmérné analyzy (PCA — analyza hlavnich komponent).
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Vysledky

Z hodnoceni tokovych vlastnosti praSkové smési je patrné, Ze extrakt ovliviiuje chovani tabletoviny. Pti
srovnani vzorktl s destilovanou vodou a ethanolem je ziejmé, Ze voda jako rozpoustédlo zajist'uje lepsi
tokové vlastnosti.

Vliv suSeni na vzniklé tablety je vysoky. Pevnost tablet roste s Casem suSeni, protoZe se minimalizuje
mnozstvi kapalné faze v tabletach.

Ze statistické analyzy dat vyplyva, ze druh pouzitého rostlinného extraktu je na vlastnosti tabletoviny
1 vyslednych tablet zanedbatelny. Naopak vliv rozpoustédla mel ¢astecny vliv na chovani tablet — vyssi
vyska tablet, Cas nasakavosti a rozpad a zvyseni antioxidacni aktivity. Zasadni vliv na vzniklé tablety
m¢él typ a délka suSeni. Pti suSeni dochazelo ke zvySeni nasdkavosti, pevnosti a porosity, naopak ztrata
suSenim, odér a hmotnost tablet jsou obecn¢ nizsi.

Z vysledktu disoluéni zkousky je ziejmé, ze tablety obsahujici rostlinny extrakt Rosa canina L.
vykazovaly nejvyssi antioxidaéni aktivitu z celé skupiny analyzovanych tablet. U vSech analyzovanych
vzorkli dochdzi po tepelném oSetieni k vyznamnému sniZzeni antioxidacni aktivity. Tato ztrata
antioxidacni aktivity je patrna pii delsi tepelné zatézi. Pro vétSinu vzorkd je snizeni antioxidacni aktivity
vyS$si pii suSeni v mikrovinné troubé. Pro zaclenéni relativné viskoznich rostlinnych extrakti do LSS
tablet bylo nutné pouzit rozpoustédlo. PouzZiti ethanolu jako rozpoustédla vede k vySsi antioxidacni
aktivité tablet.
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Obr.
1: Graf antioxida¢ni aktivity analyzovanych vzorki.

Stabilitni testovani provedené v podminkach 40 °C/70% RH po dobu 6 mésicli pro nesusené tablety
prokazalo prodlouzeni ¢asu potfebného na rozpad tablet a také casu nasdkani oproti nesuSenym tabletam,
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které byly testovany po nalisovani. Naopak hodnoty odéru a hmotnosti tablet se u vzorkt po stabilitnich
testech snizovaly, stejné tak i procento nasdkané kapaliny (nasdkavost).

Zavér

Tokové vlastnosti tabletovacich smési ptipravenych liquisolid metodou, se zhorSuji s pritomnosti
rostlinného extraktu, zvlaste pokud se jako rozpoustédlo pouzije ethanol. SuSeni ma nejvétsi vliv
na fyzikalné-mechanické vlastnosti tablet. Zavérem lze fici, ze rostouci doba susSeni vede ke zvySeni
pevnosti tablet, k urychleni rozpadu, zhorSeni hmotnostni stejnomeérnosti, zvySeni pyknometrické
hustoty a vyznamnému snizeni antioxidacni aktivity.
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Testing of N-alkoxyphenylhydronaphthalenecarboxamide activity
against intestinal sulfate reducing bacteria
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Department of Human Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy, University of Veterinary
and Pharmaceutical Sciences Brno', Department of Experimental Biology, Faculty of Science,
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Introducrion
The increased number of sulfate-reducing bacteria (SRB) and the intense process of dissimilatory sulfate
reduction in the gut are thought to be significant risk factors of inflammatory bowel diseases in both
humans and animals. These bacteria are often found in persons with rheumatic diseases, ankylosing
spondylitis, etc. [1]. There is also an assumption that SRB can be responsible for some forms of cancer
of the rectum through the formation of hydrogen sulfide that affects the metabolism of intestinal cells
and give rise to various inflammatory bowel diseases [2,3].
Hydroxynaphthalene-2-carboxanilides can be considered as cyclic analogues of salicylanilides that have
expressed promising results as potential antimicrobial agents. Their antimicrobial effects are connected
with the ability of vicinal hydroxyarylamides to inhibit various enzymatic systems in bacteria. In
addition, the presence of an amide group with a hydrophobic residue in its close vicinity is able, due to
its electron properties, to interact and bind with a number of enzymes/receptors and affect the biological
response by means of these target sites. The properties of the amide moiety can be easily modified by
various substitutions [4,5].
In our previous research, antimicrobial effect of salicylamide derivatives against intestinal sulfate-
reducing bacteria as well as influence of selected 8-hydroxyquinoline-2-carboxanilides on viability and
sulfate metabolism of Desulfovibrio piger were studied and described [6-7]. The present work is focused
on investigation of the biological activity of N-alkoxyfenyl-3-hydroxynaftalen-2-carboxamides against
intestinal sulfate-reducing bacteria isolated from mice.

Materials and methods
Bacterial culture and cultivation
The sulfate-reducing bacteria were isolated from the intestine of healthy mice and with colitis, identified
as described previously [9]. The cultures of intestinal SRB have been kept in the collection of
microorganisms at the Department of Experimental Biology, Faculty of Science at the Masaryk
University (Brno, Czech Republic). The bacteria were grown for 36 hours at 37 °C under anaerobic
conditions in nutrition modified Postgate’s liquid medium. Before bacterial passage in the medium, 0.05
ml.L" of sterile solution of Na2Sx9H20 (1%) was added. The sterile 10 mol.L! solution of NaOH (0.9
ml.L") in the medium was used to provide the final pH 7.2. The medium was heated in boiling water for
30 min in order to obtain an oxygen-free medium and cooled to 30 °C. The tubes were brim-filled with
medium and closed to provide anaerobic conditions.
Determination of N-alkoxyfenyl-3-hydroxynaftalen-2-karboxamidy activity

176



Prior to the experiment, equimolar solutions of N-(alkoxyphenyl)-1-hydroxynaphtalene-2-carboxamide
derivatives were prepared by diluting a weighed amount of each substance in corresponding amount of
dimethylsulfoxide (DMSO), resulting in a set of solutions of a molar concentration equal to 100 mmol/l.
After that, 10 pl of each solution was pipetted at the bottom of a sterile Wasserman tube. Finally, pair of
tubes containing 10 pl of clear diluent (DMSO) were added.

Agar medium with Mohr’s salt (NH4)2Fe(SO4)2x6H20) was liquefied by heating and then temperated
to 43°C in a thermostatic water bath. At this temperature, the bacteria would survive in the medium and
at the same time, the medium would stay at a liquid phase suitable for pipetting. In sterile conditions, 24-
hours old culture of SRB was added to the medium in a volume equal to 10% of agar medium volume
(e.g. 5 ml of SRB culture to 45 ml of agar medium). In total, 990 pl of this cell suspension was pipetted
into each of the Wasserman tubes containing 10 pl of substance solution prepared beforehand. This way,
the final concentration of substance in the suspension was 1000 pmol /1.

Each experiment consisted of two sets of equivalent tubes. Finally, a pair of tubes containing blank agar
bacterial solution was added, serving as a non-inhibited growth control.

In a few moments, the agar cell suspension would solidify due to cooling to room temperature. At this
point, 500 ul of sterile paraffin oil was added to each tube on the top of solidified suspension to form an
oxygen-proof layer.

The results were observed after 24 hours of cultivation in 37°C. Because the agar medium contained
Mohr’s salt, presence of SRB could be detected easily by black color indicating SRB growth.

Results

The results of in vitro antimicrobial activity, in particular minimal inhibition concentrations (MIC) of N-
alkoxyfenyl-3-hydroxynaftalen-2-carboxamides against intestinal sulfate-reducing bacteria isolated
from mice are presented in Table 1. In total, the activity of nineteen compounds was tested and
ciprofloxacin [7] was wused as a control. The minimal inhibition concentrations of
N-alkoxyfenyl-3-hydroxynaftalen-2-carboxamides for both SRB isolated from healthy mice and with
colitis were > 1000 umol/L. Some of these compounds also stimulated the bacterial growth and were not
toxic in the concentration range from 10 to 1000 umol/L.

Iz

OH
MIC [pumol/L]
. Molecular weight
Compound name Substituent SRB from
p [g/mol] SRBAfrom | e with
healthy mice .\

colitis

NMO1 H 263.290 > 1000 > 1000

NMO5 2-OCH3 293.310 > 1000 > 1000

NMO06 3-OCH3 293.310 > 1000 > 1000
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NMO7 4-OCH3 293.310 > 1000 > 1000
GOO01 2-OC:2Hs 307.343 > 1000 > 1000
G002 3-OC2H5 307.343 > 1000 > 1000
G003 4-OC2Hs 307.343 > 1000 > 1000
GO04 2-0OCsH7 321.370 > 1000 > 1000
GOO05 3-OCsHy 321.370 > 1000 > 1000
GO06 4-OCsH7 321.370 > 1000 > 1000
GO07 2-OCsHo 335.396 > 1000 > 1000
GO08 3-OC4Ho 335.396 > 1000 > 1000
GO09 4-OCsHo 335.396 > 1000 > 1000
GO10 2-OCH(CH3)2 321.370 > 1000 > 1000
GOl11 3-OCH(CH3)2 321.370 > 1000 > 1000
GOI12 4-OCH(CH3)2 321.370 > 1000 > 1000
GO13 2-OCH(CH3)CH2CH3 335.396 > 1000 > 1000
GO14 3-OCH(CH3)CH2CH3 335.396 > 1000 > 1000
GO15 4-OCH(CH3)CH2CH3 335.396 > 1000 > 1000

Control

(ciprofloxacin) B - s 17]

Table 1. Structures of discussed N-alkoxyfenyl-3-hydroxynaftalen-2-carboxamides; molar volume (MV
(cm®)) of R substituents and in vitro antimicrobial activity (MIC) of compounds against intestinal sulfate-
reducing bacteria isolated from mice.

In the light of the obtained results, it can be stated that almost all the discussed N-alkoxyfenyl-3-
hydroxynaftalen-2-carboxamides have no a noteworthy antimicrobial efficacy against intestinal sulfate-
reducing bacteria in concentrations higher than 1000 umol/L. Although a series of nineteen N-
(alkoxyphenyl)-2-hydroxynaphthalene-1-carboxamides and a series of their nineteen positional isomers
N-(alkoxyphenyl)-1-hydroxynaphthalene-2-carboxamides were characterized and antimycobacterial
activity (Mycobacterium tuberculosis H37Ra, M. kansasii and M. smegmatis) comparable with or higher
than that of rifampicin showed, however similar effect of this compounds against intestinal sulfate-
reducing bacteria was not observed. Obviously, that these compounds are effective and promising only
as antimycobacterial agents but not effective against intestinal SRB because some of them have
stimulating effect of SRB growth.
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Syntéza derivati 1H-indolu s fenylpiperazinovym fragmentem a testovani jejich mozZnosti
ovlivnéni cholinergniho systému
Tereza Padrtova', Jakub Senkyi!

"Ustav chemickych léciv, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Na zaklad¢ poslednich zprav Svétové zdravotnické organizace (WHO) celosvétove priblizné 47 milionu
obyvatel trpi demenci, tedy nejcastéjsim ptiznakem neurologického onemocnéni centralniho nervového
systému - Alzheimerovy choroby (AICH), pfi¢emz kazdy rok dochazi ke vzniku cca 10 milionu novych
ptipadi. AICH vede ke ztraté neuronovych funkci a dochazi k dysfunkci cholinergni neurotransmise, coz
vede ke snizenym hodnotam hladiny acetylcholinu (ACh) v synapsich, zaroven dochazi k poklesu
nikotinovych a muskarinovych receptor, zvySeni oxidativniho stresu a masivni ztrat€¢ neurond.
Acetylcholinesterdza je enzym zodpovédny za deacetylaci ACh, coz zplsobuje ukonceni pfenosu
impulzl v cholinergnich synapsich jak v centralni nervové soustavé, tak periferni [1,2].

Material a metodika
Synteticka cast

H H
N (0] . N (o]

\ one pol hydrolysis
NH, \)J\n/ L P
OH

two steps
N —
@—N N BUOK

©/\€_( PhPlp GlyTs N o

f - ¢
\)\/ OK
l 2HCI \

e ™ CE“%JL@J@ R1

i S e

Obrazek 1: schéma syntézy findlnich sloucenin

Derivaty kys. 1H-indol-2-karboxylové byly pfipraveny zkomeréné dostupné kys. 1H-indol-2-
karboxylové, pficemz syntéza chloridi této kyseliny piedstavovala prvni krok syntetického postupu.
Nasledné byly chloridy pievedeny na ptislusné oxiranové derivaty, které reagovaly s N-fenylpiperaziny
za vzniku bazi. Baze byly alkylovany za vzniku kvartérnich amoniovych soli, nebo reagovaly s HCI za
vzniku pfislusnych dihydrochloridii. V ptipadé€ syntézy derivati kys. 3-methyl-1H-indol-2-karboxylové
muselo byt postupovano tak, ze bylo nejprve tieba si tuto kyselinu piipravit pomoci tzv. Fischerovy
syntézy indolu (Obr. 1). Byly voleny postupy one pot nebo two steps. V prvnim piipadé byly
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fenylhydrazin, methyl 2-oxobutanoat a katalyzator (T3P®, HCI, H2SO4, ZnCl....) smiseny dohromady a
byla provedena ptislu$na reakce. V druhém ptipad¢ nejprve vzniknul reakci fenylhydrazinu a methyl 2-
oxobutanoatu meziprodukt fenylhydrazon, u kterého poté doslo za kyselé katalyzy k presmyku na finalni
kyselinu. Jako nejlepsi postup (vytézek, reakeni Cas) se jevilo provedeni dané reakce pomoci dvou krokii,
kdy byl nejprve ptipraven fenylhydrazon v ptitomnosti katalytického mnozstvi kys. octové v prostiedi
ethanolu (vytézek: 69,5 %) a nésledny presmyk za ptasobeni H2SOs v prostiedi methanolu (vytézek:
85%). Po syntéze kyseliny nésledovalo jeji pfevedeni na draselnou stl a reakci s glycidyl tosylatem.
Prislusny oxiranovy derivat reagoval s N-fenylpiperaziny za vzniku bazi, které byly pirevedeny bud’ na
dihydrochloridy nebo kvartérni amoniové slouceniny.
Testovani piipravenych sloucenin na schopnost inhibovat cholinesterazy bylo provedeno tzv.
Ellmanovou metodou: 170 puL 0.1 M fosfatového pufru (pH 7.0), 20 uL. AChE nebo BuChE
ve fosfatovém roztoku (2.3 U/mL), 20 pL testované slouceniny v methanolu a 20 puL. 10 mM (5,5'-
dithiobis(2-nitrobenzoové kyseliny), DTNB, Ellmanovo ¢inidlo) byly smichany a inkubovany pii 37 °C
po dobu 15 min. Poté bylo pfidano 20 uL 7.5 mM acetylthiocholin jodidu (ATCI)/butyrylthiocholin
jodidu (BTCI). Absorbance byla méfena pii 405 nm. Kazdé méfeni bylo pétkrat opakovano. Jako
kontrola byly pouzity vzorky, ve kterych misto testované latky byl pfitomen pouze methanol. Tercidrni
aminy i kvartérni amoniové soli byly nejprve testovany pii koncentraci 100 pM a byla métena schopnost
procentudlné inhibovat oba zminéné enzymy. Poté, 1atky, které pii koncentraci 100 uM vykazovaly vyssi
nez 50 % inhibici, byly otestovany ve vice koncentracich a byla vypocitana hodnota ICso pomoci
softwaru SigmaPlot [3].

