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Vézené kolegyné a kolegové, studentky a studenti,

Veterinarni  univerzita Brno prostfednictvim Interni grantové agentury
univerzity (IGA VETUNI) poskytuje ucelovou podporu na projekty vyzkumu
provadéné studenty pii uskuteCiovani akreditovanych doktorskych nebo
magisterskych studijnich programii, ktery je bezprostredné spojen s jejich
vzdélavanim. V roce 2024, kdy si ptfipominame 105. vyro¢i zahdjeni vyuky na
univerzité, bylo na urovni univerzity finanéné podpoieno a feSeno celkem 23
studentskych projekti, které uspély v soutézi o ucelovou podporu na specificky
vysokoskolsky vyzkum na univerzité zaméteny na aktualni problémy ve veterinarnim
1ékatstvi, veterindrni hygien¢ a ekologii, bezpecnosti a kvalité potravin, ochrané a
welfare zvifat nebo v gastronomii.

Sbornik obsahuje piispévky zpracované tesiteli projektil pro ucely prezentace
na konferenci a obhajoby svych projekti, a predstavuje tedy vysledky vyzkumu
studenti. VETUNI financovaného z prostiedki ucelové podpory na specificky
vysokoskolsky vyzkum MSMT na rok 2024. Zapojeni studentl do védy a vyzkumu
vramci jejich vzdélavani na univerzit¢ je predpokladem rozvoje veterinarnich
poznatki a veterindrniho vzdélavani i v budoucich letech.

Déekuji tesitelskym tymim, ¢lentim komise IGA VETUNI, oponentiim a vSem
dal$im pracovnikim, ktefi se podileli na zajisténi letoSniho ro¢niku IGA VETUNI, za

odvedenou praci.

prof. Ing. Eva Voslatfova, Ph.D.
predsedkyné komise IGA VETUNI
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Hodnoceni vybranych markeri zanétu v peritonealnich efuzich u koni
Pavla Hamouzova?!, Katefina Voriskoval, Markéta Jefabkova?, Vit Hanzli¢ek®
Ustav fyziologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita Brno?,

Klinika chorob koni, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni univerzita Brno?

Uvod

U kolikovych pacientti ma koncentrace matrixové metaloproteinazy 9 (MMP-9) v peritoneéalni
tekutin€¢ vyznamny vliv na dosaZzenou hodnotu ve skorovacim systému sepse (1). Vyznamné
vy$si koncentrace MMP-9 byla zjisténa v exsudatech oproti transudatiim, navic jeji hodnota
pozitivné korelovala s béZzn¢ pouzivanymi parametry pro urceni typu efuze (2). Vyznamné vyssi
koncentrace MMP-9 byla zjisténa u koni, u kterych muselo byt pfistoupeno k eutanazii (2). Do
uvedené studie (2) vSak bylo zatazeno pouze 17 koni, je proto nezbytné provést navazujici
studii s vy$§im poctem zahrnutych jedinct.

Sérovy amyloid A (SAA) je u koni nejvyznamnéj$im pozitivnim reaktantem akutni faze.
Koncentrace SAA v peritonealni tekuting€ vzrusta rychleji u pacienti se strangula¢nimi 1ézemi
(3). Vysledky tykajici se hodnoty SAA u kolikovych pacientl jako ukazatele piezitelnosti jsou
v riznych studiich protichtidné (3, 4). U kolikovych pacientd s vyssi koncentraci SAA pri
pfijmu se Castéji vyskytuji zanétlivd onemocnéni, jako je enteritida ¢i kolitida (3). U ¢lovéka
lze ve spornych piipadech koncentraci SAA v efuzi pouzit k odliSeni transudatu od exsudatu

(5).

Cilem bylo posoudit koncentraci SAA a MMP-9 v peritonealnich efuzich u koni ve vztahu k
typu efuze, jednotlivym parametriim (pocet bunék, koncentrace celkové bilkoviny a laktatu,
aktivita laktatdehydrogendzy) a charakteru a pribéhu onemocnéni.

Material a metodika
Vzorky

K analyze bylo vyuzito zbytkové mnozstvi ze 68 efuzi stabilizovanych EDTA z rutinnich
diagnostickych vysetieni provadénych Klinickou laboratoii pro mala zvitata FVL VETUNI za
ucelem diagnostiky. Vékové zastoupeni bylo 10,3+£6,56 let (praimértsmérodatna odchylka),
median 10,5 roku. Bylo vySetfeno 33 vzorkl od klisen, 25 od valachil a 10 od hiebct. Studie
zahrnovala vzorky od 37 teplokrevnikli, 9 plnokrevnikii, 12 ponyti, 2 chladnokrevnikd, 2
americkych honackych koni, 1 araba, 1 hispano, 1 lipicdna, 1 starokladrubského konég, 1
friského kon¢ a 1 appaloosy.



Klasifikace efuzi

Analyzovéano bylo 68 vzorka efuzi, které se na zaklad¢é celkového poctu jadernych bunék
(Hematology Analyzer Sysmex XN-1000) a koncentrace celkové bilkoviny (Architect c4000,
Abbott Laboratories) klasifikovaly jako septicky exsudat, asepticky exsudat ¢i transudat.
Biochemické vysSetfeni (stanoveni laktatdehydrogendzy a laktitu) bylo provedeno
analyzatorem Architect c4000 (Abbott Laboratories). Hodnoceni charakteru a prabéhu
onemocnéni bylo provadéno na Klinice chorob koni (1. koliky bez strangulaénich 1ézi, 2. koliky
se strangulacnimi 1ézemi, 3. zanétlivé procesy gastrointestinalniho traktu, 4. peritonitida, 5.
podezieni na peritonitidu, které bylo vylouceno, 6. neoplazie).

ELISA

Ve vzorcich byly metodou ELISA stanoveny koncentrace SAA (Livestock SAA ELISA Kit,
Tridelta Development Ltd.; BioTek EL808 Microplate Reader; Gen5™ software, BioTek) a
koncentrace MMP-9 (Equine MMP-9 ELISA Kit, RayBiotech; BioTek EL808 Microplate
Reader; Gen5™ 3.15 software, BioTek). Bylo postupovano podle navodi dodanych vyrobcei
ELISA kitt.

Statistika

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny v programu MedCalc statistical software. Byly
porovnany vysledky v ramci jednotlivych typa efuze a dale ve skupinach podle charakteru a
prabéhu onemocnéni.

Vysledky

Koncentrace MMP-9 1 SAA v exsudatech byla vyznamné¢ vys$$i nez v transudatech (P<0,01).
Korelace mezi koncentracemi SAA a MMP-9 nebyla zjisténa ani v exsudatech (r=-0,0112,
P>0,05), ani v transudatech (r=-0,0446, P>0,05).

Velmi silna pozitivni korelace byla zjiSténa mezi koncentraci MMP-9 a celkovym poctem
jadernych bun¢k (r=0,8040, P<0,01), silnd pozitivni korelace mezi koncentraci MMP-9 a
laktatu (r=0,6709, P<0,01) a mezi koncentraci MMP-9 a aktivitou LDH (r=0,6306, P<0,01),
sttedni pozitivni korelace mezi koncentraci SAA a celkovym poctem jadernych bunéck
(r=0,5643, P<0,01) a mezi koncentraci MMP-9 a celkové bilkoviny (r=0,5292, P<0,01) a slaba
pozitivni korelace mezi koncentraci SAA a aktivitou LDH (r=0,3903, P<0,01) a mezi
koncentraci SAA a celkové bilkoviny (r=0,3161, P<0,05). Koncentrace MMP-9 i SAA tedy

Vv w

korelovaly s bézn¢ hodnocenymi parametry.

Vyznamné vyssi koncentrace MMP-9 byla zjiSténa u peritonitid nez u kolik s nestrangula¢nimi
lézemi (P<0,01), u kolik se strangula¢nimi 1ézemi nez u kolik s nestrangula¢nimi 1ézemi
(P<0,01), u peritonitid nez u zanétlivych procestt GIT (P<0,01), u peritonitid nez u podezieni



na peritonitidu, které bylo vylouceno (P<0,01), u peritonitid nez u kolik se strangula¢nimi
lézemi (P<0,01) a u peritonitid nez u neoplastickych efuzi (P<0,01).

Vyznamné vyssi koncentrace SAA byla zjisténa u zanétlivych procestt GIT nez u kolik s
nestrangulac¢nimi Iézemi (P<0,01), u peritonitid nez u kolik s nestrangulacnimi 1ézemi (P<0,01),
u zanétlivych procesit GIT nez u kolik se strangulacnimi 1ézemi (P<0,01), u peritonitid nez u
podezieni na peritonitidu, které bylo vylouceno (P<0,01), u peritonitid nez u kolik se
strangulac¢nimi 1ézemi (P<0,01) a u peritonitid nez u neoplastickych efuzi (P<0,05).

Signifikantné vyssi koncentrace MMP-9 i SAA byla zjiSténa u koni, u nichz muselo byt
pristoupeno k eutanazii, nez u koni piezivsich (P<0,05).

Zavér

Vysledky projektu ptispivaji k charakteristice vyuZitelnosti MMP-9 a SAA v zavislosti na typu
efuze a charakteru onemocnéni. MMP-9 1 SAA se jevi jako slibné markery jak pro rozliSeni
exsudatu od transudatu ve spornych piipadech, tak pro vylouceni ¢i potvrzeni peritonitidy.
Hodnoceni koncentrace MMP-9, ale nikoli SAA, by mohlo napomoci k rozliseni strangulac¢nich
kolik od nestrangulac¢nich. Cennym poznatkem je srovnatelny, ¢i dokonce vice signifikantni
rozdil v koncentracich bézn¢ dostupnych biochemickych parametr nez v koncentraci MMP-9
¢i SAA mezi jednotlivymi skupinami onemocnéni. MMP-9 a SAA vV nékterych
nejednoznacnych ptipadech mohou slouzit jako dals$i pomocné ukazatele.
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Chondrogenni potencial inhibitori kaspazy-1
Blecha Corinal, Obratilova Natalia', Matalova Eva®

Ustav fyziologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita Brnot

Uvod

Chondrocyty jsou exkluzivni bunky chrupavky, které diferencuji z chondroblastt. Jejich
zdrojem je kondenzovany mezenchym a hlavni funkci produkce extracelularni matrix. Ta u
Chrupav¢ita pojivova tkan je nezbytna pro ochranu kostnich hlavic kloubu pfed mechanickym
opotiebenim a nezadouci frikci. K tomu dochazi v pfipad¢ osteoartrozy, kterda muze byt
doprovazena zanétem (osteoartritida/OA). OA je nejcastéj$i kloubni onemocnéni se stale
narustajici prevalenci jak ve veterindrni, tak humanni mediciné (stdrnouci populace). Pti¢ina
OA je multifaktoridlni a dosud neni dostupna univerzalni terapie. Lécba je smétfovana
symptomatickou cestou, pfip. chirurgickou. Regeneracni medicina v této oblasti stoji pred
fadou vyzev (Pozzuoli et al. 2024, PMID: 38357648). Jednou ze zvazovanych moznosti
Vv regenerativnich strategiich je aplikace inhibitort proteaz, které jsou v OA chrupavce
aktivovany a vykazuji degradacni efekt. To se tyka zejména matrixovych, ale také cysteinovych
protedz (kaspaz).

Kaspazy jsou jednim z terapeutickych cild, protoze jsou tradi¢né spojovany s apoptézou
a zanétem, tedy dvéma procesy provazejicimi OA (Salman et al. 2023, PMID: 36800974).
Z hlediska zanétu je pro terapii OA nejatraktivnéjsi kaspaza-1, dva z inhibitord této kaspazy
(Pralnacasan/VX-740 a Belnacasan/VX-765) jiz podstoupily prvni faze preklinického
testovani. Aktualné vSak vyvstava fada otazek (shrnuto v Dhani et al. 2021, PMID: 34654807),
mezi které patii: Jaké jsou neapoptotické a nezanétové role kaspaz a jak ptispivaji k bunéénym
funkcim arozvoji onemocnéni? Jak muze tyto procesy ovlivnit inhibice kaspaz? Jakeé
alternativni mechanismy mohou byt aktivovany pfii aplikaci inhibitorti kaspaz? a posléze, jak
na zéklad¢ téchto znalosti miizeme optimalizovat modulace cilovych kaspaz pro terapeutické
vyuziti bez negativnich vedlejsich efektti?

Cilem prezentovaného vyzkumu bylo pfispét k feseni téchto otazek, a to zhodnocenim ucinku
inhibitord kaspazy-1 na expresi genll vztahujicich se k diferenciaci chondrocytli ve
fyziologickém a ,,OA-like* prostiedi.

Material a metodika

Chondrogenni kultury

Mikromasové kultury chondrocytli byly ziskany ze zdkladi prednich koncetin mysi
prenatalniho dne E12 (standardni model chondrogeneze /Underhill et al. 2014, PMID:
24482179/). Mysi byly ziskany z chovu Masarykovy univerzity a tkané odebirany post mortem
(v souladu s platnou legislativou - 501/2020, resp. 246/1992 Sb.). Buiiky byly kultivovany dle
bézného protokolu (Saha et al. 2017, PMID: 27770257).



Experimentalni design

Mikromasy byly rozdéleny do c¢tyi skupin: 1) kontrola, 2) IL1b (,,OA-like* prostiedi), 3)
IL1b+Belnacasan, 4) IL1b+Pralnacasan. Kultivace probihala 7 dni s vyménou média kazdy
druhy den. Vsechny experimenty byly provedeny ve tiech biologickych replikacich. Tvorba
nodull byla v pribéhu kultivace hodnocena mikroskopicky, pfi odbéru vzorkd k dalSim
analyzam byly mikromasy obarveny a kvantifikovany pro porovnani v jednotlivych skupinéch.
Vzorky pro PCR Array byly odebirany do lyza¢niho/RTL pufru (Qiagen).

PCR Array

Pro izolaci RNA ze vzorkl byl vyuzit RNeasy Mini Kit (Qiagen), pro ptipravu cDNA pak
SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific). Screening genové exprese
byl proveden spomoci Mouse Osteogenic RT2 Profiler PCR Array (Qiagen) obsahujici
housekeeping genes: Actb, B2m, Gapdh, Gusb, Hsp90abl, pozitivni a negativni kontrolu.
Hodnoceni vysledki bylo zaloZeno na Qiagen Gene Globe softwaru doporu¢ovaném vyrobcem
(https://geneglobe.giagen.com/us/analyze).

Vysledky

PCR Array analyza zahrnovala 84 genu kodujicich proteiny, které se uplatiiuji v chondrogenni
a osteogenni diferenciaci. Hodnocena byla jejich exprese v chondrocytech po aplikaci
inhibitorti kaspazy-1 v ,,OA-like* prostfedi. Porovnadnim exprese v inhibovanych skupiniach
mikromas a skupiné bez inhibitori byly identifikovany geny se zvySenou, resp. sniZzenou
expresi po inhibici kaspazy-1.

Top geny se signifikantni zménou exprese po inhibici kaspazy-1 jsou zvyraznény v seznamu
vSech genlt hodnocenych v ramci Mouse Osteogenesis RT? Profiler™ PCR Array (Qiagen,
PAMM-026Z): Acvrl (Activin a receptor, type 1 ), Ahsg (Alpha 2-HS Glycoprotein ), Alpl
(Alkaline Phosphatase, Liver/Bone/Kidney), Anxa5 (Annexin A5), Bglap (Osteocalcin), Bgn
(Biglycan), Bmpl (Bone Morphogenetic Protein 1), Bmp2, Bmp3, Bmp3b/Gdf10 (Growth
Differentiation Factor 10 ), Bmp4, Bmp5, Bmp6, Bmp7, Bmprla (Bone Morphogenetic Protein
Receptor Type 1A), Bmprlb, Bmpr2, Cd36 (Thrombospondin Receptor), Cdhll (Cadherin 11),
Chrd (Chordin), Collal (Collagen Type | Alpha 1 Chain), Colla2, Col2al, Col3al, Col4al,
Col5al, Coll10al, Col1l4al, Comp (Cartilage Oligomeric Matrix Protein), Csf1/Mcsf (Colony
Stimulating Factor 1/ Macrophage Colony Stimulating Factor 1), Csf2/GM-CSFE (Colony
Stimulating Factor 2), Csf3/GCSF (Colony Stimulating Factor 3), Ctsk (Cathepsin K), DIxX5
(Distal-Less Homeobox 5), Egf (Epidermal Growth Factor), Fgfl (Fibroblast Growth Factor 1),
Fgf2/bFGF, Fgfrl (Fibroblast Growth Factor Receptor 1), Fgfr2, Eltl (Fms Related Tyrosine
Kinase 1), Fnl (Fibronectin 1), Glil (GLI Family Zinc Finger 1), Igfl (Insulin Like Growth
Factor 1), Igflr (Insulin Like Growth Factor 1 Receptor ), Ihh (Indian Hedgehog), lcaml
(Intercellular Adhesion Molecule 1), I1tga2 (Integrin Subunit Alpha 2), Itga2b (Integrin Subunit
Alpha 2b), Itga3, Itgam (Integrin Subunit Alpha M), Itgav (Integrin Subunit Alpha V), Itgbl
(Integrin Subunit Beta 1), Mmp2 (Matrix Metallopeptidase 2), Mmp8, Mmp9, Mmp10, Nfkb1
(Nuclear Factor Kappa B Subunit 1), Nog (Noggin), Pdgfa (Platelet Derived Growth Factor
Subunit A), Phex (Phosphate Regulating Endopeptidase Homolog X-Linked), Runx2 (Runt
Related Transcription Factor2),Serpinhl (Serpin Family H Member 1), Smadl (SMAD Family



https://geneglobe.qiagen.com/us/analyze

Member 1), Smad2, Smad3, Smad4, Smad5, Sost (Sclerostin), Sox9 (SRY-Box 9), Sp7
(Osterix), Sppl (Osteopontin), Tgfbl

(Transforming Growth Factor Beta 1), Tgfb2, Tgfb3, Tgfbrl (Transforming Growth Factor
Beta Receptor 1), Tgfbr2, Tafbr3, Tnf (Tumor Necrosis Factor), Tnfsf11 (TNF Superfamily
Member 11), Twistl (Twist Family BHLH Transcription Factor 1), Vcaml (Vascular Cell
Adhesion Molecule 1), Vdr (Vitamin D Receptor), Vegfa (Vascular Endothelial Growth Factor
A), Vegfb.

PCR Array analyza umoznila identifikaci gent, které souviseji s chondrogenezi a osteogenezi,
ale také s osteoartritidou, a jejichz exprese byla vyznamné zménéna po aplikaci inhibitoru
kaspazy-1. Paralelné¢ byly testovany dva inhibitory uvazované pro klinické aplikace,
Belnacasan (VX-765) aPralnacasan (VX-740). Oba inhibitory jsou peptidomimetické
a reverzibilni, jejich u¢inek vSak neni zcela shodny (Modi et al 2023, PMID: 37857145).

Po inhibici Belnacasanem (VX-765) pattily mezi top 3 geny se signifikantné zvySenou expresi
FIt1, Glil a Tgfbr3 (FIt1 fold regulation: 1.94; Glil fold regulation: 1.8; Tgfbr3 fold regulation:
1.69), se signifikantné snizenou pak Mmp9, Bglap a Sppl (Mmp9 fold regulation: -2.94; Bglap
fold regulation: -2.08; Spp1 fold regulation: -1.83). Nejzajimaveéjsi rozdil v porovnani s inhibici
Pralnacasanem se tykal genu Bglap, jehoz exprese byla zaznamendna mezi geny se
signifikantné zvySenou expresi (Bglap fold regulation: 1.96).

Bglap je gen kodujici osteokalcin, jeden z markerti maturovanych osteoblastll. Jeho exprese
vsak byla zkouména také béhem chondrogeneze, u hypertrofickych a OA-chondrocyti (Pullig
et al. 2000, PMID: 10954778). V mikromasovych kulturach byl osteokalcin lokalizovan
zejména v diferencovanych nodulech. Osteokalcin by tak mohl byt klicovym bodem v
odlisnosti tcinku VX-765 a VX-740 a vysvétlit souvislosti s morfologii nodulii po inhibici
jednotlivymi inhibitory (Obr. 1).

Vysledky jsou déle diskutovany v odbornych pracich studentek/spoluiesitelek (Corina Blecha,
Natalia Obratilovd) obhajenych v fijnu 2024 na VETUNI Brno a Vv souvisejicim védeckém
¢lanku (v ptipraveé pod nazvem: Specification of caspase-1 inhibition effect of VX-765 and VX-
740 on chondrocytes in inflammatory environment), ktery by mél byt zvefejnén v piistim roce.



Obr. 1: Morfologickad analyza mikromasovych kultur. Barveni alcianovou modri. Kontrola
(A), ,, OA-like “ prostiedi (B), VX-740 (C) a VX-765 (D).

Tato prace byla financovand grantem 1GA VETUNI 114/2024/FVL.



Vyskyt protilatek proti RHDV a RHDV?2 u kraliki a lokalizace imunogennich epitopu
v ramci proteinu VP60

Dobromila Molinkova, Zden¢k Wetter, Miroslava Baran¢ekova, Tomas Vrbka, Magdalena
Burdova, Eliska Pospisilikova

Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterindrniho 1ékarstvi,

Veterinarni univerzita Brno

Uvod

Mor kralikti (Rabbit Hemorragic Disease, RHD) je aktualni onemocnéni, feSené mezi chovateli

1 veterinarnimi 1ékati plisobicimi v této oblasti. Onemocnéni bylo poprvé identifikovano v roce
1984 v Cing, kde zpUsobilo znaéné ekonomické ztraty (Liu et al. 1984). Jako puvodce
onemocnéni byl identifikovan lagovirus RHDV (Rabbit Hemorragic Disease Virus) z ¢eledi
Caliciviridae (Ohlinger et al. 1990). V roce 2010 byla ve Francii popsana nova patogenni
varianta viru RHDV?2 fylogeneticky vzdalena od jinych patogennich i nepatogennich lagovirQ
(Le Gall-Reculé et al. 2011). Cilem tohoto projektu bylo pokusit se sestavit vlastni druhoveé
specificky test ELISA, ktery by umoznil zmapovat vyskyt protilatek proti obéma druhim viru
u kralikii v CR. Jako antigeny byly za timto Gi¢elem vyrobeny rekombinantni proteiny VP60
obou virti a syntetické peptidy pokryvajici ¢asti zminénych proteind.

Material a metodika

V projektu byla vySetfena krevni séra kralikii (n=117) se zndmou vakcina¢ni anamnézou pro
vybér pozitivnich a negativnich séroreagentti a kralikli bez znamé vakcinaéni anamnézy (Tab.
1).

Tab. 1 Pocty vysetifenych jedinct (f = samice, m = samci, X, ? = neni uvedeno)

=117 f=20 m = 27 x =70
vakcin nevakcin ? vakcin nevakcin ? vakcin nevakcin ? vakcin nevakcin ?
RHDV1 31 24 62 3 15 2 4 4 19 | 24 5 41
RHDV2 2 53 62 2 16 2 0 8 19 0 29 41

Krevni séra zvifat byla ziskdvéana z veterinarnich klinik, kde byla odebrana v rdmci diagnostiky
jinych onemocnéni nebo v chovech jateCnych kralikli pfi porazce a vykrveni. Séra byla
separovana centrifugaci a vzorky byly nasledné uskladnény pfi -20 °C. Cast vzorki pro analyzy
byla ziskéna v ramci preventivnich nebo diagnostickych odbérti jiz v pribehu roku 2023.

Proteiny VP60 obou variant RHDV byly vycistény z bakterialnich lyzati expresnich kultur E.
coli s pouzitim metody Fast protein liquid chromatography (FPLC, Bio-Rad). Purifikace
probéhla na zakladé€ vazby polyhistidinovych fetézci na rekombinantnich molekulach proteinti
na Ni-NTA membranu. Nasledné byla s pouzitim proteinového standardu (10-230 kDa, NEB,
USA) stanovena jejich koncentrace v jednotlivych frakcich v jamkach SDS-PAGE gelu a
spektrofotometricky. VSechny vzorky sér byly vySetieny ELISA testy s pouzitim proteinu
VP60 RHDV a RHDV?2 jako antigenii. Pro prvotni testy byla pouzita koncentrace proteinu 1-
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10 ug na jamku mikrotitrani desticky. Koncentrace proteinti stejné jako dalsi kroky ELISA
testli byly optimalizovany na zaklad¢ prubéznych vysledka.

Ziskana data byla statisticky zpracovana v programu Box Plot Generator (https://chart-
studio.plotly.com/create/box-plot/#/) s cilem zhodnotit co nejpfesnéji pritomnost protilatek
proti RHDV a RHDV2. Byla vybrana nejvhodnéjsi séra pro kontrolu imunogenicity dalSich
rekombinantnich produkta, které budou v budoucnu vyuzity pro vyvoji vakciny. ELISA testy s
pouzitim syntetickych peptidi byly pouzity v ramci obou VP60 ke stanoveni epitopt s nejvyssi
imunogenicitou. Na zaklad¢ vysledktli byla vyhodnocena pfitomnost a hladina protilatek vici
RHDV a RHDV?2 u sledovanych zvitat a tloha vybranych epitopt proteinu VP60 pii imunitni
reakci.

Vysledky

V grafu 1 je patrny vliv vakcinace na piitomnost protilatek detekovatelnych testem ELISA,
postavenym na pritomnosti antigenu VP60, ktery predstavuje kapsidovy protein viru RHDV
resp. RHDV2. Byla prokazana imunogenicita bakteriemi exprimovaného virového proteinu,

coz je vyznamnym krokem pro eventualni design vakcina¢niho antigenu.

bakterialni antigeny VPG6O

0.8 ~
0.6 —y= : =
L -
3 =
I‘b
0.4 o = =
> ., X £
e 2 :
“‘ " \‘
0.2 Sy o 1
R e =
-
(o)
RHDViv RHDWV1Nv RHDWV2v RHDV2nv

Graf 1 Box-plot hodnot absorbanci namétenych u vakcinovanych a nevakcinovanych
jedincti s antigenem VP60 (v = vakcinovany, nv = nevakcinovany)

V grafu 2 Ize pozorovat nevyznamna reaktivita sér vakcinovanych i nevakcinovanych jedinct
s in silico navrzenymi peptidovymi antigeny. To znamena, Ze za imunitni reakci po infekci a
vakcinaci zodpovidaji jiné epitopy, nez jaké predstavuji peptidy pouZité v této praci.
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peptidowve antigeny

PRHDW 1w PRHDWV 1w PRHDW2Z2w PRHADWVZrnw

Graf 2 Box-plot hodnot absorbanci naméfenych u vakcinovanych a nevakcinovanych jedinci
s peptidovym antigenem (v = vakcinovany, nv = nevakcinovany)

Zavér

V ramci projektu bylo vySetieno 117 sér kraliki z izemi CR na protilatky proti viru moru
kralikit RHDV a RHDV2. K vySetfeni byly navrzeny a optimalizovany testy ELISA jednak s
rekombinantnimi a jednak s peptidovymi antigeny. Testy prokazaly, Ze séra vakcinovanych
jedinci reaguji 1épe s celym kapsidovym (rekombinantnim) proteinem VP60, nez s
peptidovymi antigeny. Na zéklad¢ téchto vysledki budou ve spolupréaci s proteomickym

pracovistém BIOCEV navrzeny dals$i peptidy, u nichz budou zkoumany imunogenni vlastnosti
v navazujicich projektech.
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Séroprevalence SARS-CoV-2 protilatek u psi a kocek
Paclikova Kristina, Jarolimova Alice

Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie VETUNI Brno, Fakulta veterinarniho lékarstvi,
Veterinarni univerzita Brno

Uvod

Viry z ¢eledi Coronaviridae jsou dobfe znamou skupinou patogenti ve veterinarni i humanni
mediciné. Koronaviry jsou obalené, jejich RNA je jednovlaknitd s pozitivni polaritou
(Kaczorek-Lukowska et al. 2022). Nova varianta koronaviru SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2) se rozsitila po celém svété a zpusobila v lednu 2020
vypuknuti globalni pandemie onemocnéni COVID-19, z angl. Coronavirus Disease (Weng, Su,
a Wang 2021).

