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Studium vylucovani viru PRRS trusem v korelaci s IgA protilatkovou odpovédi

Dobromila Molinkova®?, Vendula Kleinova!, Petra Kuchaiova®, Jitka Frélichova®, Vladimir Celer'?
Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni

a farmaceuticka univerzita Brno'; CEITEC, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno?

Uvod

Virus reprodukéniho a respiraéniho syndromu prasat (PRRSV), patiici mezi RNA viry
z Celedi Arteriviridae, zptsobuje reprodukcni problémy (potraty v pozdnim stadiu biezosti,
ptedcasné porody, nevyrovnané vrhy) a respiracni onemocnéni u mladych prasat (zvy3ena teplota,
pneumonie) (Conzelmann a kol., 1993; Hopper a kol., 1992; White, 1992). Virus je pfenasen
predevsim aerogenni cestou nebo vertikalné infikovanym semenem (Rossow a kol., 1995). Nedavno
byl virus PRRS prokazan také v trusu selat (Song a kol., 2012). Cilem této prace bylo sledovani
vylucovani viru PRRS trusem a detekce IgA protilatek v trusu u experimentalné infikovanych

prasat a prasat vakcinovanych inaktivovanymi a Zivymi atenuovanymi vakcinami.

Material a metodika

Vysetfované vzorky

Celkem bylo vysetieno 238 vzorku trusu od 25 selat rozdélenych do 5 skupin po 5 zviratech.
Dvé skupiny selat byly vakcinovany dvéma rtznymi inaktivovanymi vakcinami (In-A, In-B) ve
dvou davkach (v den experimentu DO a D21), dalsi dvé skupiny selat byly vakcinovany dvéma
riznymi Zivymi vakcinami (MLV-A, MLV-B) v jedné davce (D21) a jedna skupina selat ziistala
bez vakcinace (C). Nasledné byly vSechny skupiny experimentalné infikovany virem PRRS (kmen
Lelystad, 10° TCIDx,, D42). Celkem bylo provedeno 10 odbéri (DO, D21, D24, D28, D35, D42,
D45, D49, D56, D63).

Detekce viru

Virova RNA byla extrahovana z homogenizovaného vzorku trusu kitem NucleoSpin®
RNA II kit (Macherey-Nagel) podle instrukci vyrobce. Ziskand RNA byla rozpusténa v RNase-free
vod¢ a ihned pouzita pro amplifikaci nebo zamrazena pti -80 °C do dalSiho pouZiti.

Detekce a kvantifikace virové RNA byla provedena komeréné dostupnym EZ-PRRSV™
MPX 4.0 Real Time RT-PCR kitem (Tetracore) v celkovém objemu 25 pl podle navodu vyrobce na
piistroji Light Cycler® 480 11 (Roche).



Detekce IgA protilatek

Vzorky trusu (0,2 g) byly dikladn¢ resuspendovany ve 400 ul roztoku T-PBS
s 3 % netu¢nym mlékem, nasledné prudce odstfedény (max. otacek, 10 min) a takto vznikly
supernatant byl pouZit bez dalsiho fedéni p¥imo k sérologickému vysetieni.

Piitomnost protilatek téidy IgA byla testovana pomoci ELISA testu vyvinutého na nasem
pracovisti. Jako antigeny byly pouzity rekombinantni proteiny viru PRRS pfipravené na pracovisti —
nukleokapsidovy protein N a nestrukturdlni protein nsp7 (Jankova a Celer, 1012), které byly ptes
noc navazany na mikrotitra¢ni desticku Maxisorp II ® Immunoplates (Nunc). Druhy den byla
mikrotitracni desti¢cka blokovana v roztoku PBS s 3 % netuénym mlékem 1,5 h pti 37 °C. Vzorky
(po 100 pl v jednotlivych jamkach) byly inkubovany 1 h pii 37 °C a poté nasledovala inkubace
1hpii 37 °C santi-Pig IgA peroxidazovym konjugatem (Bethyl, 1:3000) fedénym v T-PBS
s 3 % netuénym mlékem. Mezi jednotlivymi inkubacemi byla mikrotitra¢ni desticka promyta
3x roztokem T-PBS a 1x roztokem PBS. Barevna reakce byla vyvolana ptidanim 100 pl komerc¢né
dostupného substratu TMB-Complete (TestLine) a po 5-10 min inkubaci byla méfena absorbance

pti vlnové délce 450 nm pfi laboratorni teplote.

Vysledky
Virova RNA nebyla prokazana ve vzorcich trusu pied infekci (DO0-D42) u selat
vakcinovanych inaktivovanymi vakcinami a u selat nevakcinovanych (C). Virus PRRS byl v trusu
pritomen U vétSiny selat po vakcinaci zivou vakcinou nebo po experimentélni infekci. Nicméné
u nékterych zvifat bylo pozorovano pierusované vyluovani viru. Virova RNA byla prokdzana
celkem u 55 vzorkl. Pocet kopii genomu na 1 g vySetfovaného vzorku trusu se pohyboval

v rozmezi 10>-10°. Vysledky qRT-PCR vysetieni jsou zndzornény v grafu 1.
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Graf 1 — Vysledky qRT-PCR vysetieni



Tvorba protilatek tfidy IgA proti N proteinu byla prokazana u vSech skupin vakcinovanych
selat a u selat infikovanych virem PRRS, zatimco IgA protilatky proti nsp7 proteinu byly prokéazany
pouze u skupiny selat vakcinovanych Zivymi vakcinami nebo po infekci virem PRRS. VysSi
hladiny protilatek byly detekovany proti N proteinu nez proti nsp7 proteinu. Ziskané vysledky jsou
shrnuty v grafech 2 a 3.
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Graf 2 — Vysledky ELISA testu s N proteinem
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Graf 3 — Vysledky ELISA testu s nsp7 proteinem

Mezi jednotlivymi vakcinami pouzitymi vtomto experimentu byly pozorovany jisté
odliSnosti. U skupiny selat MLV-B byla virova RNA detekovana pozdé&ji nez u skupiny MLV-A
abylo pozorovano pozvolngjsi zvySovani hladiny protilatek u skupiny MLV-B. Mezi selaty



vakcinovanymi inaktivovanymi vakcinami byla hladina IgA protilatek srovnatelnd u obou skupin
(In-A, In-B) jen po vakcinaci, po experimentalni infekci byla hladina IgA protilatek vyssi u skupiny

In-A, zatimco pocet virové RNA byl nizsi nez u skupiny In-B.

Zavéry
Bylo prokazano, ze virus PRRS je vylucovan trusem selat po nejméné 22 dni. VSechny
vakciny byly schopné indukovat tvorbu IgA protilatek v travicim traktu selat. V nékterych
piipadech byla protilatkova odpovéd slaba, zatimco mnozstvi vylu¢ovaného viru bylo vysokeé.
Naproti tomu u nékterych zvitat byla prokazana vysoka hladina IgA protilatek bez vylu¢ovani viru.
Vzorky trusu mohou byt tedy vyuzity pro prikaz virové RNA pomoci qRT-PCR bez
zasadnich inhibi¢nich vliv na reakci. Byla navrzena velmi jednoducha metoda zpracovani vzork
trusu prasat pro detekci IgA protilatek. Ziskané vysledky jsou vyznamné zejména z hlediska role

trusu jako potencialniho zdroje siteni viru PRRS a tim pro nasledné ozdravovaci programy.
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Exprese a funkce FZD6 v odontogenezi

Hana Dosed¢lova, Iveta Putnova, Kristyna Glocova, FrantiSek Tichy, Marcela Buchtova
Ustav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Receptory Wnt drahy hraji béhem embryonalniho vyvoje vyznamnou roli. Ovliviuji
bunécnou proliferaci, diferenciaci, orientaci a rist axonu a synaptogenezi (1,2,3). Tyto receptory
jsou rovnéz exprimovany v mozkové tkani, jatrech, plicich a ledvindch fétt a v bunikach neoplazii
(4). Ve svém projektu jsme se zaméfili na transmembranovy receptor FZD6 aktivujici bunéénou
nekanonickou drahu, ktera také byva oznacovana jako ,,planar cell polarity* drdha (PCP). Aktivace
tohoto receptoru ovlivituje budouci orientaci bunck ve tkéni a urcuje tak smér jejich ristu. Béhem
vyvoje zubl dochazi k proristani ordlniho ektodermu do mesenchymu fetalni celisti. U nami
vybranych Zivoé¢isnych druhd je patrné, ze roste pod urcitym thlem vzhledem k oralnimu epitelu.

Tato prace objasnuje, jakou roli v tomto procesu hraje pravé FZD6.

Material a metodika

Expresi FZD6 jsme sledovali ve tkanich dolnich celisti embryi laboratorni mysi (Mus
muscullus var. alba) staii E11,5 az E17,5; prasete domaciho (Sus strofa f. domestika) stati E25,
E36, E56, E67 a krajty tmavé (Python molurus bivittatus) stari ES, E10, E15, E20, E30, které byly
soucasti embryologickych sbirek ustavu. Fixované mandibuly byly po dehydrataci vzestupnou
alkoholovou fadou pfevedeny do parafinu, zality do histologickych blocki a nakrajeny na sériové
fezy. Blokacni sérum jsme aplikovali na vzorky po deparafinizaci, rehydrataci a odhaleni epitopti
antigenu varem v 97°C horkém citratovém pufru s pH7 (vzorky praseCich embryi) nebo Dako
Antigen Retrieveru s pH 9 (vzorky mysich a hadich embryi). Na takto pfipravena skla jsme nanesli
primarni protilatku v fedéni 1:150 a inkubovali po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté.
K vizualizaci protilatky jsme vyuzili znaCenou sekundarni protildtku a po zamontovani prohlizeli

pod fluorescen¢nim mikroskopem vybavenym fotoaparatem.

Vzorky humannich adultnich ameloblastomt fixovanych ve 4% pufrovaném formaldehydu
jsme ziskali diky spolupréci s Lékaiskou fakultou Ostravské univerzity. Po zpracovani vzorku
a jejich zaliti do parafinu byly vytvofeny histologické preparaty vhodné k imunohistochemické
detekci vybranych markertt (FZD6, proliferujici builky - PCNA, cytokeratin). Ke zjisténi



pritomnosti FZD6 v nadorové tkani jsme pouzili totozny protokol jako u experimentalnich
embryonalnich tkani. Po drobné modifikaci protokolu jsme dale provedli dvojité barveni vzorki

v kombinacich FZD6 s proliferujicimi buiikami a FZD6 s cytokeratinem.

Vysledky

U vsech tii sledovanych Zzivocisnych druhd jsme béhem vyvoje zubni liSty pozorovali
expresi FZD6 v oralnim epitelu. Rozdilna byla jeho exprese v pravé se vyvijejici zubni liste.
U mysi ve stadiu E11,5 a E13,5 bylo moZné pozorovat FZD6 v oralnim ztlusténi, avsak v apikalni
¢asti nasledného zubniho pupene byla jeho exprese pouze slaba. Na rozdil od zéstupcli ostatnich
zivociSnych druhii jsme pfitomnost Fzd6 zaznamenali rovnéz v mesenchymalnich buiikédch, které
kondenzuji v okoli zubniho pupene a prominujici zubni listy. Ve stadiu zubniho zvonku byl signal
patrny v bazalni vrstvé bunék zubni listy pouze v malém rozsahu v oblasti hranicici s oralnim
epitelem. Urovné zubniho zékladu nedosahoval. Nejsilngjsi exprese FZD6 byla patrna ve stadiu E18
na lingualni strané¢ nyni jiz plné vyvinuté zubni listy. V Z&dném z vyvojovych stadii jsme
nezaznamenali rozsifeni markeru do nédhradni zubni listy ¢i vyvijejiciho se zubu.

U krajty byl signdl FZD6 v pribéhu vyvoje zubni listy lokalizovan nejen v bunikach jeji
bazalni membrény, ale také v celém jejim objemu. Dale bylo patrné, Ze pozitivni buiiky byly
distribuovany v celé jeji délce, tedy véetné jejiho apikalniho konce a ve stadiich s vyvinutym
zubnim zakladem a diferencujicim se zubem piechézel i1 na tyto struktury. Rovnéz byl FZD6
exprimovan v nahradni zubni listé. Ackoliv byva zubni lista krajty lingualné zakiivena, oboustranné
rozdily v intenzité signalu FZD6, které by tento fenomén mohly vysvétlovat, jsme nezaznamenali.

V mladSich embryonalnich stadiich prasete domaciho byl signal FZD6 velmi slaby
v kraniofacialni oblasti a ne piili§ specificky (E25, E29, E30). RovnéZz nebyl patrny v okolnim
mesenchymu. Ve stadiu E36 je signél soustiedén v celé Sifi ordlniho epitelu 1 na kratké zubni liste,
na vytvoreny zubni zvonek vSak nezasahuje. V dalSim st&diu (E56) jiz dochazi k odpojeni zubni
liSty od oralniho epitelu a misty se vytvaii epitelové perly, tvofené nékolika vrstvami zplostélych
bunék. Vnéjsi vrstva téchto bunc¢k byla také FZD6-pozitivni. V zubni 1isté jsme signal FZD6
lokalizovali zejména v labialni vrstvé, nejsilnéjSi pak byl v oblasti rozpadajici se zubni listy.
V apikalnim zakonceni liSty a na lingvalni strané liSty dochazi k vymizeni signélu. Déle jsme
pozorovali vyskyt signdlu ve vrstvé odontoblasti a ve star§Sim stadiu i ve vytvofenych
ameloblastech.

V nadorové tkani ameloblastomli jsme pozorovali rtizné Grovné intenzity signalu FZD6.

Obarvenim tkané¢ epitelovym markerem cytokeratinem jsme zjistili, Ze se signdl FZD6 kryje



s bunitkami pozitivnimi na cytokeratin. Oblasti s velmi intenzivnim signalem byly nepravidelné
rozprostieny v celé tkani nadoru, avSak nezahrnovaly vSechny epitelové buriky. Proliferujici buniky

nadoru se mezi buitkkami exprimujicimi FZD6 nevyskytovaly.

Zavér

Ackoliv béhem embryondlniho vyvoje dochazi u vSech ndmi studovanych zivociSnych
druht k jisttmu zauhleni rostouci zubni liSty, na zaklad¢ nami ziskanych vysledkd se nam
nepodafilo potvrdit, Ze by se na tomto procesu podilela PCP draha. Rozdily v expresi FZD6 jsme
nasli ve starSich vyvojovych stadiich mysi, u nichZ byl pozitivni signél lokalizovan na lingvalni
stran¢ zubni liSty a u prasete, kde byl signdl exprimovan labidlné. Naopak u krajty je signal
viditelny po cely vyvoj zubni liSty 1 v oblasti zubu ve stejné intenzité. Nadorova tkan
ameloblastomti exprimuje signdl FZD6 v buikach epitelidlniho piivodu nerovnomérné. DalSim
planovanym krokem naseho vyzkumu bude objasnéni nacasovani ztraty exprese receptoru

v nadorovych buikéach.

Ob,r. _1: Exprese.I’:ZdG (zelevné) V zubni liSté mysi - Obr. 2: Nadorova tkafi ameloblastomu s proliferujicimi
stadium  E18, jadra (modfe) buiikami (Cervend) a Fzd6 (zeleng), jadra (modfe)
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Optimalni protokol injek¢ni anestezie u ocasatych obojZivelnika s pouzitim alfaxalonu
Eva Cermakova, Barbora Ondrejkova, Zdenék Knotek

Klinika chorob ptakii, plazii a drobnych savci, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterinarni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

V klinické 1 experimentalni praxi u obojzivelnikil je v mnoha pfipadech nezbytné pouzit
spolehlivy a bezpecny model sedace a anestezie. Na rozdil od plazii, kde se alfaxalon ukézal jako
vhodné anestetikum, jsou sjeho pouzitim u obojzivelniki doposud minimalni zkuSenosti a
publikovana data se tykaji zab nebo aplikaci u ocasatych obojzivelnikii ve form& koupeli*? U
drapatek se ukéazala jako vhodna davka alfaxalonu 18 mg/kg intramuskularn (i.m.)% u skokand se
k imobilizaci osvéd¢ily davky 10, 12, 15 a 17.5 mg/kg i.m.% Potieba vypracovat spolehlivy protokol
kratkodobé anestezie u ocasatych obojzivelnikii vyplyva z aktudlni situace ohroZeni téchto
obratloveil ve volné piirodé faktory infekénimi i civilizaénimi®. Hlavnim cilem projektu bylo
vypracovani optimalniho protokolu injek¢ni anestezie u ocasatych obojzivelnika a stanoveni G¢inné

a bezpe¢né davky alfaxalonu pro laboratorni, klinickou i terénni praxi.

Material a metodika
Experimentalni zvirata
Pokusnou skupinu tvofilo 14 dospélych, klinicky zdravych zebrovnikl, druh Zebrovnik Waltliv
(Pleurodeles waltl). Jedinci byli chovani v akvariich experimentalniho oddéleni Kliniky chorob
ptakut, plazti a drobnych savci za definovanych podminek (teplota vody, filtrace, sloupec vody,
dieta). Byl provadén pravidelny monitoring zdravotniho stavu experimentalnich obojzivelnikli a
kvality vody. Pfed vlastnim pokusem byl obojzivelniklim zamezen pfisun potravy na 24 hodin.
Anestezie

V prvni fazi bylo obojzZivelnikim aplikovano steroidni anestetikum alfaxalon (Alfaxan®
Vétoquinol, Francie) v davce 15 mg/kg do svalu hrudni koncetiny. Monitoring v pribéhu anestezie
zahrnoval pravidelnou kontrolu srde¢ni frekvence ve dvouminutovych intervalech pomoci
dopplerovské sondy. Déle byly hodnoceny nasledujici reflexy: Unikovy, righting a kornealni reflex
a reakce na povrchovou a hlubokou citlivost, tzv. withdrawal/toe-pinch reflex.



Po uplynuti dvou tydnti od ukonceni prvni faze (tzv. washout period), byla zahajena druha faze
pokusu s vyssi davkou alfaxalonu (20 mg/kg i.m.) a po uplynuti dalsich dvou tydni bylo provedeno
sledovani s davkou 30 mg/kg i.m. Takto byly postupné ovéfeny tii davky alfaxalonu.

Vysledky
Ani u jedné ze sledovanych skupin (15, 20, 30 mg/kg) nedo$lo k signifikantnimu poklesu srdeéni
frekvence (viz. Tabulka €. 1). Az na vyjimky doSlo u vétSiny zvifat pii vSech testovanych davkach
k vymizeni unikoveho a righting reflexu. Se stoupajici davkou alfaxalonu doslo nejen k nardstani
celkového poctu sledovanych jedincii, u nichz doslo k Gplnému vymizeni reflexu, ale zaroven
dochazelo ke zkraceni doby nastupu tohoto G¢inku, tedy Casu, ktery vedl k Uplnému vymizeni
reflexu. Ani u jedné ze skupin nedo$lo kvymizeni citlivosti (povrchova, hlubokd), aviak

S narustajici davkou se zvySoval pocet jedincu, u nichz doslo k oslabeni povrchove citlivosti.

Tabulka ¢.1 — Monitoring srdecni frekvence pri testovani tfi riznych davek injekéniho anestetika

alfaxalonu
Anestetikum Parametr Prumér
[davka]
TO T2 T4 T6 T8 TlO le Tl4 TlG
-|—18 -|—20 -|—25 -|—30 -|—35 -I—4O -|—45 TSO -|—55
TGO T75 T90 T105 TlZO
Alfaxalon Srdeéni 39 47 47 46 46 43 43 42 43
[15mg/kg] frekvence* 45 45 42 42 42 43 42 43 43
n= 14 43 39 38 39 37
Alfaxalon Srdeéni 39 44 44 43 43 43 43 42 43
[20 mg/kg]  frekvence* 41 41 43 40 41 40 41 40 43
n= 14 42 42 41 42 40
Alfaxalon Srdeéni 44 43 42 39 40 36 37 38 38
[30 mg/kg] frekvence* 37 37 36 37 37 37 38 37 40
n= 14 40 39 40 40 39

* pocet srdecnich akci za minutu
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Zavér
Steroidni injek¢ni anestetikum pfedstavuje u ndmi zvoleného zéastupce obojzivelnikil velice G¢innou
formu sedace, resp. anestezie. Jedna se o Setrnou formu aplikace, kterd v ramci pokusu nevedla
k poskozeni mékkych tkani, i pies velice citlivou kizi obojzivelniki. U Zadného z testovanych
zvitat rovnéz nedoslo ke zdravotnim komplikacim ¢i vyraznému ovlivnéni kardiorespiratorniho
aparatu. Vysledna sedace a imobilizace zvifat umoznila diikladné klinické vysetfeni a dale moZnost
ptipadného odbéru vzorkl. Je vSak tfeba brat zietel na to, Ze ani u jedné ze sledovanych davek
alfaxalonu nedoslo k vymizeni citlivosti (povrchova, hluboka). Proto nelze tento protokol doporucit
k vyuZiti v ramci bolestivych tkont (v¢. chirurgickych) a je tfeba vzdy jedince premedikovat
vhodné zvolenymi analgetiky. V dalsi fazi testovani bude vhodné nejen rozsitit pocetni zakladnu
sledovanych zvitat pifi ovéfovani ucinnosti zvolenych davek alfaxalonu, ale rovnéz ovéfit

kombinaci vybranych analgetik a alfaxalonu.
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Pouziti kontrastni ultrasonografie a pocitaové tomografie k vySetireni jater u zdravych Zelv
Veronika Sochorcova, Zdenék Knotek

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

farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

Intravitalni diagnostika riznych typi onemocnéni jater je dlouhodobym cilem mediciny humanni 1
veterindrni. Moznost vyuzit laboratorni analyzu krve (pfipadné séra nebo plazmy) zavisi na
existenci a praktické dostupnosti specifickych markert, dokumentujicich specifické poskozeni
stavby a naruseni funkce jater.! V tomto sméru patii nase klinika k nékolika méalo pracovistim, které
se problematikou systematicky zabyvaji, a které rozSifily spektrum parametrG krve
vyhodnotitelnych v ptipads poskozeni jaterni tkang u plazi.? Dalsim nutnym piedpokladem rozvoje
zékladniho 1 aplikovaného vyzkumu onemocnéni jater plaza je dostupnost a prakticka zkuSenost
s vyuzitim modernich zobrazovacich metod. Doposud publikované vysledky potvrzuji vysoky
diagnosticky potencidl metod magnetické rezonance a pocitacové tomografie pfi studiu poskozeni
jater u plazi.>® Vyznam v&asné intravitalni diagnostiky morfologickych zmén a funké&nich poruch
jater vyplyva téZ z existence novych onemocnéni infekéni etiologie, ktera jsou souborné zafazovana
do skupiny emerging diseases. Cilem ptedkladaného projektu je proto unikatni vyuziti pocitaCové
tomografie k vytvofeni map zdravé a plné funkéni jaterni tkdné u plazti a rovnéz sledovani
specifickych zmén u pacientt s narusenymi funkcemi jater (definovanymi pomoci hematologie,

biochemie krevni plazmy, veterinarni endoskopie a patologické morfologie).
Material a metodika
Experimentalni zvitata

Do studie bylo zafazeno 10 dospélych, klinicky zdravych zelv Trachemys scripta elegans,
chovanych v experimentalnim oddéleni Kliniky chorob ptakd, plaztt a drobnych savet. Pied
zahdjenim experimentalni prace (ultrasonografie a pocitaCovd tomografie) byl u vSech plazi

stanoven hematologicky a biochemicky profil krve.
Chirurgické zavedeni nitrozilniho katétru

Pied vlastni experimentalni praci bylo nutné provést chirurgické zavedeni nitrozilniho katétru do

vena jugularis. Zelvdm byla podana analgetika v kombinaci tramadolu (10 mg/kg IM) s
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meloxikamem (1 mg/kg IM) a nasledné byla indukovana anestezie alfaxalonem (5 mg/kg IV do
subvertebralniho plexu). Po drobné incizi kize v lateraIni oblasti krku byl do jugulérni Zily zaveden
nitrozilni katétr a zde kratkodobé fixovan jednoduchou suturou vstiebatelnym Sicim materidlem (4-

0 Caprolon, Resorba, Némecko).
Pocitatova tomografie

Pro tcely pocitacové tomografie byly zZelvy polohovany ve ventralni poloze s hlavou a koncetinami
volné vytazenymi z krunyfe. VySetfeni bylo provedeno na multidetektorovém CT pfistroj s 16
fadami detektoru (LightSpeed, GE HealthCare, Milwaukee, USA). Nejprve byla provedena série
nativnich snimku v transverzalni roviné. Po manualni aplikaci kontrastni latky v davce 2 ml/kg 800
mg I/kg (Iomeron 300, Bracco, Konstanz, Némecko) pies nitrozilni katétr byly provedeny dalsi

série transverzalnich snimku v ¢ase 20 s, 1 min a 3 min po aplikaci kontrastni latky.
Ultrasonografie

Nativni ultrasonografické vysetieni bylo provedeno v B-mddu za pouZiti mikrokonvexni sondy (5
az 8 MHz) na piistroji Vivid 7 (GE Vingmed Ultrasound AS, Horten, Norsko). Zelvy byly
polohovany ve ventralni poloze a pro lepsi kontakt sondy s povrchem téla bylo pouzito vétsi
mnozstvi gelu. Kontrastni vySetfeni bylo provedeno za pouziti mikrobublin fluoridu sirového
(SonoVue, Bracco, Konstanz, Némecko) aplikovaného pies nitrozilni katétr v davce 0,03 ml/kg s

bezprostiedni aplikaci fyziologického roztoku (bolus v objemu 1,0 ml).

Vysledky

VySetteni Zelv pomoci pocitacové tomografie umoznilo vytvofeni série snimku v transverzalni,
dorzélni a sagitalni roviné. Nasledn¢ bylo na nativnich snimcich provedeno hodnoceni jaterni tkané
a méfeni denzity jaterniho parenchymu na transverzalnich fezech v urovni kranidlni ¢asti zaludku
(Tab. 1). Jaterni parenchym vykazoval homogenni strukturu s denzitou v rozmezi 45 — 80 HU.
Aplikace kontrastni latky v ¢asech 20 s, 1 min a 3 min zajistila dostatecné syceni cév jak v arterialni

fazi, tak i v parenchymatozni a vendzni fazi plnéni cév.
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Tabulka 1. Hodnoty denzity jaterni tkdn¢ Zelv nddhernych ziskané pomoci pocitacové tomografie.

Zelvy Denzita tkdn¢ (HU)
Zelva ¢. 1 49,21
Zelva €. 2 58,56
Zelva &. 3 66,44
Zelva ¢. 4 79,30
Zelva &. 5 45,91

HU denzita tkan¢ vyjadiena v Houndsfieldovych jednotkéch

Vysetfeni pomoci kontrastni ultrasonografie neprokazala zadné vyrazné rozdily mezi béznym

ultrasonografickym vySetfenim jater bez a s pouzitim kontrastni latky.
Zavér

Pouziti pocitacové tomografie se ukazalo jako perspektivni zobrazovaci metoda pro vySetfeni jater
zelv bez superpozice okolnich struktur, kterymi jsou kosti krunyfe. Vyuziti kontrastni latky
podpofilo zvyraznéni struktury jednotlivych organii. Nameétené hodnoty denzity jaterni tkéné
ziskané v tomto projektu budou slouZit jako zakladni hodnoty pro nasledna vySetfeni u vybranych
pacientll s podezienim na onemocnéni jater. Ziskané snimky budou rovnéz archivovany jako

prakticky atlas topografie vnitfnich orgéni Zelv.
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Studium vlivu sepse na rozvoj diseminované intravaskularni koagulace a funkci ledvin

Machackovéa K, Uhrikova I', Bartoskova A%, Rame$ova Al, Boselova M?, Sobak Malin R?