Vysledky
Celkem bylo pfipraveno 16 sloucenin. Z toho 8 derivatii kys. 1H-indol-2-karboxylové a 8 derivati kys.
3-methyl-1H-indol-2-karboxylové. Jednalo se o N-fenylpiperazinové derivaty pfipravené ve formé
dihydrochloridii nebo kvartérnich amoniovych soli. V jednom piipad¢ se jednalo o diethylaminovy
derivat, konkrétné jeho forma soli kyseliny fumarové (TP43b).
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Oznadeni Struktur AChE AChE BUChE BUChE
litky uktura (%) (ICs0) (%) (ICs0)
H 112G H,0,”
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N
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rivastigmin |48,1+3,1 [88,0+1,1 [679+14 |115+0,

Tabulka 1: nazvy, chemické struktury a vysledky inhibic¢nich aktivit syntetizovanych slou¢enin

Z hodnoceni inhibice cholinesteraz vyplyva (Tab. 1), ze obecné kvartérni amoniové soli vykazuji vyssi
ucinek nez ptislusné dihydrochloridy. Jako potencidln€ nejlepsi kandidat se jevi latka TP47d (AChE ICso
= 89,4 uM; BUChHE ICso = 43,8 uM), coz je derivat kys. 1H-indol-2-karboxylové, ktery na N-
fenylpiperazinovém fragmentu obsahuje nitro skupinu v poloze para a jedna se o kvartérni amoniovou
stl (alkylace ethylem). V ptfipad¢ inhibitortit AChE vykazovala nejnizsi hodnoty ICso latka TP47¢, jejiz
chemicka struktura se od latky TP47d liSi pouze v alkylaci na kvartérnim dusiku (methyl). Nejnizsi
hodnotu ICso v piipad¢ inhibitort BuChE vykazovala latka TP50c¢ (ICso = 34,0 uM; derivat kys. 3-
methyl-1H-indol-2-karboxylové, v para poloze na N-fenylpiperazinu pfitomnd methoxyskupina,
kvartérni stl). Uéinek latky TP50c¢ se nejvice blizil komeréné dostupnym 16¢iviim, nicméné i piesto byly
jeji hodnoty témért 3x vyssi (ICso rivastigmin = 11,5 uM).
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Stanoveni laktulosy vedle laktosy a mannitolu pomoci hydrofilni interakéni kapalinové
chromatografie (HILIC) s detektorem ELSD

Jifi Pazourek, Klara Lamackova
Ustav chemickych lé¢iv, FaF, Palackého ti. 1946/1, VFU Brno, 612 42 Brno
Uvod

Laktulosa (4-O-f3-D-galaktopyranosyl-D-fruktosa) je synteticky disacharid skladajici se z galaktosy a
fruktosy. Piestoze je nestravitelny (diky enzymorezistentni B (1— 4) glykosidické vazb¢), je velmi
vyznamn¢ spojeny s humanni vyzivou a medicinou jako:

e Sladidlo: sladivost laktulosy je vétsi nez u laktosy. Laktulosa je bifidofaktor, piidava se
do kojenecké vyzivy i mlécnych vyrobkt. Obsah laktulosy je také charakteristicky pro UHT
(Ultra-high-temperature) mléka, protoze laktulosa vznika pfi tepelném zpracovani laktosy.

e [écivo: laktulosa se pouziva v terapii hepatické encefalopatie (souvisejici s cirhdzou jater), zacpy
a salmoneldzy. V tenkém stievé neni laktulosa metabolizovana ani absorbovana. Ve srovnani
s rostlinnymi sacharidy je laktulosa bakteridlné rozkladana az v tlustém stfevé na jednoduché
kyseliny (k. mlé¢n4, k. octovd) a plyny, pievazné vodik, ktery se také mlize stanovovat plynovou
chromatografii (Hydrogen Breath Test, HBT). Timto mechanismem laktulosa vyznamn¢ zvySuje
obsah vodiku v téle, Cili piisobi jako nepiimy antioxidant, Setrny a ucinny pii 1écbé mukdzni
kolitidy (IBD) [1].

e Marker, kterym se zjist'uje stav stievni flory resp. propustnost stén tenkého stieva. Laktuloso —
mannitolovy test (L/M test) slouzi ke sledovani poSkozeni tenkého stfeva. Klinicky se
vyhodnocuje pomér obsahu L/M v télnich tekutinach po oralnim podani nékolikagramové davky
mannitolu a laktulosy [2]. Mannitol ani laktulosa nejsou hydrolyzovany v zaludku, ani v tenkém
stitevé. Mannitol miize prochazet (tzv. transcelularn€) vodnimi pory tenkého streva, ale laktulosa
muze prochazet tzv. paracelularné pouze v piipad¢ poskozeni stén stieva. K takovému poskozeni
dochazi napt. pti Crohnové chorobé, HIV infekci, atopické dermatitidé, cystické fibroze nebo
intoleranci bilkovin z kravského mléka.

Laktulosa je pfevazné vyrabéna alkalickou izomerizaci laktosy, ikdyZ v tomto procesu vznika dosti
vedlejSich produkti. Efektivné;si, ale drazsi, je enzymatické Stépeni laktosy B-galaktosidazou [3].

V tomto ptispévku vyvinuta analytickd metoda rychlého stanoveni laktulosy vedle laktosy je vhodna pro
aplikaci na laktuloso-mannitolovy test, ale také pro monitorovani konverze laktulosy i pro monitorovani
technologie zpracovani mléka.
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Material

Laktulosa, sacharosa, glukosa, galaktosa, acetonitril HPLC grade byly od firmy Sigma Aldrich (Merck),
NaOH a laktosa od firmy Lach-ner (CZ), Centrifuga CF10 (Witeg, D), vodni lazenn ED5 (Julabo, D).
HPLC systém Ultimate 3000 (Dionex, USA), ELSD Varian LC-380 (Varian, USA).

Metodika

Pii vybéru optimalnich separac¢nich podminek pro HILIC HPLC jsme vychézeli z vysledki
diplomové prace K. Lamackové ziskanych na aparatufe YL9100 s ELSD Agilent, ale pro tento projekt
se podafilo z FVL (doc. Illek) zaptjcit kvalitni detektor ELSD, a proto vysledky byly nakonec dosazeny
na aparatufe Dionex Ultimate 3000 s detektorem ELSD Varian 380-LC. Parametry ELSD:
vyparnik/zmlzovac 40°C, prttok 1.0 slm.

Nejvhodnéjsi stacionarni fazi se ukéazala diolova kolona HALO PentaHILIC (AMT, USA) obsahujici
2.7 um ,,coreshell* ¢astice, 4,6x150 mm. Mobilni faze byla vzdy smés acetonitril — voda; pro separaci
mannitol — laktulosa v moci byl pouzit gradient (10-25% vody / 8 min), pro separaci sacharidi (laktulosa
— laktosa) vyhovovala isokraticka eluce (20% vody). V souladu s ptedchozimi experimenty, lepsiho
rozliSeni se dosédhne pii nizsi teploté, proto byla zvolena 10°C.

Problémem bylo zpracovani vzorku moci pro LM test. Byla testovana moZnost

e zakoncentrovat cukry metodou SPE na diol-kolonach nebo zakoncentrovat analyty odpafovanim
solventu pod proudem dusiku.
e Deproteinovat pomoci acetonu/acetonitrilu s naslednym odstied’ovanim

Vysledky

Byla vyvinuta rychld metoda HPLC v m6du HILIC s ELSD: kolona diolovéa (Halo, AMT), mobilni faze
acetonitril/voda — gradient 10-25 vody /8 min nebo isokratickd (20% vody + 80% acetonitril), prutok 2
ml/min, teplota 10°C. ELSD nastaveni: zmlzovani, odpafovani 40°C, pritok dusiku 1 slm.

Jsou mozné 3 oblasti aplikace:
a/ zjisténi laktuloso-mannitolového poméru pro test kvality stievniho epitelu

Ziskani vzorku: Subjekt po 10-ti hodinovém lacnéni vypije ndpoj (2 g mannitolu+9.9 g Duphalac
por.sol.(Abbott)+40 g sacharosy + dopInéno do 100 g vodou) a pak 6 h sbira moc.

Zpracovani vzorku: 0,5 mL moci je smiseno s 1,5 mL acetonitrilu a centrifugovano 15 min pfi
13500 ot/min. Cas analyzy = 10 min, LOD(laktulosa) = 0,01 mg/ml.

Diskuse: SPE pomoci kolonek Diol ptineslo pouze dvojnasobné zakoncentrovani, protoze problematické
bylo zachyceni polarnich analyt na kolonkach SPE z polarni matrice.
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Obr. 1 Selektivita metody ve vzorku deproteinované moci. Slozky matrice se eluuji do 4.5 minuty,
retencni ¢as mannitolu / laktulosy je 5 resp. 7 minut, cely experiment trva cca 10 min (ekvilibrace).

7 1-lactulosa #170 ha_mo&2 ELS_1
% 2. lactulosa #171 lac 0.1_man 0.2

mV

Mannitol

- —

013 1.00 2.00 300 4.00 .00 6.00 7.00 800 857

b/ Monitorovani konverze laktosa — laktulosa

Podminky: 2,5 g tetraboritanu disodného, 0,5 g NaOH, 10 g laktosy do 100 mL vody, pH upraveno pro
ptidavku laktosy na 11,0, termostatovana vodni lazenn 70°C, 220 min, dosazena konverze=90%. Bylo
odebirano 0,5 ml reakéni smési, ochlazeno na ledové lazni, neutralizovano 200 uL 1M HCI a fedéno do
25 ml odmérné baiky [4].

Obr. 2 Monitorovani konverze laktosa — laktulosa. VedlejSimi produkty jsou galaktosa, glukosa,
isocukrova kyselina. 70°C, boritan sodny, pH upraveno NaOH na 11.0.
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©7 ¢/ Analyza mléka

Byla provadéna deemulsifikace ethanolem (1:1), nasledovala deproteinace ledovym acetonem (1:3),
stani, centrifugace. Testované odpafovani rozpoustédla sice dokazalo zakoncentrovat minoritni slozky,
ale neodstranilo matrici. Srovnanim rtznych typtt UHT vyrobka z mléka (odstiedéné, bézné, smetana,
bezlaktosové) byl prokdzan vyrazny rozdil v chromatogramu.
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Obr. 3. Chromatogramy riznych druhii vyrobkii 7 mléka. Mlécné vyrobky byly zakoupeny v béZné
obchodni siti (supermarkety Tesco, Albert).
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Dosavadni vysledky mozZnosti aplikace laktuloso - mannitolového testu byly prezentovany na
mezinarodni konferenci ,,18th International Nutrition & Diagnostics Conference, INDC 2018, 22. —
25.9., 2018, Prague, Czech Republic* (www.indc.cz).
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Zkoumani protizanétlivého potencialu frakcei extrakti ziskanych z kiiry koreni
Maytenus macrocarpa (Ruiz & Pav.) Brigq.
Zuzana Plavcova!, Jiti Vagner?, Michaela Grézlova!, Alice Sychrova?, Jan Hosek!

Ustav molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie', Ustav piirodnich léciv’, Farmaceutickd
fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Maytenus macrocarpa (Ruiz & Pav.) Briq. (Celastraceae) je amazonsky strom (v nareci
nazyvany aj ,.,chuchuhuasha®), z ktorého sa v 'udovej medicine vyuziva Cervena kora korena a kmetiu
pri liecbe reumatizmu, hnacke, bronchitide, prechladnuti, rakovine koZe a ako antimalarikum. Je ceneny
pre svoje antibakterialne ucinky a pdsobi aj ako tonikum, ¢i afrodiziakum. Miestnymi obyvatel'mi je
pouzivany lokalne ako odvar alebo macerat v rume z cukrovej trstiny (1, 2). Nedostatok informacii o jeho
posobeni atucinkoch mu bréni stat’ sa pouzivanym lieC¢ivom. Cielom prace bolo testovanie
protizapalového ucinku a pro- alebo anti-oxidac¢nej aktivity in vitro novo separovanych frakcii z M.
macrocarpa z Ustavu p¥irodnich 16&iv.

Material a metodika
Priprava separacie z materského extraktu

Z kory stromu M. macrocarpa bol pripraveny matersky extrakt za pouZitia 80% etanolu. Obsahové latky
materského extraktu boli potom na zaklade odliSné polarity a vzajomnej nemiesitel'nosti rozpustadiel
separované vytrepavanim na hexanovy, chloroformovy a etylacetatovy podiel.