Od pocatku pandemie jiz bylo hlaS8eno mnoho pfirozenych piipadii prenosu infekce z lidi na
zvitata, vcetné¢ kocCkovitych, psovitych a lasicovitych Selem, primatd, kieckl aj. (World
Organisation of Animal Health). NakaZeni psi a kocky méli obvykle asymptomaticky pribéh
infekce. Bylo vSak zaznamenano nckolik malo pifipadl infekce zvitat s klinickymi projevy
onemocnéni, které zahrnovaly nespecifické potize (apatie, anorexie, zvySend télesna teplota),
postizeni dychaciho systému (kaSel, kychani, vytoky z o¢i a nosu), anebo ve vyjimecnych
ptipadech také gastrointestinalni problémy (zvraceni, prijjem) (Gaudreault et al. 2020; Giraldo-
Ramirez et al. 2021; Liew et al. 2023; Natale et al. 2021; Piewbang et al. 2024). Jelikoz
nejcasteji chovanymi zvitaty jsou psi a kocky, bylo cilem této prace zjistit vyskyt protilatek
proti SARS-CoV-2 ze vzorku krevnich sér nebo plazmy ziskanych od vybranych jedinct téchto
druhtt domacich zvirat, kteti nav§tévuji Kliniku chorob psti a kocek na Veterinarni univerzité
Brno.

Material a metodika

V ramci spolupréce s Klinickou laboratofi pro malé zvifata na Veterinarni univerzité Brno byly
ziskany vzorky séra nebo plazmy psi a kocek, které byly odebrany od zati 2023 do cervence
2024. Vzorky byly vybrany ze vzorki pivodné ziskanych na biochemickou analyzu v ramci
diagnostického postupu veterinarnich 1ékai z Kliniky chorob psii a kocek na Veterinarni
univerzité Brno. Zpétnym vyhodnocenim anamnestickych a klinickych udaji byli nalezeni 4
psi a 3 kocky s klinickymi pfiznaky respiracniho onemocnéni v dobé odbéru vzorku krve a
jejichz vzorky byly zahrnuty do této prace. Informace o stavu onemocnéni COVID-19 v
domacnostech, odkud psi a koc¢ky pochazeli, nebyla k dispozici.

Celkovy pocet 283 vzorkd psi a 118 vzorkl kocek byl vysetfen metodou Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) s vyuzitim komer¢niho kitu ID Screen® SARS-CoV-2 Double
Antigen Multi-species od firmy Innovative Diagnostics s méfenim absorbance 450 nm.
Vybrany ELISA test detekuje protilatky proti hlavnimu nukleokapsidovému proteinu (N
protein). Pozitivné oznacené vzorky byly néasledné pretestovany virus neutralizacnim testem
(VNT) na Vyzkumném ustavu veterinarniho lékatstvi v Brné, v. v. i.

13



Vysledky

Z celkového poctu 283 vzorkl pst a 118 vzorkl kocek vySettenych vzorkd metodou ELISA
bylo nalezeno 6,01 % (17/283) psti a 6,78 % (8/118) kocek se specifickymi protildtkami proti
N proteinu viru SARS-CoV-2. Pozitivni vysledek ELISA testu m¢l také jeden pes a jedno kocka
S respira¢nimi ptiznaky v dobé odbéru krve. Zpétnym zhodnoceni klinickych a anamnestickych
udaji  vSech pozitivné otestovanych zvifat nebylo nalezeno zadné zvife vykazujici
gastrointestinalni ptiznaky nebo byly tyto piiznaky piifazeny k jiné diagnoze. Vzorky oznaceny
metodou ELISA jako pozitivni nebo dubidzni byly pretestovany VNT a v 5 vzorcich psi a 4
vzorcich koCek byly nalezeny virus neutralizacni protilatky s titrem 1:40, 1:80 a > 1:160.

Zavér

Vysledky vyskytu protilatek v nasi studii jsou obdobné, jako ve studiich provadénych v jinych
staitech a v ramci kterych byl pouzit stejny komer¢ni ELISA kit. Ve Francii, kde bylo
identifikovano 4,8 % pozitivnich pst (22/453 kust) (Laidoudi et al. 2021). Oproti tomu v
Thajsku bylo pozitivné oznaceno pouze 1,66 % (35/2102) psti a 0,36 % (4/1113) ko¢ek (Udom
et al. 2022), Ve Spojenych statech americkych, kde bylo jako pozitivni oznaceno 0,37 %
(5/1336) psi a 1,15 % (11/956) kocek (Barua et al. 2021) a v Polsku, kde byla u pst zjisténa
séroprevalence 1,17 % (4/343) a 1,76 % (5/279) u ko¢ek (Pomorska-Mol et al. 2021). Nizsi
zaznamenany vyskyt protilatek v Thajsku, Spojenych statech americkych a v Polsku je ziejmé
z divodu vétsiho poctu testovanych zvitat. Rozdilné prevalence protilatek mohou byt dané
riznymi metodikami odbérti a velikosti a slozenim vySetfovanych populaci psti a kocek a déle
také datem provadeéné studie.

Jelikoz je molekula N proteinu relativné konzervovanou molekulou mezi koronaviry, nesoulad
mezi nalezy ELISA testu detekujiciho protilatky proti N proteinu a VNT by mohl byt zpiisoben
zktizenou reakci mezi N proteinem SARS-CoV-2 a jinymi endemickymi koronaviry psti nebo
kocek (Jarrah et al. 2023). Kiizova reakce u vybraného ELISA kitu vSak byla v nékolika
studiich vyvracena (Udom et al. 2022; Ratti et al. 2022; Pomorska-Mol et al. 2021).

Protilatky nalezeny u zvifata vykazujicich v dobé odbéru klinické piiznaky respira¢niho
onemocnéni naznacuji, ze by virus SARS-CoV-2 mohl byt novym infekénim patogenem
zpiisobujici u téchto druhli zvifat onemocnéni s respiracnimi ptiznaky. Vysledky jsou vSak
zna¢né omezeny mnozstvim testovanych vzorkii od zvifat s diagnostikovanymi klinickymi
ptiznaky a také relativné brzkym odbérem vzorkt po predpokladané infekci bez dosavadniho
vytvoreni specifickych protilatek.
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Tabulka €. 1 — Pozitivné otestované vzorky pomoci metod ELISA a VNT

Datum O Klinické
C | Pohlavi .| VEk* Plemeno odbéru AS/P VNT oy
narozeni priznaky
vzorku %
1 F 15.09.2012 10 bigl 11.09.2023 156,5 | negativni zadné
2 M 23.03.2021 2 némecky ovcak | 20.10.2023 80,8 negativni zadné
americky
3 F 01.01.2010 13 | stafordSirsky 27.10.2023 | 259,6 | negativni zadné
teriér
4 F 30042016 7 thrrikésr‘“ky 30102023 3718  >1:160  7adné
5 M 02.08.2014 9 leonberger 03.11.2023 192,7 | negativni zadné
6 M 01.01.2015 8 vymarsky ohat | 03.11.2023 851,0 1:40 zadné
7 M 01.01.2013 11 ktiZenec 24.01.2024 205,9 | negativni zadné
8 F 01082018 5 Elvl-‘é/éivyca“ky 30012024  307.6  negativni  %idné
Bl 9 M 24052015 g | Py Svyearsky o905 9004 | 307,6 | negativni | zidné
o ovcak
10 F 27.03.2012 11 labrador 07.03.2024 232,8 | negativni zadné
miniaturni
11 M 18.03.2020 4 americky 10.04.2024 61,1 1:80 zadné
ovéak
12 M 19.09.2015 8 belgicky ovéak | 19.04.2024 97,2 >1:160 zadné
13| M 07062022 2  memeckyohat ' og0,0004 1775 140 | adne
kratkosrsty
14 F 25.03.2008 11 labrador 22.01.2024 60,2 negativni zadné
15 29.05.2015 8 kiizenec 18.01.2024 84,5 negativni zadné
16 M 10.03.2018 = 6 thﬁ‘ésr‘“ky 15.04.2024 OVER | negativni = Zadné
17 M 15.01.2012 = 12 thﬁ‘ésr‘“ky 07.03.2024 = 719  negativni =~ RES
1 M 06.09.2020 3 koc¢ka domaci 22.04.2024 41,0 negativni zadné
2 F 01.01.2010 13 koc¢ka domaci 02.10.2023 49,8 >1:160 zadné
3 M 01.01.2022 2 koc¢ka domaci 22.01.2024 35,2 negativni zadné
S britska
| 4 F 01.01.2019 5 kratkosrsta 17.01.2024 35,9 negativni zadné
’8 kocka
M| 5 F 11.04.2009 14 koc¢ka domaci 24.01.2024 41,8 negativni zadné
6 M 01.01.2016 8 koc¢ka domaci 25.01.2024 | OVER 1:40 zadné
7 M 01.01.2019 4 ragdoll 20.10.2023 67,4 >1:160 zadné
8 F 01.01.2016 7 koc¢ka domaci 09.10.2023 259,8 >1:160 RES

Zkratky: C — pofadové ¢&islo psa nebo kocky; ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; F —
samice; M — samec; RES — respira¢ni klinické ptiznaky; S/P % — pomér optické hustoty vzorku
k praméru optické hustoty pozitivnich kontrol; OVER — hodnota pfesahla métitelny interval; *vék

zvifete udany v letech v dobé odbéru vzorku krve; VNT — virus neutraliza¢ni test

15




Seznam literatury

Barua, Subarna, Monirul Hoque, Folasade Adekanmbi, Patrick Kelly, Melinda Jenkins-
Moore, Mia Kim Torchetti, Kelly Chenoweth, Theresa Wood, a Chengming Wang. 2021.
,LAntibodies to SARS-CoV-2 in dogs and cats, USA". Emerging Microbes & Infections 10
(1): 1669-74. https://doi.org/10.1080/22221751.2021.1967101.

Jarrah, Samar Afif, Louise Bach Kmetiuk, Fabrizia Valleriani, Barbara Bonfini, Alessio
Lorusso, Violetta Vasinioti, Nicola Decaro, et al. 2023. ,,SARS-CoV-2 Antibodies in Dogs
and Cats in a Highly Infected Area of Brazil during the Pandemic”. Frontiers in Veterinary
Science 10 (anor). https://doi.org/10.3389/fvets.2023.1111728.

Kaczorek-Lukowska, Edyta, Kerstin Wernike, Martin Beer, Matgorzata Wrobel, Joanna
Mataczewska, Elzbieta Mikulska-Skupien, Karolina Malewska, Izabela Mielczarska, a
Andrzej Krzysztof Siwicki. 2022. ,,High Seroprevalence against SARS-CoV-2 among Dogs
and Cats, Poland, 2021/2022". Animals 12 (16): 2016. https://doi.org/10.3390/ani12162016.

Laidoudi, Younes, Youssouf Sereme, Hacéne Medkour, Stéphanie Watier-Grillot, Pierre
Scandola, Jacques Ginesta, Virginie Andréo, et al. 2021. ,,SARS-CoV-2 antibodies
seroprevalence in dogs from France using ELISA and an automated western blotting assay"'.
One Health 13 (prosinec):100293. https://doi.org/10.1016/j.onehlt.2021.100293.

Pomorska-Mol, Matgorzata, Hanna Turlewicz-Podbielska, Maciej Gogulski, Jakub J.
Ruszkowski, Magdalena Kubiak, Anna Kuriga, Przemystaw Barket, a Marek Postrzech. 2021.
,,A cross-sectional retrospective study of SARS-CoV-2 seroprevalence in domestic cats, dogs
and rabbits in Poland". BMC Veterinary Research 17 (1): 322.
https://doi.org/10.1186/s12917-021-03033-2.

Ratti, Gabriele, Davide Lelli, Ana Moreno, Angelica Stranieri, Tiziana Trogu, Alessia
Giordano, Andrea Grassi, et al. 2022. ,,Comparison of Diagnostic Performances of Different
Serological Tests for SARS-CoV-2 Antibody Detection in Cats and Dogs". Transboundary
and Emerging Diseases 69 (6): 3530-39. https://doi.org/10.1111/tbed.14716.

Udom, Kitikhun, Waleemas Jairak, Ekkapat Chamsai, Kamonpan Charoenkul, Supanat
Boonyapisitsopa, Napawan Bunpapong, Navapon Techakriengkrai, a Alongkorn Amonsin.
2022. ,,Serological Survey of Antibodies against SARS-CoV-2 in Dogs and Cats, Thailand".
Transboundary and Emerging Diseases 69 (4): 2140-47. https://doi.org/10.1111/tbed.14208.

Weng, Lin-Man, Xuan Su, a Xue-Qiang Wang. 2021. ,,Pain Symptoms in Patients with
Coronavirus Disease (COVID-19): A Literature Review". Journal of Pain Research 14
(leden):147-59. https://doi.org/10.2147/JPR.S269206.

Tato prace byla financovand grantem IGA VETUNI 110/2024/FVL

16
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Uvod

Hlistice Angiostrongylus cantonensis je ptivodcem eosinofilni meningitidy lidi i zvitat a fadi se
mezi tzv. emergentni patogeny s vyskytem nové¢ jiz i v kontinentalni Evropé. Jedna se o
dvojhostitelského parazita, jehoz definitivnim hostitelem je potkan (Rattus norvegicus) nebo
krysa (Rattus rattus) a mezihostitelem rizné druhy plz. V mezihostiteli dochazi k vyvoji larvy
L3, ktera je infekcni pro definitivni hostitele, ale zaroven také pro tzv. aberantni hostitele, u
kterych se vyvoj parazita zastavuje v nervové soustave. Obvykly zptisob nékazy definitivnich i
aberantnich hostitelti je pozfenim infekéniho mezihostitele, ovSem existuje i riziko nakazy
volnymi L3 larvami ze slizu plzii na potravinach, ¢i z vodnich nadrzi infikovanych utopenym
plzem. Vzhledem k existenci téchto stadii v prostiedi je Zadouci vyvoj screeningového systému
pro zajisténi bezpecnosti potravin, konkrétné listové zeleniny, kterd je mimo jiné dovazena i na
nase Uzemi ze statd s potvrzenym vyskytem hlistice A. cantonensis, ale pro dal$i mozné
vyuZzitim jako alternativy k invazivnim metoddm zahrnujicim odchyt hostitelskych druht pro
detekci zamofteni prostiedi v endemickych oblastech. K diagnostice stadii A. cantonensis byla
vyvinuta vysoce citliva metoda zaloZena na vyuziti real-time qPCR detekujiciho DNA parazita,
ovSem doposud byla pouZivana pouze pro analyzu napt. mozkomi$niho moku ¢i tkani plza.
Cilem prace bylo vyvinuti metodiky pouZitelné pro vzorky z prostfedi, konkrétné vodu a
listovou zeleninu.

Material a metodika
Izolace larev

Larvy hlistice Angiostrongylus cantonensis (dale jen L3) pouzité pro analyzy byly ziskany ze
tkani mezihostiteld — plza Lissachatina fulica z experimentalniho chovu bezobratlych na
VETUNI Brno. Larvy byly napipetovany do jednotlivych mikrozkumavek v pozadovaném
poctu a nasledné usmrceny za vyuZiti vysokych teplot (71 °C 1 min) pro vylouceni rizika
infekce.

Detekce DNA

Detekce DNA hlistice A. cantonensis v testovanych vzorcich byla provedena pomoci real-time
gPCR podle protokolu Acan3990 (Searset al. 2021). Pro analyzu byl vyuzit pfistroj
LightCycler® 480 (Roche, Svycarsko).

Faze testovani metod koncentrace larev

V inicialni fazi bylo testovdano nékolik metod pro zachyceni L3 larev s cilem najit metodu, ktera
bude dostatecné citlivy a zaroven uzivatelsky piivétiva. Testovanym materidlem byla
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kohoutkova voda obsahujici ur€enou koncentraci larev: 1, 5, 10, 20 a 50 L3. Byly vyzkouseny
tii metody, a to prostd sedimentace, sitovaci metoda s proplachem sit a sitovaci metoda
S ptimou izolaci sit.

Pfi sedimentac¢ni metod¢ byla voda (400 ml) s pozadovanym mnoZzstvim larev ponechana po
dobu 1 hod ve sklenéné kadince k prosté sedimentaci. Nasledné byl odstranén supernatant a
sediment byl pfemistén do sterilni 50 ml centrifuga¢ni zkumavky typu Falcon a zcentrifugovan
(2000 rpm, 2 min), nasledn¢ byl 1 ml sedimentu odebran sterilni Pasteurovou pipetou do nové
mikrozkumavky, opét zcentrifugovan a supernatant odstranén.

P1i sitovaci metod¢ s pfimou izolaci sit bylo 400 ml vody s larvami pfelito pfes aparat tvoreny
dvéma upravenymi 50 ml zkumavkami s pfipevnénymi sity o velikosti ok 200x250 pum
(vzorek 0) k zdarzeni hrubych necistot a 21x21 um (vzorek 1) k zachyceni larev. Piecezena
voda se jimala do sklenéné kadinky a zpracovala vySe popsanou sedimentacni metodou pro
zjisténi mozného propadu ¢asti tkané larev (vzorek 2). Aparat byl opatrné rozlozen a jednotliva
sita presunuta sterilni pipetou do 2 ml mikrozkumavek.

Posledni metodou byla sitovaci metoda s proplachem sit, u které je postup obdobny ptedchozi
metod¢, ovSem jemné 21 pm sito bylo néasledné obraceno a proudem cisté vody o objemu 50
ml proplachnuto do centrifuga¢ni zkumavky, jejiz sediment byl pfesunut do mikrozkumavky
(vzorek 3).

Nésledné byla za pomoci izolacniho kitu DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen, Némecko)
extrahovana z jednotlivych vzorkii DNA a provedena qPCR analyza. Po zhodnoceni naro¢nosti,
presnosti a mozného objemu zanalyzované vody byla k dalSimu testovani zvolena metoda
sitovani s ptimou izolaci sit.

Z dtivodu nezddouciho zachycovani larev na prvnim situ byly stejnym zplisobem s péti riiznymi
koncentracemi larev otestovany 3 dalsi varianty hrubého sita: 1100x1100 um, 800x1000 pm a
400x200 pm. Po zhodnoceni naro¢nosti, nejniz§iho zachytu larev a schopnosti zajisténi nejvyssi
miry zachycovani neéistot byla pro dalsi testovani zvolena polyesterova organza s oky
400%x200 pm.

Féaze optimalizace extrakce DNA

Vzhledem k moznym DNA inhibitorim v realnych vzorcich z prostiedi, napt. rostlinnych
tkanich listové zeleniny nebo vodnim kalu, jsme pfistoupili k otestovani tii riznych zplsobl
extrakce DNA larev A. cantonensis ve vod¢ po proplachu zeleniny.

Pranim 50 g listové zeleniny (salat polnicek) ve 400 ml vody v zip saCku a precezenim této
vody pfes sitovaci aparat bylo ziskdno jemné sito s rostlinnou tkani, na ktery bylo pfidano bud’
10 L3 nebo jedna L3. Vzorky s obéma koncentracemi byly nasledné pouzity pro extrakci DNA
celkem tfemi metodami: 1) tkdnovym kitem DNeasy Blood&Tissue, 2) kitem DNeasy
PowerSoil Pro (Qiagen, Némecko) a 3) tkaniovym kitem Blood&Tissue (Qiagen, Némecko) s
modifikaci za pouziti sklenénych kulicek a latky Chelex 100 (Bio-Rad, USA).

Nasledna qPCR analyza prokdzala, Ze nejucinnéjS$im zpiisobem extrakce DNA v piipadé
pouziti vody po proplachu listové zeleniny je modifikace extrakce tkanovym kitem
Blood&Tissue, ktera pak byla pouzita pro dalsi testovani.

Faze stanoveni detek¢niho limitu pfi screeningu DNA A. cantonensis v listové zeleningé
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V posledni fazi pro stanoveni detek¢niho limitu bylo vyuzito pét riiznych koncentraci larev
vpravenych do listové zeleniny. K 50 g salatu polnicek bylo v zip sacku ptidano 400ml vody
nasledované tiepanim na ttepacce (1 min, 500 rpm). Voda byla zcezena pies aparat sit (hrubé
sito 400x200 um, jemné sito 21x21 pum), a protékajici voda byla zachycena do sklenéné
kadinky. Pro extrakci DNA modifikovanou metodou tkdnovym kitem Blood&Tissue bylo
vyuzito jemné sito a sediment procezené vody. Kazdéa koncentrace larev byla testovana v péti
opakovanich a pro naslednou qPCR analyzu bylo pouzity duplikaty jednotlivych DNA izolati.

Vysledky

S vyuzitim sitovani vody pouzité pro omyti listové zeleniny s ndslednou extrakci DNA pomoci
modifikovaného protokolu pro tkanovy kit Blood&Tissue, ukdzala qPCR analyza, Ze je mozné
touto metodou detekovat jedinou larvu parazitické hlistice Angiostrongylus cantonensis v 50 g
listové zeleniny. Tabulka 1 znazornuje vysledky detekéniho limitu testované metody, pii které
bylo testovano 5 koncentraci larev v listové zelening v péti opakovanich. Pozitivnich vysledki
bylo dosaZeno ve vSech ptipadech, az na jeden ptipad analyzy sedimentu pti koncentraci 50 L3.
Cp hodnota je poté nepiimo imérna mnozstvi DNA obsazené ve vzorku. Pro srovnani vysledki
bylo pouzito DNA z jedné L3 jako pozitivni kontrola, u které bylo dosazeno Cp o hodnoté
13,53. Pouzitd metoda qPCR je vysoce senzitivni a zvladne amplifikovat 1 1 fg DNA, coz
odpovida 1/100 000 larvy. Diky kombinaci tohoto qPCR protokolu s nové vyvinutou metodou
sitovani vody po proplachu zeleniny vedouci ke koncentraci larev je mozné provadét
surveillance s vysokou senzitivitou.

Tabulka 1
Koncentrace Typ Pocet pozitivnich = Primérna
larev vzorku vzorku hodnota Cp
50 Jemné sito @ 5/5 10,33
50 Sediment 4/5 25,09
20 Jemné sito @ 5/5 12,48
20 Sediment 5/5 21,73
10 Jemnésito @ 5/5 12,53
10  Sediment 5/5 26,86
5 Jemnésito  5/5 14,91
5 Sediment 5/5 21,77
1 Jemnésito @ 5/5 17,45
1 Sediment 5/5 27,42
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Vyuziti sitovaci techniky pro genotypizaci metastrongylidnich hlistic u volné Zijicich
vlki obecnych se zamérenim na detekci Angiostrongylus vasorum
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Uvod

V poslednich letech je v Ceské republice zaznamenavan navrat diive prakticky vyhubenych
velkych masozravci konkrétné vlka obecného (Canis lupus), rysa ostrovida (Lynx lynx) a v
nékterych oblastech také medvéda hnédého (Ursus arctos), Kutal et al., 2017. Nejvyraznéjsi
narist populace a geografického rozsiteni v CR je v poslednim desetileti pozorovan pravé u
vlka obecného. Tento fenomén predstavuje v kulturni krajin€ nasi zemé potencial pro blizky
kontakt téchto vrcholovych predatord s domacimi zviraty a ¢lovékem. To miize predstavovat
potencialni riziko ve vztahu k pfenosu parazitarnich a dalSich infek¢nich onemocnéni mimo
jiné i na domaci psy. Ptikladem je metastrongylidni hlistice Angiostrongylus vasorum, ktera
mize u domdcich pst vyvolat zdvazné onemocnéni kardiovaskularniho a respiracniho traktu.
Ackoliv typickym definitivnim hostitelem A. vasorum je liska obecna (Vulpes vulpes), mohou
jim byt i vlci a jejich migracni potencial tak mize ptispét k rozsifeni tohoto parazita do novych
oblasti (Tieri et al., 2021). Vyskyt tohoto parazita v populaci volné Zijicich $elem na uzemi CR
nebyl dosud publikovan.

Cilem projektu bylo uréeni druhového spektra metastrongylidnich hlistic se zaméfenim na
A. vasorum ze vzorki trusu vlkii obecnych z NP Sumava, a to na zdkladé molekularnich dat u
vzorkil vySetfenych pomoci nasledného sitovani. Dal$im cilem bylo také srovnani zachytnosti
L1 larev metastrongylidnich hlistic pfi pouZziti Baernamnnovy larvoskopie a nésledného
sitovani.

Material a metodika
Vzorkovani a koprologické metody

V ramci monitoringu vlkii obecnych na izemi NP Sumava byly terénnimi pracovniky parku
sbirany v letech 2020 aZz 2023 vzorky trusu téchto Selem. Diky smluvnimu vyzkumu byly jiz
diive vzorky vySetfeny standardnimi koprologickymi metodami (flotace, sedimentace,
larvoskopie) a ¢astecné jiz také zpracovany metodou néasledného sitovani, konkrétné v pribéhu
ptedchoziho projektu IGA (103/2023/FVL). Metoda nésledného sitovani vyuziva sit o dané
velikosti ok (105,38 a 21 um), ¢imZz umoziuje separaci riiznych vyvojovych stadii endoparazit
a pfichystd je k navazujicimu molekularnimu vySetfeni (Mathis et al.,, 1996). L1 larvy
metastrongylidnich hlistic byly zachycovany na prostiednim situ (38 um).

Molekularni analyzy

Celkovda DNA ze vzorkl pfichystanych naslednym sitovdnim byla izolovana pomoci
komer¢niho izola¢niho kitu NucleoSpin Tissue XS (Machery-Nagel, Némecko). DNA byla
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izolovéana dle instrukci uvedenych v protokolu pro lidské a zvifeci tkan€. Pro genotypizaci
metastrongylidnich hlistic byla vybrana kombinace dvou markert: jaderné¢ho ITS2 a
mitochondrialni podjednotky 1 cytochrom c oxiddzy (COI). V ptipadé ITS2 se jednalo o
klasickou PCR, zatimco COI byla amplifikovana v (semi)nested PCR. Pro amplifikaci celého
ITS2 byly pouzity univerzalni primery NC1 a NC2 (Gasser et al., 1993), kdezto primery pro
necely tsek COI byly navrzeny na pracovisti fesiteld. Vysledné produkty byly vizualizovany
pomoci elektroforézy na 2% agar6zovém gelu obarveném Midori Green Advance (Elisabeth
Pharmacon, CR). Nasledné byly produkty piedisténé z gelu za pouziti kitu Gel/PCR DNA
Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech, Taiwan) a odeslany na komer¢ni sekvenaci
(Macrogene Europe, Nizozemi). Ziskané sekvence byly zpracovany v programu Geneious
Prime a porovnany se sekvencemi z databaze GenBank za pouziti BLAST analyzy
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Statistické zhodnoceni

Data pro statistické vyhodnoceni byla zpracovana v programu MS Excel. Pro srovnani u¢innosti
pouzitych metodik byl pouzit chi-kvadrat test. Vzorek byl vyhodnocen jako pozitivni, pokud
PCR s naslednou sekvenaci identifikovalo druh metastrongylidni hlistice.

Vysledky a diskuze

V ramci projektu bylo celkové vySetteno 357 vzorkil trusu metodou néasledného sitovani. Pti
genotypizaci larev bylo 23,5 % (84/357) vzorkid pozitivnich na pfitomnost L1 larev
metastrongylidnich hlistic, které bylo moZzné rodové nebo druhové urcit pomoci PCR
kombinované se sekvenaci (Graf 1, Tabulka 1). V pfipadé¢ 3 vzorkl byly zaznamenany
soudasné 2 druhy parazitii. Sokujicim zji§ténim bylo, e pouze 4.6 % (4/87) z detekovanych
larev tvofily metastrongylidni hlistice vlki a u zbylych vice nez 95 % se jednalo o pasaz z
kofisti. Nejvice pozitivnich vzorkti obsahovalo plicnivky rodu Elaphostrongylus (69 %, 60/87)
a celkove bylo detekovano 10 druhti metastrongylidnich hlistic. Detekované plicnivky pattily
do Sesti rodu: Elaphostrongylus, Varestrongylus a Dictyocaulus (parazité volné Zijicich
prezvykavci); Metastrongylus (parazité prasat); Protostrongylus (detekovani zastupci
parazitujici u zajicovct); Crenosoma (parazité riiznych druhd Selem). Piesné druhové uréeni
nékterych zastupct (rod Elaphostrongylus) nebylo bez fylogenetické analyzy mozné a tato bude
provedena v pfipravované publikaci.