Ustav fyziologie', Oddéleni reprodukce KCHPK?, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Diseminovana intravaskularni koagulace (DIC) je charakterizovand nadmérnou aktivaci koagulacni kaskady.
Vyskytuje se jako komplikace mnoha zavaznych onemocnéni, piedevsim pak u sepsi a polytraumat .*
OhroZeni Zivota u pacientll s onemocnénim doprovazenym sepsi tak pietrvava i po UspéSné terapii
primarniho onemocnéni. Cotovio a kol.? prokazali pfitomnost fibrinu v mikrovaskulatufe parenchymatéznich
organti u koni s kolikou, rozvoj DIC je popisovan i u dilatace a torze zaludku nebo pyometry. Studie
zabyvajici se pyometrou se zaméiuji predev§im na terapeutické feSeni tohoto onemocnéni, DIC byva
zminéna pouze jako jedna z moznych komplikaci. Radwinska a kol.? se jako jedni z mala zabyvali incidenci
DIC u fen s pyometrou, nefesili vSak vztah mezi koagulopatii a selhdnim ledvin. Vzhledem k prtikazu fibrinu
v mikrovaskulatufe ve studii Cotoviy a kol.? je zde mozna souvislost mezi rozvojem poruch koagulace a
selhanim ledvin. Je tedy tfeba zaméfit pozornost na vztah mezi koagulaénim profilem a stavem ledvin. Jako
novy slibny marker onemocnéni ledvin se jevi lipokalin-2 (NGAL, lipokalin asociovany s Zelatindzou

o . I3 , N ’ st v 4
neutrofill), jeho evaluace pro konkrétni onemocnéni vsak musi byt jesté provedena.

Material a metodika

Ke studiu koagulac¢niho profilu a stavu ledvin u fen s pyometrou bylo pouzito 34 fen pfijatych s diagn6ézou
pyometra na oddéleni reprodukce KCHPK VFU Brno. Do kontrolni skupiny bylo zatazeno 7 zdravych fen,
které byly vySetfovany v ramci pfedchozi studie ,,Hodnoceni koncentrace neutrophil gelatinase-associated
lipocalin (NGAL) u pst s azotemii P. Salagkové®. Od fen byla ihned po p¥ijmu odebrana krev do zkumavek
s citritem sodnym (Dispolab s.r.0., Ceskd republika) pro hemostazeologické vysetieni. V ramci
hemostazeologického vysetfeni byl stanoven protrombinovy &as (PT - Dialab, s.r.o., Ceska republika),
aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT - Dialab, s.r.o., Ceska republika) a hladina fibrinogenu
(FBG - Dialab, s.r.0., Ceska republika) pomoci dvoukanalového analyzatoru (Coatron M2, Teco, Némecko)
a D-dimeru (DD - NycoCard, Axis-Shield PoC, Norsko). Incidence DIC byla stanovena na hranici alespon 4
zménénych vysledkit koaguladniho profilu - sniZeny podet trombocytd (<200x10%1), prodlouzeny
protrombinovy ¢as (>13 s), prodlouzeny aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (>19,5 s), snizena

koncentrace fibrinogenu (<1,5 g/l) a zvy3ena koncentrace D-dimerd (>0,2 mg/l). Pro vySetieni kreatininu,
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urey a NGAL (Dog NGAL ELISA Kit, BioPorto Diagnostics A/S, Dansko) byla krev odebrana do

zkumavek obsahujicich ¢astice urychlujici srazeni (Sarstedt, s.r.o., Brno, Ceska republika).

Ke studiu uniformniho modelu sepse byl proveden pokus na potkanech. U pokusnych jedinct (n=8) byla
v celkové anestezii: indukce éterem 1ml/l vzduchu, dale diazepam (Apaurin, Krka, Slovinsko), xylazin
(Xylapan, Vétoquinol, Némecko) a ketamin (Narketan, Vétoquinol, Némecko) v davce dle hmotnosti
potkana, provedena medianni laparotomie s vybavenim mezenteria a ligaci a. mesenterica, repozici stfeva a
suturou dutiny bfi$ni. U kontrolnich jedinct (n=4) bylo provedeno pouze vybaveni a repozice stfeva bez
ligace. Krev byla odebrana po 6 hodindch a bylo provedeno rutinni hematologickeé a hemostazeologické
vySetfeni (stanoveni protrombinového ¢asu, parcidlniho aktivovaného tromboplastinového ¢asu a
koncentrace fibrinogenu a D-dimert). Ve vzorcich séra byla stanovena koncentrace NGAL (Rat NGAL
ELISA Kit, BioPorto Diagnostics A/S, Dansko), antitrombinu (AT - Rat antithrombin 111 (ATIII) ELISA kit,
Cusabio Biotech Co. USA) a tkaniového faktoru (TF - Rat tissue factor, BlueGene, Shanghai). Statistické
zpracovani bylo provedeno pomoci Mann-Whitneyova neparového testu v programu MedCalc
(MedCalc Software bvba, Belgie).

Vysledky
Stanoveni koagulac¢niho profilu a ledvinného profilu u fen s pyometrou

Porovnani hemostazeologického profilu a hodnot NGAL u fen s pyometrou je uvedeno v tabulce 1. Nebyla

nalezena korelace mezi koagula¢nimi parametry a koncentraci NGAL.

Tabulka 1: Srovnani hemostazeologického vysetfeni s koncentraci NGAL

PT (s) aPTT (s) FBG (9/) DD (mg/l) | NGAL (pg/ml)
pacienti () 10,96 22,26 3,25 0,48 272,76
korelace s NGAL (r) 0,0157 -0,119 0,004 0,329

PT - protrombinovy ¢as, aPTT - aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as, FBG - koncentrace fibrinogenu, DD - koncentrace d-dimerti, NGAL -
lipokalin asociovany s Zelatindzou neutrofilii.

Pro evaluaci stanoveni NGAL pro hodnoceni rendlniho poSkozeni byly feny s pyometrou rozdéleny podle
pritomnosti azotemie. Porovnani vysetieni NGAL se standardnim vySetienim profilu ledvin u zdravych fen a
fen s pyometrou s azotemii je uvedeno v tabulce 2. Byly nalezeny signifikantni rozdily mezi hodnotami

NGAL u fen s pyometrou s azotemii a u zdravych fen. Nebyla prokazana korelace mezi NGAL a nékterym z
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ostatnich parametril. Pouze jedna fena byla detekovana jako DIC pozitivni dle stanovenych kritérii, dalSich 7

bylo pozitivni ve 3 kritériich. U 24 fen bylo prodlouzené aPTT.

Tabulka 2: Srovnani vySetfeni NGAL a standardniho vySetfeni profilu ledvin

skupina Urea (mmol/l) Crea (umol/l) NGAL (pg/ml)
kontrolni (@) 5,70 74,81 176,74
pacienti (3) 14,00 133,54 346,08
korelace s NGAL (r) 0,0471 -0,432

p <0,01 <0,01 0,01

Crea - koncentrace kreatininu, NGAL - lipokalin asociovany s Zelatinazou neutrofild.

Stanoveni hematologického, koagula¢niho profilu a funkce ledvin u potkani

Porovnani hematologického, hemostazeologického profilu a hladin NGAL u potkant je uvedeno v tabulkach
3ad.

V hematologickém profilu kontrolni a pokusné skupiny nebyly signifikantni rozdily.

Tabulka 3: Srovnani hematologického profilu pokusnych a kontrolnich potkant

Leucs | Neu | Lymph | Mono Eos Baso Erys Hb Ht PLT
. (*10% | (*10°) | (*10% | (*10% | (*10°) | (*10% | (*10™) (ol (i | (*10%
skupina
kontrolni
7,16 1,74 4,94 0,31 0,17 0,01 8,90 153,25 | 0,47 | 813,25
()
pokusna
7,98 3,00 4,18 0,67 0,10 0,02 8,43 139,00 | 0,46 | 764,00
()

Leucs - pocet leukocytii, Neu - pocet neutrofilnich granulocytti, Lymph - pocet lymfocytli, Mono - pocet monocytii, Eos - pocet eosinofilnich
granulocytl, Baso - pocet basofilnich granulocytt, Erys - pocet erytrocytt, Hb - koncentrace hemoglobinu, Ht - hematokrit, PLT - pocet trombocytt

V koncentracich NGAL a AT byl mezi pokushou a kontrolni skupinou signifikantni rozdil. V koncentraci TF
nebyl signifikantni rozdil mezi kontrolni a pokushou skupinou. V hemostazeologickém profilu kontrolni a

pokusné skupiny nebyly signifikantni rozdily.
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Tabulka 4: Hemostazeologicka vySetieni u potkant

NGAL AT TF PT aPTT FBG DD
skupina (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml) (s) (s) (all) (mgll)

kontrolni

34,66 579,57 0,92 23,75 25,45 1,90 0,10
1]
pokusna

171,96 2554,98 1,01 27,64 22,36 1,15 0,14
%)
p 0,015 0,02 1,00 0,90 0,33 0,40 0,80

NGAL - lipokalin asociovany s Zelatinazou neutrofil, AT - antitrombin , TF - tkanovy faktor, PT - protrombinovy &as, aPTT - aktivovany parcialni
tromboplastionovy ¢as, FBG - koncentrace fibrinogenu, DD - koncentrace d-dimeri

Zavéry

Renéalni selhani spolu s rozvojem DIC se stavaji zivot ohrozujicimi komplikacemi uspé&$né chirurgicky
fedené pyometry u fen*®. Vzhledem k tomuto faktu vyvstavé potieba zjisténi souvislosti mezi vznikem DIC a
renalniho selhdni a také potieba co véasné diagnostiky rozvoje renalniho selhani. V na$i studii byla
stanovena negativni korelace mezi jednotlivymi koagula¢nimi parametry a stanovenim NGAL, jakozto
asného markeru renalniho pokozeni u pst’. Z toho tedy vyplyva, Ze je velmi mal4 pravdépodobnost, Ze by
DIC mohla byt jednim z diivodi vzniku renalniho selhani. Tento fakt potvrzuje i velmi nizka incidence DIC

prokazana touto studii.

U fen, u kterych byla nalezena azotemie byla stanovena korelace mezi hodnotami NGAL, urey a kreatininu.
Mezi témito parametry nebyla nalezena korelace. Byly v8ak zjistény signifikantni rozdily mezi hodnotami
NGAL u fen zdravych a fen s pyometrou a s azotemii, je tedy pravdépodobné, ze NGAL muze slouzit k

detekci renalniho poSkozeni u fen s pyometrou.

Vzhledem k tomu, Ze klinické vyzkumy jsou cCasto limitovany nejednotnosti faze onemocnéni, byly
parametry posuzovany i u potkanti s uniformnim modelem sepse. I pifesto, Zze u téchto potkanti nebyly
signifikantni rozdily v hematologickém, ani hemostazeologickém profilu, které by svéd¢ily pro rozvoj sepse,
byly zjistény signifikantni rozdily v koncentraci AT a NGAL mezi kontrolnimi a pokusnymi jedinci. Lze
tedy fici, ze koncentrace AT muze slouzit ke v€asné detekci rozvoje sepse a s nim spojené DIC. Koncentrace

NGAL potom mtize slouzit pro v¢asnou detekci renalniho poskozeni u septickych onemocnéni.
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Uvod

Kortiské herpesviry jsou celosvétove rozsitenymi patogeny. Do poptedi zajmu se v soucasné dobé
dostavaji vedle EHV-1 a EHV-4 (podceled Alphaherpesvirinae) také zastupci podceledé
Gammabherspesvirinae, EHV-2 a EHV-5. Infekce herpesviry je celoZivotni diky schopnosti
herpesvirt pfezivat v bunikach hostitele v latentnim stadiu, ze kterého mtze byt virus za vhodnych
podminek reaktivovan. Gamaherpesviry koni vykazuji afinitu k lymfatickému systému, v ptipadé
EHV-2/5 k B-lymfocytim, ve kterych dochazi jak k replikaci viru, tak ke vzniku latence [1].
Diagnostika klinického onemocnéni zptisobeného gamaherpesviry je velmi obtizna, diky
riznorodému priabehu infekce [2—4]. Vnimavost/rezistence hostitele je dana predevSim variabilitou
v genech imunitni odpovédi mezi které patii geny pro Toll-like receptory (TLRs) [5], aktivujici a
inhibi¢ni receptory na NK buitkach (KLRs, NCRs) [6] a geny hlavniho histokompatibilitniho
komplexu (MHC) [7]. Schopnost viru infikovat bunku miize byt také ovlivnéna variabilitou
v genech kddujicich molekuly, které slouzi jako virové receptory. Zda se, Ze kli¢ovou roli pro
infekci B-lymfocyti hraje u lidi receptor CR2 [8]. Genetickd variabilita patogena také hraje

vyznamnou roli, nebot’ ovliviiuje jeho invazivni, reproduk¢ni a imunomodula¢ni schopnosti.
Material

Pro ucely asociacni studie byly ziskany vzorky krvi pacientti Kliniky chorob koni FVL s klinickymi
symptomy suspektni gamaherpesvirové infekce. Jako kontrolni skupina klinicky negativnich koni
slouzili ortopediCti pacienti bez zndmek respiracniho nebo hore¢natého onemocnéni. Celkem bylo
za timto ucelem virologicky vysetfeno 70 koni. Na zakladé¢ molekularniho prikazu pfitomnosti
jednotlivych herpesvirit pak byli tito koné rozd€leni na skupinu virologicky pozitivnich a
negativnich. Pro odhad cirkulace vird v populaci koni byl dale vySetfen soubor 23 hiibat (nosni
vytéry) z jednoho chovu. Vzorky byly odebirany od narozeni do v€ku ptl roku (odstav) v intervalu

6 tydnt.
Metody

Virologicka vySeti‘eni. DNA byla ze vzorku periferni krve extrahovana kitem NucleoSpin-Blood

(Macherey-Nagel, Némecko). K detekci piitomnosti a k uréeni mnozstvi virové DNA EHV-2 a
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EHV-5 byl pouzit protokol duplex gPCR, navrZzeny a optimalizovany na pracovisti virologie
UICHM VFU Brno. Pro real-time PCR na detekci EHV-2/5 byl vybran usek virového genomu
kédujici virovy enzym DNA termindzu. Byly navrzeny dva oligonukleotidové primery spolecné pro
oba viry, mezi nimi byly navrZzeny 2 oligonukleotidové sondy specifické pro EHV-2 a pro EHV-5.
Pro kalibraci testu byla pouzita plazmidova DNA o zndmé koncentraci. Intenzita signalu z nékolika
desitkovych fedéni plazmidové kontroly byla srovnavana s intenzitou u vysetfovanych vzorkl. Pro
ovéteni stability sekvence genu pro DNA termindzu a tedy jeho vhodnosti pro tcely diagnostické

gPCR byla provedena Sangerova sekvenace Useku o délce 301bp.

Geneticka analyza vnimavosti hostitele k infekci. Pomoci PCR byly amplifikovany funkéné
vyznamné oblasti hostitelskych kandidatnich genti. U genii pro TLR byl studovany exon 3 a 4 genu
TLR3 (5286 bp), exon 5 a 6 genu TLR3 (4808 bp), exon 3 genu TLR7 (3805 bp) a posledni exon
genu TLR8 (3530 bp). U MHC byl vysetfen druhy exon gent II. tfidy DRB2 (303 bp) a DQB2 (522
bp). Pro analyzu genu CR1-L byly vybrany oblasti promotoru az intron 2 (1820 bp), intron 13 (1487
bp) a intron 15 (1118 bp). U genu KIR3DL1 se vyskytly problémy pti amplifikaci. Proto byly
z genli NKR vySetfeny geny NCR1 (exon 1 az 4 - 2417 bp), exon 4 az 7 (1773 bp) a NCR3 (kddujici
oblast 2501 bp). Primery pro amplifikaci genit DRB2, DQB2, TLR3, TLR7 a TLR8 byly jiz na Gstavu
genetiky pouzivané, ostatni primery byly nové navrzeny na zéklad¢ koniského referenéniho genomu
EquCab2.0. Za ortologni gen lidského CR2 byl u koni povazovan CR1-like (Gene 1D:100057298).
PCR produkty byly sekvenovany ve tfech bézich NGS umoznujicich individualni genotypovani. V
genech DRB a DQB byly vyhodnoceny haplotypové sekvence dlouhé 180 bp, coz umoznilo pfitadit
vzorky ke znamym alelovym sekvencim podle databdze Genbank. V ostatnich genech byly
identifikovany jednonukleotidové polymorfismy (SNPs). Vybrané sekvence byly potvrzeny pomoci
Sangerova sekvenovani. U ¢tyf geni KLRA (diive Ly49) ( LY49A, LY49B, LY49D a LY49 bylo
provedeno genotypovani 4 SNP pomoci PCR-RFLP. Dalsi variabilita v MHC a KLR oblastech byla
studovana pomoci sad mikrosatelitnich markerti vyvinutych v nasi vyzkumné skupiné Ceitec. Pro
ucely asociacni analyzy byla pfitomnost/nepfitomnost virového genomu urcena na zaklade
dynamiky kiivek duplex qPCR. Analyza asociaci mezi pfitomnosti/neptitomnosti virového genomu

EHV-2 a EHV-5 a polymorfnimi markery byla provedena pomoci Fisherova testu.

Vysledky

Virologicka vysetieni. Byla ziskana ¢astecna sekvence genu pro DNA termindzu u 9 izolati EHV-2
a u 2 izolath EHV-5. Byla potvrzena moZnost superinfekce téhoz zvifete dvéma riznymi kmeny

viru EHV-2 izolovanymi v tutéZz dobu. Promofenost populace obéma gamaherpesviry se zda byt

21



znacna, piicemz k reaktivaci dochazi castéji u EHV-2. Virologické vySetfeni nosnich stéra hiibat
naznacuje, ze jsou virem EHV-2 nakazena v niz§im véku na rozdil od viru EHV-5, kde dochazi
k primoinfekci pozdéji pravdépodobné kvili méné cCastym reaktivacim viru u klisen-
matek.V popula¢nim vzorku hiibat dochazelo k prvnim zachytim viru EHV-2 jiz té€sné po narozeni,
ale koncentrace viru ve vzorcich byly mal¢, coz svéd¢i spiSe o pasivnim pienosu z matky na hiibé
nez o aktivni infekci. Titry, odpovidajici aktivnimu vylu€ovani replikujiciho se viru se objevuji u
vétSiny koni mezi 6. a 12. tydnem Zivota. K prvnim zachytim EHV-5 jsme dospéli vyjimecné ve
12. tydnu v nizkych titrech, aktivni infekce pak byla zaznamenavana u vétSiny hiibat ve véku 24
tydnti. U dospélych koni (pacientt KCHK) nebyla ptfitomnost EHV potvrzena u vSech jedinct s
klinickym podezienim na EHV, zatimco kon& bez klinickych EHV pfiznakd byli v nékolika
ptipadech EHV pozitivni. Z celkem 70 vySetfenych vzorkd byl EHV-2 detekovan ve 22 (31%),
EHV-5v 11 (16%) a oba viry v 5 (7%) ptipadech. Tato data byla vyuzita pro asociacni analyzy.

Genetickd analyza vnimavosti hostitele k infekci. Nalezené jednonukleotidové polymorfismy

kandidatnich gent jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1: Identifikované jednonukleotidové polymorfismy (SNPs).

Gen Pocet vysetienych zvifat | Exonové SNP | Intronové SNP
CR1-L | 65 2 23

TLR3 | 44 4 0

TLR7 |67 1 0

TLR8 | 67 5} 0

NCR1 | 70 2 8

NCR3 | 16 0 2

V piipadé MHC bylo sestaveno 9 a 11 haplotypt pro geny DQB, respektive DRB. Statisticky
vyznamné (p<0.05) asociace s infekci gamaherpesviry byly nalezeny pro markery LY49B, LY49F,
DRB, TLR7, CR1-L a pro 5 mikrosatelitnich markerat MHC a 8 mikrosatelitnich markerd KLR,

piicemz z téchto byly u tfi pozorovany asociace na hladiné p < 0.001.
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Uvod

Prevence a kontrola infekénich chorob ma zasadni vyznam pro zdravi koni. Bakterie z celedi
Enterobacteriaceae, napf. E. coli a Klebsiella spp., byvaji pfi¢inou gastrointestinalnich
a extraintestinalnich infekci, zejména infekci reprodukénich orgéni, mékkych tkani, kloubil
a neonatalnich sepsi s fatdlnim pribéhem. Zminéné infekce mohou negativné ovlivnit sportovni
vykonnost a reprodukci koni (Maragakis et al., 2008). Prevalence bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae
s produkci  Sirokospektrych beta-laktamaz (Extended Spectrum Beta-Lactamases, ESBL)
celosveétoveé nartista a tyto bakterie byly izolovany rovnéz z koni (Schmiedel et al., 2014). K terapii
téchto infekci jsou vyuZivana antibiotika, ale rostouci antibioticka rezistence komplikuje jejich
uspésnost (EMEA, 2009).

Cilem tohoto projektu bylo stanovit prevalenci kolonizace koni v chovnych zafizenich a na
veterindrnich klinikach bakteriemi druhu E. coli produkujicimi ESBL. Nedilnou souéasti projektu
bylo stanovit miru rizika dalSiho Sifeni téchto bakterii v rdmci Kkliniky a chovu; definovat faktory
umoziujici kolonizaci a pfipadnou néaslednou infekci koni témito bakteriemi. Na zéklad¢ vysledki
projektu navrhnout preventivni a hygienicka opatfeni pro snizeni rizik kolonizace a infekce koni

a pfenosu rezistentnich bakterii na dalsi jedince.

Material a metodika

Odbér vzork
Sbér vzorkii probihal na dvou veterinarnich klinikéach, dalsi vzorky dodali terénni veterinarni 1ékafti,
ktefi zasilaji vzorky k bakteriologickému vysetfeni do diagnostické laboratofe na Ustav infek&nich
chorob a mikrobiologie FVL VFU Brno. U né€kolika hospitalizovanych koni byl odebran trus nebo

rektalni vytér pfi pfijmu na kliniku, v pribéhu hospitalizace (minimélné jednou za tyden) a pii
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jejich propusténi. Pokud majitel koné vyjadril souhlas, tak v ptipad¢ prokazané kolonizace ci
infekce producenty ESBL byl také odebran trus v obdobi po propusténi pacienta.
Celkem jsme vysettili 336 vzorkl zahrnujicich trus, rektalni vytéry, vyplasky a vytéry délohy, stéry

Z ran, kloubt, z pupku a stéry z prostiedi kliniky (viz. Tabulka €. 1).

Izolace ESBL pozitivnich E. coli
Metodika mikrobiologického vySetfeni vzorkli probihala podle standardizovanych protokolt
zavedenych na pracovisti a uvedenych v piedchozich studiich (Dolejska et al., 2011). Vzorky byly
kultivovany piimo na MacConkeyho agaru s cefotaximem (2 mg/L), pfi negativnim nartstu
predchazelo tomuto selektivnimu kroku pomnozeni v MacConkeyho bujonu. lzolaty rostouci na
pudé s cefotaximem, které vykazaly aktivitu k laktoze, byly identifikovdny metodou MALDI — TOF
MS (Bruker Daltonic, Némecko). K dalSimu posouzeni fenotypovych vlastnosti byly vybrany

izolaty E. coli.

Charakterizace fenotypovych a genotypovych vlastnosti rezistentnich E. coli

Cefotaxim rezistentni E. coli byly vySetteny Double Disc Synergy testem (DDST) pro prikaz
pritomnosti ESBL. U pozitivnich izolatd byla nasledné vySetiena citlivost ke dvanacti raznym
antimikrobidlnim latkdm - kampicilinu, streptomycinu, smési sulfonamidi, tetracyklinu,
chloramfenikolu, sulfametoxazol/trimetoprimu, cefalotinu, kyseliné nalidixové, gentamicinu, co-
amoxicilinu, ciprofloxacinu a ceftazidimu diskovym difuznim testem (DDT).

U vSech ESBL pozitivnich E. coli byla izolovana DNA, ktera slouZila jako templat pro identifikaci
genll rezistence metodou polymerazové fetézové reakce (PCR). Byly prokazovany geny kodujici
ESBL (blactx-m, blasyy, blarem a blapgxa). Ziskané amplikony byly pouzity pro specifikaci
konkrétni varianty genu sekvenaci. Metoda PCR byla pouzita na detekci pfitomnosti plazmidovych
replikonti (Carattoli et al., 1005) a pro zatazeni izolati do fylogenetickych skupin (Clermont et al.,
2013).

Pulzni gelovou elektroforézou (PFGE) bylo provedeno srovnani klonalni piibuznosti kment.
Makrorestrikéni profily byly porovnany softwarem BioNumerics (Applied Maths, Belgie) pro

stanoveni miry ptibuznosti.

Vysledky

Izolace ESBL pozitivnich E. coli
Z celkového souboru 336 vzorkl bylo ziskano 136 izolath E. coli s rezistentnich k cefotaximu
(Tabulka ¢. 1).
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Tabulka ¢. 1: Prevalence ESBL pozitivnich E. coli v odebranych vzorcich

Lokalita | Druh vzorku Pocet vzorkt | Pocet pozitivnich | % pozitivnich
1 trus 138 63 46
vytér z pochvy, délohy 1 0 0
stér z prostiedi 20 6 30
rektalni vytér 10 8 80
vyplaSek z d¢lohy 2 2 100
stér z rany 7 2 29
trachealni aspirat 1 1 100
synovialni tekutina 1 0 0
2 trus 14 1 7
stér z prostiedi 17 4 24
rektalni vytér 3 0 0
stér z rany 3 2 67
3 trus 12 2 17
rektalni vytér 2 0 0
4 trus 21 18 86
vytér z pochvy, délohy 26 3 12
vyplasek z délohy 4 1 25
sperma 1 0 0
5 trus 36 23 64
6 vytér z pochvy, délohy 11 0 0
vyplaSek z d¢lohy 6 0 0
celkem 336 136 40

Charakterizace fenotypovych a genotypovych vlastnosti rezistentnich E. coli
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Nejcastéji se vyskytujicim fenotypem rezistence u ESBL pozitivnich izolata E. coli byla rezistence
k ampicilinu, cefalothinu (129 vzorkl) a streptomycinu (120 vzorki). Polymerazovou fetézovou
reakci jsme identifikovali geny kodujici ESBL typu CTX-M u 97 izolati ze 136. U 31 blacrx-m
negativnich E. coli byly ESBL kdédovany geny blasyy, u tii geny blargm. U poslednich blacrx-m
negativnich izolatd byla prokazan jiny typ beta-laktamazy (AmpC). Plazmidy prokazane
u sledovaného souboru E. coli byly zafazeny do tfid inkompatibility P, B/O, FIA, FIB, FIIA, Y,
HI1, N, I1, X1, X2, X3 a X4. Nejcastéji prokazovanou fylogenetickou skupinou byla skupina BI.
Na zaklad¢ porovnani makrorestrikénich profili ziskanych metodou PFGE, byla prokazéana
pritomnost shodnych kloni ESBL pozitivnich E. coli u koni chovanych v ramci stejnych chovu.
Dale jsme identifikovali shodny ESBL pozitivni klon ve stdjovém prostiedi veterindrni kliniky

a hospitalizovanych koni.