Separacia chloroformového extraktu

K d’alsiemu spracovaniu bola zvolena &ast’ chloroformova. Extrakt (15,1 g) bol rozseparovany stipcovou
chromatografiou. Ako stacionarna faza bol pouzity silikagél Sigma-60A (o velkosti ¢astic 0,04-0,063
mm). Vyska stipce bola 85 c¢m, priemer 6,2 cm. Na zéklade testovacich TLC bola ako mobilna faza
zvolena zmes chloroform:toluen:metanol v pomere 7,75:2,0:0,25 (V/V/V — mobilnd faza (MF) A).
Neskor bola MF zmenena na chloroform:toluen:metanol v pomere 8:1:1 (V/V/V — MF B).

Spéjanie ziskanych frakcii

Frakcie boli spajané na zdklade kontrolnej TLC a HPLC analyzy. HPLC meranie prebiehalo
gradientovou eliciou na kolénach Ascentis® Express RP-Amide (10/15 cm x 2,1 mm X velkost zfn 2,7

pum).

Priprava buniek a vzoriek pre testovanie biologickej aktivity in vitro
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Pre vSetky experimenty boli pouzit¢ monocyty THP-1-XBlue™-MD2-CD14. Bunky boli kultivované
v RPMI 1640 médiu sobsahom 10% FBS apenicilin (100 U/mL)/streptomycin (100 pg/mL)
v inkubatore pri konstantnej teplote 37 °C a 5% COx. Viabilita buniek bola > 90 %. Pre kazdy experiment
bolo pouzité RPMI 1640 médium len s penicilin/streptomycinom. Bunky boli kultivované v 96-jamkove;j
dosticke, o koncentracii 50 000 buniek na jamku v 100 pL média.

Vsetky testované substancie boli rozpustené v dimetylsulfoxide (DMSO) na zasobné koncentracie 20
pg/mL. Okrem testovania cytotoxicity bola findlna koncentracia v jamke pre roztoky 1 pg/mL a pre
Standardy 1 uM v 0,1% DMSO. Kazda frakcia bola testovana v triplikate.

Meranie cytotoxicity frakcii

Po 2 hod inkubacie v 96-jamkovej dosticke, boli k bunkdm pridané 2 pL testovanych frakcii vo finalnej
koncentracii 20 pg/mL a 5 pg/mL. Po 24 hodinovej inkubacii sa k zmesi buniek pridalo 10 pL. WST-1
(Roche, Nemecko) a po pol hodine bola reakcia merana na spektrofotometri, kde namerana absorbancia
zodpoveda poctu zivych buniek. Tetrazolinové soli st rozkladané na farbivo formazan pomocou
mitochondridlnej dehydrogenazy, kde mnozstvo farbiva odpoveda metabolicky aktivnhym bunkam.

Detekcia protizapalového potencialu

Postupovalo sa ako pri merani cytotoxicity s rozdielom, ze testovana koncentracia bola pre vsetky frakcie
1 pg/mL apre prednizon 1 pM. Lipopolysacharid (Sigma-Aldrich, Nemecko) 1 pg/mL (LPS) bol
pridany po 1 hod inkubécii vzoriek s bunkami. Po 24 hod inkubacie sa dosti¢ka scentrifugovala a 20 pL
supernatantu bolo vpravenych do 200 uL QUANTI-Blue™ (QB) (Invivogen, USA) roztoku. Po priblizne
40 min inkubécie doslo k spektrofotometrickému vyhodnoteniu. Ako Standard bol pouzity 1 pM
prednizon. LPS je schopny stimulovat’ bunky a spustat’ signdlnu kaskadu veducu k aktivacii NF-xB
a AP-1 a sekrécii secernovanej embryonalne;j alkalickej fosfatdzy, ktord meni zafarbenie QB.

Antioxidacna a prooxidacna aktivita

Pre meranie anti- a pro-oxidacnej aktivity sa postupovalo rovnako ako pri detekcii protizdpalového
potencialu s tym rozdielom, Ze bunky boli vpravené do tmavej dosticky. V pripade antioxidacnej aktivity
sa po hodinovej inkubécii frakcii s bunkami pridalo do vSetkych jamiek okrem negativnej kontroly 10
pL 100 uM pyocyaninu (Sigma-Aldrich, Nemecko). Pre prooxida¢nt aktivitu bol pridany len do
pozitivnej kontroly. U kratkodobého (1 hod) experimentu bolo pridanych 10 uL DCFH2-DA (Sigma-
Aldrich, Nemecko) po pol hodine a u dlhodobého (24 hod) po 24 hodinach. Po 30 minutovej inkubacii
s DCFH2-DA sa vysledky vyhodnotili spektrofotometricky. Ako Standard bol pouzity 1 uM quercetin
(Koch-Light laboratories LTD, Anglicko). DCFH2-DA sa deacetyluje bunkovymi esterdzami na
nefluorescencnu latku po preniknuti do bunky. T4 je v pritomnosti reaktivnych kyslikovych foriem
(ROS) schopné sa oxidovat’ na dichlorofluorescein diacetat aten je detekovatelny fluorescen¢nou
spektrofotometriou. Pyocyanin bol pouzity k indukcii tvorby reaktivnych kyslikovych radikalov.
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Vysledky

Pomocou dvoch rozdielnych MF bolo ziskanych 108A frakcii a 78B frakcii. Ako najzaujimavejSie pre
d’al§ie spracovanie sa javili spojené frakcie 29-30A, 31-32A a33A. Tieto frakcie obsahovali latky
s elektronovymi spektrami, ktoré sa nezhodovali s kniznicou spektier UPL, jednotlivé piky vykazovali
dostatoénu intenzitu a rozdiel v retenénych &asoch, ¢o je podmienkou pre nasledni izolaciu. Cast’ 29-
30A bola frakcionovana metoédou preparativnej TLC. Tymto sposobom bolo ziskanych 38 finalnych
subfrakcii. Cast’ 31-32A i 33A boli frakcionované pomocou preparativnej HPLC. Separované subfrakcie
boli opit’ podl'a kontrolnej analyzy (vid'. vyssie) spajané. Ziskom z frakcie 31-32A bolo 11 subfrakcii, z
ktorych subfrakcia 31-32A/P1R1-10 obsahovala relativne Cista latku, v dostatocnom mnozstve (32 mg)
a bola teda vybrana k buduicej identifikacii. V pripade frakcie 33A bol zisk 8 subfrakcii. K
buducej identifikacii bola vybrana subfrakcia 33A/P3R1-3 (52 mg).

Urcovanie cytotoxicity ukdzalo, ze u vSetkych testovanych 38 frakcii bolo ICso > 10 pg/mL. Nasledne
boli vSetky frakcie testované pri netoxickej koncentracii 1 pg/mL. Pri detekcii protizépalovej aktivity na
zakladne schopnosti inhibovat’ transkripéné faktory NF-xB/AP-1 z frakcii A vysla najlepsie a Statisticky
vyznamne len frakcia 38A (p < 0.0001). Na rovnakej urovni pri porovnani so Standardom, prednizonom,
boli frakcie 13-15A, 16-17A, 21-25A, 34A, 37A, 39-42A, 43-45A, 79-84A a 93-96A. Naproti tomu u
frakcii B nebola Ziadna z nich schopna znizovat’ zapalovy potenciadl, ba dokonca 1-14B pdsobila
prozapalovo (p < 0.05) a len frakcia 25-26B bola u¢innostou zrovnatel'né s prednizonom. Ziadna frakcia
zo skupiny A ani B sa neukazala, mat’ schopnost znizit' tvorbu reaktivnych kyslikovych radikalov
indukovanych pyocyaninom po 1 ani 24 hodinach. Testovanim prooxidacnej aktivity sa sledovala
schopnost’ jednotlivych frakcii vyvolat’ tvorbu ROS. Pri porovnani s pozitivnou kontrolou, kde tvorba
ROS bola indukovana pyocyaninom, boli frakcie A pri 1 hod experimente bez vyznamnych vysledkov,
oproti tomu 18-20B (p < 0.05), 24-26B (p < 0.01) a 30B (p < 0.01) boli schopné znizit' mnozstvo ROS.
Pri 24 hod experimentoch sa z frakcie A ukazala len 46A (p < 0.05), schopnd znizit' mnozstvo ROS a
pri frakcii B, to bola 24-26B (p < 0.05). Frakcia 27-29B (p < 0.05) naopak signifikantne zvysila hladinu
ROS.

Zaver

Z etanolického extraktu M. macrocarpa boli obsahové latky separované vytrepavanim do
chloroformového podielu. Bolo ziskanych 108 frakcii s mobilnou fazou A a 78 frakcii s mobilnou fazou
B. Spojovanim vzniklo 26 spojenych frakcii A a 12 spojenych frakcii B, ktoré nasledne podliehali
biologickému testovaniu. To preukéazalo signifikantny protizipalovy potencial frakcie 38A. Ziadna z
testovanych frakcii nepreukdzala antioxidac¢nu aktivitu, ale frakcie 24-26B a 30B boli schopné vyznamne
znizit tvorbu ROS. Napriek pouzivaniu tohto extraktu domorodymi obyvatel'mi pre jeho protizapalové
ucinky, zvoleny model na detekciu inhibicie aktivacie transkripéného faktoru NF-kB/AP-1 sa neprejavil
ako Statisticky vyznamny. Nasledujuci vyskum by sa mal zamerat’ na identifikaciu separovanych frakcii
a testovanie d’alSich moznych biologickych aktivit.
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Preklinické hodnoceni kardiovaskularné-metabolickych parametria olanzapinu na vybraném
animalnim modelu schizofrenie.
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Uvod

Nezadouci metabolické ucinky atypickych antipsychotik (AAP), jejichz disledkem je rozvoj
metabolického syndromu (MS), jsou dnes povazovany za jednu z vyznamnych komplikaci terapie
psychotickych onemocnéni. Studie opakované prokazaly souvislost s vy$sim vyskytem jednotlivych
komponent MS (hyperglykémii, dyslipidémii, vzestupem té€lesné hmotnosti a dal$Simi kardiovaskularnimi
rizikovymi faktory) po nasazeni atypickych antipsychotik. V disledku klinické manifestace nezadoucich
metabolickych U¢inkl atypickych antipsychotik mlze byt vyznamné ohroZena efektivita a ispéSnost
1é¢by primarniho onemocnéni snizenim medication adherence a compliance pacienta.

V posledni dobé€ se tématem vyzkumu uzce souvisejicim s MS stava endokrinni funkce tukové
tkan€. Adipocyty (bunky tukové tkané) syntetizuji hormony se souhrnnym nazvem adipokiny, které maji
velkou ulohu v regulacnich a homeostatickych pochodech. Mezi tyto pochody patii regulace mnozstvi
tuku a energetické rovnovahy, kontrola krevniho tlaku, imunitni odpovéd’, hemostaza a reprodukéni
funkce. Zmény plazmatickych hladin adipokint jsou moznou pti¢inou naruseni metabolizmu glukozy a
lipida. Studie se konkrétné zamétuji na biologickou aktivitu nékterych z adipokini v kontextu atypickych
antipsychotik a na zmény jejich produkce v prubehu terapie. Moznost predikce pozdnich metabolickych
komplikaci navozenych terapii atypickymi antipsychotiky na zdkladé stanoveni jejich biomarkeru jiz ve
velmi Casné fazi 1écby by vyznamné pfispéla k prevenci téchto nezadoucich Gc¢inki, zajisténi bezpecné a
ucinné 1éCby. Zaroven by umoznila individualizovat terapii.

V posledni dobé¢ se téz intenzivné studuje hypotéza, ze samotna patofyziologie schizofrenie je
spojena s rozvojem metabolického syndromu, vyzkum naznacuje spole¢ny zaklad subchronického
zanétu a dysbalanci sekrece adipokinid. Tyto patofyziologické predispozice pro rozvoj slozek
metabolického syndromu jsou dale posileny antipsychotickou medikaci.

V nasi studii se zabyvame preklinickym hodnocenim kardiometabolickych parametri olanzapinu na
animalnim modelu schizofrenie (model THC) u laboratorniho potkana.

Material a metodika

V tomto projektu jsme pouzili 40 potkanti Sprague-Dawley (S/D) o hmotnosti 132,73 + 15,65 g
a v€éku osmi tydnl. Potkany jsme rozdélili do 4 skupin po deseti jedincich. Z tohoto celkového poctu
bylo 20 zvitat tvoficich 2 skupiny s navozenym neurovyvojovym modelem schizofrenie. Dalsi dvé
skupiny zvifat slouzily jako kontrolni. Model, schizofrenii — podobny fenotyp byl u potkanii navozen
podéavanim A-9tetrahydrocannabinolu (THC) biezim samicim v davce Smg/kg (p.o.), a to koncem obdobi
bfezosti a dale béhem neonatdlniho vyvoje potomstva. Potomci byli THC vystaveni prenatdlné a
postnatalné prostiednictvim matetského mléka. Roztok latky byl podavan pomoci zahnuté intragastrické
sondy od 15. gestacniho dne do 9. postnatalniho dne potomkl. Potomkim byly provedeny behavioralni
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testy na potvrzeni validity animalniho modelu schizofrenie (ve spolupraci s Farmakologickym ustavem
LF MU Brno).

e Skupina 1 — (K) - bez modelu i bez medikace podavan fyziologicky roztok, 8 tydnt (n = 10)

e Skupina 2 — (K+O) - bez modelu s medikaci podavan olanzapin, 8 tydnii (n = 10)

e Skupina 3 — (THC) — THC model bez medikace podavan fyziologicky roztok, 8 tydnti (n = 10)
e Skupina 4 — (THC+O) — THC model s medikaci podavan olanzapin, 8 tydnd (n = 10)

Po tydenni aklimatizaci bylo potkanim v druhé a c¢tvrté skupiné depotné aplikovano 1écivo
olanzapin (ZypAdhera® 100mg/kg - 1x14 dni), dalSim dvéma skupindm byl aplikovan fyziologicky
roztok. Zvitata byla pravideln¢ vazena a byla sledovana spotieba krmiva. Voda 1 krmivo bylo podévano
ad libitum. Zvitata byla usmrcena na konci experimentu ptedavkovanim trojslozkovym anestetikem T61
a zachycenou krve jsme zpracovali centrifugaci. Ziskané sérum bylo pouzito k analyze. Analyzovali jsme
celkovy cholesterol, LDL, HDL, triglyceridy a dale jsme stanovili hladiny adipokint v séru (adiponektin,
leptin, ghrelin) pomoci metody ELISA. Experiment byl proveden v laboratornich prostorech UHFT
(akreditovany zvifetnik VFU Brno) v souladu s platnymi pravnimi piedpisy.