Pti srovnani metodik Baermannovy larvoskopie a sitovaci metody bylo statisticky prokdzano
(p <0,00001), ze v ptipad¢ ptemrazenych a enviromentalnich vzorki trusu ma sitovani daleko
vys$i zachyt L1 larev metastrongylidnich hlistic. Larvoskopické vysetfeni dle Baermanna
odhalilo L1 larvy v 10,1 % vzorkl (36/357), zatimco pfi vySetfovani sitovaci metodou bylo
pozitivnich 23,5 % (84/357) vzorki. Zaroven vSak prekryv pozitivnich vzorkl nebyl uplny a
pfi kombinaci obou pouzitych metodik bylo pozitivnich 28 % vzorka (100/357).
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Nase data jasn¢ ukazuji, Ze naprostou vétSinu detekovanych L1 larev metastrongylidnich hlistic
v trusu vlkl tvofi parazité kofisti. Fenomén pseudoparazitismu L1 larev vSak byl zatim
publikovan pouze v jednom piipadé (Bryan et al., 2010). Tato zjisténi tak mohou zpochybnit
spolehlivost piedchozich vyzkumd, které se opiraly pouze o morfologické urceni larev z trusu
(Hermosilla et al., 2017) a ukazuji na nutnost genotypizace L1 larev detekovanych v trusu
masozravcl. Z nasich zjisténi také jasné vyplyva, ze pro detekci L1 larev v enviromentalnich
vzorcich trusu masozravcd je mnohem vhodnéjsi pouziti sitovaci metody.

Graf 1: Druhové zastoupeni metastrongylidnich hlistic detekovanych pomoci sitovani

Zastoupeni metastrongylidnich hlistic v sitovani

3,4% 1% 119%

1,1%
4,6% Elaphostrongylus spp. (n = 60)
5,7% m Varestrongylus capreoli (n = 10)
1,1% = Varestorngylus sagittatus (n = 1)
1,1% \ = Varestrongylus sp. (n = 1)
Protostrongylus pulmonalis (n = 5)
11,5% Crenosoma vulpis (n = 4)

Crenosoma sp. (n=1)
m Metastrongylus pudendotectus (n = 3)
= Metastrongylus salmi (n = 1)
= Dictyocaulus cervi (n =1)

69,0%
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Tabulka 1: Vysledky sekvenaci a druhového urceni metastrongylidnich hlistic

Druh Gen Fotet Homologie =~ Délka Vysledek BLASTu (%
sekvenci sekvenci (%) alignmentu querry cover; % shody)*
0 .
ITS2 27 96,5-100 586 bp 0AF504027 (100 %; 99,14
Elaphostrongylus %)
SPp. 0f"
col 59 959-100 1395 bp Wﬂ (73 %; 98,64
ITS2 5 98,5-99,7 405 bp LT962658 (98 %; 99,25 %)
Varestrongylus
) o
capreoli col 10 977-100 1385 bp —(';L)C 068834 (39 %: 85.35
ITS2 1 / 531 bp KJ439597 (88 %; 100 %)
Varestrongylus
. o
sagittatus col 1 / 1265 bp (I;SI 068834 (100 %; 86,02
ITS2 / / / /
Varestrongylus sp. o
col 1 / 1379 bp NC_068834 (100 %,; 85,43
%)
ITS2 5 99,3-100 438 bp KJ450994 (83 %; 100 %)
Protostrongylus
: o
pulmonalis col 3 98,8-994 1369 bp ———(';Lf 023262 (100 %; 87,87
o .
ITS2 3 99,7-100 483 bp KE§36608 (100 %; 99,59
Crenosoma vulpis %)
col 1 / 1371 bp KM216824 (63 %: 99,55 %)
ITS2 1 / 491 bp MG878894 (99 %; 98,57 %)
Crenosoma sp. 0
col 1 / 1114 bp |.>|C 085811 (100 %; 81,5
%)
ITS2 2 100 467 bp AJ305382 (98 %; 100 %)
Metastrongylus
0 .
pudendotectus  col 3 99,9100 1369 bp ———(';))C 013813 (100 %; 99,85
Metastrongylus ITS2 1 / 520 bp AJ305404 (99 %; 99,42 %)
salmi col / / / /
ITS2 / / / /
Dictyocaulus cervi
col 1 / 935 bp KR231676 (99 %; 98,06 %)

*do BLAST pouzit konsensus sekvenci z alignmentu
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_023262.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FJY8Z48K016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF836608.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FK1GDR20016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM216824.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FJT3526B016
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_085811.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FJXR2AA8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AJ305382.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FK1WBY1V013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_013813.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FK17VA1G013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AJ305404.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FK1MC81X013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR231676.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FJVBUD60013
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Monitoring mikrobialni kontaminace délohy a jeho vliv na zabreznuti v poporodnim
obdobi u klisen

MVDr. Miroslava Mrackova PhD, Klara Indrakova, EliSka Peroutkova, Dominika §m}'/d,
MVDr. Petra Hallon PhD

Klinika chorob koni, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita Brno

Uvod

Velmi dalezitym faktorem, ktery ovlivituje reprodukci u koni je zdravotni stav délohy u klisny.
Rychla involuce délohy po porodu umoziuje, aby klisna znovu zabfezla Casto jiz 10. den po
porodu, coz je vzhledem k délce gravidity a sezonni pohlavni aktivité¢ koni v mnoha ptipadech
zadouci. VétSina dosud publikovanych studii vSak popisuje horsi vysledky zabiezavani prave
pfi vyuziti prvni poporodni fije (Lane et al., 2016). Toto snizené zabfezavani je jist¢ ovlivnéno
mnoha faktory, kdy jednim z nich je i bakterialni kontaminace délohy, ke které béhem porodu
muze dochazet, nebot’ mechanické bariéry (stydké pysky, vestibulovaginalni svéra¢, kréek
délozni) v tomto momenté nemohou plnit SVoji obrannou funkci. Zvlasté pokud porod
neprobiha fyziologicky, dochazi k dystokiim, retenci placenty apod., je riziko bakteridlni
kontaminace délohy vyrazn¢ vyssi. Studie monitorujici pravé vyskyt bakterii v déloze klisny
po porodu existuji, neni jich mnoho, a ne vzdy piinaseji shodné vysledky (Purswell et al., 1989;
Diav et al., 2010). Zatimco Diav et al., 2010 ve své studii neprokazal bakterialni kontaminaci
délohy po nekomplikovaném porodu, Purswel et al., prokazal ve své studii pozitivni kultivaci
u vice jak 50 % klisen. Dalsi studie se pak zabyvaji jiz ptimo pivodci patologickych stavi po
porodu (Ferrer et Palomares, 2018) nebo se zamétuji na cytologické vysetieni délohy (Krohn
et al., 2019). Cilem projektu bylo ziskat ucelenou ptedstavu o mikrobidlni kontaminaci délohy
u klisen a zmonitorovat, jak €inné jsou klisny schopny tuto kontaminaci z délohy eliminovat,
pfipadné k jakym jinym zménam v mikrobidlni kontaminaci délohy dochézi. DalSim cilem bylo
posoudit vliv této kontaminace délohy po porodu na schopnost klisny zabieznout casném
puerperalnim obdobi.

Material a metodika

U 19 klisen byly pfi standardni kontrole reprodukéniho traktu po porodu (do 48 hodin po
porodu) a nasledné podruhé pti prvni poporodni tiji (9.-10. den po porodu), opét pii rutinni
kontrole, odebrany vzorky pro vySetfeni mikrobiologické kontaminace délohy. VVzorky byly
odebirany duplikované¢ pomoci dvouplastového katetru uréeného pro odebirani
mikrobiologickych vzorkl z délohy (Minitube, Germany). Tyto vzorky byly bezprostiedné po
odbéru vloZeny do transportniho média dle Amiese a ihned doru¢eny do mikrobiologické
laboratofe Ustavu infek&nich chorob a mikrobiologie ke kultivaci a identifikaci bakterii. Vzorky
byly odebirany predevsim od klisen v terénnich podminkach, kde byly realizovany jednak v
ramci  extramuralni  praxe  Kliniky chorob koni a také pod vedenim
terénnich veterinarnich 1ékait, u kterych studentky magisterského studijniho programu FVHE
a spolufesitelky projektu bézné vykonavaji nepovinnou praxi nad ramec vyuky na VETUNI.
Mikrobiologicka vySetieni vzorki zajistily studentky spolufesitelky po zaskoleni pracovniky
Ustavu infeké&nich chorob a mikrobiologie VETUNI. Izolace bakterialnich kolonizatort délohy
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klisen byla provedena cestou bakteriologické kultivace na Columbia blood agaru, McConkey
agaru a dale pro izolaci producentt Sirokospektrych beta-laktamaz z ¢eledi Enterobacteriaceae
také na McConkey agaru suplementovaném cefalosporinem 3. generace cefotaximem
v mnozstvi 2 mg/l. Kromé¢ inkubace v aerobnich podminkach pii 37 °C byly vSechny vzorky
inkubovany také anaerobné pro ptipadny zachyt mikroorganismii, které nerostou v pritomnosti
kysliku. Vysledky kultiva¢niho vysetieni byly odecitany po 48 hodinach a narostlé kolonie byly
nasledné identifikovany metodou MALDI-TOF MS na piistroji Microflex LT. V ptipadé
zachytu nékterého z plivodct endometritid koni byl izolat zamrazen pro dalsi vySetieni
zahrnujici stanoveni citlivosti k antibiotikiim vyuzivanych v equinni praxi a indikatorovym
substancim diskovym difuznim testem.

Déle byla zaznamenana data o klisné (vek, pocet predchozich porodt eventualni komplice pii
piedchozich graviditach), zpisobu pfipousténi/inseminace klisny, délce gravidity, priabéhu
gravidity, porodu a piipadnych porodnich ¢&i poporodnich komplikacich, zptsobu
pfipousténi/inseminace na prvni poporodni fiji, kterd byla nasledné vyhodnocena a jsou
soucasti vysledki tohoto projektu.

Vysledky

Bylo zjisténo, ze 73,7 % klisen mélo v prvnich dvou denech po porodu délohu kontaminovanou
mikroorganismy. Pfi prvni poporodni fiji procento klisen s pozitivnim zachytem
mikroorganismu sice kleslo na 68,4 %, ale tento pokles nebyl pfekvapiveé nikterak vyznamny a
klisny tedy nebyly schopny mikrobidlni kontaminaci z délohy do této doby, prvni poporodni
fije, zcela eliminovat. Pouze 10,5 % klisen mélo oba stéry negativni, ale ani u jedné z téchto
klisen nebyla prvni poporodni fije vyuZzita k ptipousténi ¢i inseminaci. U vSech klisen, u kterych
byla prvni poporodni fije k inseminaci vyuzita, byla inseminace neuspéSna. Je ale nutné
zopakovat, Ze vSechny inseminované klisny mély v dob€ inseminace pozitivni zachyt
mikroorganismt v déloze. Jednoznaéné se tedy ukazuje, ze v piipadé¢ zamyslené inseminace
klisny na prvni poporodni fiji je nutny zvySeny management klisny post partum, abychom
zvysili Sanci klisny na zabfeznuti.

Pozitivni oba

Celkovy pocet klisen | Prvni stér Druhy stér stéry Negativni oba stéry

19 73,70% 68,40% 52,60% 10,50%

Tabulka 1. Procentualni zastoupeni mikrobiologické kontaminace délohy

Zjisténa mikroflora kontaminujici délohu klisen po porodu (vzorek 1) obsahovala rody
Streptococcus (11), Escherichia (7), Staphylococcus (3), Acinetobacter (2), Enterococcus (2),
Bacillus (1), Citrobacter (1), Klebsiella (1), Enterobacter (1), Pseudomonas (1), Actinobacillus

).
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Obrazek 1. Grafické znazornéni zastupcii bakterii vykultivovanych na vzorku 1

Rody zjisténé pii prvni poporodni tiji (vzorek 2) jsou mirné odlisné: Staphylococcus (8),
Escherichia (6), Streptococcus (4), Enterococcus (3), Pantoea (2), Bacillus (1), Citrobacter (1),
Enterobacter (1), Arthrobacter (1).

Vzorek 2
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Obrazek 2. Grafické znazornéni zastupci bakterii vykultivovanych na vzorku 2

Na zéklad¢ zjisténych odliSnosti v rodech mikroorganismi pii prvnim a druhém stéru déloznim
je ztejmé, Ze ke kontaminaci délohy nedochazi pouze pii porodu samotném, ale i v kratké dobé
po porodu, kdy jesté nejsou zcela funk¢ni anatomické bariéry pohlavniho aparatu klisen (stydké
pysky a celd perineélni oblast, vestibulovaginalni svérac, délozni kréek).
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Rekurentni laryngealni neuropatie, porovnani terapeutickych pristupt
MVDr. Stépan Bodeéek, Ph.D.%, Terezie Lagova?
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Uvod

Rekurentni laryngealni neuropatie je degenerativni porucha idiopatického piivodu, ktera patii
dochazi k parcidlni nebo totalni obrné arytenoidni chrupavky a hlasivky. (Couétil a Hawkins,
2013) Pii chirurgickém feSeni RLN existuje nékolik typt terapeutickych pfiistupii
(ventrikulektomie a  ventrikulokordektomie  provedena pies laryngotomii nebo
transendoskopicky pomoci laserového vlakna, laryngoplastika a jejich kombinace). Cilem
tohoto projektu je porovnat efekt téchto terapeutickych pfistupt vzhledem k vykonnosti koné
po zékroku, vyskytu komplikaci a ptetrvavani klinickych ptiznak.

Material a metodika

Do studie jsme zapojili celkem 80 pacientt, ktefi byli v letech 2010 az 2024 na Klinice chorob
koni VETUNI Ié¢eni s RLN a podstoupili jeden z vy$e zminénych zakrokt. Tento Casovy
rozsah byl stanoven s ohledem na zavedeni transendoskopického laseru jako dals$i moznosti
feSeni RLN. Majitelim, trenériim ¢i jezdcim téchto koni byl néasledné zaslan dotaznik, jehoz
cilem bylo zjistit informace pfedevsim o pfitomnosti hlasit¢ho dychani ¢i zmén vykonnosti pied
zakrokem a o tom, zda se po zékroku stav kon¢ zlepsil nebo problémy stale pretrvavaly a zda
nastaly po zakroku néjaké komplikace. Od 44 z opakované oslovenych jsme nésledné obdrzeli
odpovédi na zaslany dotaznik. Poté bylo vybrano 36 dotaznikli, které obsahovaly
vyhodnotitelné informace. Z téchto 36 pacientii jsme ziskali souhlas majiteli 14 koni, u kterych
bylo v terénu provedeno kontrolni endoskopické vysetteni. Vysledky téchto vySetieni jsme pak
srovnali s informacemi, které nam poskytli majitelé a zhodnotili ispéSnost zakroku. VySetieni
probéhlo po odebrani anamnézy a v zavislosti na bazlivosti koné bylo provedeno bud’ za pouZziti
sedativ (cepesedan + butomidor nebo xylazin) nebo za pomoci fixace nosnim skiipcem.

Vysledky

Q) Vysledky dotaznikového Setreni

Zhodnoceni terapeutickych pristupii vzhledem k celkovému zlepseni stavu po zakroku
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Ze skupiny 36 koni bylo celkové pozorovano zlepseni v 26 ptipadech. V 10 piipadech nedoslo

ke zméné stavu.

Zakrok Stav se zlepsil Stav zistal stejny

(Pocet pacienttt) (Pocet pacienttl)

Laryngoplastika + ventrikulektomie pfes laryngotomii 8 3
Laryngoplastika + transendoskopicka laserova ventrikulektomie 1
Laryngoplastika + ventrikulokordektomie pies laryngotomii 5

Larygoplastika + transendoskopicka laserova

ventrikulokordektomie

Transendoskopicka laserova ventrikulokordektomie 7 6

Laryngoplastika — vzdy provadéna pouze v kombinaci s jinou metodou, provadéni zakroku v kombinaci

s laryngoplastikou vykazovalo lepsi GispéSnost nez zakroky provadéné bez laryngoplastiky

Tabulka 1: Vysledky zhodnoceni terapeutickych ptistupti vzhledem k celkovému stavu koné

Zhodnoceni terapeutickych pristupii vzhledem vyskytu komplikaci po zakroku

Nejveétsi cetnost komplikaci se vyskytla u kombinace laryngoplastiky a ventrikulektomie pies
laryngotomii (33 %). Déle se vyskytovala 27 % mira komplikaci u kombinace laryngoplastiky
a transendoskopické laserové ventrikulokordektomie. Stejnou miru Cetnosti komplikaci (20 %)
mé¢la kombinace laryngoplastiky a ventrikulokordektomie ptes laryngotomii a
transendoskopické laserova ventrikulokordektomie.

Zakrok Kasel  Hlasit¢ = Vytokz Serom  Reakce na Uvolnéni Bez

dychani = nozder antibiotika stehil komplikaci

(Pocet pacienti)

Laryngoplastika +

ventrikulektomie pies 4 2 2 3
laryngotomii
Laryngoplastika +
transendoskopicka laserova 1
ventrikulektomie

31



Laryngoplastika +

ventrikulokordektomie pies 2
laryngotomii
Laryngoplastika +
transendoskopicka laserova 2

ventrikulokordektomie

Transendoskopicka laserova

ventrikulokordektomie

Tabulka 2: Vysledky zhodnoceni terapeutickych ptistupti vzhledem k vyskytu pooperacnich

komplikaci

Zhodnoceni terapeutickych pristupii vzhledem vykonnosti koni po zdakroku

Pfi hodnoceni vykonnosti a srovnavani jednotlivych metod jsme se zamétovali na to, zda

vykonnost koné byla snizena jiz pred zdkrokem a zda se po zakroku zvysila, snizila nebo ztstala
stejn¢ nizkd a zakrok na vykonnost nemél vliv. Anebo zda se problémy s vykonnosti pred

zakrokem vibec vyskytly.

Zakrok

Laryngoplastika + ventrikulektomie pfes
laryngotomii
Laryngoplastika + transendoskopicka laserova
ventrikulektomie
Laryngoplastika + ventrikulokordektomie ptes
laryngotomii
Laryngoplastika + transendoskopicka laserova
ventrikulokordektomie
Transendoskopicka laserova

ventrikulokordektomie

Vykonnost se

zvysila

Vykonnost se Vykonnost ziistala Zmény vykonnosti
zhorsila snizena nebyly evidovany
(Pocet pacientit)

2 2 3

1

2

2

5 7

Tabulka 3: Vysledky zhodnoceni terapeutickych pfistupti vzhledem ke zlepSeni vykonnosti po

zakroku

(i) Vysledky endoskopickych vysetreni v terénu
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Vysledky kontrolnich endoskopickych vySetfeni provedenych u 14 koni u vétSiny piipadi
neodhalily zadné zavazné komplikace (10 koni). U ¢tyt koni byly zaznamenany komplikace ve
formé& mensi ¢i vétsi pritomnosti hlenu v dychacich cestach ¢i kasle (obr. 1, 2, 3), selhani sutury
po laryngoplastickém zakroku (obr. 2), aspirace krmiva (obr. 4 a 5) a patrnych znamek zanétu
levé arytenoidni chrupavky (obr. 6). Tyto zmény mizeme vidét na nésledujicich snimcich.
Majitelé byli pouceni o opatfenich redukujicich pfitomnost téchto komplikaci jako je naptiklad
zména zoohygienickych podminek, maceni sena a dal$i dietarni opatieni ¢i nutnost dal§iho
veterindrniho oSetteni.

Zavér

Obrazek 1. Masivni pfitomnost hlenu v pridusnici Obrazek 2. Pfitomnost hlenu v kranialni ¢asti
pritdusnice a okoli hrtanu, selhani sutury.

Obrazek 3. Slaba ptitomnost hlenu v pradusnici Obrazek 4. Aspirace krmiva v hrtanu a kranialni
¢asti prudusnice

Obrizek 5. Piitomnost krmiva v hitanu Obrazek 6. Zanét levé arytenoidni chrupavky
Z vysledkl dotaznikového Setfeni mizeme fici, ze z hlediska celkového zlepseni stavu kon€ po
zakroku prokazala nejlepsi vysledky kombinace laryngoplastiky a ventrikulokordektomie
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provedené pres laryngotomii. Z hlediska zlepSeni stavu koné po zakroku téméf stejné vysledky
jako kombinace laryngoplastiky s ventrikulokordektomii pies laryngotomii prokazala
kombinace laryngoplastiky s transendoskopickou laserovou ventrikulokordektomii, jelikoz u
ptipadu, kdy ke zlepseni nedoslo, bylo pfi¢inou selhani sutury po laryngoplastice. Z hlediska

fv v

transendoskopické  laserové  ventrikulokordektomie a  kombinace laryngoplastiky
s ventrikulokordektomii pies laryngotomii. Z hlediska zlepSeni vykonnosti koné po zakroku
opét nejlepsi vysledky prokazuje kombinace laryngoplastiky a ventrikulokordektomie ptes
laryngotomii a  kombinace  laryngoplastiky @ a  transendoskopické  laserové
ventrikulokordektomie. Ackoli se dle naSich vysledkii zd4, Ze mezi provedenim laryngoplastiky
v kombinaci s ventrikulokordektomii pfes laryngotomii a provedenim laryngoplastiky
v kombinaci s transendoskopickou laserovou ventrikulokordektomii neni téméf zadny rozdil,
trendem dnesni doby pro 1écbu RLN je jednoznaéné vyuziti laserového oSetieni, a to nejen
v CR, ale i v zahraniéi. (Biasutti a kol., 2016) Napfiklad na klinice chorob koni, ktera se nachazi
v arealu Univerzity Curych (UZH), je kombinace laryngoplastiky a transendoskopické laserové
ventrikulokordektomie nej¢astéji volenou metodu chirurgického feSeni RLN. (Valletti Carlotta,
2024) Hlavnim divodem pouziti laseru je rychlejsi rekonvalescence, bez nutnosti péce o
laryngotomickou ranu. Zaroven tento zdkrok patii mezi nejcastéjsi zplisob vyuziti diodového
laseru v equinni medicing. (Tate L. P. a Tate K.B., 2019; Hawkins, 2015).
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Vliv medetomidinu s vatinoxanem na nitroo¢ni tlak a velikost zornice u psi
Markéta Mrazova, Nina Bestrova, Markéta KaSparova
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Uvod

Nitroo¢ni tlak (NOT) je dilezity pro oéni homeostazu. Jeho zmény mohou mit vyznamny vliv
na funkci oka. Hodnoty NOT se u zdravych pst pohybuji od 11 do 25 mm Hg. Nitroo¢ni tlak
je ovlivnén tlakem na oko, arterialnim tlakem oxidu uhlicitého a kysliku, systémovym krevni
tlakem, velikosti zornice (VZ), podavanymi léky a dalSimi.

Medetomidin, agonista a2-adrenoceptoru, navozuje sedaci prostfednictvim centralniho
agonismu o2-adrenoceptori. Medetomidin ma vyznamné vedlejsi periferné a centralné
zprostiedkované hemodynamické ucinky. Postsynapticky agonismus vede k periferni
vazokonstrikci nasledované zvySenym tonusem n. vagus a snizenou srdeéni frekvenci.
Antagonista  o2-adrenoceptoru  vatinoxan (MK-467, L-659°066) S$patné¢ pronika
hematoencefalickou bariérou. Prokdzalo se, Ze vatinoxan je periferné selektivni po sou¢asném
podani s medetomidinem u pst. Vatinoxan ma potencial omezit perifern¢ zprostiedkovanou
vazokonstrikei a bradykardii zptisobenou agonisty a2-adrenoceptort pii zachovani centradlniho
sedativniho ucinku.

Medetomidin m4 minimalni vliv na NOT. Vliv medetomidinu v kombinaci s vatinoxanem na
NOT dosud popsan nebyl. Ugelem predkladané studie bylo prozkoumat vliv vatinoxanu
podavaného intravenézné¢ s medetomidinem na NOT u zdravych pst pifi védomi.
Predpokladame, ze ucinky kombinace medetomidinu s vatinoxanem budou podobné u¢inkiim
samotného medetomidinu, aniz by vyznamné ovlivnily NOT nebo VZ.

Material a metodika

Celkem bylo do studie zahrnuto 40 zdravych pst ve véku 2 — 8 let a hmotnosti 5 — 20 kg, ktefi
podstoupili rentgenové vySetfeni muskuloskeletdlniho systému v sedaci. VSichni psi byli
klasifikovani jako zdravi na zdkladé¢ anamnézy, klinického vySetieni a kompletniho
hematologického a biochemického vySetteni krve. Psi byli 12 hodin nalacno a méli volny
pfistup k vodé.

Pted sedaci bylo provedeno oftalmologické vySetteni véetné Schirmerova slzného testu I (STT-
I), aplanacni tonometrie, biomikroskopie S$térbinovou lampou, barveni fluoresceinem,
gonioskopie a nepiimé oftalmoskopie. Zafazeni byli pouze psi bez o¢nich abnormalit, s NOT
v rozmezi 15 — 25 mm Hg a STT-I vy$§im nez 12 mm min™ . Psi brachycefalickych plemen
nebo jinych plemen, ktera mohou mit o¢ni rozdily, nebyli do studie zahrnuti. VSechna méieni
byla provedena na zvifatech pfi védomi.

K rozdéleni zvitat do skupiny M (n = 20) nebo skupiny MV (n = 20) byl pouzit software (www.
randomizer.org). VSem pstum byl do v. cephalica zaveden intravendzni katétr. Po 10 minutach
byly zméfeny a zaznamenany hodnoty NOT, VZ, srde¢ni frekvence (SF) a stfedniho
arterialniho tlak (TKstf.) (TO).
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Pro sedaci dostali psi skupiny M intraven6zné medetomidin (Domitor, Orion Corporation,
Finsko) v dévce 0,01 mg kg a psi MV skupiné intravendzné medetomidin v davce 0,01 mg
kg™ s vatinoxanem (Zenalpha, Vetcare Oy, Finsko) v davce 0,2 mg kg™

Vsechna data byla sbirana rano po 20 minutich aklimatizace v identické tiché mistnosti bez
oken za konstantnich svételnych podminek. VSichni psi byli udrzovani po celou dobu studie v
poloze vleze na hrudniku bez komprese krku nebo oc¢niho bulbu. Méfeni provadéla stejna
osoba, ktera nevédéla, jaky 1€k byl podan.

U vsech pst byly méfeny a zaznamenany hodnoty NOT, VZ, SF a TKsti. vzdy ve stejném
poradi bezprostiedné pied (TO) a 5 (T5), 10 (T10) a 20 (T20) minut po podani 1ékt.

NOT byl méten aplana¢nim tonometrem (TonoPen XL, Medtronic, MN, USA). Pfed métenim
byl vzdy pouzit novy pryzovy kryt a tonometr zkalibrovan. U vSech zvitat byl NOT méfen
pouze na levém oku. Tii méfeni s 5% chybou a s maximalné 10% rozptylem byla
zpramerovana.

U vSech pst byla VZ méfena pouze na levém oku pupilometrem (Haabtv pupilometr, Merck
Sharp & Dohme, NJ, USA).

Srde¢ni frekvence byla métena auskultaci srde¢nich zvukid po dobu 20 sekund a vynasobena
tremi.