Zavéry

e 7 koni byly izolovany ESBL pozitivni E. coli s nebezpeénym rozsahem rezistence

e ESBL pozitivni E. coli byly izolovany také z prostiedi, kde jsou koné ustajeny

e Dbyl prokdzan shodny ESBL pozitivni klon E. coli v prostiedi veterinarni kliniky a v trusu
zde 1écenych koni

e hospitalizace koni v kontaminovaném prostiedi muze vést k jejich kolonizaci ESBL
pozitivnimi E. coli

e néktefi koné, kteti byli kolonizovani v priabéhu hospitalizace na klinice s vyskytem ESBL
pozitivni E. coli v prostedi, vylucovali tyto E. coli i po nékolika mésicich

e koné v ramci jednoho chovu mohou sdilet shodny klon ESBL pozitivni E. coli
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Kvantifikace humeroulnarni inkongruity loketnich kloubit psii pomoci po¢itatové tomografie
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Klinika chorob psu a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterindarni a farmaceuticka univerzita

Brno

Uvod

Dysplazie loketniho kloubu je u velkych a obtich plemen psii nejcastéjsi pricinou kulhani na hrudni
koncetinu. Inkongruita kloubnich ploch je povazovana za dilezity faktor v rozvoji dysplazie
loketniho kloubu. Subjektivni odhad a objektivni méfeni radioulnarni inkongruity in vivo pomoci
rtg a CT vySetfeni bylo jiz v literatuie popsadno. Humeroulnarni (HU) inkongruita se hodnoti
v klinické praxi pfevazné subjektivné. Vyznam HU inkongruity v etiopatogenezi dysplazie
loketnich kloubli neni jednozna¢né objasnén. Piedpokladem zjisténi vyznamu HU inkongruity
Vv etiopatogenezi dysplazie loketnich kloubi je jeji objektivni méfeni. Méfeni inkongruity kloubnich
ploch v loketnim kloubu zrtg snimkd je zatizeno fadou chyb vyplyvajicich ze zobrazeni
trojrozmérného objektu v dvojrozmérném obraze. CT umoziuje zobrazit kostni podklad v tenkych
fezech bez superpozice okolnich tkani a je pokladana za zlaty standard v diagnostice inkongruity
loketnich kloubti u klinickych pacientti. HU inkongruita byla doposud hodnocena pomoci CT pouze
subjektivné a byla publikovana pouze v jedné studii. Objektivni méfeni HU inkongruity in vivo
pomoci pocitacové tomografie nebylo, podle znalosti feSiteld, doposud v odborné literatuie

publikovano.

Cilem prace bylo kvantifikovat HU inkongruitu pomoci CT vysetfeni méfenim indexu subluxace

(IS) a porovnat ji s velikosti HU inkongruity naméfené z digitalnich rentgenogramu.

Material a metodika

Material
Do studie bylo zatazeno 102 loketnich kloubti 51 psti. Primérny vék vySetienych pst byl 2,78 rokt
(0,5-9). V souboru bylo 27 samct, 17 fen a 7 kastrovanych fen.

Rentgenové vySetieni a vySetfeni pocitacovou tomografii

Rtg a CT vySetfeni loketnich kloub bylo provedeno v celkové anestezii. Pii rtg vySetfeni byly

zhotoveny tfi projekce, mediolateralni (ML) extenzni v postojovém Uhlu, ML flexni a
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kraniokaudalni Sikma projekce (Crl5L-MCdO). Ve stejné anestezii bylo provedeno CT vySetieni
(helikalni mod, kolimace 0,625 mm). Vysetifeni bylo provedeno ve sterndlni poloze s prednimi
konCetinami v extenzi. Ztakto ziskanych izotropickych dat byly zhotoveny multiplanarni
rekonstrukce (MPR) v sagitalni a dorzalni roving.

HU inkongruita byla méfena z ML rentgenogramu v postojovém Uhlu a z CT sagitalnich MPR

zhotovenych v sagitalni roviné v programu JiveX.

M¢teni HU inkongruity

HU byla vyjadfena indexem subluxace. K méfeni indexu humeroulnarni subluxace jsme pouzily
diive popsanou metodiku méfeni HU inkongruity. V MPR v sagitalni rovin€ a na ML projekcich
loketniho kloubu v postojovém Ghlu byla proloZena kruZznice, ktera svym tvarem nejvice odpovidala
kladkovému zatrezu loketni kosti. Primér kruznice byl vymezen vzdalenosti mezi kranioventralnim
okrajem processus anconeus a distalnim okrajem kladkového zatezu ulny. Dale byla zhotovena
kruznice, kterd svou velikosti nejvice odpovidala velikosti kladky pazni kosti v sagitalni roviné.
Byla zmétena vzdalenost mezi stfedy obou kruznic (x). Pro zohlednéni velikosti loketniho kloubu
(resp. velikosti pacienta) byla tato vzdalenost vydélena polomérem kruznice (r) vymezujicim kladku
pazni kosti. Vysledny index humeroulnarni subluxace (IS) kladky humeru udava miru kranialni
dislokace kladky humeru z kladkového zafezu loketni kosti (IS = x/r). (Obr. 1 a,b).

Analyza dat

Statisticka analyza dat byla provedena v programu Excel (Excel 2010).

i

Obr.1a Obr.1b

Obr. 1 Metodika méfeni indexu subluxace (IS) na rtg ML projekci loketniho kloubu v postojovém
uhlu (a). CT MPR sagitalni rekonstrukce loketniho kloubu ur¢ena k méteni IS (b).
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Vysledky
U 64,7 % (n= 66) loketnich kloubti byl identifikovan fragmentovany processus coronoideus (FCP).
U 35,3 % (n=36) loketnich kloubli nebyla zjisténa zadna patologie. Primérna velikost indexu
subluxace (IS) naméfené na ML projekci loketniho kloubu v postojovém uhlu byla 8,99 (+7,35).
Primérnd velikost indexu subluxace (IS) naméiené¢ v MPR Vv sagitalni roviné na CT byla 7,99
(£9,43). Mezi témito méfenimi nebyl zaznamendn statisticky vyznamny rozdil (p>0,05). Mezi

méfenim IS na rtg a na CT byla zjisténa stfedni korelace (r = 0,49).

Zavér
Mezi velikosti HU inkongruity méfené in vivo z CT sagitdlnich MPR a z ML extenznich
rentgenogramu loketnich kloubil byla stanovena stfedni korelace a nebyl zaznamenén signifikantni
rozdil. Pfed uvedenim techniky meéfeni HU inkongruity pomoci CT bude nutné ovefit

opakovatelnost a reprodukovatelnost systému méfeni.
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Imunogeneticka analyza vnimavosti k morbillivirové infekci u kytovct
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Uvod

Morbillivirus kytovet (CeMV) z ¢eledi Paramyxoviridae je piivodcem série epidemii s vysokou mortalitou u
sttedomoiskych delfinii pruhovanych (Stenella coeruleoalba)®. Cilem studie bylo: (1) rozsiteni virologické
diagnostiky o detekei infekci CeMV u stiedomoiskych kytoved a prikaz CeMV u kytovett Cerného moie
sviftuch obecnych (Phocoena phocoena), (2) Zjisténi pfitomnosti, sekvence a polymorfismi u vybranych
genu antivirové obrany u modelovych druhd, (3)Identifikace genetickych faktort pfispivajicich k rozdilné
vnimavosti k infekci CeMV u Stenella coeruleoalba. Vybrané kandidatni geny: SLAM, PVRL4, BSG -
bundéné receptory pro virovy hemaglutinin a cyclophilin B*% TLR3,7,8 - evoluéné konzervované,
specificky motiv (ds,ssRNA viril) rozeznavajici receptory®; SLC11al - transportni protein, ktery je soudasti
membrany fagolysosomu, ovliviiuje schopnost makrofagii eliminovat intracelularni patogeny; MHC — DQB -
polymorfismy u tiII u kytovctijsou dobie popsany”; NK receptory — KIR, KLRA, NCR1 —jejich existence u

kytovcije nejasna.

Materialy a metodika FeSeni projektu
Modelové druhy: Stenella coeruleoalba, Phocoena phocoena

Biologicky material: Vzorky pochézely z odbéri tkani v rizném stupni rozkladu z ptirozené uhynulych
kytovell vyvrzenych na bieh Stiedozemniho a Cerného mote, ulozenych v kryobankach University of Teramo
a University of Valencia, It, a National Institute for Marine Research and Development, Constanta, Ro.
Bohuzel se ukazalo, ze pivodni odhad italskych partnert byl zna¢né naddimenzovany a pro tcely nasi studie
nakonec mohlo byt vybrano pouze 33 vzorki Stenella coeruleoalba a 6 vzorkii Phocoena phocoena.
Vzorky ser i tkani byly zamraZeny na -80°C. 9 vzorki Stenella coeruleoalba bylo virologicky vySetfeno na

pritomnost CeMV spolupracujicimi institucemi. U 6 z nich byla zjisténa ptitomnost CeMV.

Detekce CeMV: K optimalizaci detekce CEMV u dosud nevySetfenych vzorkl byly vybrany vzorky se
znamym CEMV statutem (2 negativni, 1 pozitivni), z nichz byla izolovana celkova RNA dvéma rtiznymi
metodami (TriReagent, NucleoSpin RNA kit Macherey-Nagel). Tato byla nasledné pouzita pro reverzni
transkripci (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, ThermoFisher Scientific) jak za pouziti CEMV

specifického primeru, tak random hexamerd. Mnozstvi RNA pro reverzni transkripci bylo optimalizovano
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v rozsahu jednotek aZz stovek nanogrami. K amplifikaci 1358 nt fragmentu z oblasti N a P proteinu byly

vyuZity primery CEMV N1 a CEMV P2°. Specifita reakce ovéiena sekvenovanim (Macrogen, Netherland).

Vysetieni kandidatnich genti: Pro ¢ast kandidatnich genl je znama pouze parcidlni genova sekvence
(SLAM, MHC DQB) u Stenella coeruleoalba, u ostatnich genti neni znama viibec. Primery pro amplifikace
vybranych usekt kandidatnich genti byly proto navrzeny na zakladé znamé genomové sekvence ostatnich
kytovei: Tursiops truncatus, Orcinus orca, Lipotes vexillifer, Physeter catodon, Balaenoptera acutorostrata.
Genomova DNA byla izolovana kitem JETquick, Genomed. PCR amplifikované useky byly individualné
sekvenovany ve tfech runech NGS (MiSeq, Illumina) a vybrané sekvence ovefeny Sangerovym
sekvenovanim (Macrogen, Netherland). Bioinformatické zpracovani dat za pouZiti software Tablet, BioEdit,
SamTools, Gatk, VarScan stdle probihd. Po jeho ukonceni bude provedena asociani analyza vztahu
nalezenych polymorfismi k vnimavosti k CeMV u  Stenella coeruleoalba a to s pouZitim standardnich
statistickych nastroji, pfi¢emz jako vnimavi budou oznaceni jedinci s pozitivnim nalezem CeMV ve tkani;

k zavérim virologického vySetieni bude ptihlédnuto.
Vysledky

1. Virologické vySetieni. Z celkového poctu 24 virologicky dosud nevySetfenych jedinci Stenella
coeruleoalba byla provedena detekce CeMV u 21 z nich. Pro zbyvajici 3 jedince nebyla k dispozici vhodna
tkan (plice, mozek). Sekvence virovych izolati odpovidala publikované sekvenci KR377460. Sekvence

izolati u Phocoena phocoena zatim nebyla potvrzena.

Celkova prevalence virové infekce u vySetfenych vzork je uvedena v tab. 1.

CeMV status pozitivni dubidzni negativni *
Stenella coeruleoalba 9 (6+3) 21(3+18)
Phocoena phocoena 2 4

Tab.1 Vysledky detekce viru CeMV u obou druhii.

* Vzhledem K nizké odolnosti virii z celedi Paramyxoviridae (rychla degradace RNA) a vysokému stupni
rozkladu nékterych testovanych jedincii (osm jedincu se stupném 3 a vyssim) lze predpokladat falesnou

negativitu casti testovanych vzorkil.

2. Geneticka vySetifeni. Sekvence specifické pro Stenella coeruleoalba a Phocoena phocoena byly na
zékladé zpracovani NGS dat uréeny pro vSechny amplifikované oblasti kandidatnich gent, s vyjimkou
KLRA, jehoz existenci se nepodafilo prokazat ani u jednoho z obou druhti; u genu KIR byla u obou druht

prokazana piitomnost pouze fragmentarni sekvence odpovidajici exonu 1-3. Sangerovo sekvenovani
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potvrdilo spravnost stanovenych sekvenci. Zatim nalezené polymorfismy shrnuji tab.2 a 3. Analyza

polymorfisma u vzorkli Phocoena phocoena zatim ¢eka na bioinformatické zpracovani.

Gen Zkoumana oblast Vysetfenych Snp+ in/del | Nonsyn snp
vzorkll celkem
SLAM Exony 2,6-7 32 25 4
PVRL4 Exony 2-8 30 53 4
BSG Kompletni cds 32 82 5
TLR3 Exony 2-3, 4-5 16 19 5
TLR7 Exon 3 30 4 0
TLRS8 Exon 2 32 13 8
NCR1 Kompletni cds 16 14 7
SLC1lal | Kompletni cds 30 75 1

Tab.2 Prehled nalezenych polymorfiich mist v kandidatnich genech (mimo MHC-DQB) u Stenella

coeruleoalba

U genu MHC-DQB byla vysetiena oblast exonu 2, a to celkem u 31 vzorka Stenella coeruleoalba a 2 vzorka

Phocoena phocoena. Celkem osm jedinci bylo v tomto lokusu homozygotnich.

Alela Frekvence Alela Frekvence
DQB_StC a 0,03 DQB_StC_k 0,03
DQB_StC_b 0,03 DQB_StC_|I 0,03
DQB_StC ¢ 0,05 DQB_StC_ m | 0,03
DQB_stC_d 0,10 DQB_StC_n 0,03
DQB_StC_e 0,03 DQB_StC_o 0,03
DQB_StC_f 0,08 DQB_StC _p 0,02
DQB_StC_g 0,26 DQB_StC_q 0,02
DQB_StC_h 0,06 DQB_StC_r 0,02
DQB_StC _i 0,08 DQB_PhP_a 0,75
DQB_StC_j 0,06 DQB_PhP_b 0,25

Tab.3 Prehled nalezenych alel exonu 2 MHC-DQB a jejich pozorované cetnosti u obou druhii
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Zavér

Byla vypracovana metodika detekce CeMV u obou studovanych druhi. Z 21 vySettenych vzorka Stenella
coeruleoalba byly 3 pozitivni, av8ak lze opravnéné piedpokladat, ze cast vzorkd vykazuje faleSnou

negativitu. Asociaéni studie vezme tuto skute¢nost v potaz, stejné jako nizky pocet vzorki.

Vypracovani metodiky detekce viru i pro druh Phocoena phocoena dale umozni studium piitomnosti CeMV

Vv této izolované populaci a identifikaci pfitomnych kment viru.

Byly ziskany unikatni druhové specifické sekvence geni SLAM, PVRL4, BSG, TLR3,7,8, SLCllal a
NCR1 a uvétsiny vzorkl individualni genotypy. Zatim bylo vtéchto genech nalezeno celkem 285
polymorfnich mist, z toho 36 mélo charakter nesynonymni substituce v kodujici oblasti. Tyto substituce
vedou k zaméné aminokyseliny v syntetizovaném proteinu a mohou mit funkéni vyznam, zvlasté jedna-li se
0 zménu aminokyseliny ve funk¢éni doméné proteinu nebo vazebném misté receptoru.Dale bylo zjisténo, ze u
obou druhti se vyskytuje pouze fragment pivodniho genu KIR(stejné jako u ostatnich kytovct), ackoliv
fylogeneticky piibuzni piezvykavci maji v genomu bohatou KIR genovou rodinu. Rovnéz se nepodatilo
prokazat pritomnost KLRA receptoru a zda se, ze u studovanych druhi se tento gen nevyskytuje. Zna¢na
variabilita haplotypii byla zjisténa v oblasti druhého exonu HLA-DQB. VSechny sekvence DQB lze

povaZovat za nové, nebot’ zahrnuji del$i oblast neZ je bézn¢ studovana.

Zavérem lze Tici, ze studie splnila stanovené cile s tim, definitivni zavéry budou uéinény po dokonceni vSech
analyz ziskanych dat. Pfinosem studie je také v neposledni fad¢é ziskani materidlu pro studium dalSich

infekci vySetfenych zvifat.
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Méfeni uhlu tibialniho plat6é na rentgenovych snimcich a na sagitalnich reformatech

pocitacové tomografie kolenniho kloubu u psi
Ladislav Stehlik, Michaela Paninarova

Oddelent zobrazovacich metod, Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterindrniho lékarstvi,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

Ruptura piedniho zkiizené¢ho vazu (LCCr) je nejcastéjSim onemocnénim panevnich koncetin
sttednich a velkych plemen pst.t Uhel tibialniho platd (TPA) mé vliv na laxitu kolenniho kloubu
s rupturou LCCr.? Pro stabilizaci kolenniho kloubu s poskozenym LCCr jsou v soucasné dobé
nejvice pouZzivane tzv. dynamické metody, u kterych se provadi rizné typy osteotomie tibie. Cilem
téchto chirurgickych zakrok je zména biomechaniky kolenniho kloubu s poSkozenym LcCr.?
Bézné pouzivana metoda méfeni TPA (zlaty standard) vyzaduje rentgenovy (rtg) snimek celé
tibie.** Na t&chto snimcich je pak mozno zakreslit osu celé tibie, kterd je nutna pro zméfeni TPA
dle zlatého standardu. V Klinické praxi, a s ohledem na radiaéni bezpecnost, se vSak nejéastéji
zhotovuje rtg snimek kolenniho kloubu zobrazujici pouze distalni femur a proximalni tibii. Zatim
byla publikovana pouze jedna studie popisujici méteni TPA zrtg snimkii zobrazujicich pouze
proximalni tibii. Z vysledku této studie vyplyva, ze pro méfeni TPA jsou vhodnéjsi metody
vyuZivajici del$f osu tibie.> Osy proximalni tibie z této publikace nebyly paralelni s osou celé tibie,
a to mize vést k nepfesnym vysledklim. PresnéjSich vysledki miize byt dosazeno metodou, kterad
vyuziva k méieni TPA osu proximalni tibie paralelni s osou celé tibie. Dosud nebyla publikovana
studie, kterd by potvrdila spravnost této hypotézy. V této studii bude k méfeni TPA pouzita
modifikovana metoda, ktera bude srovnana s metodou zlatého standardu.

Material a metodika

Do studie byli zatazeni psi stiednich a velkych plemen, ktefi byli referovani na Odd¢leni
zobrazovacich metod, Kliniky chorob pst a kocek, Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno
s podezienim na onemocnéni kolenniho kloubu a v radmci diagnostickych procedur podstoupili
rentgenologické (rtg) vySetieni a vySetfeni pocitacovou tomografii (CT). VySetfeni probihalo
Vv sedaci nebo celkové anestezii. Pro ucely studie byly zhotoveny rtg snimky obou kolennich kloubt
v mediolateralni (ML) projekci zobrazujici kolenni kloub a celou tibii i s tarzalnim kloubem. Rtg
paprsek byl centrovan na stied diafyzy tibie. Pro ucely CT vySetieni byli psi ve sternélni poloze

s maximalni extenzi zadnich koncetin. Rozsah vySetfované oblasti byl od distalni diafyzy femuru po
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metatarzalni kosti. Po nativnim CT vySetfeni byla studie zopakovana s aplikaci iodové neionické
kontrastni latky (600 — 700 mg/kg i.v.; Tomeron 300, Bracco, Némecko; Xenetix 300, Guerbet,
Francie). Pro Gcely CT méfeni byl zhotoven reformat v sagitilni roviné zobrazujici vSechny
struktury potfebné pro méteni. Tento snimek byl uloZen v archiva¢nim systému kliniky (PACS).

Vsechna opakovana méteni daného kolenniho kloubu tak mohla byt provadéna na stejném snimku.

TPA bylo zméfeno dvéma riznymi metodami na rtg i CT snimcich. Prvni metoda (TA-0) je zlaty
standard pro méfeni TPA na rtg snimku. Linie pfedstavujici tibidlni platé (TP) byla urcena
kranialnim okrajem Kkloubni plochy tibie a kaudalnim okrajem mediélniho kondylu tibie. Dlouh&
osa celé tibie probihala od proximalniho okraje eminentia intercondylaris az ke stiedu kladky talu.
Uhel mezi linii TP a kolmici k ose je TPA. Druha metoda (TA-2i) byla nase modifikace jiz diive
publikované metody pro méteni TPA pomoci osy proximalni tibie. Linie TP byla urcena stejné jako
Vv pfedchozi metodé. Proximalni bod osy tibie byl proximalni okraj eminentia intercondylaris. Pro
uréeni distalniho bodu byla vytvotfena kruZnice se stftedem ve vrcholu eminentia intercondylaris a
polomérem rovnym dvojndsobku S$itky proximalni tibie (PTW). PTW je zméfeno mezi
nejkranialngjsim bodem tuberositas tibiae a kaudalnim okrajem medialniho kondylu tibie. V misté
kde protina kruznice vnitini okraj kaudalniho kortexu tibie je druhy bod pro osu proximalni tibie.
TPA je definovan stejné jak u pifedchozi metody, tj. uhel mezi linii TP a kolmici k ose proximalni
tibie. VSechna méfeni byla provedena nezavisle dvéma hodnotiteli a zopakovana s tydennim
odstupem od prvniho méfeni. Hodnoty TPA byly zaznamenany a podrobeny statistické¢ analyze
pomoci komeréniho programu Minitab, verze 16 (Minitab Inc., Coventry, Velka Britanie). Pro
urceni rozdilu hodnot TPA mezi modalitami a mezi jednotlivymi metodami byl pouzit parovy t-test.
Statistickd vyznamnost byla urCena jako p<0,05. Pro urCeni variability méficiho procesu byla

pouzita analyza systému méfeni.
Vysledky

Do studie bylo zatazeno celkem 28 kolennich kloubt 14 psi. Nekteré snimky byly vytazeny z
divodu chybného polohovani nebo z divodu nezobrazeni tarzalniho kloubu na rtg nebo CT
snimcich. Pro méfeni TPA dle metody TA-0 bylo pouZito pouze 9 kolennich kloubii od 5 psii a pro
metodu TA-2i 21 kolennich kloubti od 11 psi. Pro porovnani méfeni mezi modalitami a metodami
bylo pouzito pouze prvni méfeni jednoho hodnotitele. VSechna méteni obou hodnotiteld pak byla
pouzita pro ur€eni variability méfeni v této studii. Nebyl zjistén statisticky rozdil mezi hodnotami
TPA zmétenymi metodou TA-0 (p=0,889) a ani metodou TA-2i (p=0,603) pii porovnani rtg vs. CT.
Rovnéz nebyl zjistén statisticky rozdil mezi hodnotami TPA pfi porovnani obou metod vzdjemné

(TA-0 vs. TA-2i) z rtg méteni (p=0,161) a ani z CT méfeni (p=0,126).
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Podle vysledki analyzy systému méieni je nejvétSim zdrojem variability reprodukovatelnost
(variabilita vzniklda méfenim stejného objektu rlznymi hodnotiteli). Hodnoty této variability
ptesahovaly 30 % pro vSechny modality a metody méteni. Hodnota 30 % je obecné povazovana za

neakceptovatelnou.
Zavér

Na zéklad¢ nasich méfeni nebyly prokazany rozdily hodnot TPA ziskanych pomoci modifikované
metody TA-2i v porovnani s metodou zlatého standardu, ktera je obecné akceptovana a rutinné
vyuzivana pro méfeni TPA v klinické praxi. CT méfeni bylo zahrnuto z divodu piesnéjsiho
zobrazeni struktur nutnych pro méteni TPA. Vzhledem k superpozici struktur na rtg snimku neni
vzdy mozné piesn¢ definovat body nutné pro méfeni TPA. Tato situace je horSi v pripadé, ze uz
jsou rozvinuty osteoartrotické zmény. Z vysledkli vyplyva, ze ackoli CT poskytuje presnéjsi
zobrazeni kostniho podkladu, tak nebyly zaznamenany vyznamné rozdily v hodnotach TPA.
Vzhledem Kk malému poctu zméfenych objekti nelze vyvodit jednoznacné zavéry, ale mizeme

predpokladat, Ze metoda TA-2i by mohla byt pouZita pro méfeni TPA.
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Vyuziti endoskopie v diagnostice zanétlivych zmén bachorové sliznice zptisobené subakutni

bachorovou acidézou
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Uvod

Subakutni bachorova acidéza ( SARA ) patii v soucasné dobé mezi nejcastéjsi bachorové dysfunkce
u vysokoprodukénich dojnic. Studie délané ve Spojenych statech ukazuji jeji vyskyt u 19% dojnic
na za&atku laktace a 26% dojnic uprostted laktace’. Ve studii provedené v Némecku a Nizozemsku
byl vyskyt onemocnéni u dojnic na zacatku laktace 11% a uprostied laktace 18%. Ekonomické
ztraty zpusobené timto onemocnénim spocivaji zejména ve snizené¢ produkci mléka, zméné
je obtiznd, protoZze Kklinické projevy jsou nevyrazné. V diagnostice se vyuZzivaji hlavné
paraklinicka vySetfeni, zejména analyza bachorové tekutiny, vySetieni krve a stanoveni obsahu tuku
ve vzorcich mléka.® Vlivem bachorové acidézy dochazi k zanstu sliznice bachoru a k parakeratdze
bachoru.*® Cilem projektu bylo zjistit moZnosti vyuZiti endoskopie, jako neinvazivni metody pro
zjisténi zmén bachorové sliznice v chovu vysokoprodukénich dojnic s vyskytem subakutni

bachorové acidozy.
Materiél a metodika

Pro feSeni projektu byl vybran chov vysokoproduk¢nich dojnic, ve kterém byla v minulosti
diagnostikovéna subakutni bachorova acidoza na zakladé vysSetieni bachorové tekutiny a vysledku
obsahu tuku v mléce. Bylo vybrano 6 dojnic s nejvyssi uzitkovosti , u nichz lze predpokladat
nejvyssi piijem krmiva. Jako kontrolni skupina bylo zvoleno 6 krav, hospitalizovanych na Klinice
chorob ptfezvykavcl a prasat , které byly krmeny pouze senem a obilnym Srotem. Pied endoskopii
byla u zvifat odebrana bachorova tekutina pro jeji laboratorni vysetieni s pomoci bachorove sondy,
zavedené pies Gstni dutinu. Pro endoskopii byl pouzit flexibilni endoskop STORZ gastro pack o
pracovni délce 250,0cm a bioptické klest¢ KARL STORZ s vnéj$im pramérem 2,3 mm, pracovni

délkou 300 cm. Pfed samotnym zakrokem byla zvifata sedovana 1 ml 2% xylazinu podanym

intravenozné do ocasni zily. Po nastupu sedace, byl bachor pies bfisni sténu insuflovan vzduchem
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s pomoci intravendzni kanyly VASOVET 14G 2,2x100mm. Poté byl do dutiny Ustni zaveden
rozverad, ktery chranil endoskop pred jeho poSkozenim zubama zvifete. Endoskop byl zaveden pies
jicen do bachoru, kde byly s pomoci bioptickych klesti odebrany bioptické vzorky bachorovych

papil. Vzorky byly poté fixovany ve formalinu a poslany k histologickému vysetieni.
Vysledky

Pti endoskopickém vysSetieni bylo mozné zavést endoskop pouze do dorsalniho bachorového vaku,
diky matraci vytvorené v bachoru z ptijaté potravy endoskop neklesl do bachorové tekutiny a bylo
jim mozné vysSetfit alespon dorsalni bachorovy vak. U kontrolni skupiny krav, jejiz piijem potravy
neni tak velky jako u vysokoprodukcnich dojnic, byla bachorova sliznice po insuflaci bachoru
vzduchem pomérné dobie pozorovatelnd. Velkou komplikaci byly pii odbéru biopsie sliznice
bachorové rotace, které probihaly neustalé béhem vySetieni a velmi ztéZovaly odbér vzorka kvili

neustalym pohybiim potravy a endoskopu v bachoru.

Kontrolni skupina :

Obr.1: bachor po insuflaci obr.2: bachorova sliznice obr.3: detail bachorovych papil

vzduchem

Pti endoskopii vysokoprodukcnich dojnic byla nejvétsi komplikaci naplnénost bachoru, vzhledem
k vysokému piijmu krmiva u této kategorie zvifat. Pies neustalé bachorové rotace a promichavani
potravy byla bachorova sliznice jen tézko pfistupna, vétSinou jen na par sekund, coz velmi

zté¢zovalo odbér vzorkll. Pouze u 2 ze 6 krav se u této kategorie podafilo odebrat bioptické vzorky.