Vysledky

Porovnanim kontrolni skupiny K slé¢enou skupinou K+O jsme u skupiny K+O zjistili
signifikantné niz§i koncentrace adiponectinu na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05, glukagonu na hlading
vyznamnosti p < 0,001, a ghrelinu na hladin€ vyznamnosti p < 0,01. Dale jsme zjistili signifikantné vyssi
koncentraci leptinu na hladiné vyznamnosti p < 0,01. Dalsi sledované parametry nebyly statisticky
vyznamné ovlivnény.

Pti srovnani skupiny kontrolni K se skupinou s neurovyvojovym modelem THC jsme u THC
skupiny zjistili statisticky vyznamné nizsi sérové hladiny adiponektinu na hladin€ vyznamnosti p < 0,05,
glukagonu na hladiné vyznamnosti p < 0,001 a ghrelinu na hladin¢ vyznamnosti p < 0,001. Déle jsme
zjistili statisticky vyznamné vyssi koncentraci leptinu na hladin€é vyznamnosti p < 0,05. Dalsi sledované
parametry nebyly statisticky vyznamné ovlivnény.

Pti porovnani K s THC+O jsme u THC+O skupiny zjistili statisticky vyznamné nizsi koncentrace
glukagonu na hladiné vyznamnosti p < 0,001 a ghrelinu na hladin¢ vyznamnosti p <0,001. Déle jsme
zjistili signifikantné vyssi sérovou hladinu u LDL-cholesterolu na hlading vyznamnosti p < 0,05 a leptinu
na hladin¢ vyznamnosti p < 0,01.

Porovnanim THC s THC+O jsme u THC+O skupiny zjistili statisticky vyznamné nizsi sérovou
hladiny ghrelinu na hladin€¢ vyznamnosti p < 0,05. Déle jsme zjistili statisticky vyznamné vyssi sérovou
hladinu LDL cholesterolu na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05.

Zavér
Cilem této prace bylo zhodnotit, zda ma pfitomnost schizofrenického fenotypu a léciva
(olanzapinu) vliv na rozvoj metabolického syndromu u animalniho modelu schizofrenie.
Po statistickém zpracovani hodnocenych parametrti jsme v souladu s o¢ekavanim konstatovali u
skupin s THC modelem schizofrenie a kontrolni skupiny s olanzapinem vyznamné vyssi hladinu leptinu
a vyznamné niz8i hladiny adiponektinu, ghrelinu a glukagonu. V piipadé skupiny THC+O byla
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zaznamenana i zvysena hladina LDL cholesterolu. Tyto adipokiny, ghrelin a glukagon se Gc¢astni déju
spojenych s pfijmem potravy a regulaci t€lesné hmotnosti a zmény v jejich koncentracich byvaji
spojovany s pritomnosti metabolického syndromu a kardiovaskularni morbiditou na které se podili i
zvySeny LDL cholesterol. Zmény v hmotnosti a hladinach celkového cholesterolu, HDL cholesterolu a
triacylglyceridi mezi experimentalnimi skupinami nebyly statisticky vyznamné.

Z naSich vysledkid vyplyva, Ze piitomnost schizofrenie jako onemocnéni sama o sob¢
predisponuje pacienta ke vzniku metabolického syndromu a jeho slozek, dale z téchto vysledki vyplyva,
ze 1 nezadouci ucinky 1écby tohoto onemocnéni predisponuji pacienta ke vzniku metabolického
syndromu. To usuzujeme piedevsim ze signifikantnich zmén v hladinach vybranych adipokinti a ghrelinu
u testovanych skupin s navozenym modelem schizofrenie a i u skupin s medikaci.

V této oblasti je tieba dalSich studii zkoumajicich vliv schizofrenie jako nemoci na rozvoj
metabolického syndromu, aby mohla byt lépe pochopena spojitost mezi patofyziologii tohoto
onemocnéni a vlivem 1écby.
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Imunomodulacni vliv flavonoida enkapsulovanych v glukanovych ¢asticich na ex vivo izolované
praseci buiikky imunitniho systému
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Ustav molekuldrni biologie a farmaceutické biotechnologie, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a
farmaceutickd univerzita Brno'

Uvod

Flavonoidy patii mezi jednu z nejobsahlejsich skupin pfirodnich latek, u kterych byla jiz na mnoha in
vitro 1 in vivo experimentech prokazana Siroka Skala ucinkl, mezi které patii naptiklad antioxidacni,
se stale hledaji moznosti, jak jejich dostupnost pro organismus zvysit [2]. Jednou z moznosti je vyuziti
vhodného nosice. Mezi zatim nepfili§ prozkoumanou kombinaci, avSak vzhledem k vlastnostem
zajimavou variantu, patii i vyuziti glukanovych castic. Jednd se o vysoce CiSténé porézni Castice
skladajici se piedevsim z beta-glukani, které pochazi ze Saccharomyces cerevisiae [3]. Diky schopnosti
beta-glukanti stimulovat a byt rozpoznan imunitnim systémem, dochdzi k zvySené fagocytoze
glukanovych ¢astic. Nasleduje nejpravdépodobnéji jejich 1yze a uvolnéni nesené ucinné latky. Diky
témto vlastnostem mize byt navySena biodostupnost vysoce ucinnych piirodnich latek s horsi
biodostupnosti. Navic v ptipad¢ zanétu, nebo infekce se miize jednat az o cilené uvolnéni ucinné latky,
ke kterému bude dochazet ve zvysSené mife pii vétsim nahromadéni bunék imunitniho systému.

Material a metodika

Odbér vzorki

Vzorky praseci krve byly odebrany na pracovisti Vyzkumného tistavu veterinarniho 1€karstvi. Neutrofily
byly z krve vyizolovany za pomoci centrifugace (500 g, 4 °C, 30 min) na dextranovém koncentracnim
gradientu. Poté, co byla odebrana vrstva obsahujici neutrofily, byla v této frakci provedena lyze
erythrocytli pomoci chloridu ammoného (74.7%) s naslednou centrifugaci (350 g, 18 °C, 10 min). Pelety
byly poté¢ 3x promyty a uchovany v RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium).
Mononuklearni bunky imunitniho systému byly vyizolovany za pomoci centrifugace (800 g, 18 °C, 25
min) krve na koncentra¢nim gradientu Histopaque. Poté, co byla odebrana vrstva obsahujici PBMC, byla
v této frakci provedena opét lyze erythrocytd a nasledné promyti.

Me¢teni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS)

Produkce volnych kyslikovych radikalti byla méfena pomoci chemiluminiscenéni metody [4]. Méfeni
ROS produkce neutrofili a PBMC bunék probihalo na 96 jamkové desti¢ce v koncentraci 2x10° bun&k
u neutrofil a 2x10° bungk u PBMC v jamce, a to v celkovém objemu 200 pl na jamku, skladajiciho se
ze suspenze bunck (150 pl), 25 pl luminolu a 25 pl testovanych latek. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
phorbol myristate acetat (50 pg/ml) (PMA) a jako negativni kontrola Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS) s Ca2+/Mg+ ve kterém byly nafedény i1 jednotlivé testované latky. Ty byly testovany v
duplikatech a v koncentracich 400 pg/ml, 200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 ug/ml pro glukany a glukanové
Castice. Pfirodni aktivni latky byly testovany v koncentracich odpovidajicich jejich zastoupeni
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v kompozitech s  glukanovymi  cCasticemi (pro  kurkumin a diplakon odpovidajici
5 % obsahu byly tedy pouzity koncentrace 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml). ROS produkce byla
métena po dobu 120 minut v integracnim modu. ROS produkce byla vyjadiena v relativnich svételnych
jednotkach (RLU — relative light units).

Meéfteni produkce cytokinti

Vyse uvedenymi metodami byly z praseci krve izolovany PBMC bunky, které byly nasledn¢ inkubovany
(37 °C a v atmosféie s obsahem 5 % CO2) po dobu 24 hodin na 24 jamkové desticce v koncentraci
2,5x10° bunék/ml v kompletnim médiu (RPMI + 1 % Na-pyruvétu, 1 % neesencidlnich aminokyselin, 1
% penicilin/streptomycin, 1 % kanamycin, 0,1 % glutamin, 7,5 % fetalni teleci sérum) v pfitomnosti
testovanych latek (negativni kontrola — RPMI, pozitivni kontrola — 100 pg/ml LPS, GP 20 pg/ml a 200
pg/ml, GP s inkorporovanymi 5 % kurkuminu a diplakonu — 20 pg/ml a 200 pg/ml, fyzickd smés
odpovidajici GP s 5 % kurkuminu, nebo diplakonu — 20 pg/ml a 200 pg/ml, kurkumin a diplakon — 10
pg/ml). Po 24 hodinach byl sesbiran supernatant, prob¢hla jeho centrifugace a Cisty supernatant byl
nasledné uchovan pii -80 °C. Koncentrace produkovanych cytokini byla nasledné¢ méfena pomoci
ELISA kit (Swine IL-1 beta ELISA kit, Porcine IL-12 (IL12A) ELISA kit, Swine IL-10 Elisa kit, Swine
TNF-a Elisa kit, Thermo Fisher Scientific, USA).

Vysledky

V ramci projektu byly testovany imunomodulaéni ucinky diplakonu, kurkuminu, glukanovych castic
(GP) a jejich vzajemnych kompoziti a fyzickych smési na ex vivo izolovanych prasecich bunkach
pfirozené imunity. V prvnim kroku byl sledovan vliv na produkeci reaktivnich forem kysliku (ROS). Jak
neutrofily, tak PBMC bunky produkovali ve zvySené mitfe volné radikdly v pfitomnosti samotnych
glukanovych ¢astic. Fyzické smési také zvySovali produkci ROS, ale v koncentraci 400 pg/ml v
porovnani se samotnymi GP signifikantn€ méné. U dalSich koncentraci byl jiz rozdil zanedbatelny.
Nejmensi nartst produkce ROS byl u kompoziti GP s diplakonem a samotnych testovanych latek.
Dalsim krokem bylo testovani produkovanych cytokinti. Testované cytokiny byly IL-1p, IL-10, I[L-12 a
TNF-a. IL-10 a IL-12 bohuZzel neprokézali zadné signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami.
TNF-a bylo ve zvySené mife produkovano v pfitomnosti glukanovych Castic a fyzickych smési o
koncentraci 20 pg/ml. V pfitomnosti kompoziti v koncentraci 200 pg/ml byla produkce TNF-a
utlumena. Zajimavé bylo navyseni hladiny TNF-a v pfitomnosti samotného kurkuminu. Zde ale navyseni
mize byt spojeno i s jeho krystalickou formou. IL-1f byl testovan pouze u kurkuminu a jeho kompozitt
kompoziti s 5% obsahem kurkuminu v koncentraci 200 pg/ml. Ostatni formy hladinu IL-1f zvySovali.
Ze ziskanych vysledkt je patrné, Ze byla zachovana schopnost glukanové ¢astice byt rozpoznan buitkami
imunitniho systému a pravdépodobné uvolnéni uc¢inné latky po fagocytdze vedlo k naslednému tlumeni
prozéanétlivych cytokind.

Zavér
Glukanové ¢astice maji diky beta-glukanovym strukturam na povrchu zachovanou schopnost interakce

s bunikami imunitniho systému, coz nam dokazuje jejich vliv na ROS produkci. Diky moznosti byt
rozpoznan imunitnim systémem a stabilité v lidském organismu maji tyto Castice Sanci stat se nejen

196



vhodnym nosic¢em pro celou fadu nejen ptirodnich latek, ale stat se i cilenymi nosici pro uc¢inné latky

rrrrr
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kompozity dosahovali niz$i produkce ROS nez samotné GP, nebo fyzické smési. Zaroven byly schopné
tyto kompozity snizit produkci prozanétlivych cytokinti IL-1B a TNFa. U testovanych kompoziti je
zapotiebi dal§iho vyzkumu, jako je napiiklad otestovani jejich vlivu na ROS produkci a produkci
cytokinli na modelu s indukei zanétu a nasledna farmakokinetika.
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Zelena syntéza stribrnych nanocastic s protinadorovymi u¢inky (GREEN NANO)
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Uvod

Syntéza nanocastic stiibra (AgNPs) ptitahuje stale vétsi zajem védecké obce vzhledem k jejich
novym a odliSnym charakteristikam, které umoziuji jejich uplatnéni v riznych oblastech mediciny a
biotechnologii pfedevsim v antimikrobialnich pfipravcich [1]. Vlastnosti AgNPs jako velka plocha jejich
povrchu, velmi mala velikost a vysoka disperze z nich ¢ini jeden z nejcastéji pouzivanych nanomateriali.
Syntéza AgNPs pomoci biologickych metod s vyuZitim mikroorganismi, enzymii a rostlin nebo
rostlinnych extraktl byla navrzena jako mozna alternativa chemickych a fyzikéalnich metod [2]. Mnoho
studii prokazalo cytotoxickou aktivitu AgNPs pfipravenych zelenou syntézou tj. pomoci rostlinnych
extrakti na riznych nadorovych bunécnych liniich (napt. karcinomu tlustého stfeva, prsu, jater, prostaty,
zaludku, ledviny) [3]. Bylo také prokazano, ze AgNPs pfipravené zelenou syntézou jsou vice cytotoxické
na nadorové bunky nez na nenadorové bunky [4]. V dal$ich studiich byla zjistovana antioxidac¢ni aktivita
AgNPs ptipravenych zelenou syntézou [5, 6]. Cilem této prace bylo sledovat cytotoxicitu AgNPs
ptfipravenych zelenou syntézou na bunécné linii nadoru prsu MCF-7 a provést srovnani s AgNPs
pfipravenymi chemickou syntézou. Dal§im cilem bylo stanoveni antioxida¢ni aktivity deseti riznych
AgNPs piipravenych zelenou syntézou.