Stfedni arteridlni tlak byl méfen neinvazivné monitorem vitdlnich funkci (Cardel 9401,
Midmark, OH, USA) manzZetou aplikovanou na piedlokti hrudni konéetiny. Sitka manzety byla
40 % obvodu koncetiny.

Vsechna data byla analyzovana programem InStat (GraphPad, CA, USA), KyPlot (KyensLab,
Japonsko) a Excel (Microsoft, WA, USA). Normalita byla testovdna Shapiro-Wilkovym
testem. Data s normalni distribuci naméfend v TS, T10 a T20 byla porovnéana s TO jednocestnou
analyzou rozptylu (ANOVA) pro opakovand méfeni s Bonferroniho korekci, pro data s
nenormalnim rozloZenim byl pouZit Friedmantv test. Naméfené hodnoty byly porovnany mezi
skupinami v kazdém identickém ¢asovém bodé€ dvoucestnou ANOVA pro opakovana méteni.
Pro nenormalné rozloZena data byly pouzity jejich neparametrické ekvivalenty (p < 0,05). Data
jsou uvedena jako primér + smérodatna odchylka nebo median (rozmezi).

Vysledky

Celkem bylo do studie zatazeno 40 psi, 13 plemen, 22 psii a 18 fen ve véku 5,0 £ 2,4 roku a
hmotnosti 11,9 + 5,8 kg. Mezi skupinami nebyly zaznamenany zadné signifikantni rozdily s
ohledem na plemeno, pohlavi, télesnou hmotnost, vék nebo proménné namétené v TO.

V Zadnych ¢asovych bodech nebyly pozorovany signifikantni rozdily v hodnotdch NOT v rdmci
skupin ani mezi nimi.

Ve skupiné M se VZ zmensSila u vSech psti. Ve skupiné M se VZ signifikantné zmensila v T5
(p=0,008), T10 (p<0,001)aT20 (p<0,001) ve srovnani s TO. Ve skupiné¢ MV se VZ zmenSila
u péti psu, zvetsila u sedmi psi a ziistala nezménéna u sedmi psi. U jednoho psa ze skupiny
MYV se VZ nejprve zmenSila a poté zvétsila. Ve skupiné MV se VZ oproti TO signifikantné

36



nezmeénila. Ve skupiné MV byla VZ signifikantné vétsi ve srovnani se skupinou M v TS (p =
0,011), T10 (p < 0,001) a T20 (p < 0,001).

Srdec¢ni frekvence se signifikantné snizila v obou skupinach v TS5, T10 a T20 ve srovnani s TO.
Ve skupiné¢ MV byla SF vyznamné vyssi ve srovnani se skupinou M v TS5 (p = 0,011), T10 (p
=0,009) a T20 (p = 0,038).

Ve skupiné M se TKstf. signifikantné snizil v T20 (p = 0,003) ve srovnani s TO. Ve skupiné
MYV se TKstt. signifikantné snizil v T10 (p = 0,044) a T20 (p = 0,003). Ve skupin¢ MV byl
TKstt. signifikantné nizsi ve srovnani se skupinou M v T20 (p = 0,033).

Zadné dalii signifikantné zmény v ramci nebo mezi skupinami nebyly zjistény.

Zavér
Medetomidin aplikovany samostatné nebo v kombinaci s vatinoxanem ve vyse uvedenych

davkach vyznamné neovlivituje nitroocni tlak. Medetomidin s vatinoxanem vyznamné
neovlivituje velikost zornice, kterou samostatné aplikovany medetomidin zmensuje.
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Diagnostika pneumotoraxu metodou RATTUS (Rat thoracic ultrasound) u potkant
chovanych ze zaliby
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Uvod

Respiracni onemocnéni, predev§im pneumonie, jsou velmi astym onemocnénim
pozorovanym u potkanli chovanych ze zaliby (1-3). Plicni 1éze a abscedace jsou disledkem
zavazné infekce, ktera vede k destrukci bun€k respiracniho epitelu a tvorbé fibrotické tkane,
kdy se objevi plicni konsolidace (2). Plicni konsolidace je charakterizovdna zvySenim hustoty
tkan¢, obvykle jako odpoveéd na patogenni stimulaci (4). Mezi pfiCiny plicnich konsolidaci
patifi zanét, plicni kontuze, bronchopneumonie nebo dynamicky kolaps dychacich cest,
neoplazie, plicni tromboembolie a granulomatdzni onemocnéni (5). Jednou z moznych pficin
konsolidace plic je také atelektaza, pifi které dochazi ke kolapsu alveolti z riznych pficin,
napiiklad také pfi pneumotoraxu, kdy dochazi ke kolapsu plice tlakem vzduchu v pleuralni
duting.

Pneumotorax je definovan jako ptfitomnost vzduchu v pleuralnim prostoru vedouci ke
ztraté podtlaku a ¢astecné nebo totalni atelektaze plic. MliZeme odlisit pneumotorax spontanni
nebo ziskany. Mezi dva hlavni typy spontanniho pneumotoraxu patii primarni (neni patrné
plicni onemocnéni) a sekundéarni (zpisobeny probihajicim plicnim onemocnénim jako je napf.
pneumocystoza, mykobakterioza, intersticialni plicni onemocnéni nebo plicni fibroza).
Patofyziologie sekundarniho spontanniho pneumotoraxu neni zatim Uplné objasnénd, ale
predpoklada se, ze vzduch vstupuje do pleuralniho prostoru po ruptute alveolt zpisobenou
nekrézou nebo jinym mechanismem souvisejicim s probihajicim plicnim onemocnénim.
Hlavnimi klinickymi projevy je dyspnoe, v humanni mediciné popisuji i bolest na hrudi,
cyandza, hypoxemie a hyperkapnie (6 — 9).

Material a metodika

Vybér pripadi a kritéria pro zarazeni do studie

Béhem prospektivni studie bylo celkové vySetfeno 162 potkanti chovanych ze zaliby
(99 samic, 63 samcil) v obdobi od Cervence 2023 do ledna 2024 na soukromé veterinarni
klinice autorti. V&k zvitat se pohyboval od 2 do 32 mésica (18,98+6,88 mésict; prumér+SD) a
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jejich ziva hmotnost byla v rozmezi od 97 g do 885 g (461,59+138,05 g; primér+SD). Pred
samotnou diagnostikou prosli vSichni potkani celkovym klinickym vySetfenim. Kritéria pro
zatazeni do studie byla: bud’ klinické ptiznaky nebo abnormélni poslechovy ndlez dutiny hrudni
indikujici respiracni onemocnéni a provedeni rentgenu plic (4 pozice). Kritéria pro vylouceni
ze studie byla nekompletni rentgenogram nebo ultrasonogram, nekooperativni nebo nestabilni
pacienti.

Vybaveni

Vysetfeni provadime linedrni multifrekvencni sondou (8-14 MHz, SonoScape, S22,
Cina, s MI 0,5-0,7, TIS 0,1). Pouzivame specialni nastaveni pro zobrazeni plic. Parametry pro
harmonizaci jsou v tomto nastaveni vypnuté, perzistence je nastavena na nulu, pozice fokusu je
umisténa na Urovni pleurdlni linie a zvySeny zisk (TGC) je nastaveny na vzdalencjsi ¢asti
sonogramu. Toto nastaveni nam vytvoii ,.hrubsi“ obraz, ktery potfebujeme pro spravnou
identifikaci artefaktli. VySetieni bylo provedeno v B-mdd zobrazeni a v M-mdd zobrazeni. U
vSech zvitat byly nahrany smycky a ulozeny obrazky pro mozné nasledné posouzeni.

Rentgenogramy plic byly provedeny u vSech zvitat zahrnutych ve studii s expozici 66
kV a 0,12 ms (Gierth HFX90V, Japonsko, 25 mA) ve 4 standardnich pozicich: leva a prava
latero-lateralni, ventro-dorzalni a dorzo-ventralni), exponovany na hrudnik.

Technika vySetieni

Vysetieni je provadéno na zvitatech pii védomi (bez nutnosti anestezie nebo sedace). U
veétSiny zvifat neni nutné holit srst, obvykle stac¢i pouzit dostate¢né mnozstvi sonografického
gelu. VySettujici opatrné fixuje zvife jednou rukou, zatimco druhou rukou drzi sondu. VétSina
zvitat se po pocatecni excitaci brzy uklidni a neché se snadno vysetfit.

Prvnim krokem protokolu RATTUS je umisténi sondy kolmo na Zebra, marker sondy
mifi smérem k hlavé (vySetfeni axilarni a skapularni linie) a nésledné je sonda otoc¢ena o 90°,
marker miii smérem ke sternu (je nezbytné dodrzovat pozici sondy a markeru, abychom doséhli
standardizovanych vystupii a tim snadné opakovatelnosti vySetfeni). Poslednim krokem
vySetieni je vyuziti tzv. substerndlniho pfistupu, kdy sondu umistime kolmo na sternum se
sternem uprostfed sondy a hodnotime symetrii inflace plic a ptipadny odsun srde¢ni siluety (2/3
srdce by mély lezet na levo, 1/3 na pravo). Abychom se vyhnuli piehlédnuti patologickych
nalezl je nezbytné precizné vySetiit celé plicni pole od kranidlni (brachialni svaly) po kaudalni
(abdominalni znak zéaclony) a od dorzalni (hypaxidlni svaly) po ventralni (pektoralni svaly)
hranice dutiny hrudni. U ventralni hranice je nezbytné precizné vySetfit kranidlni mediastinum,
mizeme provést i subjektivni zhodnoceni srdce (10).

Hodnocené znaky

Na zakladé¢ literarni reSerSe a zkuSenosti autorl, nasledujici hlavni znaky byly vyuzity:
absence klouzani plic (the lung sliding) a plicni bod (the lung point), znak carového kodu a
absence T linii (the barcode sign), abnormalni znak zéaclony a abnormality v substernalnim
piistupu.

Absence klouzani plic (the lung sliding)
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Klouzani plic je sonograficky zobrazitelné jako ,.tfpyténi pleurdlni linie. Znazornuje
pohyb parietalni a visceralni pleury pfi nadechu a vydechu a je fyziologickym nalezem. Pokud
v néjaké casti plic toto klouzani nepozorujeme, existuje fada pficin a jednou z nich mtize byt
ptitomnost vzduchu v pleuralni dutiné. Normalni sonografické vySetfeni plic je vysledek
reverbera¢niho artefaktu souvisejici s rozhranim meékka tkan/vzduch. Pokud dojde
k pneumotoraxu, vzduch se dostane mezi listy pleur. Vysledny pohled na plicni tkan je proto
stejny s vyjimkou klouzani plic, které v ptipadé pneumotoraxu nepozorujeme (je patrna pouze
parietalni pleura, visceralni pleuru nelze vysetfit z diivodu pfitomnosti vzduchu v pleuralni
duting).

Plicni bod (the lung point)

Plicni bod je misto, kde je viditelné klouzani plic po pteruseni. Vzhledem k tomu, ze
byva slozité plicni bod u potkanti identifikovat, protoze vzdusna plicni tkain maze piekryt misto,
kde nam vzduch uniké do pleuralniho prostoru, miizeme jeho pfitomnost hodnotit také pomoci
M-mddu, kde je absence klouzani plic viditelna jako znak ¢arového kddu (the barcode sign),
oproti normalnimu znaku mote a pobfezi (the seashore sign). U potkanl je identifikace
typickych zmén v M-mddu velmi slozita. Vzhledem k vysoké dechové frekvenci je nezbytné
snizit rychlost vySetfeni v M-mdédu na minimum a minimalizovat pohyb zvifete. 1 u
fyziologického ndlezu je mnohdy velmi obtizné odlisit znak mote a pobiezi od patologického
znaku ¢arového kodu. Je proto lepsi orientovat se na pritomnost tzv. T linii, které zobrazuji
V M-moédu plicni puls (the lung pulse). Plicni puls je pfenos srde¢niho rytmu na povrch plic a
jedna se o pohyb, ktery zaznamenavame piedevsim v lalocich obklopujicich srdce. V M-mddu
tvoti typické vertikalni linie prerusujici cely sonogram. Pokud nevidime linie T, nedochazi
k pfenosu srde¢niho pohybu na pleuru a je vysoce pravdépodobna piitomnost vzduchu
V pleuralni duting.

Abnormalni znak zaclony (the curtain sign)

Vzdusdné plice a abdominélni organy by se mély pohybovat synchronné s nadechem a
vydechem. Nasledkem expanze plic, které se plni vzduchem, se na ultrasonogramu utvofi obraz,
kdy se plicni tkan chova jako zaclona, ktera synchronné s nddechem a vydechem skryva a zase
odkryva organy dutiny bfi$ni. Pokud je pohyb obraceny nebo asynchronni s dychacim cyklem,
mluvime o asynchronnim znaku zaclony. Pokud je abdominalni obsah obklopen z obou stran
vzdusnymi plicemi, mluvime o tzv. dvojitém znaku zéaclony.

Abnormality v substerndlnim ptistupu

Substernalni ptistup pouzivame pro zhodnoceni pozice srde¢ni siluety a symetrie inflace
plic. Za fyziologickych okolnosti lezi srdce ze 2/3 vlevo a z 1/3 vpravo (porovnavame
s medianni linii sterna), pleurélni linie pravé i leve plice je v roving. Je nezbytné dbat na precizni
kolmé umisténi sondy ke sternu a pozice sterna presné do stiedu linearni sondy, jinak miize
dojit k faleSnému posunu srdce na jednu nebo druhou stranu. Pokud pozorujeme zménu polohy
srdce, soustiedime se na prukaz konsolidace/atelektdzy na dané stran¢. Pokud nalezneme
lozisko atelektazy na strané, do které se srdce odsouva, potvrzuje to hypotézu kolabovaného
plicniho laloku. Pokud naopak loZisko konsolidace odsouvd srdce obracenym smeérem,
podporuje to hypotézu ptitomnosti plicni masy, naptiklad abscesu.
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Statistické zhodnoceni

Byla stanovena specificita a senzitivita pro jednotlivé znaky (plicni bod, znak ¢arového
kodu, abnormalni znak zaclony a abnormality v substernalnim ptistupu) pro jedince u kterych
byl/nebyl prokdzan pneumotorax. Plocha pod kiivkou (AUC) byla vypocitdna za vyuziti
Receiver Operating Characteristic curves (ROC) s vyuzitim online ROC analysis (Eng, J. ROC
analysis: web-based calculator for ROC curves, dostupné z: http://www jrocfit.org). Interval
spolehlivosti byl vypocitan za vyuziti VassarStats (online). Statistickd vyznamnost byla
stanovena P = 0,05.

Vysledky

Kritéria pro zatazeni splnilo 151 potkanti (93 samic, 58 samcit). V¢k zvirat se pohyboval
od 2 do 32 mésict (19,0846,93 mésict; prumér+SD) a jejich ziva hmotnost se pohybovala od
97 g do 885 g (461,27+138,97 g; primér+SD). Byla stanovena specificita a senzitivita
jednotlivych znakt pneumotoraxu. Vysledky pro jednotlivé znaky jsou sumarizovany v Tab. 1.

Tab. 1: RATTUS znaky pneumotoraxu, stanoveni specificity a sensitivity danych znaka pro

diagnostiku pneumotoraxu.

, ZNAK L, ABNORMALITY V
POTKAN PLICNT CAROVEHO ABNOR,M ALNI SUBSTERNALNIM
BOD , ZNAK ZACLONY ..
KODU PRISTUPU
1 + + + +
2 + + + +
3 - - + +
4 - - + +
5 - - - +
6 + + + +
7 + + + +
8 - - + +
9 - - + +
10 - - + +
11 - - n n
12 - - + +
13 - - + +
14 + + + +
15 - - + +
16 + + + -
17 - - + -
18 - - + +
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19 + + + -
20 - - + +
CELKEM 7 7 19 17
35
95%
O5% | 35 (95% CI, 0.16-
CL, 0.59) 95 (95% CI, 0.73-
SENSITIVITA (%) 0.16- . 85 (95% CI, 0.61-0.96)
0.59) 1.0)
100
95%
100 (95% CI1, 0.97- | 89 (95% CI, 0.82- 71 (95% CI, 0.62-0.78)
SPECIFICITA (%) Cl,
1.0) 0.93)
0.97-
1.0)
CELKOVY POCET
POTKANU BEZ
PNEUMOTHORAXU, 0 0 15 38
U KTERYCH BYL
ZNAK POZOROVAN

RATTUS je neinvazivni metoda pro diagnostiku pneumotoraxu u potkand. Plicni bod a

znak ¢arového kodu jsou specifické znaky pro tuto diagndzu. Znak zaclony neni specifickym
znakem, vzhledem k tomu, Ze ho miizeme pozorovat naptiklad u geriatrickych potkanti, nebo u
potkanl s abscedujici pneumonii, ale mize nas na diagnézu pneumotoraxu navést. Hodnoceni
symetrie inflace plic, pfipadné odsun srde¢ni siluety v substernalnim pfistupu je dalSim

nespecifickym znakem, ktery nas mize navést na diagndzu pneumotorax.

Sekundéarni spontdnni pneumotorax je u potkani Castou komplikaci respiracnich

onemocnéni. Ultrasonografické vySetfeni metodou RATTUS, kterou posoudime ptitomnost
nebo absenci n€kolika znaktl (plicni bod, abnormalni znak zaclony, hodnoceni substernalnim

pfistupem), je moZno pneumotorax diagnostikovat bez pouZziti rentgenu nebo pocitacové
tomografie, u kterych je obvykle nezbytné uvést potkana do celkové anestezie.
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Vyuziti parenteralni aplikace karboxymaltézy Zeleza v prevenci anémie z nedostatku
Zeleza u sajicich selat
Martin Svoboda, Jan Vasek, Vojtéch Skupien, Veronika Vitkova

Veterinarni univerzita Brno, Klinika chorob prezvykavcu a prasat

Uvod

Anémie prasat z nedostatku zeleza ptredstavuje zavazny problém v chovech prasat.
Nejb&znéjsim preventivnim opatfenim je parenteralni aplikace Zeleza. Zelezo pro parenteralni
aplikaci je podavano ve form¢ zelezo-sacharidovych komplext. Ty se skladaji z mineralniho
jadra, které je obklopeno sacharidovym obalem. Funkci sacharidového obalu je stabilizovat
komplex a snizit riziko uvoliiovani volného Zeleza, které miize byt pfic¢inou nezddoucich
ucinkl. Pii podavani jsou komplexy vychytavany retikuloendotelidlnimi makrofagy (RES).
Riizné formy zeleza pro parenteralni aplikaci se lisi stabilitou komplexu, svoji G€innosti a
vyskytem nezadoucich uc¢inkl (Geisser et Burckhardt, 2011). Dextran zZeleza je nejéastéji
pouzivanou formou Zeleza u sajicich selat. Tradi¢né je doporu¢ovana davka 200 mg Fe** im. u
2-3 dny starych selat. Po intramuskulérni aplikaci dextranu zeleza u selat vSak byly popsany
nékteré nepiiznivé Ucinky. Volné ionty Zeleza katalyzuji tvorbu volnych kyslikovych radikald,
které indukuji lipoperoxidaci v membranach bunék, a tim je poskozuji véetné makrofagii. Tim
dochazi ke zvySovani vnimavosti organismu k infekcim. Prokazan byl napftiklad vyssi vyskyt
polyartritid. Pfi vyrazném nedostatku antioxidanti (selen, vitamin E) byly u selat popsany i
pfipady fatalnich intoxikaci (Svoboda et al. 2017). Dextran Zeleza byl pouZivan také pro
parenteralni aplikaci zeleza pii 1é¢bé anémie u lidi, pfi¢emz bylo zjisténo, ze mize zptisobovat
zavazné imunologické reakce, vcetné fatalnich anafylaktickych reakci. Z tohoto divodu byly
parenteralni aplikaci Zeleza, kterd neobsahuje dextran, a kterd se v soucasné dobé bézné pouziva
v huménni medicing. Diky své struktuie je FCM stabilngjsi nez dfive pouzivané piipravky. Je
sloZzena zjadra, z hydroxidu Zelezitého stabilizovaného sacharidovym obalem. Tato forma
umoziuje kontrolované dodavani Zeleza do bunék retikuloendotelidlniho systému (Koduru et
Abraham, 2016). U humannich pacientii bylo zjisténo, Zze FCM vykazuje vys§i G€innost a
bezpecnost ve srovnani s diive pouzivanymi preparaty (zelezo — sachar6za) (Evstatiev et al.
2011). Studie porovnavajici ucinnost a bezpe¢nost FCM s dextranem Zeleza u humannich
pacientl prokazala srovnatelnou G€¢innost mezi témito dvéma skupinami, pficemz nezadoucich
ucinkt bylo zjisténo méné ve skupin€ s FCM (Hussain et al. 2013). V dostupné literatuie nejsou
zatim zadné informace o uc€innosti a bezpecnosti pouziti FCM u selat. PouZziti FCM u selat by
mohlo znamenat alternativu k tradicné pouzivanému dextranu Zeleza. Cilem bylo ovéfit
pouzitelnost této aplikacni formy v podminkach chovu prasat.
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Material a metodika

Celkem bylo pouzito 24 selat ze tfi vrhil. Selata byla pied zahdjenim pokusu oznac¢ena barevnou
usni znamkou do pravého usniho boltce. V experimentu bylo pouzito tzv. délenych vrhi (split
litters), tzn., Ze selata byla v kazdém vrhu nahodné rozdélena (randomizace) na tfi skupiny. Ve
skuping I (n = 8) bylo selatiim aplikovano Zelezo ve form¢ karboxymaltozy zeleza (Ferinject™)
v davce 200 mg im. ve véku 3 dnl. Ve skupiné II bylo selatim aplikovano zelezo ve forme
dextranu Zeleza (Ferribion*) v ddvce 200 mg i.m. ve v€ku 3 dni. Ve skupiné III (kontrolni
anemicka skupina) nebylo aplikovéano zelezo az do v€ku 10 dni. Ve véku 10 dnti bylo témto
selatiim intramuskularné aplikovano Zelezo 1éebné ve formé dextranu Zeleza v davce 200 mg.
Po aplikaci Zeleza byla selata ve vSech skupinach klinicky sledovana s ohledem na vyskyt
nezadoucich U¢inkd. Rovnéz tak byly zaznamenavany piipadné lokalni zmény v misté aplikace
Zeleza.

Selata byla odstavena ve v€ku 25 dnti. Prasnicim a selatim byly piedkladany standardni krmné
smesi. Vzorky na hematologické a biochemické vysetieni byly odebrany ve véku 3, 10 a 24 dnti
z vena cava cranialis. Selata byla vazena po narozeni a vzdy pti odbérech krve. Mnozstvi krve
potfebné k vysetfeni pozadovanych parametrti se pohybovalo v rozmezi 1-3 ml na sele (0,5 ml
na EDTA a az 2,5ml na heparin). Jako antikoagulant pii odbéru vzorkii na hematologické
vySetieni byla pouzita EDTA. Jako antikoagulant pfi odbéru vzorku na biochemické vySetieni
byl pouzit heparin. Hematologické vySetieni zahrnovalo tyto parametry: koncentrace
hemoglobinu, pocet erytrocytli, hematokrit, pocet bilych krvinek, pocet trombocytii. Déle byly
stanoveny hodnoty MCV (stiedni objem erytrocytu), MCH (stfedni objem hemoglobinu),
MCHC (stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech), RDW (distribu¢ni §ife erytrocyti),
MPV (stfedni objem trombocytid) a PCT (destickovy hematokrit). Biochemické vySetfeni
zahrnovalo stanoveni koncentrace Zeleza v krevni plazmé.

Vysledky a diskuze

U Zadného z pouZitych preparatli nebyly zjiStény neptiznivé vedlejsi €inky ani lokalni reakce
v mist¢ aplikace. UGinnost téchto preparati byla zhodnocena na zékladé vysledki
hematologického vySetfeni a stanoveni koncentrace zeleza v krevni plazmé.

Cervenv krevni obraz

Sedm dni po aplikaci Zeleza (3. den) doSlo k vyznamnému naristu koncentrace hemoglobinu,
hematokritu a poctu ¢ervenych krvinek ve skupinach oSetfenych karboxymaltdzou Zeleza a
dextranem zeleza. V kontrolni anemické skupiné doslo k poklesu téchto parametrii mezi 3. a
10. dnem véku. V této skupiné doslo v diisledku aplikace Zeleza ve forme dextranu 10. den véku
ke zvySeni koncentrace hemoglobinu a hodnot hematokritu ve 24. dnu v€ku. Koncentrace
hemoglobinu, hematokrit a pocet Cervenych krvinek ve skupiné, kde byla aplikovana
karboxymaltoza Zeleza, byly ve véku 10 a 24 dnli srovnatelné se skupinou selat, u kterych byl
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podan dextran zeleza. To ukazuje na srovnatelnou uc¢innost téchto dvou aplikac¢nich forem v
prevenci anémie selat z nedostatku zeleza.

Koncentrace zeleza v krevni plazmé

Sedm dni po aplikaci zeleza (3. den) doslo k vyznamnému nartstu koncentrace zeleza v krevni
plazmé ve skupindch oSetienych karboxymaltézou Zeleza a dextranem zeleza.

V obdobi mezi 10 a 24 dnem doslo jak ve skupiné oSetiené karboxymaltdézou zeleza, tak ve
skuping, kde byl aplikovan dextran zeleza k vyraznému poklesu koncentrace Zeleza krevni
plazmé. Dvacaty ¢tvrty den koncentrace Zeleza v krevni plazmé dosahovaly v obou téchto
skupinach velmi nizkych hodnot. To ukazuje na to, ze postupné¢ zacalo dochdzet k vyCerpavani
zasob zeleza, a tim piipadné i ke zvySenému riziku rozvoji subklinické formy anémie u
odstavenych selat. Za této situace lze doporucit v podminkadch daného chovu provadét
opakovanou aplikaci zeleza. Tuto opakovanou aplikaci je doporucovano provadét ve véku 3
tydnt v ddvce 200 mg Zeleza na sele (Haugegaard et al. 2008).

Z vysledki vyplyva, ze parenteralni aplikace karboxymaltdzy zeleza vykazuje v prevenci
anémie selat srovnatelnou G¢innost s dextranem zeleza. Vzhledem k nizkym koncentracim
zeleza v krevni plazmé zjisténé ve 24 dni véku 1ze v podminkach daného chovu doporucit
provadét opakovanou aplikaci Zeleza.
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Vzorce chovani orli morskych v souvislosti s onemocnénim Pinching Off Syndrome
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Uvod
Orel moisky (Haliaeetus albicilla) je jedinym zastupcem orli rodu Haliaeetus, jehoz hnizdici
populace se nachazi na Gizemi Ceské republiky. Potravni spektrum tohoto dravce je velice $iroké a z
¢asti sezonni, pricemz vyznamnym zdrojem potravy jsou pro orly motské také kadavery uhynulych
zvitat. JakoZzto fakultativné mrchozravy ptak plni orel motsky roli pfirozeného sanitafe a poskytuje
v ekosystému vyznamnou veterindrné ekologickou sluzbu. V obecném métitku mize byt ovSem
tato potrava rezervoarem patogennich mikroorganismi, které se alimentarni cestou pfenosu mohou
dostat do téla konzumenta a nasledn¢ byt rozsifeny mezi dalsi organismy (1, 2, 3).
Patogenni mikroorganismy nejsou jedinymi plivodci onemocnéni, které mize ovliviiovat kvalitu
zivota dravce. Vliv na jeho zdravi mohou mit také napiiklad ektoparaziti, t€zké kovy a vrozené
vyvojové vady genetického piivodu. Jednou z ptisluSnych vad je ,,Pinching Off Syndrome* (POS),
ktery zptisobuje malformace béhem rastu opeifeni kiidel a ocasu — letek a rydovacich per. Takto
postizeny jedinec poté neni schopen letu. Pfislusné generalizované abnormality rlstu pefi jsou v
souvislosti s voln¢ zijicimi ptadky popsdny velice limitné — pouze u jestiabl lesnich (Accipiter
gentilis), jestfabce pestrého (Kaupifalco monogrammicus), kani lesnich (Buteo buteo) a orli
moftskych (4).
V ramci satelitni telemetrie, vyuzivajici GPS/GSM telemetricka zafizeni, je cilem studium
behavioralni ekologie zvifat, kdy nedochdzi ze strany pozorovatele k ruSeni a ovlivnéni etologie
pozorované¢ho jedince. V kombinaci s in situ pozorovanim a pouzitim technologie sbéru dat
prostiednictvim fotopasti jsou vystupem detailni analyzy chovani sledovanych Zivoc¢ichi béhem
riznych obdobi v roce (5).
Cilem projektu je rozsifeni informaci ve studiu Casoprostorovych aktivit orlii motskych b&hem
obdobi hnizdéni a jejich disperze, porovnani vzorcii chovani mezi pohlavimi a vékovymi

kategoriemi, a ptipadné mezi zdravymi a na POS podezielymi jedinci orltt moiskych.