Odebrané bioptické vzorky byly ve vétSiné piipadid tvofeny pouze povrchovym dlazdicovym
epitelem, nebo fragmenty epitelu. Pro posouzeni pfipadnych zmén by bylo potieba odebrat vzorky
z hlubsich vrstev sliznice, coz diky neustalym bachorovym rotacim a ptitomnosti potravy v bachoru

nebylo mozné.
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obr.4: napliienost bachoruu  obr.5: naplnénost bachoru u  obr.6: detail bachorovych papil

vysokoprodukéni dojnice 1 vysokoproduk¢ni dojnice 2 u vysokoprodukéni dojnice

Zavér

Pro posouzeni patologickych zmén bachorové sliznice pii subakutni bachorové acidoze, neni tato
metoda vhodna kvili velmi obtizné vizualizaci bachorové sliznice béhem neustalych bachorovych
rotaci, které znemoziuji zobrazeni sliznice na déle nez nékolik sekund. Vzorky odebrané timto
zpusobem obsahovaly pouze porchovy dlazdicovy epitel nebo jeho fragmenty, coz k posouzeni

patologickych 1ézi v bachorové sliznici nebylo dostate¢né.
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Zhodnoceni uc¢innosti a bezpec¢nosti injekéni aplikace selenopyranu u odstavcat

Martin Svoboda, Jona$ Vaihara, Jan Vasek, Barbora Vopatiilova
Klinika chorob prezvykavcu a prasat, FVL, VFU Brno

Uvod

Selen patii mezi latky s vyraznymi antioxida¢nimi Uc¢inky. Selen je soucasti enzymu
glutathionperoxidazi (GPx). U prasat se v souvislosti s nedostatkem selenu a vitaminu E popisuje
tzv. VESD syndrom (Vitamin E - Selenium Deficiency). Ma za nasledek degenerativni myopatii
srde¢ni a kosterni svaloviny a nekrézu jater (hepatosis dietetica). Tento syndrom se objevuje
nejcastéji u rychle rostoucich prasat obvykle v obdobi po odstavu (3 tydny az 4 mésice véku).
Nedostatek selenu u prasat miize mit i dal$i nepfiznivé nésledky. Negativnimi projevy plsobeni
oxida¢niho stresu mohou byt poruchy metabolizmu a imunosuprese. To mtize pfispivat ke vzniku
zdravotnich problémt u selat (Likkesfeldt and Svendsen, 2007).

Odstav selat pfedstavuje zvySené riziko vzniku oxidacniho stresu. Odstavena selata proto
potiebuji vEétsi tiroven antioxidacni ochrany organizmu. Prevence nedostatku selenu u prasat je
dosahovéno jeho pfiddvanim do krmiva. Jako problematicka se jevi kategorie selat po odstavu, to je
v obdobi pfechodu z mlécné vyzivy na pevné krmivo. Proto byva pfijem krmiva po odstavu
nedostateCny. Kromé toho se u selat po odstavu Casto setkavame s priijmovymi onemocnénimi,
které mohou vyznamnym zplisobem snizovat mnozstvi selenu pfijatého z krmiva.

Jako feSeni se nabizi preventivni injek¢ni aplikace selenu selatim po odstavu. Vyhodou je
moznost presného davkovani a rychly néstup ucinku. Kromé toho nedochazi ke snizovani
vyuzitelnosti selenu v dasledku gastrointestinalnich poruch.

Doposud byla k tomuto ucelu pouzivana anorganicka forma selenu, tzn. selenicitan sodny.
Vzhledem k tomu, Ze se nejednd o depotni pfipravek, ma omezenou dobu uc¢inku a je nutno
pouzivat nizSich davek. Pfi pouziti vysSich davek existuje riziko negativniho plsobeni na
organizmus selat nékdy az s projevy otravy (Stewart et al. 1999). Pokud je pouzito piili§ vysokych
davek selenu nedochazi jiz ke snizovani oxida¢niho stresu ale k jeho zvySovani. Fyziologické i
toxické davky selenu jsou metabolizovany stejnymi metabolickych drahami. Pfitom vznika
superoxid, peroxid vodiku a kyslikové radikdly. V posledni dobé nariistd zajem o nahrazovani
anorganického selenu organickym. Vyhoda organického selenu spociva v tom, Ze je mén¢ toxicky a
ma vyssi biologickou dostupnost (Kim et Mahan, 2001). Doposud byly organické formy selenu

(hlavné selenem obohacené kvasinky) pouzivany jako doplnék do krmiva.
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Selenopyran piedstavuje organickou formu selenu, kterou je mozno aplikovat injek¢né.
Tento organicky zdroj selenu obsahuje 24% Se a ma nékolik vyhod. Je rozpustny v tuku, vytvari
depo, ze kterého je selen postupné uvoliiovan podle potieb organizmu (Boryavev and Kravchenko,
2006). Z tohoto ditvodu je mozno predpokladat i jeho nizsi toxicitu v porovnani s anorganickym
seleniCitanem sodnym. Moznost vyuziti zvySenych davek organické formy selenu pii injekcni
aplikaci, které by slouzily jako déle trvajici zdroj selenu a zarovén byly pro organizmus bezpeéné,
by mohlo mit vyznamny prakticky pfinos.

Minimalni toxicka davka v ptipadé injek¢ni aplikace anorganického selenu pro prasata je 0,9
mg Se/kg. Podle publikovanych daji nehrozi thyn prasat pii pouziti maximalni davky 0,8 mg
Se/kg (Van Vleet et al. 1974). V nasem experimentu jsme se rozhodli pouzit injekéni davku 0,44
mg Se/kg. Tuto davku lze povaZzovat za zvySenou nikoli vSak toxickou.

Cilem naseho experimentu bylo zjistit vliv pfidatné davky selenu ve formé injekéné
aplikovaného selenopyranu na organizmus prasat a porovnat ho se stejnou davkou anorganického
seleniCitanu sodného. Zaroveén byla zhodnocena ucinnost téchto preparatii jako zdroje selenu pro
organizmus.

Materialy a metodika

Pokus byl realizovan v podminkéch experimentélni staje Kliniky chorob ptezvykavct a
prasat, v pavilonu Profesora Drazana VFU Brno. Byla pouzita selata odstavena ve véku 28 dnti.
Selata byla rozd¢lena do tii skupin. Kazda skupina mé¢la po 10 kusech. Aplikace jednotlivych
preparatl byla provedena 7 dni po odstavu.

U prvni skupiny A byl aplikovan i.m. selenopyran v davce 0,44 mg Se na kg Zivé
hmotnosti. Ve skupiné B byl aplikovan ve stejném véku i.m. selenicitan sodny ve stejné davce. Ve
skupin¢ C byl injikovan fyziologicky roztok a bylo s nimi manipulovano stejn¢ jako v ostatnich
skupinach

Ptipravek selenopyran byl poskytnut vyrobcem (Penza Agricultural Academy, Russia). Jeho
injek¢ni forma byla pfipravena pomoci sterilniho olivového oleje. Piipravek je termostabilni.
Selenicitan sodny byl zakoupen jako ¢istd chemicka latka. Jedna se o latku rovnéz termostabilni. V
tomto piipadé byla pouzita voda pro injekci. Takto pfipravené roztoky byly sterilizovany
v autoklavu.

Krev byla odebirana z vena cava cranialis pomoci sterilnich jehel do zkumavek s
aktivatorem srazeni za uCelem ziskani séra a do zkumavek s heparinem na krevni plazmu. Selata
byla pted kazdym odbérem krve vazena. Prvni odbér byl proveden pred aplikaci injekénich roztoki.
Druhy odbér byl uskute¢nen za 48 hodin poté, tieti odbér 7 dni, ctvrty odbér 14 dni a paty odbér 21

dni po aplikaci.
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Analyzy zahrnovaly nasledujici vySetieni: koncentrace selenu a vit. E v séru, aktivita GPX,
ALP, ALT, AST, GMT, CK, LDH a koncentrace kreatininu a moc¢oviny v krevni plazmé¢. Jako
biomarker poSkozeni biologickych systému volnymi radikély byl stanovovan malondialdehyd v
séru. Dale byla stanovena celkova antioxida¢ni kapacita krevni plazmy.

Vysledky

Po injek¢ni aplikaci selenicitanu sodného doslo k vyraznému naristu koncentrace selenu
v séru jiz za 48 hodin po aplikaci. Poté zaCala koncentrace selenu postupné klesat a 21 dni po
aplikaci dosahovala hodnot, které byly srovnatelné s kontrolni skupinou selat, ve které byl
aplikovan pouze fyziologicky roztok.

V piipadé skupiny selat, kde byl aplikovan injekéné selenopyran, byla situace odliSna.
V pribéhu pokusu byl sice zjistén postupny narast koncentrace selenu v séru, nicméné tyto hodnoty
byly v jednolivych intervalech srovnatelné s kontrolni skupinou, kde byl selatim aplikovan pouze
fyziologicky roztok.

V pribéhu experimentu nebyly mezi jednotlivymi skupinami zjiStény vyznamné rozdily
V koncentraci GPx. Hodnoty dalSich biochemickych parametrit ALP, ALT, AST, GMT, CK, LDH a
koncentrace kreatininu a mocoviny v krevni plazmé zjisténé ve skupinach, kde byla provedena
injekéni aplikace selenu (seleniCitan, selenopyran), se od kontrolni skupiny vyznamné nelisily.

Rovnéz antioxidacni kapacita krevni plazmy byla srovnatelna mezi skupinami.

Zavér
Z dosazenych vysledki vyplyva, ze vyznamné navySeni koncetrace selenu v krevnim séru
selat bylo mozné pouze injekéni aplikaci anorganického seleni¢itanu sodného. V ptipadé
selenopyranu doSlo také kurcitému navySeni, ale dosazené hodnoty se neliSily od kontrolni
skupiny. Protoze nartst koncentrace selenu ve skupiné oSetfené selenopyranem byl srovnatelny
s kontrolni skupinou, lze ptedpokladat, ze hlavnim zdrojem selenu byl jeho piijem z krmiva.
Moznym vysvétlenim jsou vyrazné depotni vlastnosti injekéné aplikovaného selenopyranu a jeho

pomalé zpracovani v organizmu selat.
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Uvod

Jednim z tradi¢né popisovanych onemocnéni prasnic po porodu je syndrom Mastitis-Metritis-
Agalactia (MMA), jehoz existenci vSak néktefi autofi zpochybiiuji. Oznacuji jej za mylny
s ohledem na to, Ze metritis je zjiStovana jen pfilezitostné, a o agalakcii se ve skutecnosti rovnéz
nejedna, protoze ¢asto dochazi pouze ke snizeni sekrece. Doporucuji rozliSovat klinicky samostatné
akutni mastitidy a dale pak syndrom dysgalakcie post partum (PPDS), pfi kterém
JsSou pozorovany piiznaky zpozdéného rustu a hladovéni selat, zatimco mlécné Zlazy prasnice jsou
nedotéeny (Martineau et. al. 2012). Mastitida u prasnice muze byt omezena na jednu mlécnou zlazu
(uniglandular mastitis) nebo né€kolik, pfipadné¢ vSechny mlécné zlazy prasnice (multiglandular
mastitis). Zanéty mlécné zlazy prasnic, které se objevuji kratce po porodu do 3 az 4 dni, maji
akutni prabéh, ktery se vyznacuje systémovymi i lokalnimi ptiznaky onemocnéni. Akutni zanéty se
davaji do souvislosti sinfekci kmeny E. coli, proto se také nékdy oznacuji jako koliformni
mastitidy (CM). V ptipadé, Zze se jedna o mastitidu vyvolanou kmeny E. coli, dochazi k rozvoji
akutniho zanétu v parenchymu mlééné zlazy. Ten hrozi endotoxinovym Sokem jak pro prasnici, tak
i pro selata sajici tento sekret. Z riznych studii je zfejmé, Ze k akutnim zanétim dochazi nejdiive
Vv mlécnych zlazach u misténych kaudalné v inquinalni krajin€. Zde se tvoii nejméné mléka a proud
je nejslabsi, coz umoziuje prinik bakterii. Pivodci mastitid pronikaji do mlééné zlazy strukem
nejen z povrchu téla prasnice, ale také pii sani z dutiny uUstni selat. Kromé mastitidy se dale
klinicky diagnostikuje tzv. syndrom tvrdého vemene, ktery ma pouze lokalni ptiznaky a jeho
ctiologie je zatim nejasna. Na rozdil od infekénich mastitid dojného skotu se etiologie akutnich
mastitid prasnic v podminkach praxe vibec nesleduje, protoze chybi potiebné diagnostické postupy,
véetné navodl pro interpretaci laboratornich vysledki. V praxi to znamena, Ze jednotlivé piipady
infek¢nich mastitid prasnic se diagnostikuji s riiznou piesnosti v ramci syndromu MMA, a Ze jejich
1é¢ba probiha vyluéné empiricky bez znalosti piivodce. Piitom 1écba mastitid nebo MMA syndromu

prasnic po porodu patii k nejéastéj$im indikacim pro pouziti antibiotik. Z nedavnych vysledkd
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bakteriologickych vySetieni ptipada akutnich mastitid vyplyva, ze hlavnim etiologickym agens jsou
kmeny Escherichia coli (Kemper et. al. 2013). U takto ziskanych izolati byly jiz dfive prokazany
geny souvisejici s virulenci (Gerjetes et. al. 2011). Kmeny E. coli se se vak prokézaly v podobné
frekvenci 1 ve vzorcich mléka odebranych ze zdravé mlécné zlazy (Kemper et. al. 2013). Krom¢ E.
coli byly zpfipadi mastitid zachyceny také bakterialni druhy zrodu Streptococcus a
Staphylococcus, které se rovnéz vyskytovaly ve vzorcich mléka odebranych z mlééné zlazy
nepostizené¢ zanétem (Kemper et al. 2011). Nejasnosti tykajici se klinické diagnostiky ¢i
bakteriologickych nélezi stale neumoziuji piesnéjsi stanoveni diagndzy infekéni mastitidy, véetné
jeji racionélni 1é¢by pomoci antibiotik. Reseni tohoto problému je vsak nutné s ohledem na stale
rostouci pocet zivé rozenych selat, ktery presahuje pocet strukii. Akutni mastitidy navic ohrozuji
zdravi prasnic a mohou byt i pfi¢inou vyfazeni prasnice. Cilem naseho projektu bylo vypracovat
komplex metod, které by umoznily zptesnit diagnostiku infek¢nich mastitid. Jmenovité vypracovat
metodiku odbéru vzorka sekretu mlécné zlazy za ucelem kultivacniho prikazu bakterii, véetné
stanoveni jejich pfibliznych pocti ve vzorku sekretu metodikou pouzitelnou v podminkach farmy.
Z takto ziskanych vysledkl stanovit nejcastéji se vyskytujici bakteridlni druhy a jejich pocty ve
vzorcich pochazejicich z mlécné zlazy suspektné postizené i nepostizené zanétem. U vybranych
kmenu s patogennim potencidlem stanovit jejich citlivost a ziskanou resistenci na antibakterialni

latky pouZivané k 1é¢bé zanétt mlécné Zlazy.
Material a metodika

Ke studii jsme pouzili prasnice pochazejici vétSinou z uzitkového chovu o kapacité 1300 prasnic.
Zam¢iili jsme se na vypracovani metodiky odbéru individudlniho vzorku z kazdé mlécné zlazy
v obdobi od prvniho do patého dne po porodu u prasnic s anamnézou zanétu mlécné zlazy a bez
pfiznakli zanétu mlécné zlazy. Vlastni metodika spocivala v aseptickém odbéru urcitého objemu
sekretu odsttiknutim ze struku po jeho ptredchozi desinfekci. V pifipad€ nedostupnosti sekretu jsme
podpofili ejekci mléka aplikaci oxytocinu v davce 10-30 IU (Oxytocin Bio). Od kazdé prasnice
jsme pii jednom odbéru takto ziskali v priméru celkem 14 vzorkl, odebranych do sterilnich
zkumavek typu Ependorf. Tyto vzorky jsme uchovavali pii teploté 5-7°C . V nejkratsi dobé po
odbéru (1 - 4 h) jsme vzorek sekretu kultivovali pfimo na nékolik kultivaénich médii (krevni agar,
Mac Conkey agar) ve standardnim objemu (10pl). Po 24 a 48h inkubaci v aerobni atmosféte pii 37
°C jsme odecetli piedbézné vysledky a stanovili CFU v jednom mililitru sekretu. Po subkultivaci
vybranych izolati byla provedena jejich identifikace metodou hmotnostni spektrometrie (MALDI
TOF MS). V ptipadé prokazani suspektniho etiologického agens akutni mastitidy bylo provedeno

vySetieni citlivosti na antimikrobialni latky metodou diskového difuzniho testu dle standardniho
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postupu (Anonymus 2008). V podminkach chovu byly formou dotazniku ziskavany udaje tykajici

se chovani, vyzivného a zdravotniho stavu selat vySetfovanych prasnic.

Vysledky

Metodika odbéru sekretu mlééné Zlazy prasnice zahrnuje nasledujici asepticky postup:

1. Pouziti jednorazovych sterilnich rukavic

2. Odstranéni necistot a desinfekce strukli mlééné Zzlazy sterilnim tamponem smocenym
desinfekénim roztoku

3. Odstiiknuti prvniho stiiku sekretu do sbérné nadobky, v ptipadé nutnosti aplikace 10-30 Ul

oxytocinu

Asepticky odbér vzorku sekretu do sterilnich zkumavek typu Ependorf o objemu 1, 5 ml

Zaznam odbéru v protokolu (¢islo prasnice, oznaceni mlécné Zlazy, napi. L7)

Uchovéavani vzorkii v chladicim boxu pii teploté 4-5 °C

N oo g &

Transport do laboratofe béhem 1 -4 h

Postup kultivace. S ohledem na vylouceni rizik kultivace v silné¢ kontaminovaném prostiedi farmy

byly podminky kultivace ovéfovany simulaci v laboratornich podminkach. Postup byl nasledujici:

1. Protfepani obsahu uzaviené zkumavky. Po jejim otevieni, odbér 10 pl sekretu pouzitim
sterilni jednordzové Spicky a mikropipety

Inokulace 10 pl na povrch agarovych médii (krevni agar a MC agar)

Roztér inokula na povrchu média pomoci jednorazové plastové sterilni klicky

Inkubace médii v acrobni atmosféie pii 37°C po dobu 18 —48 h

Odecitani vysledkt kultivace — ptedbézna identifikace a pocitani CFU

o g bk~ w DN

Vybér suspektnich izolath a jejich subkultivace na dalsi agarové pidé za ucelem purifikace

izolatu pro dalsi identifikaci

Stanoveni nejcastéji se vyskytujicich bakterialnich druhid. Vysetfenim celkem 840 vzorku
sekretu mlécné zlazy jsme kultivacné prokdzali celkem 21 bakteridlnich druht. Nejcastéji se
vyskytujici druhy jsme zaznamenali v nasledujici frekvenci: 31,6% Streptococcus pluranimalium;
24,6% Staphylococcus chromogenes; 10% Streptococcus dysgalactiae ; 9,4 % Escherichia coli;
6,2%  Staphylococcus hemolyticus; 4,2% Staphylococcus simulans; 3,5%  Streptococcus
hyovaginalis; 3,5% Staphylococcus aureus; 1,1%  Staphylococcus hyicus; 0,3% Manheimia

hemolytica
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Vypracovani metodiky pro urceni pivodci akutnich mastitid. Za vychozi kritérium pro
interpretaci etiologického agens infek¢éni mastitidy jsme povazovali zjisténé mnozstvi bakteridlnich
bungk (CFU na 1 ml) sekretu. Z dosavadnich vysledka je ziejmé, Ze pocty piitomnych bakterii v 1
ml sekretu dosahuji hodnot 10%° CFU. V 64 piipadech viak byly zjistény pocty piesahujici hodnoty
10° CFU v 1 ml Nejcastéjsi souvislost mezi vysokymi pocty bakterii a mlécnou zlazou byla
Vv ptipad¢ jeji lokalizace v inquinalni krajin€. Neprokazali jsme uplnou korelaci s piipady klinicky

diagnostikovanych akutnich mastitid vzhledem K jejich malé ¢etnosti.

Urceni citlivosti a rezistence u 52 vybranych izolati ze sekretu mlééné zlazy. Vysledky
vysetieni izolatt druhu S. dysgalactiae shrnuje tabulky €. 1. Jak je zfejmé, citlivost v§ech kment S.
dysgalactiae byla prokazana k penicilinu G, dale pak k florfenikolu a enrofloxacinu. Naproti tomu
rezistence vSech testovanych izolati byla zjisténa k 1. generaci tetracyklind, erytromycinu jako
zastupci makrolidd a linkomycinu ze skupiny linkosamidii. Velmi vysoké je rovnéz frekvence
rezistenci k doxyciklinu (2. generace tetracyklinl), ale i potencovanym sulfonamidiim. Pro ucely
terapie by pak byly prvni volbou peniciliny zakladni pfipadné s rozSifenym spektrem tedy
amoxicilin. Vysledky vySetfeni citlivosti izolata S. aureus shrnuje tabulka ¢. 2. Testované izolaty
byly citlivé k gentamicinu, florfenickolu, erytromycinu a enrofloxacinu. U vSech kmenu byla
zjisténa rezistence k penicilinu G, linkomycinu a tetracyklinu. Kmeny nevykazovaly rezistenci
k cefalosporinim 1. a 3. generace neni uvedeno Vv tabulce). Ztabulky ¢. 3 je zfejma rezistence
vSech izolatd E. coli k ampicilinu, streptomycinu a tetracyklinim prvni generace a ¢asti z nich
k potencovanym sulfonamidum. K ostatnim testovanym latkam byly citlivé. Tyto vysledky davaji
predstavu 0 vyskytu rezistenci v ur¢itém stadé (A) prasnic a lze je proto vyuzit k pfipravé
terapeutickeho planu.

Tab. 1 Vysledky vysetieni citlivosti a rezistence izolatt S. dysgalactiae (39) k AML

testované AML
Fenotyp Frekvence P DA FFC TIL E MY SXT TE DO ENR
1 5 C R C C R R C R R C
2 9 C R C R R R C R R C
3 6 C C C C R R R R R C
4 5 C C C R R R R R R C
5 6 C C C C R R R R C C
6 8 C R C C R R R R C C

Tab. 2 Vysledky vySetieni citlivosti izolata S. aureus (6) k AML

testované AML
Fenotyp frekvence P CN FFC E MY SXT TE DO ENR
1 4 R C C C R C R C C
2 2 R C C C R C R R C

Tab. 3 Vysledky vySetieni citlivosti a rezistence izolatt E.coli (7) k AML
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testované AML
Fenotyp Frekvence | AMP S3 S C KF NA | AMC | CAZ CN IMP
1 3 R R R C C C C C C C
2 4 R C R C C C C C C C

Vysvétlivky: AMP - Ampicillin, AMC - Amoxicillin-clavulanic acid, C - Chloramphenicol, CAZ -
ceftazidime, CN - Gentamicin, DA - Clindamycin, DO - Doxycycline, E - Erythromycin, ENR -
Enrofloxacin, FFC - Florphenicol, IMP - Imipenem, KF - Cephalothin, MY - Lincomycin, NA -
Nalidixic acid, P - Penicillin, S - Streptomycin , SXT - Suphamethoxazole trimethoprim, S3 -

Sulphonamides compound, TE - Tetracyclin, TIL - Tilmicosin
Zavéry

V této studii jsme vypracovali a ovéfili metodiku odbéru individualnich vzorkli sekretu mlécné
zlazy prasnic po porodu. Nami pouzity zptisob odbéru umoziuje na rozdil od jinych studii, nejenom
kvalitativni ale i kvantitativni stanoveni bakterii v uréitém objemu sekretu. K pfimé kultivaci ze
vzorkl, kratce po jejich odbéru jsme pouzili zptisob vhodny pro podminky na farm¢. Piesna
identifikace izolati vSak probé&hla na zdklad¢ pouziti sofistikované metody MALDI TOF, coz
odpovida soucasnym standardim ve vyzkumu. V odebranych vzorcich byly nejcastéji (89,7 %)
prokazany grampozitivni bakterie zroda Streptococcus sdruhy: 31,6% Streptococcus
pluranimalium; 10% Streptococcus dysgalactiae ; 3,5% Streptococcus hyovaginalis a rodu
Staphylococcus s koagulaza negativnimi druhy: 24,6% Staphylococcus chromogenes; 6,2%
Staphylococcus hemolyticus; 4,2% Staphylococcus simulans; 3,5% a koagulaza pozitivnimi druhy
Staphylococcus aureus; 1,1% Staphylococcus hyicus . Na rozdil od jinych studii byly gram
negativni bakterie zastoupené druhem E. coli méné¢ ¢asto (9,4%). Z vysledkt je ziejmé, Ze hlavnimi
agens souvisejicimi s infekci mlééné zlazy jsou pravdépodobné gram pozitivni bakterie z rodu
Streptococcus a Staphylococcus. Vysledky vySetfeni citlivosti na antimikrobidlni latky svéd¢i o
témet 100% rezistenci k 1. generaci tetracyklinit a ve velké mife 1 k doxycyklinu., coz vylucuje
jejich terapeutické pouziti. Vysoké jsou vSak i frekvence rezistenci k makrolidiim a linkosamidiim u
izolata S. dysgalactiae a S. aureus. Pokud je lékem prvni volby amoxicilin je mala
pravdépodobnost jeho klinického u¢inku v ptipadé¢ mastitid vyvolanych kmeny E. coli a S.
aureus, kterych je v8ak mensina. Klinicky probihajici akutni mastitidy  Ize s nejvétsi

pravdépodobnosti davat do souvislosti pouze s kmeny E. coli, nikoliv vSak s gram pozitivy.

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 126/2015/FVL
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Uvod

V dnesni dobé se stale Casto setkdvame s narozenim mrtvych a malo zivotnych telat, nebo
s Ghynem telat v prvnich dnech Zivota. Telata se musi pfizpisobovat narusenému metabolismu
matky a ne vzdy zvladnou stav pln¢ kompenzovat. Stres u telat vyvolany pfi porodu, zvlasté pokud
se jedna o protrahovany porod, méni hladiny hormona T3 a T4. Pro homeostazu glukdzy u telat
pfed prvnim pfijetim kolostra je dulezita optimalni hladina trijodthyroninu (T3). T3 slouZi
k odbouravani tukt a cukri a tim k ziskani potfebné energie jesté pied pfijmem a absorpci zivin
Z kolostra. U neonatalnich telat hnéda tukova tkan slouzi jako vyznamny zdroj energie. Pro
metabolizaci hnédé tukové tkané je nezbytnd optimdlni koncentrace hormoni §titné zlazy. Pii
deficitu jodu u btezich krav, nebo pii zvySeném piijmu strumigennich latek, je naruSena
syntéza hormont T3 a T4, ¢imz je negativné ovlivnén i metabolizmus plodu. Hormony T3 a T4 se
vylucuji i kolostrem. Pfi poruse funkce stitné zlazy je i koncentrace téchto hormont v kolostru
nizka. Narozené tele reaguje na takovou situaci vznikem negativni energetické bilance, rozviji se
hypoglykémie a vitalita telete je snizena. Tato problematika je v soucasné dobé intenzivné

studovana nejen ve veterinarni medicing, ale 1 v mediciné humanni.

Material a metodika

Byly odebrany vzorky od 20 telat narozenych cisaiskym fezem (skupina A). Cisaisky fez byl
proveden na stojicimzvifeti za pouziti kaudalni epiduralni anestezie v kombinaci s infiltra¢ni lokalni
anestezii v misté fezu (line block). Byl pouZit 2% procain. Rez sténou biigni byl veden v levé
paralumbalni fosse ventradlnim smérem. Pro spravné nacasovani zakroku byla pied ocekdvanym
telenim méfena teplota rano a vecer. Pokud teplota klesla rano, cisafsky fez byl proveden béhem
odpoledne. Pokud vecer, zakrok byl proveden nasledujici den rdno. Vzorky krve byly odebrany od
narozenych telat 15 — 20 minut po porodu. VVzorky byly odebirany z v. jugularis. Druhou skupinu
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tvotila telata rozena ptirozené€. Do této skupiny bylo zatazeno 10 telat a vzorky krve byly odebrany
opét z v. jugularis a to do 30 minut po porodu. Biochemické vySetfeni bylo provedeno v Laboratofi
pro velka zvitata na VFU Brno. Celkova bilkovina, NEMK, enzymy AST a GMT byly stanoveny
na automatickém biochemickém analyzatoru za pouziti setti firmy BioVendor a Randox. Vitaminy
byly stanoveny metodou kapalinové chromatografie. Hormony T3 a T4 byly stanoveny
kompetitivni  enzymatickou chemiluminiscenéni metodou na pfistroji IMMULTE -
IMMUNOASSAY ANALYZER, DPC Cirrus Inc.Los Angeles. Byly pouzity komeréni Kity T3 a
T4, chemiluminiscenéni substrat, Siemens, promyvaci roztoky: Probe Wash module, Siemens,
Probe Cleaning KIT, Siemens. Sledovany byly nasledujici parametry: Celkova bilkovina, albumin,
globulin, bilirubin, urea, Mn, ALP, AST, CK, GMT, GPX, Na, K, Ca, P, Cl, ZnS, Cu, Mg, Fe, Se/k,
Chol, TGL, VitA, VitE, T3 a T4.