Material a metodika

Syntéza nanocastic

Pro stanoveni cytotoxicity byly pfipraveny 4 razné typy AgNPs-CHS (lisily se obsahem NaBHa4) a 4
ruzné typy AgNPs-ZS. U AgNPs-CHS bylo 0,5 ml 0,1 M AgNO3 smichano s 49 ml destilované vody.
Poté bylo ptidano 1650 pL 1 % roztoku citratu tri-sodného a 10 ml roztoku tetrahydridoboritanu sodného
o koncentracich 5 (AgNPs-CHS1), 10 (AgNPs-CHS2), 15 (AgNPs-CHS3) a 20 mM (AgNPs-CHS4).
Roztok se poté michal 1 hodinu pfi pokojové teploté. AgNPs-ZS se liSily vyluhem z rostliny (vyluhy
byly piipraveny z nalevovych sackii ¢ajii zakoupenych v lékarné (Apotheke, Mediate s.r.o., CR); ze
zeleného Caje (Camelia sinensis; AgNPs-ZS1), matetidousky obecné (Thymus vulgaris; AgNPs-ZS2),
trezalky teckované (Hypericum perforatum;AgNPs-ZS3), mésicku lékaiského (Calendula
officinalis; AgNPs-ZS4) zahiivanim a michanim 0,5 g suSené rostliny v 25 ml destilované vody pfi teploté
70°C po dobu 20 minut), ktery se ucastnil reakce. AgNPs-ZS byly pfipraveny michanim vyluhi z rostlin
s 0,1 M roztokem AgNO3; v poméru 1:1 pfi pokojové teploté 24 hodin. AgNPs byly potom tfikrat
promyty destilovanou vodou centrifugaci pii 10 000 g po dobu 10 minut pii pokojové teploté a
koncentrace Ag v roztoku nanocastic byla vypoctena z mnozstvi pfidaného AgNOs. AgNPs byly poté
zitedény DMEM médiem a ptidany k nadorové bunécné linii MCF-7. DalSich 10 AgNPs pouzitych ke
stanoveni antioxidacni aktivity (viz. Obr. 2) bylo pfipravenych zelenou syntézou stejnym postupem (viz
postup nahote) s tim, ze k ptipravé byly pouzity rostliny, které s vyjimkou Caje a kavy byly sklizeny v
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Boskovické brazdé v kvétnu roku 2018. Po odbéru byly promyty destilovanou vodou a suseny v susarné
pii teploté 60 ° C po dobu 48 hodin a nasledné rozdrceny na velikost ¢astic asi 1 mm.

Charakterizace nanocastic

AgNPs byly charakterizovany spektrofotometricky (UV-3100PC UV-VIS spektrofotometr, VWR,
USA) a stanovenim zeta potencialu a velikosti nanocastic (Zetasizer NANO-ZS, Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, Velka Britanie).

Mereni bunécné viability

Kultivace bunééné linie MCF-7 probihala v DMEM médiu s 5 % FBS na Petriho miskach s primérem
10 cm. AgNPs byly pfidany po 24 hodinach inkubace pii 37 °C a 5 % COz. Do 16-ti jamkové desticky
se napipetovalo 190 pL bunécné linie MCF-7 (8 000 bun¢k) v DMEM médiu a 10 pL stiibrnych
nanocastic. Bunécna viabilita byla méfena na piistroji XCELLigence RTCA (ACEA Biosciences Inc.,
USA) po dobu 48 hodin.

Meéreni antioxidacni aktivity

Test DPPH je zalozen na schopnosti stabilniho 2, 2-difenyl-1-pikrylhydrazylového volného radikalu
reagovat s donory vodiku. ABTS metoda je jednim z nejpouzivangj$ich testi pro stanoveni antioxida¢ni
aktivity. Je zaloZena na neutralizaci radikalového kationtu vzniklého oxidaci syntetického chromoforu
2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) (ABTS): ABTS « ~+¢e = ABTS * ". Metoda
FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power) je zalozena na redukci komplext 2,4,6-tripyridyl-s-triazinu
s hexahydratem chloridu zelezitého (FeCls - 6H20), které jsou témeét bezbarvé nebo nakonec mirné
hnédé. Tato chemikalie tvoii po redukci modré Zeleznaté komplexy. Stanoveni antioxidacni aktivity se
provadélo fotometricky na automatizovaném analyzatoru BS 200 (Mindray, Cina).

Vysledky
AgNPs ptipravené chemickou nebo zelenou syntézou byly charakterizovany spektrofotometricky a jejich
absorpcni maxima se pohybovala v rozmezi 370470 nm. Velikost AgNPs dosahovala 30-80 nm.
Nejdiive byla sledovana viabilita MCF-7 nadorové bunécné linie po pfidani stfibrnych nanocastic v Case.
Stiibrné nanocastice piipravené zelenou syntézou byly ucinné v 5x nizsi koncentraci Ag (80 uM) ve
snizeni viability buné¢éné linie MCF-7 nez stfibrné nanocéstice piipravené chemickou syntézou (400 pM;
Obr. 1). Nejvice cytotoxické byly stfibrné nanocastice AgNPs-ZS1 (pfipravené za pouziti extraktu ze
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Obrazek 1: Casovy pribéh viability MCF-7 bunék vyjadien jako relativni impedance od 20. hodiny po
70. hodinu. AgNPs-CHS 1-4 a AgNPs-ZS 1-4 byly pfidané k MCF-7 buiikdm ve 24. hodin¢ v testované
koncentraci 400 uM u AgNPs-CHS a 80 uM u AgNPs-ZS. Jako kontrola byly pouzity MCF-7 buiky
bez pfidani nanocastic.

Dale byla zjistovana antioxidacni aktivita u deseti AgNPs pfipravenych zelenou syntézou pomoci metod
DPPH, ABTS a FRAP (Obr. 2). Nejvyssi antioxidacni aktivita byla stanovena v AgNPs 2 (pfipraveného
za pouziti extraktu ze zeleného Caje) a v AgNPs 9 (pfipraveného za pouziti extraktu z jahodniku
velkoplodého) pomoci metod DPPH a ABTS. Vysledky antioxidacni aktivity téchto vzorkd se
pohybovaly v rozmezi 85-87% eliminace radikali a 24-30 GAE (mg.I"). Pii pouZiti metody FRAP byla
nejvyssi antioxidacni aktivita stanovena v AgNPs 6 (pfipravené¢ho za pouziti extraktu z maliniku
obecného). Vysledek antioxida¢ni aktivity vzorku byl 93% redukce Fe**/Fe*" a 65 GAE (mg.1™).
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Obrazek 2: Antioxidacni aktivita AgNPs ptipravenych zelenou syntézou stanovena metodou DPPH (A,
D), metodou ABTS (B, E) a metodou FRAP (C, F). Na obr. 2A a 2B je antioxida¢ni aktivita vyjadiena
v procentech eliminace radikalu, na obrazku 2C jako procenta redukce Fe*"/Fe** a na obr. 2D, E a F
v ekvivalentech kyseliny gallové (GAE). AgNPs byly pfipraveny s pouzitim nésledujicich rostlinnych
extrakti: AgNPs 1 - Cerny Caj (Camelia sinensis), AgNPs 2 - zeleny ¢aj (Camelia sinensis), AgNPs 3 -
kava (Coffea arabica), AgNPs 4 - matefidouska obecnd (Thymus vulgaris), AgNPs 5- jetel lucni
(Trifolium pratense), AgNPs 6 — malinik obecny (Rubus idaeus), AgNPs 7 — pelyn€k pravy (4Artemisia
absinthium), AgNPs 8 — tepik lékatsky (Agrimonia eupatoria)) AgNPs 9 - jahodnik velkoplody
(Fragaria ananassa), AgNPs 10 — ¢icorka pestra (Securigera varia).

Zavér

Stanovili jsme Casovy prib¢h vlivu nanocastic stiibra pfipravenych chemickou syntézou a zelenou
syntézou na viabilitu nddorové bunécné linie MCF-7. Stiibrné nanocastice pfipravené zelenou syntézou
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byly uc¢inné v 5x nizsi koncentraci Ag (80 uM) ve snizZeni viability bunééné linie MCF-7 nez stiibrné
nanocastice piipravené chemickou syntézou (400 uM). Nejvice cytotoxické byly stfibrné nanocastice

pripravené za pouziti extraktu ze zeleného caje. Déle jsme stanovili antioxidacni aktivitu u deseti
ruznych AgNPs piipravenych zelenou syntézou pomoci metod DPPH, ABTS a FRAP. Nejvyssi
antioxidacni aktivita byla stanovena u AgNPs 2 (pfipravené¢ho za pouziti extraktu ze zelené¢ho cCaje),
AgNPs 9 (ptipraveného za pouziti extraktu z jahodniku velkoplodého) a AgNPs 6 (pfipravené¢ho za
pouziti extraktu z maliniku obecného).
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Modifikace chitosanovych nanoéastic (s doxorubicinem) povrchové aktivnimi latkami a jejich
interakce s proteinovou koronou

Sylvie Skali¢kova', Michael Garguldk!, Dagmar Uhlifova!, René Kizek!
Ustav humdnni toxikologie a farmakologie, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd
univerzita Brno

Uvod

Vyzkum cileného a specifického transportu 1é¢iv do organismu se zabyva nalezenim vhodnych postupti.
Experimentalné pfipravené nanotransportéry musi byt bezpecné, vykazovat potfebnou specifitu k cilové
bunce/tkani a zachovavat efektivitu u¢inné latky. Predpokla se, Ze nanotransportéry léc¢iv budou
aplikovany do krevniho ob¢hu, je zde kladen diraz na bio/hemo kompatabilitu. AvSak celkové hodnoceni
toxicity se komplikuje povrchovou dynamikou nanomaterialli vystavenych biologickému prostredi:
interakce s biomolekulami vede ¢asto k vytvofeni tzv. proteinové korony. Proteinova korona je vrstva
adsorbovanych biomolekul, které zaroven minimalizuji povrchovou energii nanomaterialu a méni
fyzikalné-chemické vlastnosti jeho povrchu [1]. Bylo prokazano, Ze nanomaterial s proteinovou koronou
vykazuje nizkou podobnost s ptivodnim nanomaterialem v chemickém slozeni, fyzikalné-chemickymi
interakcemi a biologickou odezvou. Z tohoto diivodu studium slozeni proteinové korony mtize pomoci
k raciondlni funkcionalizaci a modifikaci nanotransportérii pro prodlouzeni doby jejich cirkulace v
krevnim ob¢hu a biologickou dostupnost [2].

Chitosanové nanotransportéry jsou moderni oblasti nanomediciny diky jejich nizké toxicité,
biodegradabilité a biodostupnosti. AvSak pies veskeré vyhody stale ziistavd vyzvou vysoka viskozita,
nerozpustnost pfi fyziologickém pH, vysokd molekulova hmotnost a vyssi hydrofilnost samotného
chitosanu [3]. Z tohoto diivodu jsou chitosanové nanocastice ¢asto modifikovany povrchové aktivnimi
latkami, které tesi negativni vlastnosti pfirodniho polymeru chitosanu. Chovani nanocastic uvnitf
organismu a imunologickd odezva je v soucCasné dob¢ velmi diskutovanou otdzkou na urovni
nanomediciny [4]. Bylo prokézano, ze slozeni proteinové korony zavisi na struktufe a fyzikalné-
chemickych vlastnostech nanocastic [5]. Dosud vSak nebyl sledovan vliv povrchové aktivnich latek ve
struktufe chitosanovych nanocastic na slozeni a tvorbu proteinové korony. Ziskané vysledky tak budou
pfinosem v oblasti designu nanotransportérii a pro transport antracyklinovych antibiotik k nadorové
tkani. Cilem této prace bylo navrhnout chitosanovy nanotransportér modifikovany povrchové aktivni
latkou (kyselina stearova, dodecylsulfat sodny a kyselina hyaluronova). Sledovéna byla ucinnost
enkapsulace, uvoliiovani 1éCiva, jeho toxicita, a interakce s albuminem, ktery je nejcastéjSim proteinem
proteinové korony.

Material a metodika
Chemikalie
Nizkomolekularni chitosan, tripolyfosfat sodny, doxorubicin, kyselina stearova, dodecyl sulfat sodny,
kyselina hyaluronova, lidsky sérovy albumin (HSA) a dalsi chemikélie byly pofizeny od firmy Sigma-
Aldrich (USA). Ninhydrin, hydridantin byly pofizeny od firmy Ingos (Ceska republika).
Priprava chitosanovych nanocastic
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12.5 mg chitosanu bylo rozpusténo v 5 mL 1 % kyselin€¢ octové. Pro pfipravu variant nanocéstic byly
k roztoku chitosanu ptfidany tyto modifikatory: kyselina stearova, dodecylsulfat sodny, kyselina
hyaluronova v koncentracich 20 pM. Vznikla smés byla michana na rotatoru (Multi-Rotator RS-60
BIOSAN) (30 rpm, 3 hodiny, 24 °C). Doxorubinicn (30 pM) byl pfidan ke vzniklému roztoku a smés
byla michana 3 hodiny pii 24 °C. Nakonec roztok byl opatrné pfidan roztok tripolyfosfatu sodného (0,25
% w/v). Nenavazany doxorubicin byl odstranén pomoci opakované centrifugace, kdy nanocastice tvotily
pelet a supernatant (nenavazany doxorubicin) byl odstranén. Centrifugace probihala 10 min, 14000 g
(Eppendorf, Hamburg, Némecko). Vznikly pelet byl rozpustén v 5 mL 3% kyseliny octové.
Charakterizace chitosanovych nanocastic

Fluorescen¢ni a absorbanc¢ni spektra byla ziskdna pomoci multifunkéniho mikrodestickového readeru
Tecan Infinite 200 PRO (TECAN, Svycarsko). Excitaéni vinova délka pro doxorubicin 480 nm.
Fluresen¢ni sken byl v rozsahu 510 — 850 nm po 2-nm krocich. Citlivost detektoru byla nastavena na
100. Absoban¢ni spektra byla v rozsahu 230 — 700 nm. Vzorky byly umistény do mikrotitracni 96
jamkové mirotitracni desti¢ky Costar (Corning, USA). Mé&feni byla provedena pfi 25 °C kontrolované
by Tecan (TECAN, Svycarsko).