Material a metodika
Celkem 23 jedincti orli motskych (13 samcti a 10 samic) bylo ve véku 7-8 tydn oznaceno
GPS/GSM telemetrickym zafizenim (Ecotone, Ornitela) mezi roky 2017-2024 na uzemi Ceské

republiky. Dalsi orli s podezfenim na POS byli odchyceni a umisténi do zachrannych stanic pro

50



odbornou veterinarni péci za ucelem piipadného oznaceni telemetrickym zafizenim. Pfislusnym
jedincim byl odebran biologicky materidl pro dal$i laboratorni analyzy. Identita jedincti orla
moiskych z dlouhodobé sledovaného hnizdicitho paru v Branné, kde dochéazelo k opakovanym
vyskytim mlad’at s POS, byla stanovena prostfednictvim analyzy mikrosateliti a haplotypizace
mtDNA (6, 7).

Data pouzita v této praci pochazela z predchazejicich let jiz probihajiciho vyzkumu, pfi¢emz nové
ziskané vysledky byly diky tomuto projektu vyuzity jako doplnéni robustnéjsiho datasetu. Ten byl
pro ucely studia disperze (obdobi mezi opusténim rodného hnizda a vlastnim hnizdénim) rozdélen
do jednoletych modult a zahrnoval pouze prvni no¢ni pozice (nocovisté) za den. Pro analyzu
disperze orlti byla pouzita data do jejich ¢tvrtého roku Zivota. Analyza hnizdniho chovéni probihala
od prvniho kontaktu s hnizdem po opusténi hnizdist¢ mladaty a data byla zpracovavana ve 3 h
frekvenci. V ramci tohoto projektu jsme studovali chovani telemetricky znaceného hnizdiciho paru
orli moftskych a jejich mlad’at u Breclavi.

Z pohledu disperze orlt jsme charakterizovali nasledujici parametry: zacatek disperze (staii mladéte
v den odletu od hnizda), pohybova trajektorie (spojnice mezi nocovisti v km), index potulnosti
(denni vzdalenost mezi nocovisti v km), index obsazenosti (poCet pozic vii¢i poctu vyuzitych
¢tvercit 10 x 10 km), nejvzdalenéjsi pozice (loxodroma v km) a azimut (°) od rodného hnizda.
Parametry hnizdniho chovani byly: aktivita (denni primérna vzdalenost od hnizda v km), velikost
domovského okrsku (95 % MCP — minimalni konvexni polygon v km?), nejvzdalendjsi denni
(4:00-22:00) a no¢ni (22:00—4:00) pozice do hnizda v km.

Zpracovani dat probihalo v souCinnosti s intenzivnim terénnim vyzkumem in situ. Pro analyzu
Casoprostorovych aktivit byl pouzit software ArcGIS Pro 3.1., respektive software RStudio

2022.07.1. v souvislosti se statistickym vyhodnocenim.

Vysledky
Primérny zacatek disperze orli motskych byl pro obé pohlavi ve véku 160 dnd. Primérnd délka
pohybové trajektorie v prubéhu Ctyt let dosahovala 4346 km pro samce a 4027 km pro samice
(»>0.05). Zaznamenany prumérny index potulnosti byl béhem doby sledovani orli 12 km pro
samce a 11 km pro samice (p>0.05). Obé pohlavi méla stejny primérny index obsazenosti 9
(»p>0.05). Samci létali v priméru do maximalni vzdalenosti 353 km (162°) od hnizda, zatimco
samice 255 km (211°) (»p>0.05). V zddném z téchto parametri tedy nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil mezi pohlavimi. Také jsme nezjistili vliv pohlavi na chovéani orli béhem

jednotlivych let. Rozdily v aktivité jsme ovSem zaznamenali ve vztahu k pohybové trajektorii
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(»<0.05) a indexu potulnosti (p<0.01), kde se aktivita orli béhem let zvysuje. Index obsazenosti se
naopak béhem c¢tyft let snizoval (p<0.05).

V pribchu hnizdéni telemetricky zna¢eného paru orli motskych 1étal samec denné v priméru 1.8
km a samice 1.2 km od hnizda. Samec vyuZival pro hledani potravy a dalsi aktivity 41.4 km?,
zatimco samice 38.8 km?. Nejvzdalen&jsi noéni pozice byla 5.8 km pro samce a 1.2 km pro samici.
Béhem dne se samec vzdalil maximalné 15.9 km od hnizda, samice o 2 km mén¢. Jejich dvé
telemetricky sledovand mlad’ata snizovala sviij pobyt na hnizd¢ po 50 dni, pficemz po 90 dnech od
znaceni vysilackou opustila rodné hnizdo.

Odebrana mlad’ata s POS onemocnénim nebyla po roce intenzivni péce v zdchranné stanici schopna
letu, a tudiz nemohla byt oznacena telemetrickym zafizenim pro monitoring ve volné ptirodé. Jejich
letky a ocasni pera po dalSim pelichani a pfepetfovani stdle nevyrostla do fyziologického stavu.
V kazdé nové rustové generaci opefeni doSlo naopak k jesté¢ vétsi deformaci a zkracovani per.
Béhem veterinarniho vySetieni bylo zjisténo, ze uchyceni postizenych per v dermalnich papiléach je
slabé, osten deformovany a roz$tépeny s nadmérnym ukladanim keratinu, letky a ocasni pera jsou
extrémné kratké a zaktivené. U dlouhodobé sledovaného hnizda v Branné, kde byla v prubéhu 10
let zaznamenéavana mlad’ata s POS, doslo pfirozenou cestou k vyméné samice v hnizdicim paru.

Nov¢ vylihld mlad’ata poté nebyla postizena onemocnénim POS.

Zavér

Chovani orlti motskych pochazejicich z Ceské republiky béhem disperze se nelisi mezi pohlavimi.
Zjistili jsme, ze pohlavi také neovliviiuje disperzi orlit béhem jednotlivych let telemetrického
sledovani. Jejich disperze je ovSem ovlivnéna v€kem, pfiCemz s narlstajicim vékem stoupa
pohybova aktivita a velikost vyuZzivané plochy. V ndmi monitorovaném hnizdicim paru byl
aktivnéj$i samec, coz souvisi sjeho vyhradni roli pfi hledani potravy zejména bchem témét
nepftetrzit¢ho pobytu samice na hnizd¢ z diivodu inkubace vajec a krmeni mlad’at.

Prostfednictvim tohoto projektu bylo mozné detailné studovat vyvoj onemocnéni POS. PiisluSnym
onemocnénim postizeny orel moisky je dle naSich vysledkl potencidlnim trvalym hendikepem, neni
schopen letu, ziskavani potravy, a tudiz pteziti ve volné ptirod¢. Na zéklad¢ terénniho vyzkumu
sledovani hnizdiciho paru orli v Branné podporujeme hypotézu, ze onemocnéni POS je s nejveEtsi

pravdépodobnosti genetického plivodu prenasené po matetské linii.
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Uvod

Z divodu rostouciho povédomi o neptiznivych Gcincich jednorazovych plastii na Zivotni prostiedi,
ale také na zaklad¢ restrikci ze strany Evropské unie, se stile vice odbornych publikaci zamétuje
na vyvoj rozlozitelnych alternativ, které by mohly tyto ptivodni vyrobky nahradit (Choeybundit et
al., 2024). V ramci intenzivniho vyzkumu zaméteného na produkci bioplastii se Skrob ukézal jako
jedna z kli¢ovych surovin, pfi¢emz obsah amylézy ve Skrobu hraje zasadni roli pii procesech
zelatinace a retrogradace, které jsou dulezité pro tvorbu filma (Collado et al., 2023). Prave proto je
jednim z perspektivnich sméri vyuziti odpadnich produktii bohatych na polysacharidy a lipidy,
pochézejicich z potravinaifského primyslu (Arikan a Bilgen, 2019). Jednim z takovych vedlejSich
produkti je pravé kavova sedlina (SCG — Spent Coffee Ground), ktera je zaroven bohata
i na bioaktivni slouceniny, jako jsou napfiiklad polyfenoly, jez jsou schopny pfiznivé ovliviiovat
fyzikalni, morfologické a mechanické vlastnosti produkovanych biopolymert (Dirpan et al., 2023).
Hlavnim cilem této prace bylo zavést a optimalizovat metodiku vyroby bréek s ptidavkem kavové

sedliny a zhodnotit moznosti vyuZiti tohoto vyrobku v praxi.

Material a metodika
Vyroba bréek
V prvnim kroku bylo navazeno odpovidajici mnozstvi vepiové zelatiny, kterd byla ptidana
do destilované vody o teploté¢ 55-60 °C. Nasledné byl roztok michan na magnetické michacce,
ktera byla pfedehtata na teplotu 60 °C (350 ot./min), az do UpIného rozpusténi zelatiny. V dalS§im
kroku byl pifidan skrob a kavova sedlina. Po homogenizaci byla smés nalita do odmérného valce
a namacenim aplikovana na povrch formy. Po aplikaci smési byly formy ponechiany k vysuSeni

po dobu 12-24 hodin. Konkrétni navazky jednotlivych surovin jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Slozeni vzorka bréek

Vzorek SloZeni

K-RS 25 ml destilované vody + 5 g Zelatiny + 0,5 g ryZzového Skrobu

K-BS 25 ml destilované vody + 5 g Zelatiny + 0,5 g bramborového skrobu

K-KS 25 ml destilované vody + 5 g Zelatiny + 0,5 g kukufi¢ného Skrobu

RS+SCG 25 ml destilované vody + 5 g Zelatiny + 0,5 g ryZového Skrobu + 0,75 g SCG
BS+SCG 25 ml destilované vody + 5 g Zelatiny + 0,5 g bramborového Skrobu + 0,75 g SCG
KS+SCG 25 ml destilované vody + 5 g Zelatiny + 0,5 g kukufi¢ného $krobu + 0,75 g SCG

K — kontrola, RS — ryzovy skrob, BS — bramborovy s$krob, KS — kukuti¢ni skrob, SCG — spent coffee

grounds

Me¢éfeni antioxidacni kapacity

Na stanoveni mnozstvi celkovych polyfenolickych latek (TPC — Total polyphenol content) bylo
nejdiive navazeno piesné 0,1 g vzorku, a nasledné piidano 20 ml roztoku ethanol:voda v poméru
1:1. Vzorky byly poté extrahovany po dobu 30 minut v ultrazvukové lazni a prefiltrovany. Nésledné
byl 1 ml extrahované¢ho vzorku smichan s 5,9 ml 7,5% roztoku Na.COs a 5,9 ml ziedéného Folin-
Ciocalteauova ¢inidla v odmérné banice o objemu 25 ml. Smés byla inkubovana po dobu 30 minut
ve tm¢. Absorbance byla méfena pii vinové délce 765 nm za pouziti slepého vzorku. Vysledky byly
vyjadieny jako mnozstvi kyseliny gallové v miligramech na gram vzorku.

Antioxidacni kapacita metodou FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) byla vyhodnocena
po navazeni 0,1 g vzorku, do kterého bylo nasledn¢ ptidano 20 ml roztoku ethanol:voda (1:1).
Vzorky byly poté extrahovany po dobu 30 minut v ultrazvukové lazni a prefiltrovany. V tmavych
vialkach bylo smichdno 180 pl pfipraveného extrakt, 300 pl destilované vody a 3,6 ml pracovniho
roztoku, s obsahem acetatového pufr, TPTZ a FeCls. Vzorky byly inkubovany ve tmé po dobu 8
minut. Absorbance byla méfena pii vinové délce 593 nm a porovnavéana s kontrolnim vzorkem
(pracovni roztok a destilovana voda). Pro kvantifikaci byla vytvofena kalibra¢ni kiivka pomoci

Troloxu, pticemz vysledky byly vyjadieny jako pumol Troloxu na gram vzorku.

Méfeni textury

Texturdlni parametr/parametry tvrdost (g) a ldmavost (mm) byly testovany za pouziti pfistroje
TA.XT plus texturometru (Godalming, UK) podle mezindrodni normy ASTM D882-02. Biologicky
rozlozitelna brcka byla srovndvéana s plastovymi a papirovymi bréky. Vzorky byly upraveny na

délku 5 cm a kazdé méteni bylo provedeno tiikrat.
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Méfeni rozpustnosti a obsahu vody

Pro stanoveni rozpustnosti bréek byly vzorky po nafezani na délku 2 cm a zvazeni — hmotnost W1
(KERN, Némecko) suSeny v susarné (Ecoccel 55) pfi teploté 105 °C po dobu 2 hodin. Po ususeni
byly vzorky znovu zvazeny (W2). Poté byly vzorky ponotfeny do destilované vody a moiské vody
a suSeny pii pokojové teploté po dobu 24 hodin. Po 24 hodinach byly opét zvazeny (W3). Nasledné
byly vzorky po této inkubaci pti pokojové teploté umistény do susarny vyhiaté na 105 °C po dobu
24 hodin a poté znovu zvazeny (W4).

Vsechny analyzy byly statisticky zpracovany softwarem IBM SPSS.

Vysledky

Tabulka 2 zobrazuje vysledky méfeni antioxidacni kapacity pomoci metody FRAP a vysledky
obsahu celkovych polyfenoli. Z téchto vysledk vyplyva, ze vzorky obsahujici SCG vykazovali
vyrazné vys$i hodnoty antioxidacni kapacity (FRAP) a ve srovnani s kontrolnimi vzorky (p<0,05).
Nejvyssi hodnoty byly dosazeny u vzorku RS+SCG. Analyza antioxida¢niho potencidlu prokazala
taky pfitomnost bioaktivnich latek, jako jsou polyfenoly. Z vysledkl vyplyva, ze ptidavek SCG
pozitivné ovlivnil mnozstvi celkovych polyfenol ve vzorcich brcek, pficemz nejvyssi hodnota byla
dosazena u vzorku K-BS. Tyto latky mohou nejen zlepsit stabilitu bréek, ale také prispét k jejich
biologické hodnoté.

Tabulka 2: Vysledky antioxidac¢ni kapacity metodou FRAP a obsah celkovych polyfenolt bréek

Vzorek FRAP (umol Troloxu/g) TPC (mg kyseliny gallové/ml)
K-RS 6,08 =+ 0,71° 4,66 + 0,272

RS+SCG 12,48 + 0,28¢ 6,22 + 0,54

K-BS 5,51 + 0,12 6,99 + 2,22

BS+SCG 10,43 + 0,14¢ 6,61 + 0,41¢

K-KS 4,18 + 0,01 5,23 + 0,70%

KS+SCG 9,42 + 0,07° 5,66 + 0,86

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

Na zaklad¢ analyzy rozpustnosti a obsahu vody v experimentalné ptfipravenych vzorcich bréek
s pfidavkem SCG bylo zjisténo, ze obsah vody ve vSech vzorcich se pohyboval v rozmezi
9,59-16,57 %, pti¢emz mezi vzorky nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily. Rozpustnost

zji$ténd v destilované a motské vodég, po 24 hodinach, byla 100 % pro vSechny typy vzork.

Vysledky v Tabulce 3 naznacuji, Ze vzorky s pfidavkem SCG vykazovaly lepsi mechanické

vlastnosti ve srovnani s papirovymi i plastovymi bréky. Nejvyssi tvrdost byla zjisténa u vzorku
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RS+SCG (11 500,6 + 863,95 g). Lamavost vzorkli s SCG byla nizsi, coz naznacuje vétsi odolnost
materialu proti mechanickému naméhani. Tyto vysledky naznacuji, Ze SCG muze pozitivne ovlivnit

pevnost a celkovou strukturu bréek.

Tabulka 3: Vysledky analyzy textury bréek

Vzorek Tvrdost (g) Lamavost (mm)
K1-Plast 254,64 + 12,51° 3,54 + 0,28°
K2-Papir 242199 + 244,49¢ 29,04 + 0,49°
KS+SCG 5626,73 + 3472,91 11,94 + 10,12
BS+SCG 4 265,03 £ 1952,06 10,08 + 10,83
RS+SCG 11500,6 + 863,95° 4,35 + 1,42°¢

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

Na zaklad¢ analyz bylo zjisténo, ze pridavek SCG do biologicky rozlozitelnych bréek vyznamne
zlepsil jejich mechanické vlastnosti a zvysil antioxidacni kapacitu. Nejlepsi vysledky byly
dosazeny u vzorku RS+SCG, coZ poukazuje na pozitivni interakci mezi ryzovym Skrobem a SCG.
Tyto zavéry potvrzuji potencial SCG jako hodnotné suroviny pro udrzitelnou produkci bioplastt,
ktera ptispiva ke snizovani environmentalni zatéze spojené s produkcii a pouzivanim jednorazovych

plastl ve svéte.
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Uvod

Extraintestindlne patogénne kmene Escherichie coli (EXPEC) vyvolavaji mnoho zavaznych
infekcii (meninigitidy, bakterémie). Jednym z kmenov ExPEC je E. coli ST744. Tento kmen nesie
multirezistenciu k antibiotikdm a je globalne rozsireny. Jeho izoldcia z roznych zdrojov (klinicky
materidl, odpadové vody, vol'ne Zijice vtaky) naznacCuje vyborné prisposobenie sa podmienkam
prostredia a tspech v konkurenénom boji (1, 2). Preliminarne sekvenacné data dokazali pritomnost’
génov pre metabolizmus, pri ktorych sa predpokladd, ze posilituju celkové fitness tohto kmena.
Doteraz vSak chybaju stadie, ktoré by sa tejto tematike venovali podrobnejSie. Preto bude ciel'om
tohto projektu ur€it vplyv génov pre metabolizmus na fitness E. coli ST744 v roznych

podmienkach.
Material a metodika

Na zédklade preliminarnych genomickych dat bolo vybranych spolu 30 kmenov E. coli
roznych sekvenénych typov (ST). Vzorky pochadzali hlavne z Ceskej republiky a boli zmesou
klinickych izolatov, izoldtov z odpadovych vod, hydiny a volne zijiceho vtactva. Zbierku
vybranych izolatov tvorili E. coli ST744 (n=23) a E. coli iného ST (ST57, ST69, ST93, ST131,
ST155, ST354 a ST457). U vsetkych vzoriek bola stanovena hodnota minimélnej inhibi¢nej
koncentracie s pouzitim komer¢ne dostupnej testovacej supravy MIC GN 1 a GN 2 (96-jamkova
mikrotitracna platnicka s obsahom antimikrobidlnych latok v zostupnom koncentratnom gradiente).
Farebnd zmena bola po inkubdcii vyhodnotena vizudlne a hodnoty boli porovnané s hodnotami
uvedenymi v EUCAST.

Pre sledovanie ucinku génov pre metabolizmus bolo vybratych 15 kmenov (12 kmetiov E.
coli ST744 a E. coli ST 69, ST155 a ST354). Vzorky sme vykultivovali na platni s LB agarom pri

37°C, cez noc. Nasledne sme preniesli jednu koloniu do tekutého LB média a kultivovali 18 hodin
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pri 37°C, za staleho trepania (200 RPM). Na druhy den sme kultiru v 96-jamkovej mikrotitracne;j
platnicke nariedili v pomere 1:100.

Meranie prebehlo na pristroji Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (Biotek, USA), v
96 jamkovej platnicke (200 pl kultary/jamka). Kmene boli pocas vsetkych experimentov
kultivované 24 hodin a meranie optickej denzity prebiehalo v 15-minttovych intervaloch. Na
zaklade pritomnosti génov pre cold-shock proteiny u kmenov E. coli ST744, sme sledovali vplyv
teploty na rychlost’ rastu a ndstup lag fazy. Kultivacia v LB médiu, bez pridavku antibiotika,
prebehla pri 25°C, 37°C a 42°C. Druhy gén, na ktory sme sa zamerali bol betU, kodujuci
transportér pre osmoprotektivny glycin betain. Na zaklade toho boli zvolené podmienky: LB
médium s obsahom 2,5% NaCl, LB médium s obsahom 2,5% NaCl a pridavkom 150 uM glycin
betainu a LB médium bez aditiv. Kultivacia prebehla pri 37°C. Fitness kmeniov v osmotickom
strese a rozdielnych teplotach sme porovnali u jednotlivych kmenov v réoznych podmienkach na
zéklade rychlosti rastu (Vmax) a nastupu lag fazy (Lagtime).

Na ziskanie komplexnejSich informécii o E. coli ST744 boli kmene analyzované
fluorescen¢nou mikroskopiou s pouzitim DAPI farbenia (4',6-diamidino-2-fenylindol, modré

fluorescencné farbivo).

Vysledky

Kazdy testovany kmen bol multirezistentny, priCom vykazoval rezistenciu aspoil ku Styrom
roznym antibiotikdm. NajvysSia rezistencia bola zaznamenana voci teracyklinom (tigecyklin) a
fluorochinolénom (ciprofloxacin), na ktoré bolo rezistentnych 100 % testovanych kmenov.
Rezistenciu k nechranenym penicilinom (ampicilin, piperacilin) vykazovalo 96 % kmenov.
Rezistencia k cefalosporinom (cefuroxim) sa vyskytovala u 36 % izolatov, pricom na cefepim boli
takmer vSetky izolaty citlivé. Rezistencia na karbapenémy bola ojedinela.

Komparativna genomika odhalila, ze E. coli ST744 obsahuje Specificku variabilnt oblast,
ktora chyba v genome MG1655. Sekvenovanim dlhymi ¢itaniami boli v tejto oblasti identifikované
gény rezistencie na antibiotikd, ortut’ a dezinfekéné latky (kvartérne amonne zltceniny). Téato oblast’
obsahuje aj gén betU pre transportér glycin betainu, ktory chrani bunky pred osmotickym stresom.
ST744, rovnako ako MG1655, obsahuje gény pre cold-shock proteiny, ktoré znizuji riziko
degradacie RNA pri nizkych teplotdch. Obsah génov pre metabolizmus u jednotlivych kmenov

vybranych pre rastové krivky je znazorneny v Tabulke €. 1
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Tabul’ka €. 1: Pritomnost’ génov pre metabolizmus u kmeiiov E.coli. Modré — pritomné,

biele — nepritomné

Nazov kmeiia |ST BetU protein cold SITOCR
proteiny

1RUBe9cef ST744

1SlAe11cef ST744

1S0Be11cef ST744

7674 (EMB) ST744

7727 (MCA) ST744

7837 (EMB) ST744

54343 ST744

60061 ST744

MO16¢ ST744

150Ae29cef ST744

RM_30_CIP ST744

GVB10h ST744

1484 e 5T354

1505 e 5T155

150Be4cef ST69

MG1655 K12

Na zéklade rastovych kriviek (Vmax a Lagtime) sme dokazali, ze pritomnost’ cold-shock

proteinov mé pozitivny vplyv na fitness kmenov. V suboptimalnej teplote (25°C) bol fitness

kmeniov obsahujtcich cold-shock proteiny podobny optimalnej teplote (37°C). Na druht1 stranu, pri

teplote 42°C boli namerané hodnoty vyrazne odlisné, rychlost’ rastu bola vyrazne nizsia a Lagtime

vyrazne vys$si (Obrazok €. 1).

Rychlost rastu v rozdielnych teplotach
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Lagtime v rozdielnych teplotach

24:00:00

19:12:00

14:24:00

4:48:00

m25°Cm37°Cm42°C

Obrazok ¢. 1 Vplyv teploty na kmene obsahujuce cold-shock proteiny. A - Vplyv teploty na

Vmax, B - Vplyv teploty na Lagtime.

Rychlost’ rastu a Lagtime kmenov E. coli ST744 obsahujucich gén betU sa vyznamne

nelisi v podmienkach s osmotickym stresom (pridavok NaCl, pridavok NaCl a betainu). Pritomnost’

betU nema, v nami pouzitych podmienkach, vyrazny vplyv na fitness kmenov.
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Pomocou fluorescen¢nej mikroskopie bolo dokézané, ze medzi zivymi bunkami E. coli
ST744 je vysoka variabilita aj napriek tomu, ze ide o blizko pribuzné kmene s rovnakym az

identickym genetickym obsahom.

Zaver

Vsetky kmene E. coli ST744 vykazovali multirezistenciu. NajvysSia rezistencia bola
zaznamenana voci tetracyklinom a fluorochinolonom, zatial' ¢o rezistencia voci karbapenémom
bola ojedineld. Komparativna genomika odhalila Specificka variabilnu oblast v genéme ST744,
obsahujucu, okrem iné¢ho, aj gény pre transportéry osmoticky ochranné¢ho glycin betainu, ktoré v
referen¢nom kmeni MG1655 chybaju.

Pritomnost’ génu betU nepreukédzala vyrazny vplyv na fitness kmenov v testovanych
podmienkach osmotického stresu. Na druhu stranu sme potvrdili ochranna ulohu cold-shock
proteinov pri suboptimalnych kultivacnych podmienkach. Fluorescencna mikroskopia odhalila
vysoku fenotypova variabilitu medzi Zivymi bunkami ST744, napriek ich takmer identickému
genetickému obsahu.

Tento projekt prinaSa nové poznatky o genetickej variabilite a metabolizme E. coli ST744,

¢im prispieva k lepSiemu pochopeniu mechanizmov adaptacie tychto kmenov.
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Uvod
Antibioticka rezistence je pfirozeny jev spojeny s rozsahlym uzivanim antibiotik, ktery pfedstavuje
na dilezitosti Escherichia coli. Piirozen¢ je citlivd k vétSin€ antibakterialnich latek, avSak tento
druh je schopen akumulovat geny rezistence a horizontaln¢ je ptenaset. Hlavni roli v Sifeni
antibiotické rezistence sehravaji plazmidy, coz jsou kruhové molekuly DNA schopné replikace
nezavisle na chromozomu, které se prenasi mezi bakteriemi pomoci konjugace. Navzdory tomu, Ze
plazmidy poskytuji bakteriim vyhody pro pfeziti, zaroven piedstavuji pro buniku urcitou
energetickou zatéz. To se projevuje horSim ristem a niz8i schopnosti udrzet se v prostiedi bez
antibiotik ve srovnani s kmenem bez plazmidu. Bakterie tuto zatéz vyrovnavaji pomoci mutaci na
plazmidech ¢i chromozomech tzv. kompenzacni evoluci [2]. Aby bylo mozné vyhodnotit pfinos a
zateéz, které plazmidy bakterii poskytuji, je potiebné nejprve plazmid z bunky odstranit. Pro tento
krok byla zvolena inovativni metoda CRISPR-Cas9. VétSina dosavadnich vyzkumt se soustfedila
na malé, jednoduché plazmidy v laboratorné upravenych bakteridlnich kmenech. Takové
experimentalni nastaveni vSak nedokaze pIné odhalit realné dopady plazmidt na fitness bakterie v
jejich prirozenych hostitelich, a nakonec zkresluje informace o skute¢nych procesech v redlném
prostfedi. Proto byly vybrany plazmidy a bakterie, které se v poslednich letech §iti u clovéka, zvitat

a v prostiedi, s cilem nastavit experiment, ktery co nejblize odrazi aktualné probihajici procesy.