Vysledky

Zatimco u skupiny B az na jeden piipad hodnoty T4 nepiesahly 200 nmol/l, u skupiny A tuto
hodnotu pfesahlo 50%. U dvou telat hodnota ptresdhla 308 nmol/I.

Tab.c. 1: Srovnani prumérnych hodnot T3 a T4

T3 T4
Skupina A 2,64 194,29
Skupina B 5,86 172,54

Krom¢ zmén v jiz zminénych parametrech stoji za povSimnuti i parametry zavislé na piijmu

kolostra.

Tab.c. 2: Srovnani priumeérnych hodnot parametrii zavislych na prijmu kolostra.

CB VitA VitE GMT

Skupina A 49,75 0,38 0,35 0,28

Skupina B 43,85 0,35 0,30 0,22
Zavér
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Krom¢ stanoveni hladiny T3 a T4 hormoni u neonatdlnich telat jsme ziskali 1 kompletni
metabolicky profil telat narozenych pldnovanym cisafskym fezem. Zajimavé jsou hodnoty GMT,
které se daji spolehlivé vyuzit pfi kontrole pfijmu kolostra. Z vysledkii vySe uvedenych je vidét
rozdil mezi hladinami T3 a T4 hormonu. V piipadé planovaného cisafského fezu jsou oproti

skupiné B niz$i hodnoty T3. Hodnoty T4 jsou naopak vyssi.

Seznam literatury

1. Grunberg W., Steinhardt M., Rath D., Niemann H. Thyroid hormones in Old German Black
Pied- and Holstein-Friesian suckling calves. Effects of parturition and postpartum adaptation.
Tierarztl Prax Ausg G Grosstiere Nutztiere. 1998, vol. 26, no. 6, p. 318-25

2. Kirovski, D., Lazaveri¢ M., Stoji¢ V., Samanc H., Vuajanac 1., Nedi¢ O., Masnikosa R.,
Hormonal status and regulation of glycemia in neonatal calves during the first hours of postnatal
life. Acta veterinaria 2011 Vol. 61, no. 4, p.: 349-361

3. Surynek J., lllek J., Tomsik F., Levels of some mineral substances in blood-plasma of bovine
fetuses and dams in 3rd trimester of gravidity. 1978, Veterinarni medicina, vol. 23, no. 7, p.
385-390

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 132/2015/FVL.

55



Acidobazicka rovnovaha neonatilnich telat pied a po napiti kolostra
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Uvod

V poslednim desetileti byl zkouman vliv poruch acidobazické rovnovahy a iontovych dysbalanci na
onemocnéni novorozenych telat. Jednou zpfi¢in Uhynu neonatdlnich telat jsou poruchy
acidobazické rovnovahy, piedev§im smiSené acidozy, ktera vznika u telat pti protrahovanych
porodech. Takova telata jsou slaba a nejsou schopna pfijmout dostatecné mnozstvi kolostra. Byly
provedeny rizné studie, pii kterych byla posuzovéna acidobazickd rovnovéha a jeji jednotlivé
parametry jako predispozi¢ni faktory asfyxie, imunosuprese a dalSich, pfedevSim prajmovych
onemocnénich. Podle provadénych studi méa hyperkapnie vliv na sniZzeni hladiny imunoglobulini
v krvi mlad’at. Jako pficina slabosti, ataxie, inkoordinace, snizeni riznych reflexti neonatélnich telat
byla prokézana zvysena hladina laktatu v krvi. Z toho plynou nasledné dalsi vazné dusledky jako je
celkova slabost telat, Spatné sani kolostra a zhorSeni reaktivity. Snizeny palpebralni reflex je pro
laktacidémii specificky pfiznak. Vyznamny problém u novorozenych telat predstavuje

hyperkalémie. Podle provadénych studii ma hyperkalémie uzkou spojitost s dehydrataci zvitete.
Material a metodika

Pro projekt byl vybran chov, ktery vykazuje zvySenou miru thynt telat v neonatalnim obdobi. Pro
studii bylo vybrano celkem 12 telat. Kazdému zviteti byl odebran vzorek krve a to celkem tiikrat
Vv nésledujicich ¢asovych rozmezich. Prvni vzorek byl odebran ihned po narozeni a jesté pred
napojenim kolostra. Krev byla odebrana z v. jugularis vySetfena hematologicky i biochemicky a
byla provedena analyza acidobazického stavu zvifete. Pro vysetieni acidobazického stavu zvifete
byla anaerobné¢ odebrana krev a ihned analyzovadna. Pouzit byl piistroj EPOC. Pfistroj byl
zkorigovan na aktualni rektalni teplotu. Poté bylo zvife napojeno minimalné 2 litry kvalitniho
kolostra. Druhy vzorek byl odebrdn hodinu po napiti kolostrem. Byly odebrany vzorky na
hematologické, biochemické vySetfeni a okamzité byla odebrdna a vySetfena krev na zjiSténi
acidobazického stavu. Tieti vzorek byl odebran za 6 hodin od odebrani druhého vzorku a byl

vysetien stejnym zpusobem.
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Byla odebrana krev od matek novorozenct, aby mohla byt zjisténa piipadna korelace s deficitem u
mlad’at. Vzorek od matek byl odebran jednou. A to na biochemické vySetfeni. Vzorky byly
odebirany v prvnich hodinach po porodu. Déle byl odebran vzorek kolostra.

Z parametrt acidobazické rovnovahy byly vySetfovany nasledujici — pH, pCO,, pO,, HCO3, Base
excess, SO,, AGAP. Déle byl zméfen hematokrit, hemoglobin, glukéza, laktat, kreatinin, Na, K, Ca,
Cl.

Hematologické a biochemické vySetfeni bylo provedeno v Laboratofi pro velka zvifata na VFU
Brno. Z biochemickych parametrti byly sledovany nésledujici: koncentrace celkového proteinu,
albuminu, bilirubinu, urey, Mn, AST, GMT, GPX, Na, K, Ca, P, CI,Cu, Mn, Fe, Se, vit A, vit E,
beta karotenu, imunoglobulint, T3, T4, inzulinu. Z hematologickych parametri bylo stanovovéan
celkovy pocet Cervenych krvinek, bilych krvinek (i s rozpocty jednotlivych krevnich fad), pocet
krevnich desti¢ek, Ht, Hb.

U dojnic byly vySetfovany nasledujici parametry : celkovy protein, albumin, urea, Mn, GPX, Na, K,
Ca, P, Se, BHB, NEMK, beta karoten.

V mléce se vysettoval beta karoten, Mn, Cu, Zn, Fe, Mg, GT, Se, CB, albumin, imunoglobuliny.
Vysledky

Vysledky acidobazického vySetieni ukazaly respiracni acidozu, kterd vedla nasledné ke snizenému
pH krve. Respiracni porucha byla kompenzovana metabolickou slozkou. Hodnota pH byla snizena a
hodnota pCO2 byla zvysena. Pti druhém odbéru se hodnoty zménily jen nepatrné. Tteti odbér (po 6
hodinach od druhého odbéru) ukazal zvySeni hodnoty pH téméf na spodni hranici referen¢niho
rozmezi a stejné tak pCO; bylo sniZzeno nad horni hranici referencniho rozmezi. Pfi prvnim odbéru
byla naméfena hypoglykémie, hladina glukézy se po prvnim napiti kolostra zvysila témér
dvojnasobné a poté pfi tietim odbéru opét mirné klesla. Hladina laktatu byla zvySena po dobu vSech
tii odbéri. Stejné tak byla pfi prvnim odbéru zvysena hladina kreatininu, kterd klesla az u tfetiho
odebraného vzorku. U telat byla zjisténa mirna hypokalemie, kterd se upravila asi 8 hodin po
narozeni. Hladina vapniku byla u vSech telat nizka a ani pii poslednim odbéru nedoslo k jejimu
zvySeni. Hladina celkového proteinu byla snizena pfed prvnim napitim kolostra, referenc¢niho
rozmezi nedosahla ani za 8 hodin od narozeni. Hladina albuminu byla v referen¢nim rozmezi pii
vSech odbérech. Hladina imunoglobulint byla sniZzena po dobu prvnich dvou odbérti. Namétena
byla zvySena hladina bilirubinu, ktera se kratce po narozeni jesté zvysila. V prubéhu méieni doslo

k nékolikanasobnému zvyseni hladiny GMT.
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U dojnic byla zmétena hypokalcemie a hypofosfatemie a dale zvySend hladina NEMK.

V kolostru byla naméiena karence celkovych proteinii a imunoglobulinii. To mélo za nésledek
snizenych hodnotu u mlad’at. Dale byla zjisténa karence vit E, coz se opét projevilo poruchou u

mlad’at.
Zavér

U telat narozenych pii nekomplikovaném porodu dochézi ihned po narozeni ke vzniku respiracni
acidozy. Tuto poruchu dokaZzou novorozenci korigovat za n€kolik hodin po narozeni. Tato porucha
se neprojevila klinickymi ptiznaky asfyxie. Hyperkapnie a zvySena hladina laktatu v krvi méla
v tomto piipad¢ dusledek ve snizeni vstfebavani imunoglobulini, snizeni celkového proteinu a
predispozici ke snizené imunitni vybavenosti novorozence. VSechna zvitata byla pti kazdém odbéru
dikladné klinicky vySetfovana. I pfes zmény vnitiniho prostfedi ale nebyly patrny vyznamnéjsi

klinické odchylky coz mtze vést k maskovani mirnéjSich acidobazickych a metabolickych poruch.
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Srovnani spolehlivosti vyvolani chemické ejakulace u hi‘ebceii koné (Equus caballus) a osla
(Equus asinus).
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Uvod

Odbér ejakulatu osliho hiebce je nezbytny k rozsiteni moznosti vyuzivat kvalitni plemeniky pii
inseminaci oslic. Jeho uplatnéni vSak spatifujeme i v oblasti preventivni diagnostiky pohlavné pfenosnych
onemocnéni (kultivace ¢i vySetfeni PCR ejakulatu), které se bézné stanovuji u koni, napt. pro ptivodce
Taylorella equigenitalis ¢i viru arteritidy koni (EVA). Je obtizné naucit skakat osli hiebce na fantom, a proto
je nutné ke kazdému pokusu o odbér ejakulatu mit k dispozici oslici v fiji, ptipadné klisnu mensiho vzrustu. I
na tento zpusob odbéru je vsak nutné osliho hiebce pomérné dlouhou dobu navykat, coz je casove,

persondlné i materialn€ velmi nakladné.

Jednou z alternativnich metod pouzivanych pro odbér semene u hiebct koni je farmakologicky
indukovana ejakulace. Bylo vypracovano nékolik relativné Gspésnych modelt farmakologicky indukované
ejakulace. Nejcastéji a snejvetsi UspéSnosti pouzivané protokoly zahrnujici aplikaci bud samotného
xylazinu, nebo xylazinu v kombinaci s butorfanolem ¢&iimipraminem (McDonnell and Love 1991,
McDonnell 2001, Josson and Whitacre 2012, Mrackova et al. 2013 a dalsi).

Uspésnost farmakologicky indukované ejakulace se u hiebcti pohybuje ve velmi irokém rozmezi
(15 -84 %) v zavislosti na zvoleném protokolu. U oslich hiebcl jsou moznosti farmakologicky indukované
ejakulace zatim provefené jen malo a proto jsme se ji v naSem projektu vénovali. Pro testovani uspésnosti
byly vybrany 2 odlisné protokoly uspésné€ ovérenych studii provedenych na hiebcich koné, a to studie

McDonnell (2001) a Josson and Whitacre (2012).

Material a metodika

Celkem bylo vyuzito 10 oslich hiebct ve véku 5 az 16 let s riznou anamnézou piedchoziho vyuziti
Vv plemenitbé, vSichni chovani u soukromych majitelti. U kazdého hiebce byly k farmakologickému vyvolani

ejakulace pouzity dva odlisné protokoly, vZdy v odstupu minimalné 24 hodin.

Prvni protokol zahrnoval peroralni podani imipraminu (Melipramin) v davce 3 mg/kg a po dvou

hodinéch intravenodzni aplikaci xylazinu (Xylazin Ecuphar 20 mg/ml) v davce 0,66 mg/kg .
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Druhy protokol pfedstavoval jednorazovou intravendzni aplikaci smési xylazinu (Xylazin Ecuphar

20 mg/ml) v davce 0,33 mg/kg a butorfanolu (Butomidor 10 mg/ml) v davce 0,02mg/kg.

Bezprostiedné po intravenozni aplikaci byla zvifata ponechana v klidu a pozorovana, zda u nich

dojde ¢i nedojde k ejakulaci.

Vysledky
Potadové | Jméno, vék, odhadovana vaha, Protokol ¢. 1 Protokol ¢. 2
&islo osla | reprodukéni anamnéza, soucasny
zpusob chovu imipramin a xylazin | butorfanol a
xylazin
1 | Oskar, 6 let, 250 kg, vyuZivan Negativni Negativni
Vv plemenitb¢, s oslicemi
(slabé sedace, bez (vyrazna sedace,
prolapsu) prolaps penisu)
2 | Relente, 16 let, 300 kg, vyuZivan Negativni Negativni
V plemenitbé, s oslici
(vyrazna sedace, bez | (stfedni sedace, bez
prolapsu) prolapsu)
3 | Somal, 5 let, 180 kg, vyuZivan Negativni Negativni
Vv plemenitbé, v boxu
(slabéa sedace, bez (vyrazné sedace,
prolapsu) prolaps penisu)
4 | Amoretto, 11 let, 300 kg, vyuzivan | Negativni Negativni
Vv plemenitb¢, volné s hiebci ) )
(vyrazna sedace, bez | (stfedni sedace,
prolapsu) prolaps)
5 | Rakous, 7let, 200 kg, vyuZivan Negativni Negativni
Vv plemenitb¢, volné s hiebci
(vyrazna sedace, bez | (vyrazna sedace,
prolapsu) ¢asteCny prolaps)
6 | Marian, 15 let, 250 kg, vyuZivan Negativni Negativni
V plemenitbé, volné s oslici (bez
potomkii) (vyrazna sedace, bez | (vyrazna sedace,
prolapsu) prolaps penisu)
7 | Aladin, 9 let, 200 kg, nevyuZivan Negativni Negativni
Vv plemenitb¢, samostatné v boxe
(vyrazné sedace, (vyrazné sedace,
¢astecny prolaps) ¢astecny prolaps)
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8 | Cako, 14 let, 250 kg, vyuzivan Negativni Negativni
V plemenitbé, s oslicemi

(vyrazné sedace, (vyrazné sedace,
¢aste¢ny prolaps) prolaps penisu)
9 | Francoais, 10 let, 300 kg, Negativni Negativni
nevyuzivan v plemenitbé,
s klisnami (vyrazné sedace, bez | (slaba sedace, bez
prolapsu) prolapsu)
10 | Pepa, 8 let, 250 kg, vyuZivan Negativni Negativni
V plemenitbé, s oslicemi
(vyrazna sedace, (vyrazna sedace,
castecny prolaps) prolaps penisu)
Zavér

Pomoci protokolti vypracovanych a ovéfenych u hiebci koné (Equus caballus) pouzivanych k
vyvolani farmakologicky indukované ejakulace, jsme v nasi studii na hiebcich osla (Equus asinus) dosahli
0 % uspesnosti. Pro sestaveni metodiky pokusu jsme cilené zvolili schémata s nejvy3Si zaznamenanou
uspésnosti dosazeni farmakologicky indukované ejakulace u hiebcti koné (84% tuspesnost ve studii Josson
and Whitacre 2012, respektive 68% uspésnost ve studii McDonnell 2001). Navic s protokolem obsahujicim
xylazin a butorfanol v uvedenych davkach mame u hiebcti koni a ponikl i velmi dobré praktické zkusenosti,

dokonce i s mrazenim a piipravou inseminacnich davek z timto zpisobem ziskaného ejakulatu.

Farmakologicky indukovana ejakulace podle schémat pouzitelnych pro ziskavani ejakulatu hiebct
koni neni v ptipadé oslich hiebct vyuzitelna a je tfeba se v dal§im badani zaméfit na mezidruhové rozdily,

které mohou byt primérnim podnétem k selhavani jinak ovétenych protokoli.

Nejveétsi komplikaci se zda byt skuteCnost, ze naprosta vétSina zvifat neni navykla na manipulaci a
izolace od jejich spole¢nikl a fixace vyvolavaji natolik stresovou situaci, Ze protokoly nebyly zcela ucinné.
Dal$im faktorem, ktery se mize na neuspéchu podilet, se zda byt také rychlej$i metabolizovani sedativ u
hiebct osla v porovnani s hiebci koné. Dle nasich pozorovani je Gstup sedace u osli vyrazné rychlejsi, nez je

tomu u koni, a to pfi pouziti stejného protokolu.
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Uvod

Vliv parazitarni infekce na gastrointestinalni mikrobiotu (GIM) je stale Castéji zkoumanym
tématem. Vztahy mezi patogennimi mikroorganismy a komensalnimi bakteriemi jsou klicové pro
spravny vyvoj a fungovéni sttevniho imunitniho systému. Bylo zjisténo, Ze napf. pfitomnost
helminti maze vést ke zménam ve sloZzeni GIM a pocetnosti jednotlivych bakterii (1). Tyto zmény
mohou, ale nemusi byt pro hostitele prospésné. Wu et al. (2) pozorovali vyrazné zvyseni abundanci
bakterii rodu Campylobacter, zpisobujici kampylobakteriozu a snizeni rodt Fibrobacter a
Ruminococcus s naslednym naruseni fibrolytické aktivity u prasat za ptitomnosti Trichuris suis.
Zatimco u lidi se T. suis jevi jako jedna z moznosti pro 1é¢bu ulcerdzni kolitidy (3). Nicméné
doposud neexistuje Zadna studie zabyvajici se vlivem parazitarni infekce na GI mikrobiotu u

lidoopt.

Material a metodika

Sbér a fixace vzorki

Zpracovano bylo celkem 64 vzorkl trusu goril nizinnych patficich do dvou habituovanych
(Makumba, Mayele) a dvou nehabituovanych (Finni BH, unhabituated) skupin Zijicich
v chranénych oblastech Dzanga-Sangha ve Stifedoafrické republice. Vzorky pouzity pro
koprologické analyzy strongylidnich hlistic byly fixovany do 4% formaldehydu, pro analyzu GIM
byly vzorky fixovany v RNAlater (RNA Stabilization Reagent, Qiagen, Germany) a skladovany pii
teplote -20°C.

Koprologicke analyzy

Vsechny vzorky byly nejprve homogenizovany, proplachnuty pies sito a centrifugovany. Ziskany
sediment byl zvazen a doplnén 4% formaldehydem do 10 ml. Dva ml sedimentu byly vySetfeny
pomoci Sheaterovy flotatni metody (4) a modifikované sedimentacni metody (5). Nalezena
parazitarni stadia byla ur¢ena s ohledem na jejich charakteristické znaky. Strongylidni hlistice byly
kvantifikovany v prab¢hu modifikované sedimenta¢ni metody a jejich mnozstvi bylo pfepocteno na

gram sedimentu (EPG).
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Molekularni analyzy

DNA byla ze vSech vzorktli vyizolovana pomoci PowerSoil® DNA Isolation Kit (MO BIO, USA).
Ziskana DNA byla dale pouzita na PCR (25 cykla: 15s pii 98°C, 30s pii 65°C, 30s pii 72°C), kdy
byly namnozeny V3 a V5 regiony 16S rRNA za pouziti primert 357f a 926r (znafené
identifikaénimi barkody). Sekvenovani produkti PCR bylo provedeno pomoci Illumina Miseq
platformy (NGS) a ziskané sekvence byly analyzovany a zpracovany pomoci programu IM-
TORNADO (6). Opera¢ni taxonomické jednotky (OTU) byly definovany na zakladé podobnosti
vice jak 97 % sekvenci 16S r RNA.

Statisticke analyzy

Pro stanoveni rozdilnosti/podobnosti mikrobialnich profild jednotlivych skupin goril byly pouZzity
nemetrické mnohorozmérné Skalovani (NMDS) a permutaéni test pro analyzu variance
(PERMANOVA). Statistické vypocty byly provedeny z relativnich abundanci vSech OTU na
zakladé Bray-Curtis matic podobnosti (7). Rozdily v mife infekce strongylidnimi hlisticemi mezi
skupinami goril byly stanoveny pomoci Kruskal-Walisova testu. Komprese mnohorozmérnych dat
GIM byla provedena pomoci Analyzy hlavnich komponent. VVztahy mezi sloZzenim GIM (popséna
pomoci prvni komponenty PC1) a mirou infekce strongylidnimi hlisticemi byly ohodnoceny

pomoci Linearni regrese. Veskeré statistické vypocty byly provedeny v softwaru R (8).

Vysledky

Zjistili jsme, Ze sloZzeni GIM se mezi jednotlivymi skupinami goril lisi (Graf 1), cozZ bylo statisticky
prokazano pomoci PERMANOVA (R?*=0,114, p=0,001). Dale jsme zjistili, Ze existuji statisticky
vyznamné rozdily mezi mirou infekce strongylidnimi hlisticemi u jednotlivych skupin goril
(Kruskal-Walis test: Ch-sq=15,485, p=0,001; Graf 2). Nicméné, vliv infekce strongylidnimi
hlisticemi na slozeni GIM se nam nepodafilo prokazat (Linearni regrese: y=—0.122x+3.048,
R?=0,03, F16:=1,774, p=0,188; Graf 3).

= [ |
o
Ny
o i
2 w Amoq A X N
2 S A
' A H, A Mak
- m A May
© M Fin
% A Unh
T T T T T T
04 02 0.0 02 04 06
MDS1

Graf 1. NMDS graf sloZzeni GIM jednotlivych skupin goril nizinnych
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Graf 2. Krabicovy graf miry infekce strongylidnimi Graf 3. Vztah mezi mirou parazitarni

hlisticemi v jednotlivych skupinéch goril. infekce strongylidnimi hlisticemi a PC1
reprezentujici sloZzeni GIM v jednotlivych
vzorcich.
Zavéry

Tento projekt je zaclenén do naseho dlouhodobého vyzkumu zabyvajiciho se studiem vlivu riznych

vvvvvv

o vlivu habituace (9) a 1éCby antibiotiky (10). Z naSich vysledkl je patrné, ze slozeni GIM
mikrobioty se mezi jednotlivymi skupinami goril signifikantné lisi, stejn¢ jako mira infekce
strongylidnimi hlisticemi. OvSem pfitomnost strongylidnich hlistic zmifiované rozdily v GIM mezi
jednotlivymi skupinami goril nezplsobuje. Tyto jsou patrné zplsobeny jinymi faktory, jako
napiiklad dieta a geografické rozSifeni, coz vysvétlujeme v piedchézejici studii (9). DalSim
vysvétlenim muze byt také relativné nizka intenzita parazitarni infekce. Nicméné, nase vysledky
jsou v souladu s praci Cantacessiho a kol. (11), kde se autofi zabyvali vlivem pfitomnosti méchovci
(Necator americanus) na GIM lidi nebo praci Coopera a kol. (12), kde nebyly pozorovany rozdily
ve slozeni GIM u lidi ptirozené infikovanych tenkohlavcem (Trichuris trichiura).
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Uvod

Med je charakterizovan jako potravina piirodniho sacharidového charakteru, do které dle
platné legislativy nesmi byt pfidany, s vyjimkou jiného druhu medu, Zadneé jiné latky ani aditiva
(Codex Alimentarius, 2011). Vzhledem Kk celosvétovému ubytku véel v dasledku nemoci a
postupujici devastaci zivotniho prostfedi se vSak med stava ¢im dal zadanéjsi a nedostatkovéjsi
komoditou. Problémem tedy nejsou pouze nevyhovujici hodnoty fyzikalné-chemickych parametrd,
ale med je stale Castgji falsovan. V Ceské republice pievladd falSovani medu piidanim
sacharidovych sirupti, vyrobenych zejména z bramborového, kukufi¢ného a pSeni¢ného $krobu,
dale sirupt invertovanych a vysokofruktézovych. Ptidavek téchto sirupti se laboratorné nesnadno
detekuje, nebot’ jejich uhlovodikovy profil Ize uméle vytvoftit tak, aby byl velmi podobny profilu
pravého medu (Mehryar a Esmaiili, 2011). DalSim problémem je piikrmovani vcel takovymito
roztoky nebo krystalickou sachar6zou. Cilem prace byla analyza fyzikalné-chemickych parametru a
jejich posouzeni zda vyhovuji platné legislativé a dale vyvinout novou metodu pro pritkaz falSovani

medu.

Material a metodika

Vzorky

Kvétové a medovicové medy (n = 50) byly nakoupeny v obchodnich fetézcich dle dostupnosti na
eském trhu v bieznu a dubnu 2015. Jako deklarované zemé ptiivodu jsou uvedeny Ceska republika,
smés medt z ES a mimo ES, smés medt z ES a smés medti mimo ES. Sacharidové sirupy — fepny
hydrolyzat a pseniény sirup byly dodany od RNDr. Svamberka.

Medy byly uchovéany ve sklenénych nebo plastovych prodejnich obalech pii pokojové teploté 25 +
5 °C a analyzovéany do sedmi meésicti od nakupu. Sirupy byly skladovany pii 5 °C ve sklenénych

obalech.

Fyzikalné-chemicka analyza
Ve vzorcich meda byly stanoveny zakladni fyzikalné-chemické parametry, tj. obsah vody,

elektrickd vodivost, kyselost, obsah 5-hydroxymethylfurfuralu (HMF) a aktivita diastazy. Tyto
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parametry byly stanoveny dle metod popsanych v Harmonizovanych metodach Evropské komise

pro med (Bogdanov, 2009).

FT-NIR analyza

Spektra vzorki byla nasnimana FT-NIR spektrometrem NIR Nicolet Antaris (Thermo Electron
Corporation, Madison, USA). Zkrystalizované vzorky medd byly pfed stanovenim
homogenizovany temperaci ve vodni 1azni na teplotu 39,5 °C, dukladné promichany a nasledné
ochlazeny na teplotu 20 °C. Vzorky byly proméfeny ve spektralnim rozsahu 10 000 - 4 000 cm?, se
spektralnim rozliSenim 8, se 100 scany. Spektra byla méfena na integrani sféfe v rezimu
reflektance s pouzitim transflektanéni kyvety o tloust’ce vrstvy 0,5 mm. Kazdy vzorek byl proméfen
tiikrat a pro dalsi zpracovani bylo pouzito primérné spektrum.

Dalsi fazi bylo vytvoifeni modelovych smési deseti vzorki medu se sacharidovymi sirupy
v koncentracich 5, 10, 15 a 20 %. Postup méteni byl shodny s pfedchozim.