Enkapsulacni efektivita (EE) byla vypocitana dle rovnice (1):
EE (%) = (ct/ ct) x 100 (1)

cf je koncetrace 1éCiva po separaci nenavazanych molekul

ct je celkova vstupni koncentrace 1é¢iva

Ninhydrinova reakce

2 g ninhydrinu byly rozpustény v 25 ml 4 M acetatového pufru (pH 5.2) a 0.3 g hydrindantinu v 75 ml
DMSO. 75 pL reagentu bylo pfiddno ke 100 pL vzoru. Po inkubaci (30 min, 99°C) byly zméfeny
absorbanc¢ni spektra v rozsahu 300-700 nm (Infinite M200 Pro, TECAN, USA).

Hemolyticka aktivita

Pro analyzu byla pouzita krev psa. Vzorky byly promichény s erytrocyty a inkubovéany 1h pii 37 °C. Jako
negativni kontrola byl pouzit PBS a jako pozitivni kontrola voda. Vzorky byly centrifugovany a
absorbance supernatantu obsahujici lyzované erytrocyty byla métena pii 540 nm.

Gelova elektroforéza (SDS PAGE).

K CS-D NPs byl ptidan HSA (0, 100, 500, 1000, 1500 pg/mL) a vzniklé roztoky byly michany 30 minut
na rotatorové michacce za laboratorni teploty. Gelova elektroforéza byla provedena na 12,5%
akrylamidovém gelu, ktery byl pfipraven ze zasobniho roztoku 30% akrylamidu s 1% bisakrylamidem.
Separacni gel obsahoval 12,5% akrylamid, 0,5% bisakrylamid, 0,1% dodecylsiran sodny (SDS) a 0,4 M
Tris/HCL, pH 8,8. Zaostiovaci gel obsahoval 4,5% akrylamid, 0,15% bisakrylamid, 0,1% SDS a 0,1 M
Tris/HCI, pH 6,8. Pro nanédseni vzorkti na gel byl pouzit PLB (Protein loading buffer). Vzorky se michali
s PLB v pom¢ru 1:2. Jako elektrolyt byl pouzit pufr s obsahem 24 mM Tris, 0,2M glycin a 3mM SDS.
SDS/PAGE bylo provedeno pti 150 V (zdroje VWR, USA) po dobu 1 hodiny. Barveni gelu bylo

203



provedeno pomoci stiibra. Pomoci ColorTestu byly porovnay ziskané pixely ze skenu gelu s denzitou
vyjadienou jako Log(10/T), kdy 10 = 255 a I je naméfena denzita.

Kontrola dat a statisticka analyza

VSechna experimentélni data byla evidovana a ukladdna do laboratorniho informaéniho systému Qinslab
[6]. Dostupné experimentéalni data byla zpracovdna a vyhodnocena matematicky a statisticky piimo v
databazi Qinslab. Pro hodnoceni intenzity barevnosti byl navrzen ColorTest. ColorTest pracuje s obrazky
a hodnoti intenzitu pixeli ve skale RGB. Vylouceni extrémnich hodnot u souborti dat bylo provedeno
vypoctem v Grubbsoveé testu. Experimentalni prace byla provedena ve tiech nezavislych experimentech
(n1). Kazdy vzorek v experimentech byl Skrat analyzovan (n2). Ziskanéa data prezentovana v této praci
jsou uvedena jako priumérné hodnoty. Pro piipravu prace byla data dale zpracovana programovym
balikem MICROSOFT (USA).

Vysledky

Design a charakterizace chitosanovych nanocastic

Pro zékladni charakterizaci nanoc¢astic byla vyuzita spektrofotometrickd analyza. Aby bylo mozné
sledovat zmény struktury nanocastic, pouzili jsme ninhydrinovou esej. Ta je zalozena na reakci
primarnich a sekundarnich amint chitosanu (CS) s ninhydrinem za vzniku Ruhemanovy cerveng.
Absorbanéni spektrum komplexu ninhydrin-CS vykazuje tfi maxima v 342, 408 a 572 nm ( ).
Optimalizace metody je popsana v nasi piedchozi praci [7]. Pfipravené nanocastice bez modifikace (CS
NPs), nebo s modifikaci kyselinou stearovou (CS-S NPs), dodecylsulfatem sodnym (CS-D NPs) a
kyselinou hyaluronovou (CS-H NPs) vykazaly shodny prubéh absorbancnich spekter. Mira tvorby
Ruhemanovy ¢ervené prokazala, ze modifikace nanocastic povrchové aktivnimi latkami ovliviiuje miru
zesitovani struktury. Z vysledki 1ze usuzovat, ze kompaktnost nanocastic klesa v poradi CS NPs > CS-
H NPs > CS-D > CS-S NPs. Tyto vysledky potvrzuje analyza jejich velikosti, kterd je zaloZena na méfeni
dynamického rozptylu svétla sledovanych vzorki. Velikost nanocastic byla nasledujici: CS NPs 135 nm,
CS-S NPs 120 nm, CS-H NPs 110 nm a CS-D NPs 115 nm. Z-potenciél sledovanych nanocéstic kolisal
v rozmezi -20 az -25 mV, coz znaci, ze modifikace nano¢astic md minimalni vliv na agregacni chovani
nanocastic ( ).

Enkapsulacni efektivita CS NPs

Uvolnovani a enskapsulacni kapacita 1é¢iva (doxorubicin) z CS NPs a jejich modifikaci bylo umoznéno
diky ptidavku magnetickych zlatych nanocastic do jejich struktury. Pomoci magnetické separace mohly
byt nanocastice oddéleny od uvolnéného doxorubicinu. Uréenim koncentrace uzavieného doxorubicinu
a odectenim celkové koncentrace doxorubicinu pouzitého pii ptipraveé nanocastic a do nanocastic pomoci
fluorescencni spektroskopie byla zjisténa enkapsulaéni kapacita CS NPs 20%, CS-S NPs 15 %, CS-D
NPs 25 %, CS-H 40 %. Nasledné byly piipravené varianty nanoc¢éstic podrobeny analyze uvoliovani
1é¢iva pii pH 6,5, coz odpovida pH vnitiniho prostfedi organismu. V priibéhu experimentu (0-12 hodin)
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bylo zjisténo vyrazné uvolnéni doxorubicinu u jiz po 120 min pro CS-H NPs a CS-S NPs, 240 min pro
CS NPs a 300 min pro CS-D NPs.

Toxikologické hodnoceni nanotransporéru

Hemolyticka aktivita CS nanotransportéru a jeho modifikaci byla kvantifikovdna ubytkem absorbance
pfi A=450 nm. Cim vy$§i ubytek absorbance byl zaznamenan oproti pozitivni kontrole (100%
hemolyticka aktivita), tim vétsi schopnost vykazovaly nanotransportéry lyzovat erytrocyty.Z vysledkt je
patrné, ze samotny chitosan zptisoboval minimalni hemolytickou aktivitu (10%), zatimco piidavek TPP
zpisobil jeji zvyseni o 20 %. Modifikace CS NPs povrchové aktivnimi latkami zpisbila snizeni
hemolytické aktivity, kdy pro CS-S, SC-D, CS-H NPs byla 5, 8 a 13 % v uvedeném potadi. Ze ziskanych
vysledki je patrné, ze sledované varianty chitosanovych nanocastic mohou byt aplikovany do organismu,
aniz by dochéazelo k negativnimu ovlivnéni erytrocyti. Tyto vysledky prokazuji vysoky potencial
uplatnéni nanocéstic na bazi chitosanu v cileném transportu 1é¢iv.

Interakce CS NPs s albuminem.

Nejrozsiten¢jsim proteinem krevniho séra je albumin, ktery byl zaroven prokazan jako nejcastéjsi protein
vyskytujici se v proteinové koron€. Spektrofotometrickou analyzou jsme sledovali interakci studovanych
variant CS NPs s albuminem, odpovidajici koncentraci albuminu v lidském krevnim séru. Albumin
vykazuje silnou absorpci svétla v absorpénim pasmu 260 — 300 nm, které je dané piitomnosti
aromatickych aminokyselin (tryptofan a tyrosin). UV-VIS absorp¢ni spektra komplexu albumin-CS NPs
vykazuji typicka spektra. Pti pfidavku CS-NPs dochazi k ¢ervenému posunu absorpcniho maxima a ke
snizeni absorbance u vSech variant nanocastic. Nejvyrazn€j$i posun byl zaznamenan u CS-S NPs a
nejnizs§i u CS-D NPs. U CS-H je posun shodny s CS NPs. Z vysledki 1ze usuzovat, ze proteinova korona
se bude nejvice tvoftit v piipadé CS-S NPs. Naopak CS-D NPs interaguji s proteiny slabé¢ a je tedy mozné
pfedpokladat, Ze tato modifikace chitosanovych nanocastic bude vhodna pro dal$i funkcionalizaci
povrchu vyuzitelného v ptipadé cileného transportu 1é¢iv. V dalsi ¢asti experimentu byly vybrany CS-D
NPs pro interakci s HSA 0, 100, 500, 1000, 1500 pg/ml sledovanou pomoci gelové elektroforézy. Diky
tomu, ze nenavazany HSA na CS NPs bude migrovat v elektrickém poli odliSnou rychlosti, 1ze ur¢it miru
interakce pomoci vyhodnoceni intenzity barveni vyslednych bandli pomoci software ColorTest.
Z vysledkt ( ) je patrné, ze na CS-D NPs se vazalo 2 — 4% HSA v pribéhu 30 min. interakce.
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Obr. 1: A) Schéma designu chitosanovych nanocastic a tvorba proteinové korony. B) Pribé¢h
absorbanc¢niho spektra komplexu chitosan-ninhydrin, samotného ninhydrinu (2 mg/mL) a chitosanu (100
uM). C) Relativni koncentrace CS-ninhydrin komplexu je pfimo imérna mnozstvi volnych NH2 skupin
v molekule chitosanu. Vyssi stupen zesit'ovani struktury nanocastice vede k niz§i dostupnosti NHz skupin
chitosanu. Jako 100% je povazovana absorbance volného chitosanu (100 uM) v komplexu s ninhydrinem
(2 mg/mL). D) Kumulativi uvolniovani doxorubicinu variant CS NPs. Signal 30 puM volného
doxorubicinu byl bran jako 100%. E) Vlevo: Absorban¢ni spektrum albuminu (HSA) (10 pg/mL) a
komplexu albumin — CS, CS-S, CS-D, CS-H NPs (I mg/mL). Vpravo: Cerveny posun absorbéniho
maxima testovanych variant NPs. Jednotlivé hodnoty byly odecteny od absorpéniho maxima HSA (260
nm). Vazba HSA na varianty CS NPs (CS-S, CS-D, CS-H) v po 30 min interakci. Intenzita signalu HSA
byla vyhodnocena ColorTestem a piepoctena na signal HSA (10 pg/ml).

Zavér

V experimentu byl proveden design a charakterizace chitosanového nanotransportéru. Sledovan byl
zejména vliv stabilizace struktury kyselinou stearovou, dodecylsulfitem sodnym a kyselinou
hyaluronovou a interakce s nejvyznamnéjSim proteintem korony - albuminem. Zaroven test hemolytické
aktivity CS NPs a jejich variant prokazal ne toxicitu nanotransportéru zalozené¢ho na chitosanové
struktufe pro krevni erytrocyty. Budouci vyzukmy mohou byt orientovany na studium funkcionalizace
povrchu CS-D NPs, ktery nejméné interagoval s albuminem a proto funkéni skupiny na povrhu
nanocastic mohou zachovat svoji reaktivitu.
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Vytvorenie metody pre dynamicku biorelevantnu disoluciu na pristroji Golem v2
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Ustav chemickych 1é¢iv', Ustav technoldgie léki, Ustav aplikovanej farmdacie®, Fakulta farmdacie,
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Vyvoj pokrocilych in vitro disolucnych testov predstavuje dolezity posun vpred v predikcii in vivo
spravania oralnych liekovych foriem. Za tymto Gcelom sa na$ tim zameriava na inovativnu in vitro
disoluciu vyuzitim dynamického biorelevantného disolu¢ného zariadenia — Golem, ktory simuluje
fyziologickt disolticiu liekovej formy v ludskom trakte. Pre plné zavedenie naSho pristroja bolo
nevyhnutné stanovenie presnosti merani a dokladnd optimalizacia zakladnych parametrov. V ivode
nasej prace bol testovany vplyv interindividualnej variability na vysledky merani. Statistickym
vyhodnotenim, pouzitim faktora podobnosti bola dokézand vyhovujica variabilita medzi dvoma
operatormi (56,70 < f2 < 79.36). V nasledujucej casti prace, zameranej na Standardizaciu rozmerov
disolu¢nych kompartmentov bol testovany vplyv umiestnenia ich vnutorného c¢lenenia. Z troch
vyskovych variant ¢lenenia (9, 10 a1l cm) u dvoch vybranych kompartmentov (typ B a C), bola
dosiahnuta najvyssia robustnost’ merani a zaroven citlivost’ k zmene disolu¢nych podmienok konkrétne
u variant B/10 cm a C/11 cm.

Material a metodika
Tablety
Ako modelové lie¢ivo boli vyrobené Ustavom technoldgie 1ékii kofeinové tablety s okamzitym
uvolnovanim. Ploché tablety o priemere 7 mm boli pripravené priamym lisovanim (Korsh typ EK O) z
homogenizovanej tabletovej zmesi (bezvody kofein 12,5% w/w; stearan hore¢naty 2,0% w/w,
mikrokrystalicka celuloza Avicel PH 102 42,75% w/w; lakt6za Pharmatose DCL 42,75% w/w). Tablety
boli podrobené skuskam, ktoré pre hodnotenie tabliet predpisuje Ph. Eur. 8 (1).