Material a metodika
Soubor k testovani byl vybran na zdkladé vysledkli analyzy nasi kolekce 400 kment ExPEC
(extraintestinalni patogenni Escherichia coli), které byly ziskany z Ceské republiky a ze zahraniéi v
piedchozich studiich [3]. NaSe sbirka zahrnuje izolaty z riznych zdroji v¢etné pacientii, doméacich,
hospodaiskych a volné Zzijicich teplokrevnych zvifat a prostiedi. Izolaty jiz byly diive
osekvenovany metodou kratkych ¢teni, a na zdkladé téchto genotypovych dat byly vybrany vhodné
kmeny k odstranéni plazmidu. Selekce probihala na zaklad¢ poctu plazmidi, genl rezistence aj.
Izolaty E. coli byly pro ucely charakterizace rezistentniho fenotypu podrobeny testim citlivosti k

antibiotikiim za i¢elem stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace [4]. Komparaci fenotypovych a

genotypovych dat byl vybran soubor 15-20 kment, na které byl ndsledné¢ navrzen plazmidovy
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vektor nesouci CRISPR systém, jehoz tikolem bylo odstranit z danych kmeni cilovy plazmid. Byl
vytvoten navrh vektoru CRISPR-Cas9 s navadéci RNA specifickou pro sekvenci nachézejici se
vyhradné na plazmidu, nikoliv na bakteridlnim chromozomu, aby se pfedeslo nechténému
poskozeni chromozomu. Cilova sekvence byla zamétfena na toxin z toxin-antitoxinového systému,
pritomny pouze na plazmidu. Po syntéze ve formé oligonukleotidu byla sekvence zaklonovédna
pomoci klonovaci metody Golden Gate Cloning [5] do vektoru pLC10 s genem pro rezistenci k
chloramfenikolu. Takto pfipraveny vektor byl elektroporaci ptenesen do novych laboratornich
bunék. Bunky byly kultivovany na LBA (Luria Bertani agar) médiu spolecn¢ s chloramfenikolem.
Bylo vybrano 10 kolonii, které¢ byly ovéfeny pomoci PCR a elektroforézy. Spravné zarazeni
navadéci RNA bylo ovéfeno Sangerovym sekvenovanim. Z vybranych kmenii byly pfipraveny
elektrokompetentni buiiky pro naslednou elektroporaci plazmidovym vektorem. Plazmidovy vektor
s navadéci RNA byl vyizolovan z Ilaboratornich bun¢k a takto pfipravend DNA byla
elektroporovana do vybranych kment. Elektroporace byla ispéSna u osmi kmenii. Nasledné byl u
téchto kment aktivovan CRISPR-Cas9 systém. Poté byly izolaty nao¢kovany na LB médium bez
antibiotika a 3 hodiny inkubovany v 37 °C pro eliminaci termolabilniho vektoru. Po tfech hodinach
byly izolaty naoCkovany na petriho misky s chloramfenikolem, ktery indikuje pfitomnost vektoru.
Déle na médium s cefotaximem, ktery potvrzuje pritomnost cilového plazmidu a na médium bez
antibiotika. Vzhledem k narGstu izolati na miskdch s cefotaximem, je zfejmé, ze nedoslo

k eliminaci plazmidu.
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Obrazek 1. Sekvence vektorového plazmidu pLCI10 s genem rezistence na chloramfenikol a
zaklonovanou navrzenou navadéci sekvenci RNA.
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Vysledky
Byl uspésné navrzen CRISPR-Cas9 vektor obsahujici navadéci RNA specifickou pro sekvenci
nachazejici se vyhradné na plazmidu. Navadéci sekvence byla syntetizovana jako oligonukleotid a
uspésné zaklonovana do vektoru pLC10 nesouciho gen pro rezistenci k chloramfenikolu pomoci
metody Golden Gate Cloning. Elektroporace vektoru do laboratornich bunck byla uspésna.
Elektroporace do klinicky vyznamnych kmenti byla Gspésnad u 40 % (8 z20) transformovanych
kmend.
V rémci tohoto projektu byla navrZzena navadéci RNA zaméfend na antitoxin v toxin-antitoxinovém
systému plazmidu s cilem eliminovat tento systém a naruSit stabilitu plazmidu. AvsSak pfi
naslednych analyzach bylo zjisténo, ze plazmidy testovanych kmend obsahuji nejen jednotlivé
toxin-antitoxinové systémy, ale 1 viceCetné varianty téchto systému, coz ¢ini pokus o eliminaci
ucinnost CRISPR-Cas9, ¢imZ vyrazné€ snizuji uspésnost odstranéni plazmidu.
Tyto slozité vlastnosti plazmidi nebyly zcela odhaleny v piivodni analyze provadéné pomoci
sekvenovani kratkych ¢teni, kterd poskytuje pouze omezeny piehled o celkové struktuie plazmidu.
Abychom ziskali podrobnéjsi informace o struktufe a obsahu téchto plazmidd, bylo nezbytné
podrobit testované kmeny dodate¢nému sekvenovani dlouhych cteni.
Tato dodatecnd analyza umoznila podrobné&jsi pochopeni plazmidové biologie testovanych kment a
odhalila faktory ovliviiujici uspésnost eliminace plazmidi. Ackoliv nebyl experimentalni plan
realizovan v plném rozsahu, analyza plazmidovych systémi, vcetn¢ toxin-antitoxinovych a
antiCRISPR mechanismi, poskytla novy pohled na vyzvy spojené s pouzitim CRISPR-Cas9 u
klinickych bakterii. Ziskané poznatky béhem realizace projektu poskytly cenné informace, které
vyznamné piispély k hlubsimu porozuméni komplexnim interakcim mezi klinickymi bakteridlnimi
kmeny, plazmidy a CRISPR-Cas9 systémy.

Zavér

Vysledky navrhovaného projektu pfinesly klicové poznatky o komplexnosti odstrafiovani plazmidt
z klinicky vyznamnych bakterii pomoci CRISPR-Cas9 systému. Uspé&né byla navrzena a
implementovana strategie cileného odstranéni plazmidii zaméfena na toxin-antitoxinové systémy.
Experimenty vSak odhalily pfitomnost viceCetnych toxin-antitoxinovych systémt a antiCRISPR
mechanismi, které vyrazn€ omezily ucinnost CRISPR-Cas9. Dodatecné sekvenovani dlouhych
cteni poskytlo detailnéjsi vhled do struktury plazmidl, ¢imz objasnilo faktory ovliviiujici jejich

stabilitu a schopnost eliminace. Vysledky tohoto projektu zduraziuji potiebu dalsiho vyzkumu
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zamefeného na piekonani obrannych mechanismii plazmidi a poskytuji nové sméry pro vyuziti

CRISPR-Cas9 v feseni problému antibiotické rezistence.
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Escherichia coli ST131 virotyp E: komplexni genomicka analyza vysoce klonalni
multirezistentni linie a jejiho SiFeni v prostredi
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Uvod

Neustale se zvySujici antibiotickd rezistence bakterii pfedstavuje rozsahly problém nejen v oblasti
humanni a veterinarni mediciny, ale také v ptipad¢ volné Zijicich zvifat a zivotniho prostiedi.
Gramnegativni bakterie, vCetn¢ Escherichia coli, ptedstavuji rozsahlou skupinu rezistentnich
mikroorganismit kolonizujicich rtzné prostiedi. E. coli sekvencni typ (ST) 131 patii mezi
celosvétové rozsifené klondlni linie multirezistentnich kmenti. Tato linie je z velké casti
zodpovédna za vznik nozokomidlnich ndkaz, ale také za infekce dribeze a domacich zvifat. Vysoka
mira vyskytu konjugativnich plazmidii zvySuje pravdépodobnost Sifeni genil rezistence i virulence,
a vede k tomu, zZe je v dnesni dob¢ tento ST hlavni linii zodpovédnou za Sifeni Sirokospektrych
beta-laktamaz.

Mimo bézné fylogenetické skupiny A, B, C0O, C1 a C2 [1] je mozné ST131 rozdé¢lovat do virotypi
A, B, C, D, E a F charakterizovanych vybranymi faktory virulence. V naSem projektu se
zaméefujeme na virotyp E, ktery je asociovan s fylogenetickou skupinou C2. Skupina virotypu E se
vyznacuje pomérné vysokou klonalitou, a to jak mezi izolaty ziskanymi z jednoho zdroje, tak mezi
izolaty pochdzejicimi z rliznych prostiedi. U izolath nalezenych u pacientii s infekcemi mocovych
cest se také Casto vyskytuje genomicky ostrov pheU, na kterém se obvykle nachdzi gen cnfl
zodpovédny za produkci cytotoxického nekrotizujiciho faktoru spolu s operonem hlyCABD
zapricinujiciho produkci toxinti ze skupiny hemolysini. U tohoto genomického ostrova je Casto
diskutovan pfenos mezi riznymi kmeny E. coli za pomoci konjugativnich IncF plazmida [2, 3].
Objevena byla také piitomnost arc operonu pro utilizaci argininu ohrani¢eného inzer¢nimi
sekvencemi, diky nimz je tento operon podobné jako vyse zminéné geny nejCastéji prendSen na

konjugativnich IncF plazmidech.

Material a metodika
V projektu byly charakterizovany a porovndny bakterie rezistentni k antibiotikim bézné
vyuzivanym v klinické praxi. Testovana sbirka 108 E. coli ST131 virotypu E se skladdala ze vzorki
ziskanych béhem sbéru izolat E. coli ST131 v prabehu let 2009-2021. Bylo také analyzovéano
1482 sekvenci virotypu E stazenych z globalni databaze Enterobase. Z celkového poctu 1590
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sekvenci virotypu E pochézelo 557 sekvenci z Evropy, 494 ze Severni Ameriky, 274 z Oceénie, 226
z Asie, 20 z Jizni Ameriky a 19 z Afriky. Nasich 108 izolati E. coli virotypu E bylo pro ucely
doplnéni dat z celogenomového sekvenovani (WGS) o analyzu rezistentniho fenotypu otestovano
na citlivost k vybranym antibiotikiim ze tfidy betalaktamu, fluorochinolonti a karbapenemi. Dosud
neosekvenované izolaty spadajici do sbirky ST131 byly podrobeny WGS analyze kratkych ¢teni pro
pfipadné odhaleni dalSich zastupcii virotypu E. Celogenomova DNA na WGS byla extrahovana
kitem NucleoSpin® Tissue a sekvenovani probéhlo na platformé NovaSeq 6000 (Illumina).
Kvalitativni kontrola ziskanych dat byla provedena softwarem Trimmomatic, ve kterém byly
ofezany adaptorové sekvence a odfiltrovany sekvence snizs$i kvalitou. Upravenda data byla
poskladana v programu SPAdes. Pomoci nastroje MLST [4] byl potvrzen ST131. Sekvenc¢ni data
byla charakterizovana v programu PlasmidFinder ve webovém rozhrani Center for Genomic
Epidemiology (CGE; https://www.genomicepidemiology.org), ktery nam pomohl identifikovat
plazmidy nesené izoléaty a zatadit je do pfislusnych inkompatibilnich skupin. S vyuzitim algoritmt
ResFinder a VirulenceFinder (oba CGE) byly detekovany geny rezistence k antibiotikiim
a virulen¢ni faktory. V zévislosti na ST IncF plazmida a pfitomnych geni rezistence byly vybrany
reprezentativni izolaty pro sekvenovani dlouhych ¢teni na platformé MinlON (Oxford Nanopore
Technologies) a DNA téchto izolata byla izolovana kity NucleoBond HMW DNA a Nanobind CBB
Big DNA. Tato data byla poskladéna s vyuzitim nastroje Unicycler a ziskané sekvence plazmida
byly anotovany v programu Bakta. V softwaru RStudio [5] byly provedeny fylogenetické analyzy
véetné¢ vytvoreni fylogenetickych stromi a heatmap =zalozenych na jednonukleotidovych
polymorfismech, kter¢ ndm pomohly sledovat piibuznost izolati této linie. Tyto analyzy byly
provedeny jak na naSich izolatech, tak na vetejné¢ dostupnych sekvencich, a poskytly tak komplexni

ptehled o E. coli ST131 virotypu E.

Vysledky
V ramci studie byla zhodnocena sbirka 108 izolati E. coli ST131 virotypu E pochazejici z Ceské
republiky, a data byla porovnana s globélni sbirkou 1482 sekvenci ziskanych z vefejn¢ dostupné
databaze Enterobase. Ze 108 izolati naSi sbirky jich 105 (97,22 %) neslo IncF plazmidy s
nejcast€jSimi sekvencnimi typy F31/F36:A4:B- (63/108; 58,33 %), F36:A4:B1 (18/108; 16,67 %) a
F29:A-:B10 (10/108; 9,26 %). Prave pritomnost plazmidii nesoucich varianty alel F31, F36, popf.
F31/F36 je spojovana s vyskytem arc operonu, ktery byl nalezen u vSech takovych kment. Z celé
nasi sbirky byl arc operon nalezen u 89/108 (82,41 %) izolatd, coz je signifikantné vyssi podil nez u
souboru sekvenci z Enterobase, kde se arc operon nachéazel u 776/1482 (52,36 %) genomu. To by

mohlo byt vysvétleno naptiklad blizkou ptibuznosti naSich izolatl, které¢ ukazaly primérny rozdil
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571 jednonukleotidovych polymorfismt (SNP; single-nucleotide polymorphism) oproti 799 SNP
nalezenych ve sbirce stazenych genomt. U 100 % (108/108) izolath nasi sbirky byl nalezen gen
cnfl a gen hlyA, které Casto byvaji spojovany pravé s pritomnosti arc operonu. Sekvenovani
dlouhych cteni bylo provedeno na 12 reprezentativnich izolatech a potvrdilo lokalizaci geni cnfl a
hlyA na stejnych plazmidech, na kterych se vyskytoval i arc operon. Vzhledem k nizsi prevalenci
arc operonu oproti témto gentim vsak nebyla uplnd souvislost mezi jejich spole¢nou ptitomnosti
potvrzena. Geny hlyB, hlyC, hlyD a hlyE, které spolu s hlyA Casto tvoii operon hlyCABD kédujici
produkci hemolysinu, nebyly nalezeny u zaddného z izolati za pomoci sekvenovani kratkych ani
dlouhych ¢teni. U 96,30 % (104/108) izolat nasi sbirky byl také nalezen gen blactx-m, ktery koduje
rezistenci k beta-laktamiim jakoZto nejcastéji pouzivané skupiné antibiotik, coz korelovalo s 93,05
% (1379/1482) pozitivnich sekvenci ze souboru stazenych genomi. V ramci analyz piibuznosti
mezi sbirkou stazenych genomt a nasimi izolaty byl na zékladé SNP sestaven fylogeneticky strom
(Obr. 1) a SNP matice zobrazujici genetické vzdalenosti mezi jednotlivymi izolaty. Dle téchto
vysledkll se nase izolaty misi s genomy pochdzejicimi z riznych Casti svéta a vykazuji blizkou

fylogenetickou pfibuznost bez ohledu na zdroj a misto odbéru.

Obrazek 1. Fylogeneticky strom zobrazujici distribuci izolatl pochazejicich z nasi sbirky (modra
barva) a sekvenci ziskanych z databaze Enterobase (Cervena barva)
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Zavér
Studie nabizi pohled na sbirku izolatd E. coli ST131 virotypu E pochazejicich z Ceské republiky a
sekvenci z vefejné dostupné databdze Enterobase. VétSina izolatlh z obou sbirek byla asociovana
s epidemiologicky vyznamnymi IncF plazmidy. Téméi u vSech izolati obou sbirek byl také nalezen
gen blactx-m pro rezistenci k beta-laktamovym antibiotikim. Byly prozkoumany genetické
vzdalenosti mezi jednotlivymi izolaty. NaSe izolaty zde vykazuji blizkou fylogenetickou ptibuznost
s genomy z ruznych ¢asti svéta, coz potvrzuje vysokou klonédlni podobnost této linie napti¢ celym

svétem.
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Uvod

Jerky pfedstavuje jeden z nejstarSich masnych vyrobkt, ktery se konzervuje susenim pfi relativné
nizkych teplotach. Tyto snacky jsou oblibenymi produkty u konzumentii kviili snadno dostupnému
zdroji bilkovin, specifické chuti a dlouhé trvanlivosti. Jerky se navic vyznacuje nizkym obsahem
sacharidt a tukl. Mezi spotiebiteli je nejoblibenéjsim druhem hovézi jerky, ale na vzestupu jsou i
vyrobky z jinych druhid masa (Yang et al., 2009). Kvalita suSeného masa je ovlivnéna fadou
faktort, jako je mnozstvi intramuskularniho tuku, v€k a plemeno zvifat, technika suseni a pouzité
piisady. Fyzikéalné-chemické parametry, mikrobiologické parametry a senzorické vlastnosti jsou
zakladnimi ukazateli kvality suSeného masa. Z divodii pouzivani nizSich teplot a vy$§imu riziku
kiizové kontaminace pii vyrobé mize ptedstavovat pro spotiebitele jisté riziko. Mikrobiologicky
profil suseného masa je ovlivnén sniZenim obsahu vody v mase, které zpiisobi omezeni nebo
zastaveni ristu mikroorganismil. Nizka aktivita vody ale muze ptispivat k rozvoji plisni. Zména pH
nebo kontaminace vzduSnou atmosférou muize poskytnout podminky pro rist bakterii mlééného
kvaseni (BMK) (Mediani et al., 2022). N¢které druhy patogennich bakterii, jako je Salmonella spp.,
S. aureus, klostridia ad., mohou proces suSeni ptezit (Mishra et al., 2017). Listeria monocytogenes
muze prezivat a mnozit se i pti nizkych teplotach, coz zvysuje riziko kontaminace (Coradini et al.,
pfipad€¢ suSeného masa je ovlivnéna zbytkovou vlhkosti, kterd je cca 20 %. Textura mize byt
nasledné¢ ovlivnéna pouzitim rtiznych druhti zktehcujicich a zvlhcujicich latek (Cheng et al., 2023).

Cilem této studie bylo ve vybranych vzorcich jerky stanovit nasledujici mikroorganismy: CPM,
BMK, bakterie Celedi Enterobacteriaceae, S. aureus, B. cereus, C. perfringens, Salmonella spp., L.
monocytogenes, a plisn¢ jejich mikrobiologickou kvalitu, dale analyzovat a porovnat fyzikalné
chemické parametry (pH, aw, obsah suSiny, tuku, bilkovin a kolagenu). Soucasti prace bylo také

stanoveni barevnych parametrii a velikosti stiizni sily pomoci instrumentalnich metod.
Material a metodika
Pro analyzy byly zakoupeny v trzni siti CR riizné druhy masnych vyrobki jerky. Bylo analyzovano

45 vzorkli — hovézi (n = 16), kriti (n = 10), zvétina (n = 5), vepfové (n = 4), kuteci (n = 3) a biltong
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(n = 7). Kazdy vzorek byl zakoupen ve 2 raznych Sarzich, celkové bylo vySetfeno 90 vzorki jerky.
U 4 vzorkli nebylo zdivodu neptiznivého mikrobiologického profilu provedeno senzorické
hodnoceni. V kazdém vzorku byly stanoveny nasledujici skupiny mikroorganismi: celkovy pocet
mikrorganismi (CPM), bakterie mlécného kvaseni (BMK), Enterobacteriaceae, S. aureus, B.
cereus, C. perfringens, Salmonella spp., L. monocytogenes a plisn¢. Kultivace a vyhodnoceni byly
provadény dle platnych ISO norem. Sérotypizace izolatd byla provedena podle White-Kauffmann-
Le Minor schématu aglutinaci na sklicku se specifickymi séry pro O a H antigen. Pomoci metody
PCR byly detekovany geny kodujici bic¢ikové proteiny (fIjB, fliC). Hodnota pH byla méfena ve
vyluhu pH-metrem WTW pH 3401 (WTW GmBh, Némecko). Aktivita vody byla stanovena na
pistroji Novasina LabMaster (Novasina, Svycarsko). Pro stanoveni obsahu susiny byla pouZita
metoda suSeni pii teploté 103 + 2 °C po dobu 24 hodin. Obsah tuku byl stanoven na pfistroji
Soxtec™ 2055 (FOSS, Sweden). Obsah celkovych bilkovin byl stanoven na pfistroji Kjeltec™
2300 (FOSS, Sweden) metodou podle Kjeldahla. Obsah kolagenu byl stanoven spektrofotometricky
pfi vlnové délce 550 nm na spektrofotometru GENESYSTM 6 (Thermo Electron Corporation,
USA) jako mnozstvi 4-hydroxyprolinu. Thiobarbiturové ¢islo (TBA) bylo stanoveno jako
ekvivalenty malondialdehydu destilacni metodou reakci s kyselinou 2-thiobarbiturovou.
Instrumentalni hodnoceni barvy bylo provedeno pomoci spektrofotometru KonicaMinolta CM-5
(KonicaMinolta, Japonsko). Méfeny byly parametry L* - svétlost, a™* - Cervend a b* - Zluta. Velikost
stiizni sily byla méfena dle Warner-Bratzlera na pfistroji INSTRON 5544 (InstronCorporation,
USA). Senzorické hodnoceni bylo provedeno panelem 10 proskolenych hodnotiteli pomoci
devitibodovych grafickych stupnic dle platnych ISO norem. Statisticka analyza byla provedena
pomoci softwaru UNISTAT® 6.5 (Unistat Ltd., Londyn, Spojené kralovstvi). Data byla zpracovana
pomoci statistického testu ANOVA s Tukey post testem. Statistické hodnoceni bylo provadéno pfi

5% hladiné€ vyznamnosti. Rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné, pokud bylo P <0,05.

Vysledky

Mikrobiologické analyza

Vysledky bakteriologickych analyz vzorkl jerky jsou uvedeny v tab. 1. Z tabulky je ziejmé, Ze se
primérnd kontaminace (CPM) hovéziho, kritiho, vepfového a zvétinového jerky pohybovala okolo
3 log KTJ/g, coz svéd¢i z mikrobiologického hlediska o kvalitnim vyrobku. Pocatecni hodnoty
CPM v suSeném mase se pohybuji v rozmezi 1-3 log KTJ/g. Dalsi rozvoj mikroorganismt zalezi na
zpusobu baleni, druhu masa a zpiisobu skladovani (Yang et al., 2009). Bakterie mlééného kvaseni
doséhly nejvyssich hodnot ve vzorcich biltongu (témét 4 log KTJ/g). Primérné se hodnoty BMK

pohybovaly kolem 2 log KTJ/g. Pocty naznacuji, ze se jedna kvalitni vyrobky s vysokou udrznosti.
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Bakterie z Celedi Enterobacteriaceae, povazované za hygienicky indikator prostfedi, byly uréeny
u vSech druht masa kromé vepiového a zvefiny. Nejvyssi zachyt byl u kufecitho masa. Plisné
nebyly prokazdny pouze u vepfového masa. Bylo zjiSténo, ze kufeci maso vykazuje nejvyssi
prumérné hodnoty v poctu CPM a Enterobacteriaceae a vys$i hodnotu BMK v porovnani
s ostatnimi druhy masa. Nejvyssi pocet BMK a plisni byl zjistén u biltongu. Statisticky vyznamné
rozdily (P <0,05) v poc¢tech mikroorganismu u jednotlivych druhti suseného masa ukazuje tabulka
1. U vSech kategorii vzorkid (4,44 %) kromé zvéfiny byl S. aureus prokazéan. Bacillus cereus byl
stanoven u 13,33 % vzorka (hovézi, zvéfina, krati, biltong). Bakterie Clostridium perfringens
nebyla detekovédna pifi primokultivaci, pouze pfi pomnozZeni, a to u 4,44 % vzorkd. U jednoho
vzorku kufeciho masa byla ur€ena Salmonella Enteritidis. V ptipadé salmonely mize piedstavovat
riziko vstupni surovina, Castéjsi je ale sekundarni kontaminace, kdy se salmonela dostava do
produkti z vyrobniho zafizeni, pomticek a od pracovnikl. Listeria monocytogenes nebyla
prokdzana u zadného vzorku. Piestoze vykazuji primémé pocty sledovanych indikatorovych
bakterii relativné pfiznivé hodnoty, byly zjisténé vzorky s vysokymi hodnotami CPM a s hodnotami
Enterobacteriaceae ptesahujici 3 log KTJ/g. Vyrobci musi vénovat piipravé jerky velkou pozornost
s ohledem na hygienu vstupni suroviny, provozni i osobni hygienu. Rovnéz kontrolni organy musi

pii své inspekeni Cinnosti sledovat dodrzovani pravidel spravné hygienické praxe.

Tabulka 1 Vyskyt celkového poctu mikroorganismii (CPM), bakterii mlééného kvaSeni (BMK),
bakterii celedé Enterobacteriaceae (Enterobacter.) a plisni u riznych druht suSeného masa.

Vysledky jsou uvedeny v log KTJ/g (primér, minimalni a maximalni hodnota).

Parametr HOVEZI KRUTI VEPROVE ZVERINOVE | KURECI BILTONG
CPM 3,41+ 1,61% 3,10+ 1,972 3,39 +2,00% 2,99 £ 1,59 5,02 + 2,69 bed 4,69 +1,78b¢
(min.; max.) (<1; 8,34) (<1;7,26) (<1; 8,28) (<1; 5,04) (2,0;9,79) (1,85;7,59)
BMK 2,31 +£1,632 2,42 +£1,84% 0,85 +0,00° 2,74 £1,09% 3,52+2,72% 399+1,91¢
(min.; max.) (<1,7; 7,54) (<1,7; 7,23) (<1,7;<1,7) (<1,7;7,32) (<1,7;7,32) (<1,7; 6,72)
Enterobacter. 0,63 +0,48% 0,67+0,422 0,50+ 0,00 0,50+ 0,00 1,30 £1,18" 0,65+0,542
(min.; max.) (<15 3,04) (<1;2,04) (<1;<1) (<1; 3,45) (<1; 3,45) (<1;2,61)
Plisné 1,06+ 0,31° 1,07 +£0,322 1,00 £ 0,002 1,42+£0,732 1,22+ 0,48 1,78 £1,52°
(nim.; max.) (<2;2,78) (<2;2,48) (<2;<2) (<2; 2,48) (<2;23) (<2;5,38)

a.b,¢.d Rozdilné indexy v fadcich ukazuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05).

Fyzikaln¢€ — chemicka analyza

Vysledky fyzikalné chemickych analyz jsou uvedeny v tabulce 2. Zatimco nejnizsi pH bylo zjisténo

u biltongu, nejvyssi pH meélo kuteci jerky. Hodnoty aktivity vody se ramci vSech vySetfovanych

vzorkli pohybovaly od 0,49 po 0,89 (hovézi jerky). Nejnizsi aktivita vody a zaroven nejvyssi obsah
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susiny byl zjistén u kuieciho jerky. Rovnéz obsah popela byl u kuteciho jerky vyznamné (P <0,05)
vy$$i nez u ostatnich druhti masa. Nejvice tuku obsahovalo vepiové jerky, vyznamné méné tuku (P
<0,05) bylo zjisténo u jerky krutiho, zveéfinového a kufeciho, u nichz byl zaroven vyssi (P <0,05)
obsah bilkovin nez u jerky hovéziho, vepfového a biltongu. Hovézi jerky a biltong obsahovaly

nejvice (P <0,05) kolagenu.

Tabulka 2 Hodnoty fyzikalné chemickych ukazatelii u jednotlivych druhli masného vyrobku jerky.