Naméiena data byla zpracovana pomoci programu TQ Analyst verze 6.2.1.509 (ThermoNicolet
Corporation, USA). Pomoci metody diskrimina¢ni analyzy (DA — Discrimanant analysis) byly
vytvoieny kalibracni modely pro ovéfeni moznosti falSovani medi sacharidovymi sirupy. Dale byla
pouZita metoda c¢asteénych nejmensich ¢tvercu (PLS - Parcial Least Squares) pro vytvofeni
kalibracniho modelu pro obsah vody. Spolehlivost kalibraéniho modelu pro vodu byla ovéfena
kiizovou validaci a vypoctem kalibracniho varia¢niho koeficientu (CCV) a predikéniho varia¢niho
koeficientu (PCV). Vysledky analyzy byly zpracovany programem Microsoft Excel 2007
(Microsoft Corporation, USA).

Vysledky

Tabulka ¢. 1: Fyzikalné-chemické parametry ve vzorcich medt (zakladni statistické funkce)

Obsah Elektricka L
vody vodivost Titra¢ni kyselost HMF Aktivita diastazy
(%] [ms/m] [mekv/kg] [ma/kg] [stupné Schadeho]
Primér + | 1747+ 37,95 + 15,48 = 21,71 = 11,62 £
SD 0,96 29,57 7,27 11,69 3,42
Median 17,6 26,55 13 19,13 11,07
Max 19,8 157,3 36 55,31 21,02
Min 15,4 13,2 4 2,05 5,55
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U vzorki medu nedoslo dle Vyhlasky ¢. 76/2003 Sh. k piekroceni pravnich limitt v obsahu vody,
elektrické vodivosti a titra¢ni kyselosti, jak je patrné z tabulky ¢. 1. Ve ¢tyfech vzorcich (minimalni
trvanlivost od 9/2016 do 3/2018) doslo k ptekroceni pravniho limitu 40 mg/kg pro parametr HMF.
Povoleny pravni limit, ktery stanovi aktivitu diastazy na nejméné 8 stupit Schadeho, byl prekroc¢en
u Sesti vzorka. Deklarovana rozmezi minimalni doby trvanlivost byla od 9/2015 do 3/2018.

DalSim cilem préace bylo zjistit mozZnost vyuziti FT-NIR spektrometrie pro detekci falSovani medu
sacharidovymi sirupy. Pro smési medu se sacharidovymi sirupy (fepny hydrolyzat a pSeni¢ny sirup)
byly vytvoieny pomoci DA tii kalibraéni modely. Pro vytvofeni model bylo pouzito 10 Principal
components a spektra bez matematickych Uprav. Spektra byla vyhodnocena dle Mahalanobisovy
vzdalenosti, coz je statistickd mira vzdalenosti spektra od primérného spektra nebo mira
vzdalenosti sousednich spekter (Tril¢ova et al., 2005). Pro modely byla popsana variabilita 99,9 —
100 %. Prvni model byl vytvofen pro med a smési medi S fepnym hydrolyzatem, pouzit byl region
7602,4 — 45198 cm™, u tohoto modelu bylo $patné klasifikovano 10 standardi, které nebyly
zatazeny do spravné ttidy. Druhy model byl vytvofen pro med a smési medi S pSeniénym sirupem,
nejvhodn&jii region se nachézel v rozsahu 9047,4 — 5435,0 cm™, $patné bylo zafazeno 5 standarda.
Tteti model byl vytvofen pro med a smési medd s obéma sirupy. Pouzity region byl v rozsahu
9047,4 — 4905,1 cm™. U tohoto modelu bylo Spatné klasifikovano 27 standardi. Chybné zatfazené
standardy byly pfifazeny do vedlejsi tiidy, ktera se liSila o 5 %. Spolehlivé se nam podatilo
detekovat falSovani obou sirupti u 15 a 20% smési.

Pomoci FT-NIR spektrometrie s vyuZitim algoritmu PLS byl vytvoien kalibra¢ni model pro méfeni
obsahu vody v medu. Diagnostiky Spectrum Outlier a Leverage byly pouzity pro identifikaci
odlehlych spekter a standardi (n = 3). Dale byl zvolen optimalni po¢et PLS faktorti (n = 6) pro
kalibraci PRESS (Predicted Residual Sum of Squares) a optimalni region v rozmezi 9921,60 -
4061,42 cm™ se zakladni jednobodovou linii s minimem v rozsahu regionu 7 617,44 - 7 767,86 cm™.
Spolehlivost kalibraéniho modelu byla ovéiena kiizovou validaci. Piesnost metody byla posouzena
na zaklad¢ korelaénich koeficientti (R) a standardnich chyb (SEC a SECV). Pro sledovany parametr
byly zjistény pro kalibraci R = 0,996 a SEC = 0,110 % a pro validaci R = 0,988 a SECV = 0,196 %.
DalSi posouzeni kalibra¢niho modelu bylo provedeno na zakladé grafu linearni regrese. U obsahu
vody bylo dosazeno plného piekryti regresnich ptimek kalibrace a validace, coZz ukazuje na
pouzitelnost tohoto kalibra¢niho modelu v praxi. Spolehlivost vytvofeného kalibracniho modelu
byla posouzena na zaklad¢ vypoctu kalibra¢niho variacniho koeficientu (CCV) a predikéniho
varia¢niho koeficientu (PCV). Za velmi spolehlivou je povaZovana hodnota CCV pod 5 % a
hodnota PCV pod 10 % (Albanell et al., 1999). Pro kalibra¢ni model obsahu vody bylo ziskano
CCV =0,64% aPCV =1,13 %.
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Zavér

Med je v dnesni dobé jednou z nejzadanéjsich komodit, vzhledem k jeho pozitivnimu vlivu na
lidské zdravi. Proto je dllezité zaobirat se kvalitou medu z trzni sité jak z hlediska jeho fyzikalné-
chemickych vlastnosti, tak z hlediska mozného falSovani.

Bylo zjisténo, Ze z padesati medu nakoupenych v trzni siti v roce 2015 neodpovidalo osm vzork
legislativnim limitim pro fyzikalné-chemické parametry (6 % sniZena aktivita diastazy, 4 % vyssi
obsah HMF a 4 % sniZena aktivita diastazy v kombinaci s vy$§im obsahem HMF). NaSe vysledky
fyzikalné-chemickych parametri byly porovnany se zjisténym falSovanim meda za rok 2015
z portalu Statni zeméd¢lské a potravinaiské inspekce, kde z jedenacti medi z trzni sité byl zjistén
pokles aktivity diastazy u 29 % a soucasny pokles aktivity diastazy a narast HMF u 18 %. Z naSich
vysledkt i hodnot zjisténych z kontrolni ¢innosti vyplyva, Ze problémem jsou piedevsim parametry
Cerstvosti medu jako aktivita diastdzy a obsah HMF. VVzhledem k deklarovanym dobam minimalni
trvanlivosti pravdépodobn¢ doslo k tepelnému osetieni ¢i Spatnému skladovani medu.

Jeden z dalSich vyznamnych problémi piedstavuje v soucasné dobé falSovani medu pomoci
sacharidovych sirupt. Jednou z metod, kterou je mozné pouZit k odhaleni falSovani medu, je
metoda FT-NIR spektrometrie v kombinaci s diskrimina¢ni analyzou. Pomoci této metody byly
vytvoieny kalibra¢ni modely pro detekci fepného hydrolyzatu, pseni¢ného sirupu a obou sirupti
v medech schopné detekovat 15% falSovani. Kelly et al. (2004) pomoci FTIR — ATR byli schopni
detekovat falSovani vzorkli medu glukézovym a fruktézovym sirupem na urovni 14 %. FT-NIR
spektrometrie tak piedstavuje rychlou, nedestruktivni analytickou metodu pro detekcei
sacharidovych siruptt u medua z trzni sité, cozZ je v dobé nedostatku medu a vysoké mife falSovani
medu v trzni siti velmi dulezit¢. Déale byl pomoci algoritmu PLS vytvofen vysoce spolehlivy

kalibra¢ni model pro stanoveni obsahu vody v medu, ktery je moZzné uplatnit v praxi.

Seznam literatury:
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modelovych smési s medem pro kalibraci FT-NIR spektrometru.

71


mailto:blankazabrodska@seznam.cz
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Uvod
Staphylococcus aureus je vyznamnym patogenem cloveéka i zvifat. Je schopny produkce fady
toxickych substanci, jako jsou napi. stafylokokove enterotoxiny (SEs), zptsobujici onemocnéni
Z potravin oznacované jako stafylokokova enterotoxik0za. Onemocnéni ma rychly nastup i prabéh.
Prvni symptomy intoxikace - zvraceni, bolest hlavy, bficha a prijem se objevuji za 1 - 6 hodin po
poZziti potraviny kontainované SEs (Loir, et al., 2003). S. aureus je jednim z hlavnich etiologickych
agens zpiuisobujicich mastitidy u mlééného skotu (Rabello et al., 2007). Z tohoto divodu muze
mléko a mlécné vyrobky predstavovat zvySené riziko pro konzumenty. V soucasnosti je znamo 22
typt SEs oznaCovanych pismeny A-V (Argudin et al., 2010). Za rizikové mnoZstvi
koagulazopozitivnich stafylokokii, mezi jejichz hlavni zastupce se S. aureus tadi, je povaZzovan
pocet vice nez10° KTJ/ml (g) potraviny (Necidova et al., 2012; Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005).
Vyznamnou vlastnosti stafylokokovych enterotoxint je jejich odolnost k piisobeni vyssich teplot
(Bhunia, 2008). Cilem této prace bylo hodnoceni termostability stafylokokovych enterotoxini

ucinkem teplot bézné pouzivanych pii tepelném opracovani (pasteraci) mléka.

Material a metodika

Jako zkoumanou matrici jsme zvolili Cerstvé pasterované mléko, zakoupené v trzni siti, u kterého
byla pfedem testovanim vyloucena pfitomnost S. aureus.

Kmeny S. aureus pouZité k pokusim, pochazely ze syrového kravského mléka (37) a z Ceské
sbirky mikroorganismt Brno (CCM 5765, CCM 5757, CCM 5971) (3). Celkem bylo pouZito 40
kmend S. aureus s produkci enterotoxinit SEA (13), SEB (13), SEC (14). U vsech kmentd byla
prokazana piitomnost genu kodujicich tvorbu SEs: sea, seb nebo sec.

Toxinogennimi kmeny bylo zaoCkovano pasterované mléko v poctech 1,7.10* = 1,5.10° KTJ.ml™.
Takto zaoCkované vzorky byly inkubovany 24 hodin pii teploté 37 °C, aby doslo k pomnoZzeni S.
aureus a k produkci stafylokokovych enterotoxini. U vSech vzorkl bylo po 24 hodinové inkubaci
provedeno stanoveni poétu S. aureus dle CSN EN ISO 6888-1 (1999) a provéfena piitomnost SEs
imunofluorescencni metodou (ELFA). Pro stanoveni poctu koaguldzopozitivnich stafylokoku (S.
aureus) byl urcen Baird-Parker agar s vaje¢nou emulzi a teluri¢itanem draselnym, pouzivany jako

arbitrdzni pida. Inokulované plotny byly inkubovany aerobné pii 37 °C po dobu 24 — 48
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hodin. Nasledné¢ byly vzorky pasterovany pii raznych teplotach, které jsou bézné vyuzivany
v mlékarenském pramyslu (72 °C, 85 °C a 92 °C), a to po dobu 15 s.

Po tepelném ohtevu doslo ke zchlazeni mléka a ke stanoveni poctu S. aureus a pfitomnosti SEs.
Priikkaz stafylokokovych enterotoxinti byl proveden fluorescencni imunologickou metodou ELFA
(Enzyme-Linked Immunofluorescent Assay) pristrojem miniVIDAS® (BioMérieux, Marcy
I‘Etoile,France). Tento automatizovany systém detekuje stafylokokové enterotoxiny typu A-E jako
sumu, s detekénim limitem 0,5 ng .g™* (mI™) potravin pro SEA a SEB a s detekénim limitem 1,0 ng
.g* (ml™) pro SEC - SEE. ELFA metoda vysledky pro detekci SEs prezentuje jako pozitivni nebo
negativni, ale soucasn¢ Ize zhodnot TV (Test Value), odpovidajicich mife fluorescence,

semikvantitativné posoudit mnozstvi SEs v testovaném vzorku.

Vysledky

Prvni ¢ast vysledki studie zaznamenala vliv pastera¢nich teplot na piezivani S. aureus v mléce.
Teploty 72 °C, 85 °C a 92 °C pusobici 15 s nedokazaly vzdy bakterie S. aureus zcela inaktivovat.
Legislativou pozadovana teplota 72 °C pisobici po dobu 15 s (nafizeni (ES) ¢. 853/2004),
oznacovana jako Setrnd pasterace, se pro inaktivaci bakterii S. aureus dle o¢ekavani ukazala jako
nejméné Ucinnd. Jednim z divodu byly, vzhledem k pfedchozi zdmérné inkubaci vzorkl za ucelem
tvorby SEs, vysoké podty S. aureus pred pasteraci, které se pohybovaly v rozmezi 1,9 — 2,6.10°
KTJ.ml™. Pro syrové kravské mléko je limit celkového poctu mikroorganismii legislativou stanoven
v podobé& klouzavého geometrického priméru na maximalng 10° bakterii v 1 ml mléka (nafizeni
(ES) ¢. 853/2004).

Hlavnim cilem studie bylo posoudit vliv pasteracnich teplot na moznou inaktivaci SEs typu A, B,
C. Jednou ze zékladnich charakteristik SEs je jejich odolnost k vysokym teplotdm. Bhunia (2008)
uvadi, ze SEs jsou termorezistentni a zlstavaji aktivni dokonce po 30 minutovém varu, v nékterych
ptipadech i po ptisobeni teploty 121°C po dobu 28 minut. Larkin et al. (2009) a Argudin et al.
(2010) uvadi, ze stafylokokové enterotoxiny jsou odolné vii¢i podminkam tepelného zpracovani,
které bézné nici bakterie. Podle Claeys et al. (2013) nejsou termorezistentni enterotoxiny vytvorené
S. aureus zniCeny pasteraci (napt. 71-74 °C/15-40 s), ale sterilace (110-120 °C/10-20 min) nebo
UHT (135-140 °C/6-10 s pro neptimy zpusob a 140-150 °C/2-4 s pro piimy zpusob) enterotoxiny
v mléce ni¢i. V Japonsku byl pfi¢inou alimentarni intoxikace nebyvalého rozsahu SEA piitomny
v suseném mléce (Asao et al., 2003). V odstfedéném mléce, pouZzitém k vyrob¢é suSeného mléka,
které bylo minimaln¢ dvakrat pasterovano pii teplot€¢ 130 °C po dobu 4 nebo 2 s, byl enterotoxin
SEA c¢astené inaktivovan, ale zachoval si jak imunologickou, tak biologickou aktivitu. Popsané

onemocnéni z potravin je ukazkou toho, Ze zatimco stafylokoky mohou byt tepelnym opracovanim
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zniCeny, stafylokokové enterotoxiny si v potravindch mohou udrzet aktivitu a zpisobit u
konzumentl alimentarni intoxikaci.

Nase vysledky ukazaly, ze i pasteraéni teploty do 100 °C mohou SEs inaktivovat. Podstatné ale je,
jaké mnoZzstvi enterotoxinu se v mléce nachazi. Studie Hilker et al. (1968) prokazala, Ze piestoze
SEA byl rezistentni pii pouziti teplot nad 100 °C, uspésnost inaktivace zaleZzela na koncentraci
toxinu ve vzorcich. Vysledky Tabulky 1 ukazuji poéty testovanych kment S. aureus a mnozstvi
vzorkll (%), u kterych tepelné opracovani toxiny neinaktivovalo. Statistické hodnoceni vysledkt
nasi studie s vyuzitim hodnot TV potvrdilo, Ze mnoZstvi S. aureus pied pasteraci nema vliv na
mnozstvi toxinu ve vzorku. Dale bylo statisticky potvrzeno, ze toxin je pasteracnimi teplotami
inaktivovan v zavislosti na jeho mnozZstvi ve vzorku (termorezistence je zavisla na koncentraci

toxinu ve vzorku) a Zze mnozstvi toxinu se ve vzorcich snizuje umérné s pouzitou pasteracni

teplotou.
Kmen Typ SEs Priikkaz SEs
S. aureus Pied Pasterace 72°C/15s | Pasterace 85°C/15s | Pasterace 92°C/15s
(pocet) pasteraci
13 SEA 100 % 100 % 76,9 % 76,9 %
13 SEB 100 % 81,8 % 15,4 % 18,2 %
14 SEC 100 % 85,7 % 64,3 % 42,9 %
Celkem | SEA, SEB, 100 % 87,8 % 52,5 % 45,0 %
(40) SEC

Tabulka 1. Pocty kment S. aureus s pozitivnim prukazem stafylokokovych enterotoxinii ve

vzorcich mléka v zavislosti na tepelném oSetieni

Zavér
Provedena studie ukazala, ze 1 v pfipad¢, kdy pti mikrobiologickém vySetfeni pasterované¢ho mléka
nejsou bakterie S. aureus detekovany, piipadné je stanoven jejich nizky pocet, mize byt potravina
pfi¢inou stafylokokové enterotoxikézy z duvodu ptitomnosti termostabilnich SEs. Déle bylo
prokazano, ze pasteracni teploty mohou stafylokokové enterotoxiny inaktivovat. Termorezistence
stafylokokovych enterotoxinii vii€i pasteratnim teplotdm, uvadéna odbornou i védeckou literaturou
jako jejich vyznamna vlastnost, tak byla prokazana jen u casti vzorkd. Nejéastéji byla odolnost k
tepelnému zédhfevu zaznamenana u SEA, nejméné ¢asto u SEB. Odolnost SEs klesala se vzristajici
pasteracni teplotou. Pfestoze pasterace mléka ma zasadni vliv na zajiSténi bezpe€nosti této

potraviny, hlavnim preventivnim krokem pro zabranéni vyskytu stafylokokové enterotoxikozy u
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konzumenti pasterovaného mléka ziistava nepteruSeni chladiciho fetézce, jak pozaduje platna

evropska legislativa (natizeni (ES) ¢. 853/2004).

Podékovani
Prace vznikla za finanéni podpory IGA VFU Brno ¢. 212/2015/FVHE.
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Vyuziti lupinovych semen v dietach urcenych pro vykrm brojlerovych kurat
Katefina Sedlakova', Eva Strakova', Pavel Suchy?, Jana Krejcarova*
Ustav vyZivy zvifat*, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a farmaceuticka univerzita
Brno; Ustav zootechniky a zoohygieny?, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Péstovani lupin je v poslednich letech pfedmétem celosvétového zajmu a stava se zajimavou
komoditou. V soudasné dob& se vramci Ceské republiky setkdvame s osevnimi plochami této
perspektivni plodiny. U kulturnich odrid lupinovych semen, z vyzivarského hlediska, pozitivné
hodnotime nizky obsah antinutri¢nich faktort, napf. chinolizidinové alkaloidy nebo antitrypsinovy
faktor, pro ktery se napt. sdjové boby a jejich produkty bez upravy (napft. termické) nedaji krmit.
Jednotlivé odrady kulturnich lupin lze rozdélit do tii zakladnich skupin. Jde o skupinu Gzkolistych
odrad (Lupinus angustifolius), skupinu bilych odrad (Lupinus albus) a skupinu zlutych odrud
(Lupinus luteus). V ramci skupin jednotlivych odrid existuji znaéné rozdily v zivinovém sloZeni.
Tyto rozdily jsou dany predev§im obsahem dusikatych latek, obsahem tuku, ale i dalSich zivin. U
uzkolistych odriid je obecné v semenu niz$i obsah proteinli, ve srovnani s bilymi odridami.
Nejvyssi obsah proteinu obsahuji v semenu zluté odriidy, kde jejich obsah u nékterych odriad
dosahuje az 50 %. V podminkach CR je pro péstovani pro krmivéiské uéely nejvhodngjsi skupina
bilych odrud lupin, a to z divodu obsahu proteinu, ktery je srovnatelny s obsahem proteinu v
sojovych bobech, dokonce nékteré odrudy bilych lupin maji i vy$§i obsah proteinu, nez sojové
boby. Navic bilé¢ odridy lze pomé&mé snadnéji péstovat v pudnich a klimatickych podminkach
Ceské republiky a jsou odolngjsi viigi houbovym chorobam. Vyhodou, na rozdil od sdje je i to, Ze
vétSina odrid nepatii mezi GMO. Z hlediska krmivarského uplatnéni piedstavuji lupinova semena
proteinové krmivo. V této souvislosti nas zajima piedev§im obsah hrubého proteinu, kde kvalita
proteinu je dana obsahem jednotlivych aminokyselin. Cilem experimentalni prace bylo zjistit, jak
diety s obsahem lupinového Srotu ovlivni chemické sloZeni prsni a stehenni svaloviny brojlerovych

kurat se zaméfenim na aminokyselinové spektrum.

Material a metodika
Diety se liSily tim, Ze u pokusné skupiny P1 byla 1/3 dusikatych latek (NL) sojového extrahovaného
Srotu nahrazena NL z lupinového Srotu a u skupiny P2 byla provedena nahrada 2/3 NL oproti
kontrole. Byla pouzita odrida Amiga ze skupiny bile kvetoucich lupin. Kufata byla vykrmovana na

hluboké podestylce v akreditované experimentalni staji sfizenym svételnym, teplotnim,
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zoohygienickym a krmn¢ technologickym rezimem. Podminky chovu plné respektovaly zasady pro
vykrm brojleri ROSS 308 uvadéné v technologickém navodu. Byly vytvoteny 3 skupiny
sexovanych kutat Ross 308, a to skupina kontrolni K 70 kuftat (35 slepic¢ek a 35 kohoutki), skupina
pokusna P1 (35 slepi¢ek a 35 kohoutkt) a skupina P2 (35 slepicek a 35 kohoutki). Z hlediska
zajisténi pozadované potieby aminokyselin byly diety s lupinovym Srotem doplnény syntetickymi
aminokyselinami L-lysinem, L-threoninem a D, L-methioninem.

Svalovina (prsni, stehenni) ziskana z jate¢nich rozborti byla podrobena chemickym rozborim. Ve
svalovin¢ byl stanoven obsah hrubého proteinu (N X 6.25). Dusik byl stanoven dle Kjeldahla na
analyzatoru Buchi (firma Centec automatika, spol. s.r.0.). Obsah hrubého tuku pfistrojem
ANKOM*™® Fat Analyzer (firma O.K. SERVIS BioPro). Obsah popelovin, byl stanoven vazkové
po zpopelnéni vzorku pfi teploté 550 °C za predepsanych podminek. Koncentrace vapniku, fosforu
a hotéiku byly stanoveny po zpopelnéni vzorku masa. Vapnik a hot¢ik byl stanoven v chloridovém
vyluhu chelatometricky (chelaton 3 — di — NA EDTA), fosfor byl stanoven fotometricky pii 445
nm. Brutto energie svaloviny byla stanovena kalorimetricky pfistrojem AC 500 (firma LECO).
Aminokyselinové spektrum bylo stanoveno piistrojem AAA 400 (firma INGOS Praha). Chemické
hodnoty svaloviny uvedené v praci jsou vyjadieny v ptivodni suSiné vzorku. Dosazené vysledky
byly zpracovany statistickym programem Unistat CZ verze 5.6 for Excel, ve kterém bylo provedeno
vyhodnoceni primérnych hodnot a jejich rozdili mnohonasobnym porovnanim pomoci testu

Turkey-HSD, na hladin¢ vyznamnosti P < 0,01 a P < 0,05.

Vysledky

Chemické slozeni prsni a stehenni svaloviny brojlerovych kufat 40. den vykrmu v ptivodni suSiné
vzorku je uveden v tabulce 1 a 2.

Tabulka 1. Chemické slozeni prsni a stehenni svaloviny u slepic¢ek brojlerovych kutat 40. den
vykrmu v pivodni susiné vzorku

Ukazatel Prsni svalovina | Stehenni svalovina

(g/kg) K Pl P2 K P1 P2
Hruby protein 220,47 221,81 219,33 176,41 181,07 175,58
Hruby tuk 19,69 14,36 16,12 80,06 84,33 85,50
Popeloviny 11,33 12,11 12,23 10,47 10,95 10,59
Vépnik 0,474 0,529 0,515 0,401 0,477 0,491
Fosfor 2,28 2,34 2,30 1,99 1,96 2,00
Hoi¢ik 0,365 0,413 0,307 0,343 0,306 0,277
Brutto energie (MJ/kQg) 5,94 5,80 5,83 7,42 7,54 7,55
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Tabulka 2. Chemické slozeni prsni a stehenni svaloviny u kohoutkd brojlerovych kutat 40. den
vykrmu v pivodni susiné vzorku

Ukazatel Prsni svalovina Stehenni svalovina
(9/kg) K P1 P2 K P1 P2
Hruby protein 210,97 205,55 211,41 179,57 165,51 177,84
Hruby tuk 16,15 14,94 17,61 64,47 65,17 76,14
Popeloviny 11,46 11,62 11,65 10,88 10,77 10,12
Vapnik 0,516 0,510 0,526 0,405 0,463 0,482
Fosfor 2,25 2,28 2,35 1,95 1,92 2,07
Hor¢ik 0,357 0,385 0,373 0,304 0,295 0,273
Brutto energie (MJ/kg) 5,65 5,61 5,66 6,76 6,90 7,27

Aminokyselinové sloZeni prsni a stehenni svaloviny u slepi¢ek a kohoutkti brojlerovych kutat 40.

den vykrmu v ptivodni suSin¢€ vzorku uvadi tabulka 3.

Tabulka 3. Aminokyselinové slozeni prsni a stehenni svaloviny u slepicek a kohoutki brojlerovych

kutat 40. den vykrmu v ptivodni suSiné€ vzorku

Aminokyseliny Slepicky Kohoutci
(9/kg) Prsni svalovina | Stehenni svalovina | Prsnisvalovina | Stehenni svalovina
K P2 K P2 K P2 K P2

Asp 1953 | 2053 | 16,97 | 17,86° | 18,04 | 18,86 | 14,40 | 17,42"
Thr 9,52 9,36 8,39 7,88 8,41 9,15° 7,46 8,41°
Ser 8,23 7,91 7,33 6,77° 7,25 7,79° 6,46 | 733"
Glu 28,87 | 31,93 | 2825 | 30,13” | 26,89 | 30,09 | 2485 | 28,89"
Pro 9,45 9,74 9,39 9,37 884 | 17,14" | 747 9,36
Gly 9,29 9,67 996 | 875" | 862 | 966" | 888 | 10,07"
Ala 1254 | 1295 | 1162 | 923" | 11,76 | 12,45 | 1043 | 11,23
Val 10,95 | 11,58° | 929 | 11,08" | 10,41 | 10,66 8,62 9,05
Met 5,91 6,26 5,12 5,38 528 | 640" | 462 | 542"
lleu 10,40 | 10,48 8,84 9,03 9,75 9,42 8,05 8,59
Leu 1715 | 17,73 | 1492 | 1510 | 1592 | 17,10° | 1343 | 15,16"
Tyr 11,35 | 9,74" 7,71 689" | 960 | 798" | 743 | 658"
Phe 8,42 8,96 7,03 7,84° | 799 8,34 6,79 7,13
His 10,29 | 10,32 7,05 7,07 9,50 9,84 0 0
Lys 20,85 | 20,43 | 19,06 | 16,67” | 20,53 | 20,26 6,41 6,49
Arg 16,54 | 1552 | 1520 | 13,78" | 14,49 | 16,17° | 13,64 | 14,53

Vysvétlivky: * statisticky vysoce vyznamny rozdil (P < 0,01), ® statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)

Zavér
Vysledky experimentu jednoznacné potvrdily plnohodnotnost ndhrady sojového extrahovaného
Srotu Srotem ze semen lupiny odridy Amiga. Dosazené vysledky koresponduji s vysledky
publikovanymi autory Sitko a Cerméak (1998), ktefi rovnéz u vykrmovanych kufat nepozorovali

zhorSeni uzitkovosti ani konverze krmiva pii zatazeni lupinovych semen do krmnych smési.
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Experimentalni prace potvrdila piedpoklad, Ze lupinové semeno je vhodnym zdrojem proteinu pro
vykrm brojlerovych kufat, toto tvrzeni je v souladu s poznatky Olkowskeho et al. (2001), kteti
dokladaji, ze semena lupin jsou vyznamnym zdrojem proteini pro dribez. V aminokyselinovem
sloZeni prsni svaloviny u slepi¢ek brojlerovych kufat, kterym byly podavany diety s obsahem
lupiny bylo pozorovano vysoce vyznamné (P < 0,01) zvySeni obsahu kyseliny glutamové, ve
svalovin¢ stehenni i valinu. Naopak bylo zaznamenano vysoce vyznamné (P < 0,01) sniZzeni obsahu
tyrosinu u prsni svaloviny slepicek pokusné skupiny P2, v ptipad¢ stehenni svaloviny této skupiny i
lysinu, alaninu a argininu. V prsni svalovin¢ kohoutkii experimentalnich skupin bylo zjisténo
vysoce vyznamné (P < 0.01) zvySeni obsahu threoninu, serinu, prolinu a glycinu, naopak bylo
pozorovano vysoce vyznamné (P < 0.01) sniZzeni obsahu methioninu, leucinu a argininu. U stehenni
svaloviny bylo navic zaznamendno vysoce vyznamné (P < 0.01) zvySeni asparaginu, kyseliny
glutamové a methioninu, vysoce vyznamne (P < 0.01) snizeni bylo pozorovano pouze u leucinu.
Z dosazenych vysledkt 1ze konstatovat, ze lupinova semena jsou vhodnou nahradou NL za s¢jovy
extrahovany Srot, za optimalni lze povazovat nahradu do 1/3 NL s6jového Srotu. Pii sestavovani
diet s obsahem lupiny je nutné, vzhledem k vysoké odridové rozdilnosti, optimalizovat jednotlivé

ziviny v dieté, predevsim se zamétfenim na jednotlivé aminokyseliny.
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Uvod
Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) je vyznamnym pavodcem humannich i
animalnich infekci po celém svété. Tyto baktérie jiz byly izolovany z riznych ¢asti potravinového
fetézce a jeho prostiednictvim doslo také k prenosu MRSA na ¢lovéka (van Cleef et al., 2011).
Prevladajici linii u Livestock-Associated MRSA (LA-MRSA) v Evropé predstavuji kmeny patiici
zejména k sekvenacnimu typu (ST) 398 (klonélni komplex CC398). Prevalence MRSA se vyrazné
liSi mezi jednotlivymi evropskymi staty. Cilem této prace bylo studium vlastnosti MRSA
izolovanych z potravin Zivo&isného ptivodu v Ceské republice. Vyskyt MRSA byl monitorovan na

urovni farem, jatek a trzni sité.