Disolucia na pristroji Golem v2

Disoltcia prebiehala na modifikovanych disolu¢nych kompartmentoch s upravenym vnutornym
¢lenenim, navrhnutych pre zvySenie hydrodynamiky. Ako disolu¢né médium bol pouzity fosfore¢nanovy
pufer (pH 6,8) o objeme 100 ml a 250 ml, pristrojovo temperovany na 37,0 =5 °C. Simulacia peristaltiky
pristroja Golem v2 bola zvolena v dvoch rozli¢nych rychlostiach, 3 a 7 zdvihov za minutu (z celkového
pracovného rozsahu 0-7). Vzorky média boli manualne odoberané v 3., 8., 12., 17., 22., 27., 33., 40., 50.
a 60. minute od administracie tablety do kompartmentu.

HPLC analyza

Vzorky k analyze boli filtrované (0,22 pum) anasledne podrobené vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografii (Agilent Technologies 1260 Infinity) na kolone s reverznou fazou (Supercosil ABZ+Plus;
15 cm x 4,6 mm, 3 um). Ako metdda bola vyvinutd izokraticka elucia so zlozenim mobilnej fazy 50 mM
octanu amonneho (pH 4) a metanolu (80:20, v/v), pri prietoku kolonou 1,5 ml/min, teplote 40 °C s
objemom nastreku 10 pl a pri spektrofotometrickej detekcii 294 nm. Namerané hodnoty boli graficky
vyhodnotené ako zavislost’ uvol'neného kofeinu z tabliet v Case.
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Experimentalna Cast’

Dizajn experimentu vychéadzal zo zisteni predchadzajucej Stiidie zameranej na optimalizaciu disolu¢nych
kompartmentov (2). V tvode prace bol vyhodnoteny vplyv interindividudlnej variability na presnost’
merani. Zvolené boli dva vlastnostami rozdielne disolu¢né kompartmenty, typ B (robustny) a typ F
(variabilny). Experiment prebiehal u kazdého operatora v rovnakych podmienkach ale v rozdielnom case.
Vysledky porovnania boli $tatisticky vyhodnotené faktorom podobnosti (f2), pocitané podl'a vzorca 1.
V druhej casti sme testovali vplyv vySkového posunu vnutorného c¢lenenia dvoch vybranych
komapartmentov (typ B a C), vzhl'adom k padlu zabezpecujucemu peristaltiku. Navrhnuté k tejto Stadii
boli ich 3 varianty podla vysky miesta najvacsieho zuzenia (9, 10 a 11 cm - merané od spodného okraja
kompartmentu). Vysledky disolucie boli porovnané na zdklade odchylky merani a dosiahnutej

maximalnej koncentracie lieiva na konci disolucie.
-0,5

l n
(1+—Z (R,—T,)-’) x 100‘
n t=1

Vzorec 1: Vzorec pre vypocet faktora podobnosti (£2), hodnoty f2>50 vyjadruju mieru podobnosti.

f> =50 x log

Vysledky
Zakladom testovania interindividualnej variability boli 2 operatori a porovnavali sa dosiahnuté
vysledky za roéznych disolu¢nych podmienok (2 typy kompartmentov, 2 objemy média a 2 rychlosti
miesania). Statistickym vyhodnotenim, pouzitim faktora podobnosti bola dokazanid uspokojiva
jednotnost’ merani medzi operatormi navzdjom (56,70 < f2 < 79.36) aj napriek miestami zvySenej
variability u niektorych podmienok a modifikacii kompartmentov (Obr. 1).

typ B 100 mL 250 mL typ F 100 mL 250 mL
f,=58,35 RE | £ f,=7818 | I =583
s - = :
-l
o
| T I 1 I P el
M S fm662 m z _1'E f=se00 E z  4,=6108 b
= — =
-l P
~
1 [ [min] Ir
VAN

Obrazok 1: Porovnanie disolu¢nych profilov medzi dvoma operatormi pri réznych disolu¢nych
objemoch (100 a 250 mL) a rychlostiach miesania (3 a 7 LPM) pre kompartmenty typu B a F.

Vzhl'adom na vysledky z prechadzajucej Casti sme d’alej testovali vplyv umiestnenia vntitorného
¢lenenia disolu¢nych kompartmentov. Vybrané k podrobnejSiemu testovaniu boli 2 kompartmenty (typ
B a C) aich 3 varianty podl'a vysky zuzenia (9, 10 a 11 cm). Spolu s vysledkami disolticie znazornené
na obrazku 2 a 3. Pozorovana u tychto kompartmentov bola rychlost” disolucie v roznych disoluénych

vwe

naopak, bol dosiahnuty najvacsi rozdiel v mnoZstve uvolnené¢ho liec¢iva v 60. minute, 76/96% (typ B/10
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cm) a 44/88% (typ C/11 cm). Zaroven, u tychto dvoch variant bola dosiahnuta najvyssia robustnost’
merani, median RSD < 14 (typ B/10 cm) a median RSD < 25 (typ C/11 cm). Tieto zistenia vymedzuju
pracovny rozsah vybranych kompartmentov, v ramci ktorého vieme kontrolovat’ rychlost’ disolucie a jej
presnost’.
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Obrazok 2: Porovnanie disolu¢nych profilov pre jednotlivé varianty kompartmentu B pri réznych
disolu¢nych objemoch (100 a 250 mL) a rychlostiach mieSania (3 a 7 LPM). Z toho zvyraznena varianta
B/10 cm ako najlepsia na zéklade robustnosti merani (median RSD < 14) a citlivosti k zmene podmienok
dosiahnutim koncentracie uvol'neného lieciva v 60. min (75% < ¢60 < 96%).

100 mL 250 mL

Released (%]
Released [%]

9cm

Time [min] Time [min]

o
s
n
4
w
8
=

50 60 0 10 20 30 a0 50 60

23 cm

Released %]

10cm
o 8 & 8
\/ﬁ
o 8 & 8

Time [min] Time [min]

e
=]
N
=]
w
-]
»
&
g

30 0 50 60

100 100
80

60

Released [%]

10

11cm

B
\ [%W
- 8 & 8

20

Time [min] Time [min]

el
5
W
8
w
8
&
g
g
°
3
8

a0 50 60

3LPM 7LPM
Obrazok 3. Porovnanie disolucnych profilov pre jednotlivé varianty kompartmentu C pri roznych
disolu¢nych objemoch (100 a 250 mL) a rychlostiach mieSania (3 a 7 LPM). Z toho zvyraznena varianta
C/11 cm ako najlepSia na zéklade robustnosti merani (median RSD < 25) a citlivosti k zmene podmienok
dosiahnutim koncentracie uvol'neného lieciva v 60. min (44% < c60 < 88%).
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Zaver

Vyhodou nasho pristroja oproti klasickym disoluénym pristrojom je jeho komplexnost’, ktorda vSak
zaroven kladie vysSie naroky na obsluhu. Bolo nevyhnutné stanovit’® presnost merani dokladnou
optimalizaciou zékladnych parametrov pristroja Golem v2. Ztoho dovodu bol testovany vplyv
interindividudlnej variability na reprodukovatel'nost’ merani a zaroven bol Standardizovany rozmer
disolu¢nych kompartmentov, o viedlo k ur¢eniu variability a pracovného rozsahu u jednotlivych variant
skimanych kompartmentov. Pre vytvorenie spolahlivej metody pre dynamick biorelevantnu disoluciu
su tieto zistenia kl'acové.

Zoznam literatury:
1. European Directorate for the Quality of Medicines & Healthcare. European Pharmacopoeia, 8th
ed.; Council of Europe: Strasbourg, France, 2013; Volume 1, Chapter 4.1.3.; p. 542.
2. Stupék, I.; Pavlokova, S.; Vyslouzil, J.; Dohnal, J.; Culen, M. Optimization of Dissolution
Compartments in a Biorelevant Dissolution Apparatus Golem v2, Supported by Multivariate
Analysis. Molecules 2017, 22, 2042.

Tato praca bola financovand grantom IGA VFU Brno 319/2018/FaF
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Antimikrobidlné a protizanétlivé aktivni geranylované flavonoidy izolované z plodi Paulownia
tomentosa
Alice Sychrova', Anna Hudcovi¢ova!, Klaudia Harbutova!
Ustav prirodnich 1é¢iv', Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno

Uvod

Paulownia tomentosa je strom pochazejici z Ciny, dorlstajici 1525 m, svejéitymi listy
a zvonkovitymi modrymi kvéty. Je vysazovana i v teplejSich oblastech Evropy a nedavno rostla jako
dekorativni strom v arealu VFU Brno. Uziva se piedeviim v tradi¢ni Cinské medicing k terapii
bronchitidy, astmatu, konjunktivitidy, enteritidy, kapavky, tonsilitidy atd. Mezi nejvyznamné;jsi
obsahové¢ latky patii fenolové glykosidy, lignany, furanochinony, iridoidy a flavonoidy. VSechny tyto
sloZky a zejména geranylované flavonoidy jsou nyni intenzivné zkoumany pro své zajimavé biologické
aktivity. Z rostliny byla na Gstavu jiz dfive izolovéana cela fada nové popsanych latek. Jedna se o bohaty
zdroj geranylovanych flavonoidi s prokdzanou in vitro (Handkova et al., 2015, 2017) ain vivo
(Vochyanova et al., 2015) protizanétlivou aktivitou. Dale schopnosti eradikace rezistentnich druhta
bakterii, napt. MRSA samostatné (Navratilova et al., 2013) nebo v kombinaci s antibiotiky (Navratilova
etal., 2016).

Material a metodika

Separace rostlinného materialu

Separace podilu ziskanych z ethanolického extraktu plodt P. fomentosa probihala pomoci standardnich
technik vytfepavani mezi nemisitelnd rozpoustédla a pomoci sloupcové chromatografie s pouzitim
silikagelu a mobilnich fazi, tvofenych z riznych pomért nepolarnich rozpoustédel. Ziskané frakce byly
jiméany do banék cca po objemech 150 ml, odpaieny pomoci vakuové rotaéni odparky (BUCHI Rotavapor
B-480, Switzerland), a spojeny pomoci TLC (F2s4 20x20 cm, Merck) na zdklad€ podobnosti latek a jejich
reten¢nich faktort. Frakce byly analyzovany pomoci analytické HPLC (Agilent HP1100 s UV-Vis DAD,
USA). Ty, které obsahovaly latky s elektronovymi spektry, kterd se neshodovala s knihovnou spekter
UPL, a jednotlivé piky vykazovaly dostateénou intenzitu a rozdil v retenénich ¢asech, coZ je podminka
pro néslednou izolaci, byly déale separovany pomoci preparativni HPLC (Young Lin, Korejska republika)
s pouzitim preparativni kolony Ascentis RP-Amide 25x1 cm, 5 pm (Supelco, USA) nebo preparativni
TLC (sklenéné desky 20x20 cm, 500 pm, Merck) (viz. schéma ¢&. 1). VSechny frakce
a ziskané latky byly porovnany sknihovnou spekter UPL. Ziskané &isté latky byly lyofilizovany
a postoupeny identifikaénim spektrometrickym metodam.

Testovani antimalarické aktivity

Testy probihaly ve vyzkumném centru l1é¢ivych rostlin peruanské Amazonie (CIRNA-UNAP) pod
dohledem profesorky Ruiz-Mesia Lastenie. Chlorochin rezistentni Plasmodium falciparum (FCR3) bylo
kultivovano pomoci RPMI média, erytrocytt darce, 5% CO2, 5% 02, a 90% N2, ucinkujicich po dobu
1 minuty. Kultivacni baiiky byly inkubovany 48 hodin pti t=37 °C. Denné bylo ménéno médium a

212



kontrolovana parazitémie (Giemsovo barveni krevniho natéru). Hodnoceni citlivosti probihalo in vitro.
Mikrotitracni desticky obsahovaly 100 ul parazitické smési a 100 pl ptipravenych koncentraci roztokd v
DMSO. Desticky se inkubovaly 48 hodin a poté barvily 10 pg/ml ETB pro oznaceni parazitovanych
erytrocytll. Jamky se promyly 2x PBS a vysledky se méfily na pritokovém cytometru FL2 (procento
parazitémie). Objem ne/parazitovanych erytrocyti, které se maji ptidat, byl vypocitan dle vzorce: Vi x
Ci1 = 280 ul x 2%, kde Vi je mnozstvi parazitovanych erytrocytl, které je potiebné ptidat a Ci je
parazitémie dané kultury. Nasledn¢ se doplni objem (V1) do 280 pl neparazitovanymi erytrocyty. 100 pl
smesi erytrocytd se smisilo se 100 pl pripravenych koncentraci testovanych latek, v triplikatu. Desticky
byly umistény do exsikatoru, uvniti n¢hoz byla zapalena svicka a viko bylo utésnéno parafilmem.
Desti¢ky se nechaly inkubovat pfi teplot¢ 37°C po dobu 48 hodin. Po inkubaci se desticky 2x
centrifugovaly, promyly se 100 pl PBS, ptidalo se 100 ul ETB do kazdé jamky a nechalo se inkubovat
30 minut pii teploté¢ 37°C. Nasledné byly vzorky resuspendovany s 200 pul PBS a pteneseny do
oznacenych zkumavek typu FACS a méfeny v prutokovém cytometru FL2.