Parametr HOVEZi KRUTI VEPROVE ZVERINOVE | KURECI BILTONG
pH 5,46 +0,27° 5,52 +£0,43° 539 +0,23 547 +0,18 5,76 + 0,15 522+0,21°
(min.; max.) (4.,85; 5,98) (4.,38; 6,03) (4.87; 5,75) (5,23, 5,74) (5.,48; 5,96) (4.,89; 5,64)
aw 0,72 + 0,09 0,740,104 [0,76£0,11®¢ | 0,77 £ 0,05 0,68 +0,12° 0,76 + 0,095
(min.; max.) (0,49; 0,89) (0,57; 0,88) (0,56; 0,87) (0,69; 0,85) (0,55;0,85) (0,59; 0,87)
Susina (%) 75,20 + 6,442 73,42+6,59%  [72,58+8,13%d | 72,75+387° 76,21 £875®  |69,23 + 8,13
(min.; max.) (62,43;88,81) | (62,15;84,88) [ (63,31;85,42) | (66,17;78,70) | (63,70;85,24) | (58,14; 85,39)
Popel (%) 6,34 £ 136 6,74 £ 1,26° 6,46 + 1,34 6,44 +0,38° 7,41 +0,84° 6,52+ 1,17
(min.; max.) (3,23; 8,69) (3,45; 8,89) (4,50; 9,19) (5,69;7,11) (6,03;8,31) (3,54;7,82)
Tuk (%) 6,54 + 3,00° 3,93+ 1,78 7,80 + 3,67 4,71 +2,05% 4,81 +0,93° 7,54 + 4,03
(min.; max.) (1,79; 15,12) (1,45;9,44) (3,15; 14,65) (2,82;9,29) (3,57; 6,20) (2,75, 19,81)
Bilkoviny (%) [ 49,96 + 9,95 56,83 +8,97° 53,17 +7,15° 57,23 + 5,64 59,00 + 9,24° 50,32 + 7,09%
(min.; max.) (32,80; 68,49) | (40,66;69,98) | (40,78;66,30) | (47,86;65,88) | (40,33;69,21) | (37,11;63,74)
Kolagen (%) 1,95 + 0,63 1,13 +0,32% 1,14 + 0,33 1,47 +0,63° 0,98 +0,18° 2,29 +0,66°
(min.; max.) (1,09; 3,32) (0,74 1,97) (0,61; 1,91) (0,88; 2,68) (0,64; 1,17) (1,26; 3,40)

a.b,¢,d Rozdilné indexy v fadcich ukazuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05).

Vyhodnoceni ostatnich parametrt (obsah soli, barva, textura) v€etn¢ senzorické analyzy a kontroly
znaceni bude publikovano v recenzovaném casopisu.
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Herpesviry obojZivelniki v Cesku a okolnich zemich
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Uvod

Obojzivelnici jsou globalné nejrychleji ubyvajici skupinou obratlovcil a patogeny jsou necastejsi
pti¢inou kritického zhorSeni statusu ohrozeni jednotlivych druhli (Luedtke et al. 2023). Jednou
z obecné malo studovanych skupin patogenii u obojzivelnikii jsou viry z fadu Herpesvirales, Celedi
Alloherpesviridae. Do herpesvir patfi vyznamné patogeny pisobici napii¢ vSemi tfidami
obratlovcli, od ryb po savce (McGeoch et al. 2006). U chovanych druhii Casto plsobi velké
ekonomické Skody, jejich vyznam u volné zijicich druhG je nedostate¢né prozkouman. U
obojzivelnikii byly dosud identifikovany c¢tyfi druhy: Ranid herpesvirus 1 (RaHV-1), Ranid
herpesvirus 2 (RaHV-2), Ranid herpesvirus 3 (RaHV-3) zatfazené do nové ustanovené¢ho rodu
Batravirus a zatim od nich stranou stojici Bufonid herpesvirus 1 (BfHV-1). Pfestoze Batravirus
Ranidallo-1 je znamy uz od r. 1934, ptvodné jako ,,Lucké tumor herpesvirus®, je druhova diverzita
HYV obojzivelnik dosud vyrazn¢ podhodnocena a neprostudovana.

V Evropé je prokazan vyskyt Batravirus Ranidallo-3 u skokan hnédych (Rana temporaria) (Origgi
et al. 2017, Origgi and Taugbol 2023). BfHV-1 je pfitomny u ropuch obecnych (Bufo bufo)(Origgi
et al. 2018, Origgi et al. 2021). Infekce se v obou ptipadech u dospélych jedincii projevuje koznimi
lézemi, a pfima spojitost mezi HV a mortalitou nebyla potvrzena. Pro ucely diagnostiky HV
obojzivelnikil byly vyvinuty primery pro PCR s rtiznou specifitou (Licheri and Origgi 2020, Origgi
and Taugbol 2023). Herpesviry u infikovanych obojzivelniki obvykle zplsobuji kozni 1éze
v podobé lymfou naplnénych puchytkli (Origgi et al. 2021), pfitomnost takovych 1ézi muze
naznacCovat pritomnost herpesviri. Na zdklad¢ fotografickych dokladl se lze domnivat, Ze
herpesviry se v CR vyskytuji na vét$ing izemi a u vice druhd, nez bylo dosud potvrzeno.

Material a metodika

Byl analyzovan soubor 526 vzorkti DNA ze stérovych vzorkt obojzivelnikl z volné ptirody a lidské
péce, ktery byl tvotfen vzorky z ptedchozich vyzkumi a sbéry v roce 2024. V prubéhu jara a zacatku
léta probéhlo vzorkovani na zakladé spoluprace s NP Podyji (Z. Macat) se zacilenim na pulce
blatnice skvrnité (Pelobates fuscus) a kun€k (Bombina sp.). V ramci této spoluprace byly ziskany
navic vzorky podezielych ptipadi thyn a neoplazii u jeStérky zelené s podezienim na plazi
herpesvirus. Mimo bézné stérové vozrky byly na jafe 2024 nasbirany také vzorky cca 40ks
uhynulych ropuch obecnych na migracni trase, které budou jesté podrobeny dal$im analyzam.
Obvykle byly vzorky odebirany nedestruktivni metodou koznich stéri. DNA byla izolovdna pomoci
jednokrokové izolace s pouzitim PrepMan Ultra, v piipad¢ tkani a n¢kolika bukélnich stérti pomoci
DNA izola¢niho kitu Qiagen Blood and tissue.

Jako diagnostickd metoda byla zvolend qPCR s vyuzitim interkalacniho barviva SybrGreen
zalozend na vyuziti primerd EUPB-FW-2 (5‘-GTRCARGCTCAYAGAAACAACACATG-3%) a
EUPB-RV-1 (5'-GGTCCMGARGGYAYAAAATG-3°) urCenych k end-point PCR amplifikujici
evropské herpesviry obojzivelnikt (Licheri and Origgi 2020). Pomoci teplotniho gradientu jsme na
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vzorcich z jedinct s ptiznaky herpesvirozy (a nasledné sekvencné potvrzenych) testovali idedlni
teplotni program PCR.

SloZeni reakéni smési objem na
1 jamku v
ul Program thermocycléru dle
Sybr green Roche 15 Licheri et Origgi, 2020
Master 2x inicia¢ni denaturace  94°C 3 min
EUPB-FW-2 (10 pM) S denaturace 94°C | 30s
PRI o 40 cykli
EUPB-RV-1 (10uM) 5 nasedani primert 30s
52°C
total mix = | syntéza DNA 72°C 30s
Objem reakcéni smési na 25
iamku finalni syntéza DNA  72°C 10 min
Objem vzorku > ul méreni teplotxy tani | 95°C Ss
65°C 1 min
Celkovy objem 30 65;97 pavy§ovéni teploty, Iv)fl ’
meéteni fluorescence, 10 méfeni na
1°C
chlazeni 40°C | 10s

Vzorky s pozitivnim vysledkem amplifikace DNA, byly purifikovany a oboustranné sekvenovany
s primery pouzitymi k PCR u firmy SEQme. Vysledné sekvence byly docistény alignovany a
srovnany s databazi Genbank.

Vysledky

Potvrdili jsme pouZitelnost primerti pro detekci evropskych herpesvir obojzivelnikt dle Licheri et
Origgi (2020), ale adaptovali jsme protokol k pouziti s gPCR a umoziujici tak srovnani sily signalu
(mnozstvi viru ve vzorku). Na zdkladé qPCR, analyzy teploty tani produkti a sekvenace jsme
potvrdili vyskyt BfHV-1 v Ceské republice uz od roku 2013. Viechny pozitivni ppiipady Bufonid
herpesviru byly zaznamenany u ropuch obecné, Bufo bufo. Sekvencni data kratkého useku,
uzivaného primarn€ k diagnostice, ukazuji 100% shodu s referenénim genomem BfHV-1 ze
Svycarska zroku 2018, kdy byl tento herpesvirus védecky popsan. Pies znaéné usili jsme
nezachytili zadny z herpesviri skokanovitych. Batravirus ranidallo-3, ktery byl opakované
zaznamenan v zapadni a severni Evrop¢ a jeho vyskyt je dle mnoha vizualnich dokladi velmi
pravdépodobny 1 u nas. Vzorky z blatnic skvrnitych, u kterych mame také dolozené ptiznaky
indikujici infekci herpesviry, mély jeden nejasny vysledek, takze je potieba téma dale prozkoumat.
Pokud by se potvrdil vyskyt HV u tohoto druhu, jednalo by se o prvni zachyt a potencialné novy
druh zabiho herpesviru.
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Obr. 1. Pozitivni a negativni lokality BfHV-1 vramci Ceska. V piipadé lokality Dubfiany u
Hodonina, oznacené otaznikem, nebyl pozitivni nalez dosud potvrzen sekvencné.
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Veterinarni univerzita Brno

Uvod

Znec€isténi vod riiznorodymi kontaminanty je Casto diskutovanym globdlnim problémem.
Rezidua pesticidi a 1éCiv, kterd se ve vodach nachdzeji, mohou ohrozovat necilové organismy,
kumulovat se v sedimentech, kontaminovat podzemni vody a potravni fetézce. Nékterd rezidua lze
dokonce detekovat i v pitné vodé. Zatimco limity pro rezidua pesticidt jsou legislativné stanoveny
(v CR Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb.), pro vétsinu 1é&iv tyto limity chybi.

Azolové¢ latky jsou diky svym fungicidnim vlastnostem hojné¢ vyuzivany v zeméd¢lstvi 1
medicin€. Jejich mechanismus U¢inku spociva v inhibici pfemény lanosterolu na ergosterol
prostfednictvim cytochromu P450 (Huang et al., 2022). Triazoly, jako Sirokospektralni fungicidy
obsahujici heterocykl 1,2,4-triazol, tvofi jednu z nejpouZzivanéjSich skupin fungicidi. Rezidua
triazolll jsou bézné detekovana v povrchovych vodach (Shen et al., 2021), kde negativné ovliviuji
vodni organismy. Napiiklad u prothiokonazolu (PTC) bylo popsano zpomalené lihnuti embryi déanii
pruhovanych (Danio rerio) po expozici koncentracim 0,075 a 0,150 mg/L, kratsi délka tél embryi,
zvySend mortalita a vysSi vyskyt perikaridalnich edémt (Tian et al., 2019).

Flukonazol (FLU), antimykotikum pouzivané v 1écb¢ plisnovych infekci, se po pouziti
dostava do Cistiren odpadnich vod, ve kterych neni dokonale ptecistén, a vstupuje tak do
povrchovych vod. Jeho rezidua rovnéz negativné ovlivituji necilové vodni organismy, napiiklad u
embryi D. rerio vystavenych 1 mg/L FLU byly popsany vyvojové deformity a zvySend tvorba
kyslikovych radikala (Bhagat et al., 2021).

Material a metodika
Vramci studie byla hodnocena ekotoxicita azolovych latek (PTC, PTC-d, FLU a TRIAZ)
kontaminujicich povrchové vody pro nékolik druhii organismli vazanych na vodni prostfedi pomoci
fady in vivo a in vitro testi. Pro testovani byly vyuzity metody, které nevyzaduji vyuzivani

pokusnych zvifat dle Smérnice 2010/63/EU o ochrané zvifat pouzivanych pro védecké ucely.
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Metodicky se vychazelo z ptislusnych norem dle OECD 201 (test inhibice rtstu fas), OECD 221
(test inhibice ristu Lemna sp.), OECD 202 (akutni imobilizacni test s Daphnia sp.), OECD 211
(reprodukéni test s Daphnia sp.), a jako alternativa k testu toxicity na rybach test dle OECD 236
(embryonalni test toxicity s Danio rerio), dale byl proveden test s niténkou (Tubifex tubifex)
pomoci modifikované metody OECD 207. Vliv testovanych latek na zastupce producenti ve
vodnim ekosystému (fasy, okiehek) byl posuzovan na zaklad€ inhibice rGstu a mnozstvi biomasy.
Stanoveno bylo i mnozstvi chlorofylu A, B a celkového chlorofylu. U zastupce zooplanktonu
(Daphnia magna Straus) byla akutnim imobilizatnim testem stanovena akutni toxicita a
chronickym testem byly vyhodnoceny ucinky na reprodukci perloocek. Mortalita a imobilizace jsou
efekty, které byly sledovany v testu s niténkou (7. fubifex). Perloocka Daphnia magna Straus
(Cladocera, Crustacea) je nejen vyznamnym modelovym druhem v ekotoxikologii, ale i
planktonnim korySem, ktery je klicovym konzumentem fas a sinic a zaroven potrava mnoha ryb.
Plni tak funkci spojovaciho ¢lanku mezi primarni produkci fytoplanktonu a vysSimi trofickymi
urovnémi ve vodnim ekosystému. Déle byly provedeny testy na embryich ryb (Danio rerio) a zab
(Xenopus laevis) dle modifikované metodiky OECD ¢. 236 s ptfidanim subletalnich endpointt.
Dal$im provedenym experimentem bylo sledovani bunécné smrti (apoptodzy i1 nekrdzy), rychlosti
metabolické pfemény pifidaného substratu a zmény v aktivité¢ izoenzymu cytochrom P4501A1 na
kultufe bun¢k derivovanych z jater kachny divoké (Anas platyrhynchos) pomoci komercné
dostupnych kiti (Promega). Potencidlni rizika spojena s vyskytem rezidui testovanych latek byly
posuzovana jak z hlediska akutni, tak 1 chronické toxicity. Testovaci organismy / bunécné kultury

cv w7

kazdé latky vzdy odpovidala koncentraci environmentalni.

Vysledky
Testy akutni toxicity ukazaly, Ze FLU je pro embrya zab X. laevis toxi¢téjs$i nez TRIAZ. FLU ani
TRIAZ nezvysili mortalitu ani neovlivnili rychlost lihnuti, avSak expozice TRIAZ zptsobila
vyznamny nartst malformaci ve skupinach 1 000 pg/1 (p <0,01) a 100 000 pg/l (p <0,0001). FLU
zpusobil malformace jiz od 0,1 ug/l (p <0,0001). Expozice obéma latkdm meéla za nasledek
zpomaleni srde¢niho tepu, pfiCemz v ptipadé TRIAZ to bylo v koncentracich 100, 10 000 (p <0,05)
a 100 000 pg/l (p <0,0001) a v ptipade FLU v koncentracich 1 000 a 20 000 pg/l (p <0,01). TRIAZ
zkratil délku t€l ve skupiné exponované 10 000 pg/l (p <0,01), zatimco po expozici FLU o
koncentracich 10, 1 000 (p <0,0001) a 20 000 pg/l (p <0,01) bylo reportovano prodlouzeni délky
tél. PTC a PTC-d nezptsobili vyznamny ndrast mortality u embryi D. rerio, ale negativné ovlivnili

miru lihnuti. PTC urychlil lihnuti v koncentracich 50 az 5000 pg/l (p <0,05) v 72 hpf a vyraznéji v
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500 a 1000 pg/l v 96 hpt (p <0,0001). PTC-d zpomalil lihnuti po expozici 10 000 pg/l v 96 hpf (p
<0,05). Vyssi vyskyt malformaci ve srovnani s kontrolou byl prokazan ve skupiné 5000 ng/l PTC (p
<0,0001) a také u PTC-d v 5000 a 10 000 pg/l (p <0,05). Oba pesticidy urychlily srde¢ni tep D.
rerio, v ptipadé¢ PTC tomu tak bylo v 0,5 az 5000 ug/l a u PTC-d v 5000 a 10 000 pg/l. PTC a
PTC-d vykazovali toxicitu pro jaterni buniky kachny divoké pti 1000 pg/l, s nekrézou 26 % u PTC a
18 % u PTC-d. Pokles poctu bun¢k vedl ke snizeni metabolického vykonu; pti 500 a 1000 pg/l bylo
mnozstvi zmetabolizovaného substratu za 24 hodin vyrazné redukovano (p <0,01) oproti kontrole.
Nizké koncentrace PTC (0,05 ng/l) a PTC-d (0,05 a 0,5 pg/l) vyznamné zvySily metabolickou
aktivitu (p <0,01; p <0,05 pro PTC-d 0,5 ug/l). Piky byly 1,7-1,6x vyssi a dosazeny 1,7% rychleji
nez u kontroly. PTC a PTC-d vyrazné snizili aktivitu CYP4501A1 (p <0,01) ve vSech koncentracich
po 24 hodinach, bez vlivu na pocet zivotaschopnych bunék. Po 48 hodinach byla aktivita CYP450 u
PTC 1 PTC-d srovnatelna s kontrolou (p >0,05), ale po 72 hodinéch ji nékteré koncentrace, zejména
PTC, zvysily. Expozice Daphnia magna PTC zplsobila mortalitu po 24 a 48 hodinach v
koncentraci 5000 pg/l (p < 0,01). Mortalita nitének Tubifex tubifex byla vyznamna pouze v této
nejvyssi koncentraci, coz vedlo i k poklesu hmotnosti. PTC-d nemél vyznamny vliv na mortalitu D.
magna a T. tubifex. PTC inhiboval rist okiehku Lemna minor po 120 h v nejvyssi koncentraci (p
inhibici ristu jiz po 120 h ve vSech koncentracich (p <0,01). Obé latky zplsobily statisticky
vyznamny pokles biomasy (168 h). Inhibice riistové rychlosti fas byla pozorovana pouze u PTC v
koncentraci 5000 pg/1 (p <0,01). Vliv FLU na mortalitu D. magna byl zaznamenan pouze v nejvyssi
koncentraci v ¢ase 24 h a 48 h oproti kontrole. Vliv testovanych latek na mortalitu 7. tubifex nebyl
zaznamenan. Pouze v piipadé¢ FLU doSlo v nejvyssi koncentraci k poklesu hmotnosti oproti

kontrole (p <0,01).

Zavér
Cilem studie bylo zhodnoceni u¢inkid azolovych 1é¢iv (FLU a TRIAZ) a azolovych pesticidi (PTC
a jeho metabolitu PTC-d) na vyznamné zéstupce trofické trovné producentii a konzumentli ve
vodnim ekosystému. Vysledky piedlozené studie prokazaly, Ze testované latky maji vyznamny vliv
na miru lihnuti srde¢ni tep a délky tél embryi ryb a zab. Dale mé&l PTC a PTC-d negativni vliv na
apoptozu, vykonnost metabolismu a produkci CYP4501A1 v jaternich buiikdch kachny divoké.
Expozice PTC zptsobila mortalitu D. magna, u nitének 7. tubifex i pokles hmotnosti. PTC a PTC-d
negativné inhibovali rast okfehku L. minor a tas. Ob¢ latky zpiisobily pokles biomasy. FLU mél

vliv na mortalitu D. magna a pokles hmotnosti 7. tubifex.
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Vplyv peroralneho prijmu bisfenolu AF na zmeny vybranych biomarkerov endokrinnej
disrupcie u diploidnych a triploidnych jedincov dania pruhovaného (Danio rerio)
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Uvod

Bisfenoly predstavuji nevyhnutnti skupinu latok vyuZzivanych pri vyrobe plastov, epoxidovych
zivic ¢i termopapiera (Mikula, 2023). Bisfenol A (BPA) sa v poslednych desatrociach Siroko
pouzival ako monomér na vyrobu polykarbonatovych plastov a epoxidovych Zivic (Yang et al.,
2020). BPA posobi ako zlacenina narasajica endokrinny systém interaguje s roznymi tkanivovymi
receptormi, ako je estrogénovy receptor, androgénny receptor, receptor hormonu Stitnej zlazy a ma
nepriaznivé U¢inky na metabolizmus, reprodukéné organy, nervovy systém, kardiovaskularny a
imunitny systém (Xing et al., 2022). S ohl'adom na preukazané toxické ucinky je jeho priemyselné
vyuzitie v sucasnosti do znacnej miery regulované (Catenza et al. 2021). Hoci BPA bol postupne
nahradeny inymi zéastupcami zo skupiny bisfenolov s podobnymi fyzikalno-chemickymi
vlastnostami a komerc¢nou hodnotou, rastici pocet vyskumov ukazuje, ze tieto alternativy BPA
maju tiez vyrazné U€inky narusSajuce endokrinny systém, ktoré mézu byt este silnejSie ako ucinky
BPA (Zhang et al., 2024). Bistenol AF (BPAF) je jednou z hlavnych ndhrad BPA, ako aj ddlezitou
surovinou na vyrobu fluoroelastomérov a vysokovykonnych monomérov. Vd’aka svojmu Sirokému
pouzitiu v priemysle sa BPAF stal novym environmentidlnym polutantom. BPAF bol zisteny v
r6znych environmentalnych matriciach, ako st vody riek a ocednov, sedimenty a poda (Lai et al.,
2024). Okrem toho bol BPAF zisteny v mlie¢nych vyrobkoch, morskych plodoch, v T'udskych
telesnych tekutinach a materskom mlieku (Li et al., 2020). Ciel'om nasho experimentu je posudenie
vplyvu expozicie diploidnych a triploidnych danii pruhovanych (Danio rerio) bisfenolom AF
(BPAF) na vybrané¢ biomarkery endokrinnej disrupcie. A to hlavne biomarkery disrupcie
estrogenovej regulacie (vitellogenin a 11-ketotestosteron) a tiez ukazovatele naruSenia procesov
tyroidnej regulédcie (tyroxin a trijodtyronin). Zameriavame sa na analyzu vybranych ukazovatel'ov

oxidativneho stresu, génovej transkripcie a histologické vySetrenie.

Material a metodika

Test prebehol podl'a metodiky OECD 215 pre testovanie chemikalii (Fish, Juvenile Test). Do testu
bolo zaradenych celkom 296 pokusnych ryb. Bezprostredne po dodani boli ryby rozdelené¢ do 12

81



sklenenych nadrzi o uzitnom objeme cca 20 L (rozmery 50 x 20 x 25 cm). Do kazdého akvaria sa
ryby umiestnili rovnomerne s tym, Ze diploidny a triploidny jedinci boli behom celého experimentu
rozdeleny oddelene. Behom tvodnych 2 tyzdnov boli vSetky ryby adaptované laboratérnym
podmienkam. V tomto obdobi prijimali komerc¢ne dostupné krmivo bez obsahu testovanej latky
(BPAF). Ryby boli behom experimentu kfmené 3x denne ad [libitum. Po ukonfeny uvodnej
adaptaénej fize nasledovala expozicia ryb v dizke 6 tyzdiov, behom ktorych bola vidsia ¢ast’ ryb
exponovana BPAF poddvanim v krmive. Rozdelenie ryb do skupin bolo nasledujtce: 1) diploidny
jedinci danii pruhovanych — kontrola. 2) diploidny jedinci danii pruhovanych — expozicia 10 pug
BPAF na kg krmiva. 3) diploidny jedinci danii pruhovanych — expozicia 1000 pg BPAF na kg
krmiva. 4) triploidny jedinci danii pruhovanych — kontrola. 5) triploidny jedinci danii pruhovanych
— expozicia 10 ug BPAF na kg krmiva. 6) triploidny jedinci danii pruhovanych — expozicia 1000 pug
BPAF na kg krmiva.

Behom celého testu, bola 2% denne vykonavand vymena vody vo vSetkych nadrziach. Mechanické
Cistenie dna a vnutornych povrchov bolo vykonavané minimalne raz za denl. Pocas celého testu boli
monitorované fyzikdlno-chemické vlastnosti a kvalita vody v nadrziach (pH, teplota, nasytenie
vody kyslikom, obsah dusitanov a amoniaku vo vode). Tieto parametre boli zistované 1x za den.
Priebezne bol sledovany aj zdravotny stav pokusnych zvierat, kontrola prebichala najmenej 3x za
denn vzdy pocas kfmenia. Po 6 tyzdnoch expozicie boli vSetky ryby zexperimentu usmrtené
s pouzitim anestetika MS-222 (tricaine methanesulphonate). U vSetkych ryb bolo vykonané
zhodnotenie zakladnych morfologickych parametrov (dizka tela, hmotnost) a u diploidnych
jedincov bolo uréené pohlavie, pretoze pre vybrané analyzy boli vyuzivany len samci (triploidny
jedinci predstavuji homogénne samcie populdcie ryb). Nasledne boli pripravené celotelové
homogenaty ryb pre analyzu oxidativneho stresu (katalaza (CAT), glutathion peroxidaza (GPx),
glutathion reduktaza (GR), glutathion-S-transferaza (GST)), stanovenie koncentracii vitellogeninu,
11-ketotestosteronu, tyroxinu, analyzu génovej transkripcie a histologické vySetrenie. Statistické
vyhodnotenie ziskanych dat bolo uskuto¢nené v programe Unistat 6.5 for Excel. Testovanie bolo

uskuto¢nené na hladine vyznamnosti p < 0,05.

Vysledky

Pri sledovani oxidativneho stresu boli zistené signifikantné rozdiely pri analyze celotelového
homogenatu diploidnych jedincov dania pruhovaného (Danio rerio). Enzymova analyza ukazala, ze
antioxida¢ny a detoxikacny stav organizmu ryb bol vyrazne naruSeny, ked’ze vicsina sledovanych

indexov vykazovala Statisticky vyznamné zmeny. Pri sledovani aktivity katalazy (CAT) neboli
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zisten¢ ziadne Statisticky vyznamné rozdiely v exponovanych skupinach (BPAF 10 pg/kg krmiva
a BPAF 1000 pg/kg krmiva) oproti kontrole (vid’ tabulka 1). Pri sledovani aktivity GPx bol
zaznamenany Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole v exponovanej skupine BPAF 10 ng/kg

krmiva (vid. tabul’ka 1).

Pri sledovani aktivity GR bol zaznamenany Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole
v exponovanej skupine BPAF 1000 pg/kg krmiva (vid’ tabulka 1). Pri sledovani aktivity GST
neboli zaznamenané ziadne Statisticky vyznamné rozdiely v exponovanych skupindch oproti
kontrole (BPAF 10 ug/kg krmiva a BPAF 1000 pg/kg krmiva), (vid’ tabulka 1). Pri sledovani
aktivity TBARS boli zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely oproti kontrole v exponovanych

skupinach BPAF 10 pg/kg krmiva a BPAF 1000 pg/kg krmiva (vid’ tabulka 1).

Tabulka 1. Biomarkery oxidacného stresu v celotelovom homogenate diploidnych jedincov dania
pruhovaného (Danio rerio), po expozicii BPAF 10 a 1000 pg/kg krmiva. Data su uvadzané ako
priemer + stredna chyba priemeru (SE). Statisticky vyznamné rozdiely (p < 0,05) su uvadzané

odliSnymi pismenami.