Material a metody
Celkem bylo analyzovano 37 kmenit MRSA (31 izolati ST398 z prasat a 6 non ST398 ze skotu)
(tabulky ¢. 1, €. 2, €. 3). Kmeny pochazi ze sbirky kmeni Vyzkumného ustavu veterinarniho
Iékaistvi a ze sbirky Veterinarni a farmaceutické university Brno a byly ziskany v letech 2012-
2015. Detekce MRSA byla provedena na zdkladé rozhodnuti Komise 2008/55/EC. Suspektni
kolonie se testovaly polymerazovou fetézovou reakci (PCR) detekujici S. aureus druhovée specificky
fragment SA442 (Martineau et al., 1998), a mecA gen kodujici rezistenci k meticilinu (Oliveira and
de Lencastre, 2002). Metoda PCR byla také pouzita pro detekci sekvenacniho typu ST398 (van
Wamel, 2010). U v8ech izolati byly provedeny spa-typizace a MLST. Kmeny byly pfipraveny k
sekvenaci pomoci metodiky zpracované sdruzenim evropskych laboratoii (European Network of
Laboratories) dostupné na webové strance SeqNet.org. Vzorky byly zaslany k sekvenaci do
Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Germany). Diskovou difuzni metodou na Muller-Hinton agaru
(Oxoid, UK) byla u kment testovana citlivost k 10 skupinam antimikrobialnich latek: penicilinim
(oxacillin 1 pg), tetracyklinim (tetracyklin 30 pg), makrolidim (erythromycin 15 pg), inhibitorim
betelaktamaz (co-trimoxazole 25 ug), aminoglykosidim (gentamicin 10 pg), linkosamidim
(clindamycin 2 pg), amfenikolim (chloramphenicol 30 pg), fluorochinoloniim (ciprofloxacin 15

ng), glykopeptidim (teicoplanin 30 pg) a ansamycinim (rifampicin 5 pg) (Oxoid, UK). Kmen S.
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aureus ATCC 25923 byl pouzit jako kontrola. Na zakladé velikosti inhibi¢nich zén byly izolaty
hodnoceny dle kritérii CLSI (2012). Ptitomnost genii virulence tst (Mehrotra et al., 2000), pvl, eta,
etb (Lina et al., 1999; Hososaka et al., 2007) a gent kodujicich enterotoxiny Sea, seb, sec, sed, see,
seg, seh, sei, sej (Monday and Bohach,1999; Lavseth et al., 2004) byla detekovana metodou PCR.

Vysledky a diskuse

Tabulka ¢. 1: Charakteristika izolatd pochazejicich z zivych zvirat

Piivod izolatd | Farma | MLST typ | spatyp | Pofet MRSA izolati | Profil rezistence
: OXTEEDA
e e e | 7] T SRR
i 1034 ) 82 15 E, DA, CIP

Zkratky: oxacillin (OX), tetracyklin (TE), erythromycin (E), gentamicin (CN), clindamycin (DA),
ciprofloxacin (CIP)

Tabulka ¢. 2: Charakteristika izolati pochazejicich z jatek

Puvod izolata | Jatka | Farma | MLST typ | spatyp | Pocet MRSA izolati | Profil rezistence
8 t011 1
1034 2 OX, TE, E, DA
; 12346 1 OX, TE, E, CN
10 t011 1 OX, TE, E, DA
1034 2 OX, TE, DA
A E t011 2 OX, TE, E, DA
N OX, TE, E, SXT, DA, CIP
Sterfaz ;tUT i ST398 OX, TE, E, DA
P 034 A OX, TE, E, SXT, DA
OX, TE, E, DA, CIP
14 OX, TE, E, DA
15 OX, TE, DA
B 5 t011 1 OX, TE, E, CN, DA
C 6 OX, TE, SXT, DA
7 1034 2 OX, TE, E, DA
D 16 t011 1 OX, TE, SXT, DA, CIP
14652 1 OX, TE, DA, CIP
17 OX,TE,E, C
Stéry z JUT ST361 t315 5 OoX
A
skotu 18 OX
ST1 t127 1 OX, TE, E
Zkratky: oxacillin (OX), tetracyklin (TE), erythromycin (E), co-trimoxazole (SXT),
gentamicin (CN), clindamycin (DA), chloramphenicol (C), ciprofloxacin (CIP), jate¢né upravené télo (JUT)
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Tabulka €. 3: Charakteristika izolatli pochézejicich z trzni sité

Pivod Prodejna MLST typ spatyp | Polet MRSA izolatii | Rezistenéni profil
| t899 1 OX, TE, E, CN, DA, C, CIP
L, I
m?i/si)p;o";ra I ST398 t034 4 R TEDA
J 1\ OX, TE, SXT, DA
\Y% OX, TE, E, SXT, DA

Zkratky: oxacillin  (OX), tetracyklin co-trimoxazole (SXT), clindamycin (DA),

chloramphenicol (C), ciprofloxacin (CIP)

(TE), erythromycin

(),

100% -

80% -

60% -

40%

Rezistence

20% -

0% -

Antimikrobialni skupina

Graf ¢. 1: Srovnani antimikrobialni rezistence MRSA izolata podle jejich pavodu

Ve vSech urovnich potravinového fetézce (farma — tabulka ¢. 1, jatka — tabulka ¢. 2, trzni sit’ —
tabulka ¢. 3) byly detekovany celkem 3 MLST typy. VSechny izolaty z prasat patiily k
sekvena¢nimu typu ST398 (CC398), izolaty ze skotu k ST1 (CC1) a ST361 (CC 361). lzolaty
sekvenacniho typu ST398 byly heterogenni a skladaly se ze Ctyfech riiznych spa-typl. Mezi t€émito
izolaty dominoval spa-typ t034 (58%) a t011 (32%) podobn¢ jako uvadi Price, 2012. Dalsi spa-typy
t2346, 14652 a t899 byly detekovany pouze v jednom piipadé. Srovnani antibiotické rezistence
MRSA uvadi graf €. 1. Rezistence se 1isi v zavislosti na ptivodu vzorki. Izolaty z prasat na rozdil od
izolatl ze skotu vykazuji rezistenci k linkosamidiim a také k fluorochinolonim. Geny virulence (tst,
pvl, eta, eth) nebyly detekovany v celém souboru testovanych kment. Geny kodujici enterotoxiny
se nevyskytovaly u kment ST398, geny sei a seg byly detekovany u izolati ST361 pochazejicich ze

skotu.

Zavér
Vyskyt MRSA byl potvrzen u Zivych zvitat (prasata a skot), na jatkach a také v trzni siti. Vysledky
této studie ukazuji dominantni vyskyt MRSA patficich k CC398 v produkci prasat stejné, jak je

popisovano v dalSich Evropskych zemich.
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Uvod
Cefalosporiny vysSich generaci, karbapenemy a fluorochinolony jsou vyznamna antibiotika
podavana pii 1é¢bé bakterialnich infekci v humanni a veterindrni mediciné. Celosvétovy trend
narustajici rezistence viuci témto latkdm ma zdvazné dopady na zdravi lidi, zvifat a kvalitu zivotniho
prostiedi™®. Volng Zijici zvitata, ktera nepfichazi do piimého kontaktu s antimikrobialnimi latkami,
jsou nepiimo ovlivnéna jejich frekventnim vyuzivanim v terapii zvifat a clovéka. Zastupci celedi
Corvidae, véetné vrany americké (Corvus brachyrhynchos), se ¢asto stahuji do blizkosti vétsich
mést, kde se piizivuji na mistech s vysokou incidenci multirezistetnich bakterii, jako jsou skladky
odpadu ¢i pole hnojena chlévskou mrvou. Touto cestou jsou vystaveny zvySenému riziku
kolonizace multirezistentnimi bakteriemi®*. Predstavuji tak vhodné bioindikatory kontaminace
Zivotniho prostfedi a potencidlni rezervoary a vektory multirezistentnich bakterii. Vyznamnym
faktorem ovliviiujicim prevalenci rezistentnich bakterii je i rozdilna antibioticka politika liSici se na
raznych kontinentech, kuptikladu pouzivanim antimikrobidlnich latek jako rtstovych stimulatort
v USA®. Cilem studie bylo zdokumentovat prevalenci a epidemiologické charakteristiky
Escherichia coli s produkci Sirokospektrych beta-laktaméz (ESBL), beta-laktamaz typu AmpC,
karbapenemaz a plazmidové kodovanych genti rezistence k chinolonim (PMQR) u vrany americké
(Corvus brachyrhynchos) na ¢tyfech lokalitach Severni Ameriky. Studie je vénovana posouzeni
vyznamu tohoto synantropniho druhu jako rezervoaru a potencialniho vektoru multirezistentnich
bakterii v prostiedi a pifinasi tak dosud nezmapovany nahled na obraz antibiotické rezistence u

voln¢ zijicich zvitat v Severni Americe.
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Material a metodika
VySetfeno bylo celkem 590 vzorkd trusu vrany americké ze ¢tyt lokalit Severni Ameriky: Kansas
(Manhattan, ny,.«:=149), Massachusetts (Worcester, 200), California (Davis, 198) a New York
(Auburn, 43). Vzorky trusu byly pomnoZeny v peptonové vodé a nasledné inokulovany na média
suplementovana cefotaximen (2 mg/l), ciprofloxacinem (0,05 mg/l) nebo meropenemem (0,125
mg/l). lzolaty rezistentni k cefotaximu byly testovany na pfitomnost ESBL pomoci double-disc
synergy testu. AmpC a ESBL fenotyp byl nasledné verifikovan pomoci MASTDISCS ID AmpC a
ESBL test (Mast Diagnostics, Merseyside, UK)*. Rezistentni izolaty byly testovany na p¥itomnost
gentl kodujicich ESBL (blacrx.m, blarem, blaoxa, blasiv)?, AmpC (blapma, blaacc:, blaacc-,
blavox, blacmy, blarox)* a karbapenemazy (blawe, blaviv, blaovaas, blaec, blanom)®, gent
rezistence k chinolonim (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, qnrS, aac(6)-lb-cr, gepA and ogxAB)*,
integront’, plazmidd’ a fylogenetickych skupin® metodou polymerazové fetdzové reakce (PCR).
Vybrané amplikony gent rezistence byly nasledné sekvenovany pro zjisténi konkrétni varianty.
Citlivost k 13 antimikrobialnim latkdm byla uréena pomoci diskové difuzni metody”. Pfibuznost
izolatd byla stanovena na zakladé Xbal pulzni gelové elektroforézy (PFGE)*, a jednotlivé
makrorestrikéni profily byly analyzovany pomoci BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Gent, Belgie).
Zatazeni do klonalnich linii bylo potvrzeno u vybranych zastupci na zdkladé¢ 100% identity
metodou multi-locus sequence typing (MLST)®. Horizontalni pfenos geni rezistence nesenych
mobilnimi genetickymi elementy do rtiznych druht recipientnich bakterii byl testovan metodou
konjugace a transformace s cilem stanovit potencial dal§iho Sifeni rezistence v bakteridlnich
populacich’. Plazmidy pienesené konjugacnimi a transformaénimi pokusy byly nasledng typizovany
pomoci plazmid multilocus sequence typing (pPMLST)” a prifazeny k sekvenénimu typu (ST)

s vyuzitim on-line databaze http://pubmlst.org/plasmid/.

Vysledky

Izolaty rezistentni k cefotaximu

Ziskano bylo 82 (14 %) izolatu E. coli rezistentnich k cefotaximu. Celkem bylo identifikovano 12
izolatt s produkci ESBL (15 %), jeZz nesly geny blactx-m-27 (n=5), blactx-m-15 (4), blactx-m-14 (2)
nebo blactx-m-1 (1). Izolaty byly zafazeny do fylogenetickych skupin D (5), A (4), B2 (2)aBl (1) a
nesly nejcastéji replikony typu FIIA (5), FIB (3) a FIA (n=2). Rezistence k sulfonamidim a
tetracyklinu véetné odpovidajicich genii rezistence se vyskytovala u izolati nejcastéji. Na zakladé
MLST a PFGE analyzy byly identifikovany vyznamné sekvencni typy ST69, ST131, ST167 a

ST405, pfiCemz piibuznost téchto izolati byla velmi mald. Horizontdlni pfenos geni ESBL do
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recipientnich bun¢k byl prokazan u osmi izolati a pienesené plazmidy patiily do riznych skupin
inkompatibility.

AmpC beta-laktamaza CMY-2 byla identifikovana u 54 (66 %) izolatl rezistentnich k cefotaximu.
Izolaty byly zatazeny do fylogenetickych skupin A (23), B1 (22), D (9) a B2 (1) a nesly nejcastéji
replikony 11 (18), FIB (17), A/C (15) and FIA (7). Izolaty vykazovaly rezistenci k tetracykliniim,
sulfonamidiim a streptomycinua na zakladé téchto vysledkti byly testovany piislusné geny
rezistence. Vyznamna klonalni piibuznost byla nalezena na dvou lokalitach - Kalifornii a
Massachusetts. V Kalifornii byly nalezeny na zakladé PFGE a MLST analyzy dva vyznamné
klastry, pfedstavujici 73 % vSech izolatl, reprezentované sekvenénimi typy ST88 (6) a ST336 (5).
V piipadé lokality v Massachusetts spadalo 58 % izolatl do dvou klastrti zahrnujicich ST345 (8) a
ST48 (3). Na zaklad¢ konjugacnich a transformacnich pokust bylo zjisténo, ze gen blacmy-2 byl
majoritné nesen na replikonech Incll (14) nélezicich ke specifickym sekven¢nim typum (ST12,
ST20, ST23) a IncA/C (8).

Izolaty se sniZenou citlivosti ke karbapenemim

Dvacetdva (4 %) izolati E. coli rostlo na selekéni padé s meropenemem. U Zadného izolatu nebyla
zjisténa pomoci PCR ptitomnost testovanych genta pro produkci karbanemaz.

Vysledky PMQR pozitivnich izolatu

Ttinact (17 %) izolath se snizenou citlivosti k ciprofloxacinu neslo nasledujici PMQR geny:
aac(6‘)-lb-cr (4), gnrS1 (2), gnrAl (2), qnrB19 (2), gnrB2 (1), qnrB6 (1) nebo gnrD (1). 1zolaty
byly zatazeny do fylogenetické skupiny A (7), D (2), Bl (4). PFGE a MLST analyza ukazala
vysokou genetickou diverzitu izolata. Identifikovan byl sekvencni typ ST648, ktery je spojovan se
zavaznymi infekénimi onemocnénimi u lidi 1 zvifat. PMQR geny byly lokalizovany u Sesti izolatl
na konjugativnich multirezistentnich plazminech, které ndleZely do rGznych inkompatibilnich

skupin.

Zavér
Migrujici druhy ptakd mohou hrat vyznamnou roli v distribuci klinicky a epidemiologicky
vyznamnych druht bakterii, které mohou Sifit na velké vzdalenosti mezi riznymi geografickymi
oblastmi a ekologickymi nikami. Nélez téchto bakterii u volné Zijicich zvitat pravdépodobné odréazi
pfitomnost takovych izolata v jejich potravé ¢i vodnich zdrojich. Geny ESBL/PMQR a klonalni
linie E. coli nalezené u vrany americké byly diive dokumentovany u lidi a domacich zvitat, coz
poukazuje na jejich mozné zdroje. Na zdkladé MLST databaze (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli)
bylo zjisténo, Ze vétSina izolatd byla v minulosti dokumentovana jako vyznamné lidské a zvifeci

patogeny a jejich ptitomnost v zivotnim prostiedi je alarmujici. Studie ukazuji na vysokou troven
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kontaminace zivotniho prostfedi multirezistentnimi bakteriemi v¢etné pandemickych virulentnich

klontt ST131, ST405 nebo ST648 v populacich volné zijicich ptakd v USA.

Tato prace vznikla za financni podpory IGA VFU Brno ¢. 217/2015/FVHE.
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Zoonotické bakterialni patogeny v klist’atech Hyalomma aegyptium
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Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a
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Uvod

Kliest' Hyalomma aegyptium patri k hostitel'sky Specifickym druhom kliestov. V dospelom
Stadiu parazituje takmer vyluéne na korytna¢kach rodu Testudo ato konkrétne na T. graeca, T.
horsfieldii, T. marginata a vynimoc¢ne aj na T. hermanii. Ked'Zze tento druh kliesta v dospelom
Stadiu nesaje na 'ud’och, dlhi dobu bol jeho vyznam z hl'adiska humannej mediciny prehliadany.
Larvy a nymfy H. aegyptium vsak parazituju aj na 'ud’'och (Bursali et al. 2010, Kar 2013) a tento
fakt prinaSa na druh nové svetlo ako na mozného vektora vaznych zoonotickych ochoreni. Medzi
najnebezpeénejSic patogény zistené v kliestoch H. aegyptium patri virus krymsko-konzskej
hemoragickej horu¢ky (CCHFV), Coxiella burnetii, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia spp.,
Ehrlichia canis, Borrelia turcica a Borrelia burgdorferi (Pastiu et al. 2012; Siroky et al. 2014).
Sirokéa paleta patogénov spolu s relativne velkym arealom rozsirenia, ktoré siaha od zapadného
pobrezia Maroka, naprie¢ Severnou Afrikou, prechadza velkou ¢ast'ou Balkanskeho polostrova, cez
Turecko, Kaukaz, oblast’ Levanty a Blizkeho Vychodu aZ po Afganistan a Pakistan robi tento druh
velmi zaujimavym prvkom v oblasti ekoldgie niektorych zoonotickych nékaz. Cielom prace je
zistit’ §kalu a prevalenciu zoonotickych patogénov v H. aegyptium vd’aka bohatej kolekcii materialu

tohto druhu na naSom pracovisku z takmer celej oblasti jeho rozSirenia.

Material a metodika

Vzorky kliestov (izoldcia RNA a DNA)

Analyzovali sme 816 jedincov H. aegyptium z 6 krajin (Alzirsko, Gruzinsko, Iran, Tunisko,
Turecko a Syria). DNA bola izolovana z polovic pozdizne delenych kliestov kitom NucleoSpin
Tissue, Macherey-Nagel, (Germany). Izolovana DNA bola uchovévana pri teplote -20°C.

Primery

Pritomnost” A. phagocytophilum bola testovana dvojkrokovou tzv. ,,nested PCR 250 bazovej Casti
génu 16S rDNA podl'a Majlathova et al. (2011). Druhy z rodu Rickettsia budu zistované pomocou
primerov Rp877p a Rp1258n, ktoré amplifikuju 381bp dlhy Usek citrat syntazy gltA (Boretti et al.
2009).
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PCR

A. phagocytophilum + Rickettsia spp.. Vzorky boli diagnostikované porovnavanim dizky
amplifikovanych fragmentov s pozitivnhou kontrolou a velkostnym Standardom. Na amplifikéciu
16S rDNA fragmentu u A. phagocytophilum bola pouZzitd nested PCR o celkovom objeme 25 ul:
12,5 pl Combi PPP MAsterMix (Top-Bio, CZ); 1 pl kazdého primeru; 8,5 pl PCR-H,0 a 2ul DNA.
Dvojkrokova PCR prebiehala: denat. 95°C — 2min; denat. 94°C — 30s; anneal. 55°C — 30s; ext.
72°C — 1min (40x) a findlna extenzia 72°C — 5min. Na amplifikéciu citrat syntazy gltA bola pouZzita
PCR o celkovom objeme 25 ul: 12,5 pul Combi PPP MAsterMix (Top-Bio, CZ); 1 ul kazdého
primeru; 8 ul PCR-H,0 a 2,5 pl DNA. Dvojkrokova PCR prebiehala: denat. 95°C — 5min; denat.
95°C - 20s; anneal. 56°C — 30s; ext. 72°C — 1min (40x) a fin&lna extenzia 72°C — 5min.

Diagnostika a sekvenovanie

Diagnostika A. phagocytophilum a Rickettsia spp. prebichala porovnanim dizky amplifikovanych
fragmentov na 1,5% agar6zovom geély s pozitivnou kontrolou. Vybrané vzorky boli poslané na
sekvenaciu, do firmy Macrogen (Holandsko). Sekvencie boli spracované Bioedit. Upravené

sekvencie boli porovnané s databazou NCBI GenBank metddou BLAST.

Vysledky
Z 816 jedincov H. aegyptium bolo vySetrenych 411 jedincov na A. phagocytophilum a 710 jedincov
na Rickettsia spp. Z celkového poctu vySetrenych jedincov bolo 305 jedincov vySetrenych na
obidva patogény zaroven, koinfekcia oboma patogénmi bola zistena len u jedného kliesta z Iranu.
Priemerny zachyt infikovanych kliestov A. phagocytophilum bol 12,4% a v pripade Rickettsia spp.
8,9%. Detailnejsi suhrn testovanych a pozitivnych kliest'ov je uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1.
krajina n DNA n poz. A. n DNA n poz. Rickettsia spp.
Anaplasma phagocytophilum Rickettsia
Turecko 98 9 (9,2%) 221 25 (11,3%)
Syria 43 19 (44%) 50 -
Iran 169 14 (8,3%) 215 22 (10,2%)
Gruzinsko 72 8 (11,1%) 86 5 (5,8%)
Tunisko - - 4 -
Alzirsko 29 1 (3,4%) 134 11 (8,2%)
spolu 411 51 (12,4%) 710 63 (8,9%0)
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Vliv lécebnych koupeli v roztoku formaldehydu a NaCl na ryby se zamérenim na imunitni
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Uvod

Lécebné koupele se vyuZivaji k 1é¢bé a tlumeni ektoparazitarnich, plisiovych a bakterialnich
onemocnéni povrchu téla a zaber ryb (Schnick, 1991 a Rach et al., 1997).

Pro sledovani ucinku koupeli byl jako modelovy organismus vybran kapr obecny (Cyprinus
carpio), jako hlavni zéstupce hospodaiskych druhti ryb v Ceské republice.

Koupele v roztoku formaldehydu jsou doporucovany zejména pii nalezu druhti rodu Cryptobia,
Ichthyobodo, Chilodonella, Trichodina, Trichodinella, Dactylogyrus, Gyrodactylus, Thaparocleidus
a pfi povrchovém zaplisnéni (Svobodova et al., 2007). Formaldehyd je zafazen mezi karcinogenni
latky. Zpisobuje metabolickou acidozu, kumuluje se v sitnici, o¢nim nervu a bazalnich gangliich
mozku, z ¢ehoz plynou trvalé poruchy zraku a extrapyramidové projevy. U savci formaldehyd
prostupuje do téla inhalacné, kGzi i okem. Testy na zvifatech prokdzaly moznou neurotoxicitu
(Pitten et al., 2000)..

Koupele v roztoku NaCl jsou pouzivany pii néalezu druhi rodu Cryptobia, Ichthyobodo,
Chilodonella, Trichodina, Trichodinella, sniz8i ucinnosti pro rody druhu Dactylogyrus,
Gyrodactylus, Piscicola, Argulus a pti povrchovém zaplisnéni (Svobodova et al., 2007). Pfi pouziti
chloridu sodného je terapeutickd davka velice blizka letalni davce, lze tedy piedpokladat poskozeni
organismu ryb. Mechanizmus uc¢inku spociva v naruSeni osmotické rovnovahy. Nadmérné
mnozstvi NaCl zpuasobuje extracelularni hyperosmolalitu, ktera ma za nasledek vyraznou
intracelularni dehydrataci. Pf¥i zvySeni koncentrace NaCl v krvi dochazi k degradaci endotelu
kapilar a prestupu vody z krve do intersticia a k nasledné tvorbé edémt mozku a jinych organt a
tkani (Gupta, 2012).

Cilem studie bylo sledovani vlivu 1é¢ebnych koupeli v roztoku formaldehydu a NaCl na imunitni

systém ryb, se zaméfenim na histopatologické, hematologické a biochemické vysetfeni, vcetné

vySetieni markerd oxidativniho stresu a ukazateltl imunitniho stavu ryb.
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Material a metodika

Pfed vlastnim pokusem byly ryby 14 dnl adaptovany na podminky zafizeni s pratokovym
systtmem. Ryby byly rozdéleny do 16 skupin (12 kust ryb v kazdé skuping, celkem 192 kusi).
Ctyfi skupiny byly umistény po dobu 60 minut do testovaného roztoku formaldehydu (0,17 ml 38%
formaldehydu na litr) a ¢tyii skupiny na dobu 30 minut do roztoku NaCl (30 g NaCl na litr). Poté
byly ptesazeny do Cisté vody. Vliv koupeli byl sledovéan ihned po koupeli, dalsi 24 hodin, 48 hodin
a 10 dnti po koupeli. Ke kazdé skupin€ byla ptifazena kontrola bez vystaveni testované latce.

Ptfed usmrcenim byl proveden odbér kozniho hlenu pro stanoveni koncentrace lysozymu a nasledné
odbér krve ke stanoveni hematologickych (Er, Hb, Hk, MCV, MCH, MCHC, celkovy a
diferencialni pocet leukocytil) a biochemickych (celkova bilkovina, albuminy, globuliny, glukéza,
laktat, AST a ALT) ukazatelu. V ziskanych vzorcich plasmy byla déle stanovena koncentrace
imunoglobulini IgM a bakteriolytickd aktivita komplementu. Pro stanoveni aktivity respira¢niho
vzplanuti fagocytl byla pouzita luminolem zesilend chemiluminiscencni metoda.

Ryby byly po odbéru krve usmrceny a byly odebrany vzorky tkani z jater, ptedni ledviny, Zaber,
sleziny, kiize a mozku. Odebrané vzorky slouzily k histopatologickému vySetieni, stanoveni
vybranych markerti oxidativniho stresu a molekularné-biologickym analyzam, kdy pomoci
kvantitativni RT-PCR zaloZené na interkalaci SYBRGreen byly stanoveny exprese mRNA pro geny

-----

adaptovany specifické primery.