Vysledky

Chloroformovy podil byl zpracovan v ramci 7 naslednych sloupcovych chromatografii. Ze tii kolon bylo
ziskano celkem 456 frakci, které byly vzajemné porovnany a spojeny pomoci TLC a HPLC analyzy.
Frakce vykazujici piky dostate¢né intenzity, jejichz spektra se neshodovala se spektry knihovny UPL,
byly dale separovany na subfrakce A-G, jejichz zpracovani vedlo k zisku dalSich 221 subfrakci.
Nasledovala separace za pomoci preparativni TLC nebo semipreparativni HPLC analyzy s cilem izolace
¢istych latek (viz. schéma €. 1). 10 latek bylo ziskano v Cistoté (dle UV) >85% a v dostate€ném mnozstvi,
aby bylo mozné je strukturné popsat dle vysledki zMS a NMR analyzy, ktera bude probihat ve
spolupraci se zahrani¢nimi pracovisti. Elektronova spektra ziskanych latek byla porovnana s knihovnou
spekter UPL a dle vysledki o¢ekavame zisk latek typu flavanontl, jejichz spektra se ale neshodovala
s diive izolovanymi majoritnimi flavanony s nesubstituovanym geranylovanym fetézcem a dale
flavanont se zacyklenym geranylem. DalSich 5 subfrakci je findlné pfeciStovano. Vybrané latky z P.
tomentosa byly testovany na antimalarickou aktivitu, kde se jako nejucinnéjsi jevil 3'-O-methyl-5'-
methoxydiplakon s ICs0=0.7 ug/mL (Tab. €.1). Ziskané vysledky byly prezentovany na konferenci
s mezinarodni Ucasti (23. Seminaf- Aktualni otdzky péstovani LAKR) v Olomouci formou posteru.
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Schéma ¢.1

A B C

PT 2017/A PT 2017/B PT 2017/C
(136 frakei) (167 frakei) (153 frakef)

Spojeni frakei na zakladé TLC a

HPLC
A B E G
PT 2018/A PT 2018/B PT 2018/E PT 2018/G
(m=0,9906g) (m=7,6226g) (m=3,5739g) (m=4,724g)
40 frakei 71 frakei 40 frakel 70 frakei
4 Prep. TLC PT/A/19-22 ) ! Prep. HPLC PT/B/20-21 | Prep.HPLC PT/E121-23 P Prep.TLC i
| Mob fize 80:17,5:2,5 i PT/B/26-35 P PI/E24-29 i i PIG/30-34a
| (CHCI3:T:MeOH) . | PrepTLC PT/B/39 Lo | PI/G30-34b |
S ;’;/3/49 b PI/E/24-20/1 . PTij’S-”: i
7 . Mob.fize 60:10:30 | ! L PT/G/38-45 :
: A T P PT/E/24-20/4 o :
i Poslano k identiftkaci: | {CHCI3.EtAc: Aceton) fo PT/E/24_20/6 P Mobilni fize: :
: PT/A/19-22/1 ' N PO P i ;
; PIIAI0-22/2 S “.. .\ Poslino kidentifikaci | . %1130
| PTIA/I3 i | PI/B/26-35/-4/la4/2 | TTTTTTTTTTTTTmomooeeoe s
Temmomommmomosoeoooooe - : PT/B/5 : | PT/G/30-34/-3a+3b |
\  Posldno k identifikaci | | Posldno k identifikaci |

______________________________________________________

i PT/B/20-21/-3/1-3/7
| PT/B/20-21/ - 4/1 — 4/7
\ prep. HPLC

Byla vypoctena procenta inhibice pro koncentrace 0.1, 1 a 10 pg/mL dle nasledujiciho vzorce:

Procento inhibice = Parazitéemie NK-parazitémie testované latky/parazitéemie NK

A ziskané hodnoty slouzily ke stanoveni ICso:
log (ICs0) = log (X1) — (50— Yi/Y2— Y1) [logX> — logXi]

(Kde X1 je koncentrace 1éCiva, ktera ma hodnotu parazitémie Y1> 50% a X2 je koncentrace 1éCiva, ktera
ma hodnotu parazitémie Y2< 50 %).
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Tabulka ¢.1

Testovana latka

ICs0 pg/mL

l.opak. 2.opak. 3.opak. Pramér SD
3’-O-methyl-5'-
Diplakon 4.4 3 4 3.8 0.72
Mimulon 5 1.6 5.5 4 2.12
Schizolaenon € 5 g 0.7 54 3 2.35
3'-O-methyl-5'-
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Design, syntéza a in vitro testovani aktivity potencidlnich inhibitorti aminopeptidasy N

Peter Zubag, Oldfich Farsa, Nikola Calkovska, Kristian Pr$o
Ustav chemickych lé¢iv, Farmaceuticka fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno

Aminopeptidasa N (syn. membranova alanyl aminopeptidasa, leucinova aminopeptidasa nebo
také aminopeptidasa M, déle jen APN) je Zn-dependetni metaloexopeptidasa, ktera §tépi peptidovou
vazbu na volném N-konci oligo- az polypeptidického fetézce. Ma Sirokou substratovou specificitu a patii
mezi bézné se vyskytujici peptidasy v savéim organismu. Tento multifunkcni integralni membranovy
protein se nalézé pirednostné v kartaCovém lemu membran ledvin, v sliznici tenkého stfeva, v jatrech, v
placenté, dale téz v lymfocytech, neutrofilech, na riznych mistech CNS aj. APN se podili na degradaci
velkého mnozstvi biologicky aktivnich peptidi, kupt. enkefalinti, endorfinti, neurokinind, vazoaktivnich
peptidii (angiotensiny, somatostatin), cytokinl (interleukiny) a jinych peptidickych hormonti. APN je
dokonce totoznd s povrchovym antigenem CD13, ktery je ,,vstupnou branou* pro n¢které viry, jako napf.
savCi koronaviry, cytomegalovirus a TGEV.Latky ptsobici inhibicn€ na aktivitu APN vykazuji tedy
Siroké spektrum farmakologickych ucinkti. Na trovni CNS plisobi inhibitory APN zejména analgeticky
a antinocicepcné, ovsem bez typickych nezadoucich ucinkli exogennich opioidii (napt. morfinu). Mimo
CNS se inhibitory APN vyznacuji zejména antineoplastickym a antimetastatickym ucinkem. Jelikoz je
APN ve zvySené miie exprimovana v buiikach karcinomu ktize, vajecniku, stitné zlazy, plic, zaludku,
tlustého stfeva, ledvin, kosti a prostaty, pfedstavuji inhibitory APN slibnou terapeutickou skupinu v 1é€bé
téchto nadort, nebo jejich metastaz. [1][2]

Jakymsi "standardem" mezi inhibitory APN je bestatin, znamy téz pod INN ubenimex. Jedna se
pseudodipeptid, ktery vykazuje inhibi¢ni ti¢inek na celou fadu aminopeptidas. V soucasnosti se zkouma
jeho vyuziti v 1é¢bé nékterych druhti akutni leukemie, ovSem jeho toxicita a relativni neselektivita brani
jeho SirSimu vyuziti v mediciné. Mezi dal§i peptidové inhibitory APN patii amastatin, aktinoin,
phebestin, probestin, leuhistin a dokonce i kurkumin. Do dnes$ni doby bylo pfipraveno také velké
mnozstvi syntetickych inhibitordt APN riznych chemickych struktur. Vyznamny je napf. tosedostat,
ktery je prolécivem aktivni kyseliny CHR-79888. Momentalné se nachazi ve fazi klinického testovani v
1é¢be akutni myeloidni leukemie. [3]

Cilem nasi prace je vyvoj syntetickych inhibitort APN dvou rGznych strukturnich sérii. Prvni
strukturni série zahrnuje syntetické inhibitory APN typu nesymetrickych diacylhydrazint s bazickymi (i
heterocyklickymi) aminy ve své molekule, coz umozni tvorbu ve vodé dobfe rozpustnych soli s riznymi
anorganickymi 1 organickymi kyselinami. Jistou podskupinou této série jsou razné (alkyl)kvarterni
derivaty téchto amind, u kterych lze pfedpokladat selektivné periferni ucinek, jelikoz jako kladné nabité
molekuly by neméli pro svou polaritu prostupovat do CNS. Druhé strukturni série predstavuje inhibitory
APN typu syntetickych pseudo(di)peptid, rovnéz s bazickymi (heterocyklickymi) aminy ve své
molekule. Kromé toho je karboxylova funkéni skupina téchto derivatu transformovana na alkylester (viz
analogie s tosedostatem) nebo na hydroxamovou kyselinu. OvSem metodika synthesy téchto
hydroxamovych kyselin neni jesté zcela optimalizovana.
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Material

K synthese byly pouzity komeréné dostupné chemikalie tiid &istoty purum a pro analysi. Cast
chemikalii byla jiz k dispozici (v drzeni Ustavu chemickych 16¢iv, dale jen UChL), vétsi ¢ast viak byla
zakoupena vyhradné pro ucely projektu, a to zejména od spole¢nosti Merck™ a Sigma-Aldrich™.
Pouzita rozpoustédla od spol. Lach-Ner™ byla uzita ptfimo, nebo byla upravena suSenim ex tempore za
pouziti standardnich metodik suseni rozpoustédel.

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity viici APN byl pouzit komeréné dostupny enzym, izolovany
z prasecich ledvin od spol. Sigma-Aldrich™, stejné tak i chromogenni substrat: L-leucin-p-nitroanilid
(L-Leu-pNA), pufry a dalii chemikalie. Ze zasob UChL pochazel jak p-nitroanilin, tak i pouZity standard
inhibitoru APN, 1,10-fenanthrolin (o-fenanthrolin) p.a.. Ke zpracovani dat byl pouzit tabulkovy procesor
Microsoft™ Excel™ a biochemicky software GraFit™,

Metodika

Latky prvni strukturni série byly syntetizovany z piislu$né substituovanych benzoovych, resp.
arylkarboxylovych kyselin. Ty byly pfevedeny na methylester kysele katalyzovanou esterifikaci nebo
thionylchloridem v bezvodém methanolu. Nasledné byly podrobeny hydrazinolyze roztokem hydrazin-
hydratu v ethanolu nebo 1-propanolu za refluxu. Pfipravené hydrazidy byly chloracylovany ptislusnym
chloracylchloridem v prostiedi kyseliny octové. Takto ziskané N’'-chloracyl-N-arylhydrazidy reagovaly
se sekundarnimi aminy (dialkylaminy, heterocykly: pyrrolidin, piperidin, morfolin, azepan, N-
substituované piperaziny) za vzniku prvni skupiny latek této strukturni série. Druh4 skupina byla
pfipravena kvarternizaci latek prvni skupiny pomoci methyljodidu, ethylbromidu a benzylbromidu
v acetonu, resp. butan-2-onu.

Synthesa latek druhé strukturni série vychéazela z hydrochloridi-methylestert pfisluSnych
aminokyselin, které byly pfipraveny reakci dané aminokyseliny s thionylchloridem v bezvodém
methanolu nebo byly zakoupeny. Tyto soli (hydrochloridy) byly pfevedeny na volné methylestery
aminokyselin a nasledné¢ byly chloracylovany pfislusnymi chloracylchloridy. Vzniklé produkty
reagovaly se sekundarnimi aminy (zejména heterocyklickymi, viz vySe) za vzniku substituovanych
pseudodipeptidi. Cast znich byla pfevedena na soli (oxalaty), ¢ast byla podrobena reakci
s hydroxylaminem za vzniku hydroxamovych kyselin. OvSem tato Cast synthesy jeSt¢ neni zcela
optimalizovana. Kromé toho byly experimentalné¢ ptipraveny i dalsi derivaty téchto pseudodipeptidti (N-
alkylamidy a podobnég). U vsech latek (kde to bylo mozné) byla stanovena teplota tani kapilarnim
bodotavkem Biichi™ 520 a provedena TLC na deskach Merck™ 60 F2s4 (detekce UV zafenim pii 254
nm nebo vizualizace parami jodu). Strukturni charakterizace byla provedena IC spektrometrii na piistroji
Nicolet™ Impact FTIR, 'H- a 3C-NMR spektra byla ziskdna na NMR spektrometru Jeol™ JNM-
ECZ400R s pracovni frekvenci 400 MHz pro 'H.

Stanoveni inhibi¢ni aktivity vi€i APN bylo provedeno na pfistroji BioTek™ Cytation™ 3 Reader
za pouziti 96-jamkovych mikrotitra¢nich desticek. Testovana latka byla inkubovana spolu s enzymem a
chromogennim substratem (L-leucin-p-nitroanilid) v pfisluSném pufru. Ve stanovenych casovych
intervalech bylo provedeno méieni absorbance pii 405 nm, coz odpovida abs. maximu p-nitroanilinu,
uvolnénému z chromogenniho substratu enzymatickou hydrolyzou. Z namétenych hodnot absorbance
byla ICso vypocitana pomoci programu GraFit.
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Vysledky
Ptipravené latky prvni strukturni série odpovidaji obecnému vzorci v uvedeném schématu:
N RAT = H; 2-OH; 4-OH; 4-OCH3; 2-OCH2CH2CH(CH3)2

R\/

RN = butyl nebo tvoii soucdst téchto heterocykli:
pyrrolidin, piperidin, morfolin, azepan, subst. piperazin
n =1 nebo 2

Ptipravené latky druhé strukturni série odpovidaji

obecnému vzorci v uvedeném schématu:
R! = CH3; CsHs; CH2CsHss

R o R
,L\gk %(X R? = H nebo CHs
N~ NH RN tvoFi soucast téchto heterocyklii: piperidin, mor-
R, o folin (azepan, subst. piperazin)
X = OCH3 nebo NHOH

V nasledujici tabulce jsou uvedeny hodnoty ICso latek, které se ukazali jako nejucinngjsi.
Hodnoty ICso ostatnich latek jsou jiz vyssi (n€kdy az fadove), proto v tabulce nejsou uvedeny. Ovsem
pro srovnani byly do tabulky zahrnuty i hodnoty kvarternich latek 1. strukturni série, coz dokazuje, ze
tyto latky maji hodnoty ICso cca o fad vyssi a jako inhibitory APN se tudiZ moc neosvéd¢ili.

Kéd latky Strukturni série ICso [mmol.dm™]
1,10-fenanthrolin standard 0,4136
ZH-1102 1. 1,4125
ZH-1103 1. 2,5043
ZH-2102 1. 2,2367
ZH-2103 1. 0,5834
ZH-3202 1. 10,900
ZH-1202Bn'Br’ 1. kvart. 60,200
ZH-1203Et'X" 1. kvart. 14,700
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Zavéry
Spolu bylo pfipraveno vice nez 20 originalnich latek v ramci obou strukturnich sérii.
Nejucinnéjsim inhibitorem APN se ukézala byt latka ZH-2103, chemicky 2-hydroxy-N'-(2-
morfolinoacetyl)benzhydrazid. Jeji strukturni optimalizace proto do budoucna umozni ziskat latky, které
svou ucinnosti ptedci i standard (1,10-fenanthrolin).
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