INDEX KONTROLA BPAF 10 BPAF 1000
CAT 101,4 + 4,93 102,7 + 4,12 100,8 + 4,94
GPx 21,4 42,37 14,3 +1,55° 16,4 + 0,96

GR 11,4 + 0,47 11,0 + 0,66 9,4 +0,8"
GST 211,9 +9,92¢ 202,3 +10,14° 205,0 £ 11,26*
TBARS 14,3 +2,02° 22,7 +2,16° 23,2 +2,50°

Pri analyze vitellogeninu u vSetkych triploidnych jedincov dania pruhovaného (Danio rerio) boli
koncentracie v homogenatoch tiel pod detekénym limitom (100 ng/g). Rovnako usamcov
diploidnych jedincov nebola odpoved’ exponovanych ryb vyrazna amedzi exponovanymi
skupinami neboli zaznamenané vyznamné rozdiely (kontrola - 100 % vzoriek pod detekénym
limitom; exponovana skupina 10 pg/kg krmiva - 81.82 % pod detekénym limitom, pri 2 vzorkach
detegovany vitellogenin v koncentraciach 6083, resp. 27137 ng/g; exponovana skupina 1000 pg/kg
krmiva - 91.67 % vzoriek pod detekénym limitom, v jednej vzorke detegované 21343 ng/g
vitellogeninu). Funk¢énost” metodiky bola overena analyzou obsahu vitellogeninu v homogenatoch

tiel samicich jedincov diploidnych ryb, kde boli podl'a ocakévania zaznamenané hodnoty v
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rozmedzi statisicov az milionov ng/g. V sucasnej dobe postupne vykondvame sltibene analyzy,

zaroven prebieha kompletizécia ziskanych dat a ich d’alSie Statistické spracovanie.
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Uvod
Alarmujuca rastlica rezistencia baktérii k rezervoarovym antibiotikdm, ktoré su pouzivané k liecbe
zivot ohrozujucich infekcii, sa stava jednou z najvdcSich hrozieb sucasnosti. Medzi antibiotika
poslednej vol'by radime napriklad karbapenemy, na ktoré sme sa zamerali v nasej $tadii. Vzhl'adom
na pohyblivost’ a schopnost’ prekonavat’ velké vzdialenosti v kratkom c¢ase si z pohladu Sirenia
najrizikovej§imi  Zivo¢ichmi migrujice vtdky.! Haja tmava (Milvus migrans) je jednym
z najrozsirenejSich dravcov, hniezdi v Eurdpe a zimuje v subsaharskej Afrike. Jednd sa o druh,
ktory sa vel'mi Casto zivi na skladkach komunalnych odpadov, ktoré utvaraji prostredie vhodné pre
bakteridlnu kolonizaciu vtakov.? V nasej $tidii sme odobrali dve série vzoriek z jesennej a jarnej
migracie, z krajin s rozdielnymi postupmi v nakladani s antibiotikami a rozdielnou uroviiou vyskytu
rezistentnych baktérii. UmoZnilo ndm to porovnat’ prevalenciu nosi¢stva haje tmavej a identifikovat’

epidemiologicku identitu rezistentnych baktérii.

Material a metodika

Haje boli odchytené do Specialnych klietok so sklapajucimi dvierkami. Po oznaceni krazkom bol
vykonany kloakélny vyter pomocou transportnej sipravy AMIES. Pri jesennej migracii na
Spanielskej strane Gibraltaru sme ziskali 469 vzoriek, pri jarnej migracii na marockej strane
Gibraltaru sme ziskali 15 vzoriek.

Zamrazené¢ kultiry boli zaockované do PPV anasledne inokulované na komercné selektivne
médium (Brilliance CRE) s pridavkom meropenemu v nezndmom mnozstve a nami pripravené
MacConkey médium s pridavkom meropenemu 0,125mg/1 pre ziskanie enterobakterii so znizenou
citlivostou ku karbapenemom. Po inkubacii sa narastené kultury d’alej precistovali na MacConkey

agare s pridavkom meropenemu, Cistu kultiru sme preockovali na midsopeptonovy agar a druhovo

85



ur¢ili pomocou hmotnostnej spektrometric MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics). Dalej sa
pracovalo len s izolatmi, ktoré patrili do ¢el'ade Enterobacteriaceae. 1zolaty sme néasledne podrobili
PCR screeningu na gény kodujiuce produkciu karbapenemaz blages, blam, blawp, blaxec, blanpwm,
blaoxa-as a blayim. Pre fenotypové zhodnotenie bol pouzity test MASTDISCS® Combi Carba, ktory
detekuje produkciu karbapenemdaz. Taktiez sme pouzili komer¢ni supravu uréenl pre stanovenie
citlivosti k 24 antibiotikdm u Gram negativnych baktérii na zaklade determinidcie minimalnej
inhibi¢nej koncentracie (MIC).

Na zaklade vysledkov predoSlého testovania boli vybrané izolaty poslané na dalSiu analyzu
pomocou celogenomového sekvenovania kratkych citani. Celogenomova DNA bola z izolatov
extrahovand kitom NucleoSpin® Tissue a sekvenovanie prebehlo na platforme HiSeq (Illumina).
Kvalitativna kontrola ziskanych dat bola prevedena softwarom Trimmomatic, v ktorom sa orezali
adaptované sekvencie a odfiltrovali sa sekvencie s nizSou kvalitou. Upravené data boli asemblované
v programe SPAdes a podrobené d’alSim analyzam s vyuzitim verejne dostupnych programov na

https://www.genomicepidemiology.org/. Pomocou nastroja MLST bol urceny sekvencny typ

testovanych izolatov. Sekvencné data izoldtov sa potom charakterizovali v programe
PlasmidFinder, cez ktory sme identifikovali plazmidmi nesené izolaty a zaradili ich do prislusnych
inkompatibilnych skupin. S vyuzitim databazy ResFinder boli detekované gény kodujiuce
rezistenciu k antibiotikdm. V radmci dalSieho projektu bude u vybranych izoldtov vykonané
celogendmové sekvenovanie technoldgiou dlhych ¢itani (MinlON, Oxford Nanopore Technologies)
s cielom ziskat’ kompletné suvislé nukleotidové sekvencie po ich kombindcii s kratkymi ¢itaniami z

Illumina sekvenovania.

Vysledky

Z 469 vzoriek odobranych na Spanielskej strane Gibraltaru sme ziskali 3 izolaty E. coli, u ktorych sa
potvrdil gén kodujuci produkciu karbapeneméaz. Z 15 vzoriek z Afriky sa nepotvrdil ani jeden izolat
nesuci tento gén. Fenotypova produkcia metalo-beta-laktamaz, ktoré st spojené s génmi blaviv,
blaxpm a blamp, bola potvrdena u dvoch izolatov, u treticho izolatu bol vysledok testu
MASTDISCS® Combi Carba nepriekazny. Na zaklade vysledkov testu citlivosti podla
determindcie MIC sme podl'a metodik EUCAST 2024 stanovili, ze vSetky izolaty vykazuji
rezistenciu k trom alebo viacerym triedam antibiotik, ¢o ich klasifikuje ako multirezistentné.

Celogenomové sekvenovanie potvrdilo u izolatu BKE63m pritomnost’ génu blanpm-1, ktory bol
zacleneny v mobilnom transpozone Tn/25-like na plazmide IncX3. Plazmid IncX3 je radeny medzi
vysoko mobilné plazmidy a Casto sa spaja prave stymto génom. Pritomnost tohto plazmidu

prispieva k Sireniu rezistencie ku karbapenemovym antibiotikdm medzi r6znymi druhmi baktérii
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v r6znych prostrediach. Okrem tohto génu niesol izolat BKE63m gény kodujuce produkciu ESBL
a gény rezistence k fluorochinolonom a tetracyklinom (viz. Obrdzok 1). U izolatu bolo
detekovanych 45 faktorov virulencie.

Druhy izolat BKE300m niesol gén blaviv-1 lokalizovany na plazmide IncA/C2. Mobilny usek s
génom blavim-1 bol ohraniCeny integrazou 1 v oblasti nad génom a inzerc¢nou sekvenciou 1S4321
v oblasti pod génom. Gén blayim-1 bol prvou kazetou integronu triedy 1, nasledovany kazetou
s génom rezistencie k aminoglykosidom [aac(6')-Ilc], sulfonamidom (su/l) akonzervativnou
oblastou kodujucou rezistenciu ku kvartérnym amoniovym soliam (gacEAI). V ramci mobilného
elementu bol d’alej detekovany operon koédujici rezistenciu k ortuti (merE,D,B,A,P,T,R). U izolatu
sa taktiez potvrdili gény kddujuce produkciu ESBL, tplny vycet génov rezistencie a plazmidovych
replikénov je znazorneny na Obrazku ¢.1. Analyzou Virulencefinder bolo detekovanych 79
faktorov virulencie.

U tretieho izolatu bola nedostato¢na kvalita dat a sekvenovanie bude potrebné zopakovat'.

Pomocou MLST analyzy bol kizolatu BKE63m priradeny sekvencny typ ST2563 ak izolatu
BKE300m ST10958. V databaze Enterobase bol sekvenc¢ni typ ST2563 dokumentovany iba u
4 humannych kmenov z Japonska a Spojenych statov. V Spojenych Statoch bol tento sekvencny typ
identifikovany ako uropatogénny, ¢o mdze nasvedCovat’ o jeho pripadnej patogenite. Fylogeneticka
analyza nepreukdzala pribuznost’ tychto izolatov s nasim izolatom. Sekvenény typ ST10958 bol tiez

uz raz detekovany v Spojenych $tatoch u Cajky striebristej (Larus argentatus) v roku 1993.

Obrazek ¢.1 Prehl'ad génov rezistencie a plazmidovych replikonov uizolatov E. coli BKE63m

a BKE300m ziskanych v stadii.
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Z jesenného vzorkovania sa ndm podarilo ziskat’ dostato¢ny stbor izolatov, s ktorymi budeme mdct’
nad’alej pracovat’ a porovnat’ vysledky s naSou kolekciou izolatov ziskanych z minulych rokov a
verejne dostupnymi databdzami. Detekovali sme dva vyznamné multirezistentné izolaty, ktoré nest
rezistenciu voci antibiotikdm poslednej vol'by s potencialom Sirit’ sa medzi roznymi druhmi baktérii

v roznych prostrediach. Mozny prenos tejto rezistencie moze spoOsobit problémy pri terapii
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infekénych ochoreni sposobenych druhmi grampozitivnych a gramnegativnych baktérii. Vysledky
zdoraznuji vyznam migrujicich vtadkov ako nositelov multirezistentnych baktérii a potvrdzuju
potrebu lepSieho monitorovania rezistencie v roznych geografickych oblastiach. Identifikédcia génov
rezistencie na kritické antibiotika, ako su karbapenemy, poukazuje na naliehavu potrebu globalnych
opatreni na kontrolu Sirenia rezistentnych baktérii a na zlepsSenie postupov v nakladani s odpadmi.

Planované zlepSenie metodiky a zabezpecenie vysSicho poctu vzoriek v d’alSich sezonach umozni

presnejSiu analyzu a rozsirenie poznatkov o Sireni rezistentnych baktérii medzi kontinentami.
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Gastrointestinalni trakt dribeZe jako rezervoar antibiotické rezistence - sekvenovani s
dlouhym ¢tenim pro studium rezistomu a plazmidomu
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Uvod

Stievo zvirat pfedstavuje neprozkoumany rezervoar genii rezistence, ze kterého se mize rezistence
sifit dale do prostfedi cestou odpadii nebo ke Clovéku skrze kontaminované maso. Piikladem
prostiedi s takovym zoonotickym potencialem jsou chovy kutat. Intenzivni produkce kuieciho masa
v poslednich letech vedla k nariistu spotieby antibiotik, coz vedlo ke zméndm ve stfevnim
mikrobiomu kufat, zvySovani mnoZstvi patogeniti a genll pro rezistenci k antibiotikiim. Kufeci
gastrointestindlni trakt poskytuje diky ¢astému pouziti antibiotik vhodné prostiedi pro horizontalni

pienos genu rezistence zejména prostiednictvim plazmidu.

Zkouméani mikrobiomu traviciho traktu zvirat véetné driibeze je pomérn€ narocné a vétsina aktudlné
pouzivanych metod je zéavisla na kultivaci. Tim se snizuje uspéSnost zachytu nékterych obtizné
kultivovatelnych ¢i anaerobnich bakterii, pfipadné nariista cena experimentli s riznymi podminkami
kultivace. Je tedy vhodné volit jiny pfistup, napiiklad izolaci metagenomové DNA z primdrnich
biologickych vzorkl a jeji ptimé sekvenovani. Metagenomika byla neddvno pouzita k detekci a
kvantifikaci gen antimikrobialni rezistence v riznych rezervoarech vcetné odpadnich vod,
lidskych stfev, pitné vody a stfev hospodaiskych zvifat. Navzdory témto technologickym
pokroktim, informace o kontextu gent rezistence a jejich spojeni s mobilnimi genetickymi elementy
(MGE) je obtizné ziskat pii vyuziti sekvenovani kratkych cteni naptiklad technologii Illumina.
Naproti tomu sekvenacni platformy tfeti generace, napi. MinlON (Nanopore), nabizi schopnost
generovat dlouha Cteni, a poskytuji tak vyjimecnou prilezitost k ziskani kompletni plazmidové
sekvence z metagenomickych vzorkli. Kombinace sekvenovani kratkych a dlouhych cteni jako
navrhovany pfistup v tomto projektu poskytuje ptilezitost pfifadit geny rezistence ke specifickym

MGE, a bliZe tak studovat procesy $ifeni antimikrobidlni rezistence.

Material a metodika
V ramci jiného projektu feSeného na Ustavu bylo sesbirano 12 vzorkt trusu z dribezi farmy Lukov
v Ceské republice. Vzorky byly odebrany ve tiech riznych halach, pii¢emz v kazdé hale byly
ziskany vzorky ze Ctyt ¢asovych boda veku dribeze (den 7, 14, 21, 28). Byly sesbirdny informace o
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pouziti antibiotik béhem vykrmu kufat. Pro stanoveni celkového obrazu obsahu plazmidomu
a rezistomu byl vramci tohoto projektu vyuzit sekvenaéni ptistup bez kultivace. Ze ziskanych
vzorkl byla extrahovéana celkova plazmidova DNA pomoci QIAGEN Plasmid Midi Kit pro ziskani
velkych plazmida o velikosti desitek az stovek kilobazi a QIAGEN Plasmid Mini Kit pro izolaci
malych plazmidi o velikosti jednotek kilobazi. Extrahovand DNA jednotlivych vzorkl ziskana
obéma kity byla nasledné¢ smichana pro snizeni nakladii na sekvenovani. Smésné vzorky byly
inkubovany s Plasmid-Safe ATP-Dependent DNase (Biosearch Technologies) na odstranéni
kontaminant z prostiedi a bakteridlni chromozomalni DNA. Nasledné¢ byla DNA kruhovych
plazmidi amplifikovana pomoci NxGen phi29 DNA Polymerase (Biosearch Technologies).
Z plazmidové DNA byla ptfipravena DNA knihovna pomoci liga¢niho kitu SQK-LSK114 (Oxford
Nanopore Technolgies, ONT). Ta byla podrobena sekvenovani dlouhych c¢teni na platformé
MinlON Mklc (ONT) s konverzi signali sekvenatoru do sekvence surovych dat a néaslednym
filtrovanim kvality (Q > 9). Ze ziskanych surovych dat ziskanych technologii dlouhého c¢teni byly
odstranény sekvence adaptéri pomoci néstroje Porechop (ONT). Ziskana data z kratkého Illumina
Cteni byla po pocitacové uprave (basecalling a ofezani koncll) poskladana pomoci Flye. Upravené
sekvence byly mapovany na geny rezistence, mobilni genetické elementy a plazmidy dostupné ve
vefejnych databéazich (napt. ResFinder, CARD, MGE finder, PLSDB) pomoci néstroje KMA. Pro
ziskani porovnatelnych vysledkii mezi riznymi vzorky byly vypocitany relativni abundance
jednotlivych gent a plazmidovych replikoni pomoci hodnoty RPKM (Reads Per Kilobase Million).

Ziskana data byla vizualizovana pomoci Matplotlib knihovny v Python.

Vysledky
Analyza 12 vzorkll plazmidomu z trusu kufeci farmy ukézala Siroké spektrum MGE a gent
rezistence. V obsahu a mnozstvi genu rezistence byly pozorovany zmény v Case a rozdily byly
zjistény 1 mezi riznymi halami. Nejcastéjsi geny rezistence i1 typy plazmida se liSily v rtiznych
halach a ve vétSin€ ptipadii i v casovych bodech v ramci jednotlivych hal. Nejcastéji byly nalezeny
geny gnr pro rezistenci k fluorochinolontim (Obr. 1). Gen gnrB36-like, ktery se rozsitil v hale 3, byl
nesen malym kolicinovym plazmidem typu MOBP, ktery je podobny plazmidu diive popsanému u
druhu Salmonella enterica. Kutata ve vSech halach byla po vylihnuti pieléena enrofloxacinem,
¢imz doslo kselekci a naslednému rozSifeni plazmidi kodujicich geny pro rezistenci
k fluorochinoloniim. Navzdory tomu, Ze byla kufata v hale 2 v disledku velkého thynu pielécena
kombinaci sulfamethoxazol/trimethoprim, nebyla pozorovand vyssi abundance gent pro rezistenci
k sulfonamidim a diaminopyrimidintim. Porovnani plazmidomu ze sekvenovani dlouhych ¢teni a

metagenomu ze sekvenovani kratkych ¢teni ukézalo rozdily v zastoupeni genti rezistence (Obr. 2).
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V metagenomickych datech byly vice zastoupeny geny pro rezistenci k elfamycintim, které¢ byly

pravdépodobné¢ kodovany na chromozomu. Relativni abundance genti pro rezistenci k

fluorochinolonim byla v metagenomu mnohem nizs8i nez v plazmidomu, a tedy tento typ rezistence

povazujeme za kédovany plazmidy. Navzdory niz§imu zastoupeni predstavuji tyto plazmidy nesené

geny riziko z divodu mozného $ifeni horizontalni cestou mezi riznymi bakteriemi.
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Obr. 1: Deset nejcastejSich genii rezistence v plazmidomu kufat
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Comparison of relative abundance of AMR groups in plasmidome and metagenome data
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Obr. 2: Relativni abundance genti rezistence k riznym skupindm antibiotik v plazmidomu a
metagenomu.

Zavér
Projekt poskytl nové a unikatni poznatky o dynamice a §ifeni mobilnich genetickych elementti a
genu rezistence ve stieveé driibeze. Na zéklad¢ ziskanych vysledkli bylo mozné stanovit rizika
spojena s pouzitim antimikrobialnich latek na selekci a Sifeni plazmida a determinant rezistence v
konvencnich chovech. Byla optimalizovana laboratorni metodika a bioinformaticka pipeline pro
studium plazmidomu a rezistomu v komplexnich mikrobialnich populacich stteva hospodaiskych

zvitat.
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Uvod

Netopyfi jsou hostitelé Siroké skaly virovych, bakterialnich a mykotickych patogennich agens, ktera
jsou sledovana s ohledem na jejich vysokou infek¢nost, mortalitu novych hostiteli ¢i potencialni
riziko zoondz. Filarie a jejich vyskyt u netopyri zatim nejsou dikladné prozkoumany. Do dnesni
doby se vSak podatilo u riznych druhl netopyrt identifikovat rizné druhy filérii, zejména z rodu
Litomosa spp., naptiklad na uzemi Mexika nebo Madagaskaru (Ramasindrazana et al., 2016;
Rendon-Franco et al., 2019), pfipadné jinych zaoceanskych zemi. Diky témto objevim se nam
rozs$ituji znalosti o jejich zivotnim cyklu, interakcei s hostiteli a dopadu na zdravi hostitele. Z uzemi
Evropy a Asie vsSak existuje jen velmi maly vzorek zachytu téchto endoparaziti (Mészaros and
Mas-Coma, 1980; Horvat et al., 2016), stale tak chybi uceleny piehled o jejich prevalenci u

netopyrl na tomto uzemi, coz je hlavnim cilem této studie.

Filarie osidluji ptfedevSim peritonedlni dutinu, ale také mozek ¢i srdecni komory a ovliviiuji tak
zdravotni stav a chovani jejich hostitelti (Morand et al., 2006). Mezi zaznamenané klinické piiznaky
patii napiiklad slabost a respira¢ni potiZze a nasledné histopatologické nalezy na organech. Ne vzdy
se musi u vSech jedincii urCité klinické ptiznaky objevit (Rendon-Franco et al., 2019). Larvalni
formy mikrofilarii, byly zaznamenany také ve spermatu netopyrti, mohou tak ovlivnit jeho kvalitu a

tim také ohrozit reproduk¢ni uspesnost netopyra (Pikula et al., 2023).

Hlavni metoda pro zachyt filarii je detekce v krevnim natéru. V ptipadé pozitivniho nalezu jsou
zvifata vétSinou usmrcena pro ziskani dospélych Cervil z tkdni, aby mohli byt pomoci morfologie
druhové identifikovani. Pii feSeni tohoto projektu vSak byly druhy filarii zkoumany na zéklad¢
pouze neletdln¢ odebranych vzorkii krve a neinvazivné odebranych vzorkii krevsajicich
ektoparazitli netopyrd, kteti maji nejzasadnéjsi roli v pfenosu infekEnich larvéalnich stadii (infekéni
larva L3) z jednoho hostitele na druhého. Detekce mikrofilarialni DNA v ektoparazitech tudiz maze
odrazet jejich pfitomnost v krvi hostitelti, ¢i pfitomnost dospélych filarii v jejich tkanich. V nasi
studii je vétSina vzorkd odebrana parove — tedy krev i ektoparazit z jednoho jedince. Z dostupnych
zdrojii pouze nékolik publikaci sledovalo vyskyt mikrofilarii v krevsajicich ektoparazitech nebo

identifikovalo ektoparazity jako kompetentni vektory filarii u netopyrt (Bain et al., 2002). Netopyfi
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jsou ptitom hostiteli Siroké Skaly téchto potencialnich vektort, jako jsou roztoci, klist'ata, muchule
nebo blechy. Zejména samice s mlad’aty na letnich koloniich jsou ektoparazity silné zatizeny, coz

podporuje potencialni ptenos tzv. ,,vector-borne nemoci, véetné prave filarioz.

Cilem bylo ziskat informace o prevalenci a diverzité filarii u netopyrii na eurasijském kontinentu a
identifikovat potencidlni vektory podilejici se na ptrenosu mikrofilarii mezi hostiteli a zjistit

druhovou pftislusnost filarii pomoci sekvenace ziskané DNA.
Material a metodika

Sbeér vzorku

Analyze byla podrobena kolekce 262 vzorku krvi a 564 vzorkl krevsajicich ektoparazitii z 24 druhti
netopyrt (Rhinolophus ferrumequinum, Rhinolophus euryale, Rhinolophus blasii, Miniopterus
schreibersii, Myotis blythii a dali), které mél nas Ustav ekologie a chorob zoozvifat, zvéfe, ryba a
vcel jiz k dispozici a zarovei byla tato kolekce doplnéna o vzorky nasbirané béhem feseni projektu.
Vzorky pochézely z oblasti Ceské republiky, Bulharska, Arménie, Gruzie, Slovenska a Ruska.
Ektoparaziti byli morfologicky uréeni a uchovadvani ve zkumavkach se 70% etanolem az do

nasledn¢ analyzy.

Izolace DNA

Ze vzorka ektoparazitii byla izolovana DNA pomoci kitu NucleoSpin® TISSUE XS dle upraveného
protokolu pro co nejvyssi vytéznost DNA. Z krve byla DNA izolovana pomoci kitu NucleoSpin®
BLOOD (Macherey-Nagel, Némecko). Koncentrace a kvalita ziskané DNA byla ovéfena pomoci
nano-spektrofotometru. 1zolat DNA byl nasledné skladovan pfi teploté -20 °C.

Nested PCR

Izolovand DNA byla podrobena analyze pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). V tomto
piipad¢ jsme pouzili vlastni metodu nested PCR pro detekci filarii (gen COX 1), vzniklou
modifikaci Casiraghi et al. (2021), kterd se vyznacuje vyssi citlivosti a specificnosti. V prvnim kole
byly  pouzity primery CF F3  (TTCTGTTTTDACTATRCATGG) a CF RS
(GCHACAACATAATAAGTATCATG), (934 bp). Ve druhém kole pak COI int F
(TGATTGGTGGTTTTGGTAA) a COI int R (ATAAGTACGAGTATCAATATC), (689 bp).
Reakéni smés pro prvni kolo o objemu 20 pl obsahovala 10 pl Phusion Green Hot Start I High-
Fidelity PCR Master Mix, 6 pul H2O, 1 pl kazdého z primerti a 2 pl izolované DNA. Podminky
reakce byly nasledujici, 30 s pti 98 °C, nésledovalo 35 cykli 10 s pti 98 °C, 20 s pii 53 °C a 35 s pfi
72 °C. Po 35 opakovanich probihala reakce jesté dalSich 5 min pii 72 °C. Reak¢éni smés pro druhé

kolo o objemu 20 ul obsahovala 10 ul Phusion Green Hot Start II High-Fidelity PCR Master Mix, 7
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ul H2O, 1 pul obou primert a 1 pl smési z prvniho kola PCR. Podminky reakce byly nasledujici: 30 s
pti 98 °C, nasledovalo 40 cykli 10 s pii 98 °C, 20 s pii 53 °C a 20 s pti 72 °C a findlni extenze 5
min pii 72 °C.

Gelova elektroforéza a sekvenace

Pozitivni vzorky byly odhaleny pomoci gelové elektroforézy. Nasledné byly pozitivni vzorky
podrobeny Sangerovu sekvenovani (SeqMe s.r.o., Ceska republika). Ziskané sekvence byly
porovndny s dostupnymi sekvencemi v GenBank pomoci MegaBLAST a editovany za pouziti

Geneious Prime software (Biomatters Ltd., New Zealand).

Vysledky

V ramci plnéni tohoto projektu jsme otestovali cekem 262 vzorki krve a 564 vzorki ektoparazit
z riznych druhti netopyri z 6 zemi. V Bulharsku bylo odebrano a testovano 184, v Arménii 38 a v
Gruzii bylo 40 vzorki krve. Celkem byl pozitivni zachyt filarii u 23 vzorkl z celkového poctu 262,
coz ¢ini primérnou prevalenci filarii 8,8 % v krvi netopyrt. V Bulharsku je tato prevalence 4,9 %
(pozitivnich 9 ze 184), v Arménii 23,7 % (pozitivnich 9 z 38) a v Gruzii 12,5 % (pozitivnich 5 ze
40). Filarie v krvi byly zachyceny u druhu Miniopterus schreibersii, Rhinolophus ferrumequinum,
Myotis emarginatus a Myotis blythii. Ektoparazité byli odebrani v Bulharsku (n=292), Arménii
(n=74), Gruzii (n=92), Rusku (n=91), Cesku (n=10) a na Slovensku (n=5). Celkem se jedna o 564
vzorkl ektoparazitii. Vyskyt filarii u odebranych parazit byl zaznamenan ve 28 ptipadech, a to v
Bulharsku (12 pozitivnich, prevalence 4,1 %), Arménii (4 pozitivni, prevalence 5,4 %), Gruzii (8
pozitivnich, prevalence 8,7 %) a Rusku (4 pozitivni, prevalence 4,4 %) a celkova prevalence filarii
v ektoparazitech netopyrt tak ¢ini 5 %. Druhové zastoupeni pozitivnich ektoparazitli bylo v §irSim
spektru, jednd se o Spinturnix psi a myoti, Ixodes simplex a vespertilionis, Penicillidia dufouri,
Nycteribia latreillei, kolenatii a schmidli, Eyndhovenia euryalis, Steatonyssus spinosus a
Phthiridium  biarticulatum. Tyto pozitivni vzorky ektoparaziti byly odebrdany u druhu
Miniopterus schreibersii, Rhinolophus ferrumequinum, Myotis myotis, Myotis capaccinii,
Rhinolophus hipposideros a Vespertilio murinus. Sekvenaci byly urCeny druhy filarii rodu Litomosa
sp., novy druh ptibuzny Litomosa chiropterorum, a dva nové druhy patfici do nového blize
neurc¢en¢ho rodu celedi Onchocercidae. Pozitivni vzorek krve i ektoparazita u jednoho jedince byl
zaznamenam pouze v jednom piipad¢ v Bulharsku a ve tfech ptfipadech v Arménii, kdy parové

vzorky potvrdily stejny druh filarie, jak v krvi netopyra, tak v jejich ektoparazitech.
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Zavér

V této studii jsme se zaméiili na detekcei filarialni infekce u netopyrii a jejich ektoparazitli, jako na
jednu z dtlezitych ale jen zdanlivé prozkoumanych oblasti v ramci infekéni zatéze netopyrt.
Celkova prevalence filarii v krvi netopyrt ¢ini 8,8 % a v jejich ektoparazitech 5 %. Detekovany
byly filarie rodu Litomosa sp., Onchocercidae sp. ale také nové druhy piibuzné Litomosa

chiropterorum, Breinlia sp. a nasi Onchocercidae sp.
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