Vysledky
V ptipadé¢ formaldehydovych koupeli byla prokazéna zvySena aktivita fagocytti 24 hodin po koupeli
(viz. Graf 1) a statisticky vyznamné bylo také sniZeni exkrece lysozymu po 10 dnech od
formaldehydové koupele (viz Graf 2). V ptipad¢ koupeli v NaCl bylo zjisténo statisticky vyznamné
snizeni aktivity fagocytd 24 hodin a 10 dnti po solné koupeli (viz. Graf 1). Koncentrace IgM u obou
koupeli nebyla vyznamné zméncéna. Exprese mRNA byla statisticky vyznamné zménéna u

formaldehydoveé koupele po 10 dnech pro TGFb/40s u Zaber a pro I1L-10/40s u ledvin.
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Graf 1: Oxidac¢ni vzplanuti

Oxidacni vzplanuti po formaldehydové koupeli Oxidatni vaplanuti po solné koupeli

1200000

00000

s { 150000
100
s [ ] . [ ' sa0000 I ) l '

Graf 2: Koncentrace lysozymu
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Byl prokazan statisticky vyznamny nartst oxidativniho stresu v jatrech 10 dni (GPx) a v Zabrech 10
dni (GPx) po formaldehydové koupeli. Statisticky vyznamné snizeni oxidativniho stresu bylo
prokazano v ledvinach 24 hodin po této koupeli (GST a GR).

V pripadé¢ formaldehydovych koupeli byl prokazan statisticky vyznamny nartst hodnot MCH ihned
po koupeli a u hodnot ERY, Hb a PCV 10 dni po koupeli.

Zavér
Po pouziti 1é¢ebnych koupeli v roztoku formaldehydu a NaCl, doslo u ryb k ovlivnéni imunitniho
sytému, hematologickych parametri a parametri oxidativniho stresu. Zaroven byly zjiStény
histopatologické zmény na kizi a zabrech. Ovlivnéni pouzitou latkou se projevuje nejen
bezprostifedné po pouziti Ié¢ebné koupele ale 1 v 10dennim odstupu.
Z toho lze vyvodit nutnost sledovani zdravotniho stavu oSetfenych ryb i po delsi dobu od provedeni

1écebné koupele.
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Jednim  z nejvyznamnéjsich kontaminantt Vt)Jc\ilr?i(}jlo prostiedi jsou farmaka, jejichz zdrojem
v povrchovych vodach jsou nedokonale vycisténé odpadni vody. Naproxen i tramadol patii k hojné
vyuzivanym lékiim proti bolesti. Naproxen patii do skupiny nesteroidnich antiflogistik a fadi se
celosvétove k Casto detekovanym kontaminantim vodniho prostiedi (Bendz et al., 2005; Verenitch
et al., 2006; Verlicchi et al., 2012). Tramadol patii mezi opioidni analgetika a je rovnéz v 1é¢bé
bolesti hojné vyuzivan. Rezidua tramadolu jsou v povrchovych vodach detekovana (Loos et al.,
2013), ale jeho neurotoxické ucinky na necilové organismy nejsou dobie zdokumentovany (Zhuo et
al., 2012). Ryby pfedstavuji vrchol potravniho fetézce ve vodnim prostfedi a jsou nejcitlivejsi
v obdobi embryolarvalniho vyvoje. Cilem této studie bylo posoudit vliv naproxenu, tramadolu a

jejich kombinace na rana vyvojova stadia ryb prosttednictvim bioindikator oxidativniho stresu.

Material a metodika

Byl proveden 32denni embryolarvalni test toxicity dle metodiky OECD 210 - Fish, Early-life Stage
Toxicity Test na kapru obecnéem (Cyprinus carpio). Embryolarvalni test byl proveden s tramadolem
(T) a naproxenem (N) a s kombinaci téchto dvou 1é¢iv (TN). Testovana byla environmentalni
koncentrace 10 pg/l a dale odvozena koncentra¢ni fada 50; 100 a 200 pg/l. Koncentrace
testovanych 1é¢iv byly prabézné kontrolovany pomoci HPLC. Pro posouzeni vlivu testovanych
1é¢iv na rand vyvojova stadia kapra obecného byly zvoleny bioindikatory oxidativniho stresu,
z nichz byly stanoveny v celotélnim homogenatu enzymatické parametry glutation reduktaza (GR),
glutation-S-transferaza (GST) a glutation peroxiddza (GPx) a ukazatel lipoperoxidace (TBARS).
Ziskané vysledky byly statisticky zpracovany (Unistat 5.6, Ceska republika).
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Vysledky

Po subchronickém ptisobeni naproxenu na rana vyvojova stadia kapra obecného bylo v koncentraci
100 pg/l naproxenu zaznamenano ve srovnani s kontrolni skupinou snizeni aktivity GR (p<0,01)
(graf 1). V koncentraci 50 pg/l bylo zaznamenéano zvyseni aktivity GST (p<0,05) a dale sniZeni

aktivity GST v koncentraci 200 pg/l (graf 2) ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Graf 1: Aktivita GR po plisobeni naproxenu; ** (p<0,01) Graf 2: Aktivita GST po piisobeni naproxenu; * (p<0,05)

Po ptisobeni tramadolu bylo pozorovano snizeni aktivity GPx (p<0,01) u testovanych koncentraci

100 a 200 pg/l ve srovnani s kontrolou (graf 3). Hodnota TBARS byla vyznamné niz$i (p<0,01) u

Vv s

nejvyssi testované koncentrace (graf 4).
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Graf 3: Aktivita GPx po ptisobeni tramadolu; ** (p<0,01) Graf 4: Hodnoty TBARS po piisobeni tramadolu; **

(p<0,01)
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Po vzajemném pisobeni tramadolu a naproxenu, obou latek v koncentraci 100 pg/l, bylo
zaznamenano snizeni aktivity GST (p<0,01) ve srovnani s kontrolou (graf 5). Zgrafu ¢. 6 je
patrné, Ze doslo rovnéz je snizeni aktivity GPx v koncentracich 50, 100 a 200 pg/l kombinace
tramadolu a naproxenu (p<0,01). V koncentraci 100 pg/l tramadolu a naproxenu doslo ke zvyseni
hodnoty TBARS (p<0,01) (graf 7).

GST GPx
< 150 o 80
D * % IS
S 100 = 60 $5 kg
s %_E 40
E % 58 2
£ 0 - : : - £ 0
3 control TN1 TN2 TN3 TN4 TED control TN1 TN2 TN3 TN4
é Testované skupiny < Testované skupiny

Graf 5: Aktivita GST po kombinovaném ptisobeni Graf 6: Aktivita GPx po kombinovaném piisobeni

tramadolu a naproxenu; ** (p<0,01) tramadolu a naproxenu; ** (p<0,01)
20 *

=15

& I I

"o

0 B T T T I ._\
control TN1 TN2 TN3 TN4
Testované skupiny

Graf 7: Hodnoty TBARS po kombinovaném pusobeni
tramadolu a naproxenu; ** (p<0,01)

Zavér

Ze ziskanych vysledku vyplyva, Ze testovana environmentalni koncentrace 10 pg/l u Zadné ze dvou
testovanych skupin latek ani v jejich kombinaci nezpusobila statisticky prokazatelnou zménu
v aktivit¢ vybranych antioxida¢nich a detoxikacnich enzymii ani zménu hodnot TBARS. Nicméné
u vyssich testovanych koncentraci byly jiz tyto zmény statisticky prokazatelné. Je mozné proto
usuzovat, ze 1 nizké environmentalni koncentrace maji na organismy vodniho prostfedi negativni
vliv a je potieba zabyvat se dal$imi stanovenimi jako jsou napiiklad morfologickeé ukazatele nebo
rychlost vyvoje.

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 226/2015/FVHE.
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Detekce hrachové bilkoviny v masnych vyrobcich mikroskopickymi metodami
Zdenka Javlurkova, Matej Pospiech, Michaela PetraSova, Marie Bartlova, Jana Skritiova, Eliska
Zichova, Marketa Zelenkova
Ustav hygieny a technologie vegetabilnich potravin, Fakulta veterinarniho hygieny a ekologie,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

V potravinaiské vyrobné jsou z divodu snizeni ceny jako ndhrada masa pouzivany rostlinné
bilkoviny (1), z nichz nékteré jsou alergeny (2, 3). Z toho duvodu je proto snaha o jejich nahradu za
jiné rostlinné bilkoviny, neuvedené v seznamu alergennich latek. Mezi nejpouzivanéjsi patii
hrachova bilkovina (4). Ta ovSem také obsahuje obdobn¢ jako jiné lusténiny zasobni proteiny, které
mohou zplisobovat alergické reakce zahrnujici jak mirné kozni reakce, tak Zzivot ohroZzujici
anafylaktické reakce. Proteiny hrachu jsou zejména albuminy a globuliny. Globuliny pifedstavuji
65 az 80 % a jsou tvofeny leguminem 11S a vicilinem 7S. Pro spotiebitele je proto dilezité, aby
m¢l k dispozici pravdivé informace také o obsahu hrachového proteinu s ohledem na ktizovou
reaktivitu. Z moznych detekénich metod se pouziva analyza polyfenolti charakteristickych pro
urcité lusténiny a metoda HPLC, kterou je mozné detekovat az 0,1% ptidavek sojové bilkoviny
vV masném vyrobku. Podobné je také mozna detekce lupiny, v pifipadé hrachu vSak nebylo
spolehlivé detekce dosazeno (6).

Cilem prace bylo vyvinuti metody pro imunohistochemické, imunofluorescencni stanoveni

hrachového proteinu v masnych vyrobcich.

Material a metodika

VZORKY

Bylo vyrobeno 13 modelovych vyrobku s ptidavkem hrachového proteinu a 13 modelovych
vyrobki s pfidavkem hrachové mouky. Vyrobky byly pfipraveny z mleté prsni svaloviny dritbeze
s 0,001; 0,01, 0,10; 0,50; 1,00; 1,50, 2,00; 2,50; 3,00; 3,50; 4,00; 4,50 a 5,00% piidavkem hrachové
bilkoviny a hrachové mouky. Takto ptipravené modelové vyrobky byly vafeny pii 70 °C po dobu
10 minut. Z kazdého vyrobku byly odebrany 4 bloky (A, B, C a D) o velikosti 1 cm®, které byly
nasledn¢ zmrazeny. Z téchto blokli byly na kryostatu HM 550 (Germany, Microm) krajeny fezy

0 tloust’ce 10 um.
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Déle bylo vySetieno 10 vyrobkl s deklarovanym obsahem hrachové bilkoviny a 10 vyrobki z trzni

sité s obsahem hrachové mouky.

METODIKA

Histochemie: byla zvolena barveni Hematoxylin-eozin (HE), PAS Calleja (PC) a toluidinova modf
(TM). Analyza probihala na modelovych vyrobcich s 2,5% piidavkem bilkoviny a mouky.
Imunohistochemie (IHC) a imunofluorescence (IF): byla zvolena metoda ABC komplexu. Jako
primarni protilatka byl pouzit monoklonalni legumin (1H9). Stanoveni vhodné koncentrace
primarnich protilatek bylo testovani v rozmezi fedéni 1:10 - 1:1000. Kiizova reaktivita byla ovéfena
na sojovém proteinu, pSeni¢ném proteinu a cocce. Mez detekce byla stanovovana v koncentracni
fad¢ jako minimalni zachyt ve vSech blocich na modelovych masnych vyrobcich. V dalSim kroku
byla metoda ovéfend na komerénich masnych vyrobcich zakoupenych z trzni sité

imunofluorescencné.

Vysledky a diskuse
HISTOCHEMIE
Histochemickymi barvenimi byly v modelovych vzorcich s piidavkem mouky prokazany
charakteristickeé struktury, jako jsou palisadové a poharkové buriky, ulomky déloh se Skrobovymi
zrny a buiiky obsahujici hrachovou bilkovinu, tak jak jsou popsany v odborné literatuie (7). Pro
prukaz pfidavku mouky do modelového vzorku bylo jako nejvhodnéjsi histochemické barveni
vybrano barveni PAS Calleja. Také pii vySetfovani vzorku hrachové bilkoviny (obrazek 1) a vzorku
s jejim pridavkem se barveni PAS Calleja ukdzalo také vhodnéjs$i nez barveni Hematoxylin-
eozinem abarveni toluidinovou modii. Pfi zvétSeni 100x byly dobife patrné houbovité piip.
kruhovité &astice hrachové bilkoviny. Céstice hrachové bilkoviny jsou podobné &asticim bilkoviny
sojove (8, 9). Tedy ani barveni PAS Calleja neposkytuje specificky vysledek pro prukaz ptidavku
hrachové bilkoviny. Z tohoto divodu je nutné vytvofit a standardizovat imunohistochemické
barveni, které by poskytlo jednozna¢ny vysledek.
IHC
IHC reakce byla pozitivni v koncentracich tedéni protilatek 1:100 az 1:1500. S ohledem na
pfedchozi zkuSenosti a zvéazeni nakladi byla zvolena pro dal$i analyzy koncentrace 1:1000.
S ohledem na rizny obsah sledovaného proteinu byla zjiSténa rozdilnd minimalni mez detekce pro
hrachovou mouku a hrachovy protein (obrazek 2). V piipadé hrachového proteinu dochazelo
k pozitivni reakci na rozhrani proteinu a Skrobovych zrn fragmentt hrachové mouky a mez detekce

byla stanovena na 0,5 %. U hrachového proteinu byla pozitivni reakce na celém proteinu,
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identifikace tak byla snazsi a mez detekce byla stanovena na 0,1% piidavku. Vysledek ukazuje také,
Ze dochdzi jenom k ¢aste¢né denaturaci proteinu, ktery je mozné dale detekovat, potencionalné se
tedy nemeéni ani jeho alergenni vlastnosti k maximalni denaturaci leguminu dochazi v zavislosti na
mnozstvi soli od 72-98°C (10).

IF

IF metoda byla ovéfena na hrachové mouce a proteinu, kdy hrachovy protein patii mezi vyznamné
potravinové alergeny (11). Pomoci této metody bylo mozné detekovat jiz 0,1% ptidavek hrachové
mouky a 0,001% piidavek hrachového proteinu v modelovém masném vyrobku. Na zakladé vyssi
citlivosti nez IHC byla metoda pouzita na analyzu masnych vyrobku z trzni sité, kde dosahla 100 %

shodu s deklarovanym obsahem.

Obrazek 1. hrachova bilkovina Obrazek 2. hrachova bilkovina Obrazek 3. hrachova bilkovina
Vv tepelné opracovaném V tepelné opracovanem V tepelné opracovanem

modelové vyrobku, PC modelové vzorku, IHC modelové vzorku, IF
Tato préace byla financovana grantem 1IGA VFU Brno 228/2015/FVHE.

Zavér
Vyvinutd imunohistochemicka a imunofluorescen¢ni metoda se ukézala jako metoda vhodna pro
prukaz hrachové mouky a bilkoviny. Oba pfidavky se podatilo prokazat jak u modelovych vyrobka,
ale také u vyrobku zakoupenych z trzni sité. Vysledek ukazuje také, Ze dochazi jenom k ¢aste¢né
denaturaci proteinu, ktery je mozné dale detekovat i po tepelném opracovéni. Jak IHC, tak IF ma
niz8i mez detekce pro ptidavek hrachového proteinu, kdy metoda IF je citlivéjsi. Mikroskopicke

vySetieni je vhodné ke vzajemnému rozliseni piidavku mouky a bilkoviny hrachu.
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Aktivace vrozené imunitni odpovédi netopyru na infekci plisni Pseudogymnoascus destructans

Veronika Kovacova, Miroslava MikSikova, Petr Linhart, Jifi Brichta
Ustav ekologie a chorob zvére, ryb a véel, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Aktualni problematikou feSenou u netopyri ve svété je infekce plisni Pseudogymnoascus
destructans, ktera zptisobuje onemocnéni zvané syndrom bilého nosu (WNS) (Blehert et al., 2009,
Zukal et al., 2014). N¢které druhy severoamerickych netopyrt jsou na pokraji vyhynuti a odhaduje
se, Ze tato plisefi zpuisobila uhyn vice neZ 5 miliond netopyrii (Frick et al., 2010). Na tzemi Ceské
republiky je potvrzen vyskyt ptivodce i onemocnéni u 11 druhti netopyrii (Zukal et al., 2014). Plisen
zpusobuje typické kozni erose (tzv. cupping erosions) a je schopna virulentni invaze ptes bazalni
membranu kize (Meteyer et al., 2009). Rozsah naruSeni kozni bariéry létaci blany je
pravdépodobné hlavnim patofyziologickym mechanismem, ktery vede Kk thynim zvifat.
K faktorim, které podporuji rozvoj infekce, patii zejména suprese imunitniho systému netopyrt
béhem hibernace a také zmény ve fungovani imunitniho systému netopyrti v obdobi hibernace a pii
pfechodu do euthermie. Ukazuje se take, Ze roli by mohl hrat extracelularni metabolit plisné —
riboflavin, ktery se hromadi v tkani hibernujicich netopyrt. Riboflavin se rozklada v pfitomnosti
svétla pii vinovych délkach pod 500 nm a vyrabi reaktivni formy kysliku, jako je singletni kyslik a
peroxidové radikaly. Pfedpoklada se, ze tyto reaktivni kyslikové formy, jsou zodpovédné za vznik
oxida¢niho stresu, coz muze vést k ztraté homeostazy a ke smrti bunék apoptézou nebo nekrézou. A
pravé fotosenzitivni vlastnosti riboflavinu by mohly pfispét k poSkozeni kiize netopyra v piipadé
1étani za denniho svétla (Edwards and Silva, 2001; Frati et al., 1997; Silva et al., 1991). S ohledem
na piisnou ochranu v kontextu evropské legislativy nepfichazi v Uvahu studie imunitniho systemu
netopyra formou experimentalni infekce in vivo. Vhodnou alternativou i nejmodernéj$im piistupem
jsou in vitro modely vyuzivajici dostupnych buné¢nych kultur, které jsou derivovany z tkani

netopyru.

Material a metodika

Po udéleni povoleni pro neletdlni vzorkovani netopyr od Agentury na ochranu piirody a krajiny
Ceské republiky (01662/MK/2012S/00775/MK/2012 a 866/JS/2012) jsme odebrali kozni bioptaty a
krevni vzorky od netopyr rodu Barbastella, Myotis, Nyctalus, Pipistrellus a Plecotus. Z bioptata
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byly ziskané bunééné kultury fibroblasti. Imunitni bunky z krve netopyra byly ziskany metodou

gradientové centrifugace. Odebran byl tzv. buffy coat, kteréhoZz soucasti jsou leukocyty.

Na vybranych bunéénych liniich byl experimentdlné¢ testovan vliv extracelularniho
metabolitu plisn¢ P. destructans — riboflavin. Primarni fibroblasty, pti 24 hodinové expozici za tmy
v teplotach 37°C a 8 °C, byly vystaveny riboflavinu (Sigma-Aldrich, R9504) v koncentraci 12,5,
25, 50, 100, a 200 pg ml™ s cilem sledovat cytotoxicitu riboflavinu v in vitro modelu. Zvolené
teploty mély simulovat torpor a probuzeni z torporu, tak jako se to d¢je u zvifete. Experiment se
provadél v septenplikatu s 15 000 buitkami na replikaci. Stanoveni cytotoxicity bylo zaloZeno na
konverzi laktatu na pyruvat v pfitomnosti laktat dehydrogendzy (LDH) s paralelnim sniZzenim NAD.
Hladina LDH v buné¢nych kulturach byla stanovena pouzitim komeréné dostupného kitu od Roche
(Cytotoxicita Detection Kit"™"®, Mannheim, Germany). Test byl vykonan dle protokolu v 96-
jamkovych desti¢kach (TPP) pri absorbanci 490 nm a zaznamenan za pouziti ¢tecky mikrodesticek

ELISA (Biotek ELx808; Vermont, USA).

Vysledky

Usuzuje se, ze vysokd koncentrace riboflavinu naméfené ve WNS koznich 1ézich netopyra
zpusobuje zvySenou produkci volnych radikali v ktzi. Porucha v rovnovaze mezi produkci volnych
radikalti a antioxida¢ni obranou ma za nasledek oxida¢ni poSkozeni tkani, a to vede k apoptoze
nebo nekroze bunék. Cytotoxicita riboflavinu se ukazala v zavislosti na davce za podminek, které
simuluji torpor (tma, 8°C, obr. 1, panel a) a pravidelné probouzeni (tma, 37°C , obr. 1, panel b).
Z vysledku vyplyva, ze vysoka akumulace riboflavinu produkovaného plisni P. destructans v tkani
by mohla vést k poskozeni klize netopyri a to nasledné vyvolat probouzeni zvifat, spotfebu
tukovych zasob a zplisobit az smrt zvirat.

Obrazek 1. Cytotoxicita riboflavinu za tmy na primarnich netopytich fibroblastech, napodobeni
expozice kiize za riznych teplotnich podminek béhem hibernace.
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Vliv kyseliny §t’avelové na roztoce Varroa destructor a na jeho hostitele véelu medonosnou
Ivana PapeZikova, Radka Heumannovéd, Michael Fronc
Ustav ekologie, chorob zvéie, ryb a véel, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a

farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

Varrodza je parazitarni onemocnéni v¢eliho plodu i dospélych véel, zpusobené roztocem kleStikem
véelim (Varroa destructor). Tento rozto¢ zije na povrchu téla dospélych véel i véeliho plodu a zivi
se hemolymfou. Bez lécebného zdsahu kon¢i varrodza nejpozdéji ve tieti sezéné Uthynem
vcelstva. K tlumeni varrodzy jsou nejcastéji vyuzivany syntetické akaricidy, které maji fadu
nevyhod, jako je rezistence roztocu k jejich G¢inku a také schopnost kumulovat se v nékterych
véelich produktech (Sammataro et al., 2005). Varrodzu lze vSak ucinné tlumit i nékterymi
ptirodnimi latkami. Jednou z téchto latek je kyselina $tavelova. Aplikuje se nejcastéji pokapem
(polévanim vcel v ulickdch mezi plasty) nebo sublimaci za pomoci sublimaéni panvicky
(Rademacher et al., 2006). Velkou vyhodou této latky je, Ze nezanechava rezidua a u roztocu
nedochdzi ke vzniku rezistence. Mechanismus akaricidniho ucinku kyseliny $tavelové neni dosud
spolehlivé objasnén. Také existuje jen malo ucelenych praci, které se zabyvaji vlivem kyseliny
Stavelové, aplikované sublimaci, na zdravi vc¢el. Cilem této prace bylo zjistit, zda kyselina
Stavelova nema negativni vliv na zdravi vcel. Dal§im cilem bylo piispét k objasnéni mechanismu

jejiho akaricidniho ucinku.

Material a metodika
Vliv kyseliny §t’avelové délku Zivota véel, prijem potravy, travici trakt a Malpighiho tubuly.
Experiment byl proveden v fijnu/listopadu na zimni generaci vcel. Vcely, odebrané z péti
neosetfenych vcelstev, byly rozdéleny do tii klicek po 50 vcelach. Dalsi tfi véelstva byla oSetiena
kyselinou §tavelovou formou pokapu (3,5% kyselina $tavelova v 50% roztoku sachardzy, davka 5
ml roztoku na obsednutou ulicku). Posledni tfi vcelstva byla oSetiena kyselinou $tavelovou,
aplikovanou sublimaci (I g na nastavek). Ctyii hodiny po osetieni byly z ofetfenych véelstev
odebrany vcely a rozdéleny do klicek po 50 jedincich. Vysledkem byly tii klicky neoSetfenych vcel,
ti1 klicky vcel, oSetfenych pokapem a tfi klicky vcel, oSetfenych sublimaci. Véely byly krmeny 45%
roztokem sachar6zy ve vodé. Krmivo bylo vyménovano kazdé dva dny a krmitka byla pravidelné

vazena. Kazdé dva dny byly pocitany a odstranovany uhynulé vcely, nalezené na dné klicek.
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Dva dny po zacatku pokusu byly z kazdé klicky odebrany tii vCely na histologické vySetieni
traviciho traktu a Malpighiho tubult a tii v¢ely na stanoveni aktivity caspazy 3 v travicim traktu.

Stanoveni aktivity caspdzy 3 v travicim traktu. Aktivita C3 byla méfena fluorimetricky za pouZiti
Ac-DEVD-AMC (Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-Methylcoumarin) jako substratu. Vysledna

fluorescence byla pifepoCtena na koncentraci proteini ve vzorcich. Koncentrace proteini byla

métena kolorimetricky pomoci Bradfordova ¢inidla.

Vliv kyseliny $t’avelové na izolované roztoce Varroa destructor. Dospélé samicky roztocu byly
ziskany z napadeného vcelstva metodou posypu praskovym cukrem. Poté byli roztoéi pieneseni na
Petriho misky (10 — 12 rozto¢t/miska, pro kazdé oSetieni 3 misky). Byly vytvofeny tfi
experimentalni skupiny — kontrolni skupina (rozto¢i na ¢istych miskach), sublimace (rozto¢i na
miskach, pokrytych krystalky kyseliny stavelové) a transfer (rozto¢i byli umisténi na misky,
pokryté krystalky kyseliny Stavelové a po 5 minutdch byli pfeneseni na Cist¢é misky). Byla
sledovana mortalita roztoct. Uhynuli rozto¢i byli mikroskopicky vySetteni.

Vliv Kkyseliny $t’avelové na roztoce Varroa destructor na véelach. Dospélé samicky roztoct byly
zisk&ny z napadeného véelstva metodou posypu praskovym cukrem. Poté byli rozto¢i pieneseni na
veely (1 rozto€ na 1 vcelu), kterym byla pfedtim riznymi zpiisoby aplikovana kyselina stavelova.
Jednu skupinu tvofily intaktni v¢ely, druhou skupinu vcely, oSetfené kyselinou $tavelovou formou
pokapu (70 pg/véela), tieti skupinu véely, oSetfené kyselinou Stavelovou formou sublimace
(1g/nastavek) a ctvrtou skupinu vcely, kterym byla kyselina S§tavelova jednorazové podana
v krmivu. (70 pg/véela). VEely s rozto¢i byly sledovany 5 dni. Byla sledovana mortalita v¢el a byli

pocitani roztoci, nalezeni mimo vcéely na dné klicek. Uhynuli roztoc¢i byli mikroskopicky vySetteni.

Vysledky
Vliv kyseliny St'avelové na délku Zivota vcel, prijem potravy, travici trakt a Malpighiho
tubuly. U skupiny, oSetfené sublimaci, neméla kyselina $tavelova vliv na délku zivota. U skupiny,
oSetiené pokapem, byla mortalita véel vyznamné vyssi nez u kontrolni skupiny (Obrézek 1).
Osetfeni kyselinou §t'avelovou nemélo vliv na spotiebu krmiva.
Histologické vySetieni zaludku ukazalo u obou skupin, o$etifenych kyselinou $tavelovou, zvysenou
vakuolizaci epitelidlnich bun¢k a zvySenou sekrecni aktivitu. Byla také zjisténa zvySena exkrecni

aktivita epitelidlnich bun€k Malpighiho tubuli.
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Obrazek 1. Kumulativni mortalita

véel po oSetfeni kyselinou
Stavelovou. Kazda kiivka predstavuje
pramér ze tii paralel.

U vCel oSetftenych  kyselinou
Stavelovou byla zvySend aktivita
caspazy 3 v Zaludku, coz svédéi o

vys$$i mife apoptozy (Obrazek 2).

Obrazek 2. Aktivita caspazy 3

v zaludku vcel. Kontrola 1 -
neosetfené vcely pied zaklickovanim,
kontrola 2 — neoSetiené vcely 2 dny
po zaklickovani. Primér + SEM.
Statistickd vyznamnost proti kontrole
hvézdickou,

1 je vyznacena

vyznamnost proti kontrole 2 je

Vliv Kkyseliny $t’avelové na izolované roztofe Varroa destructor. Kyselina $tavelova méla

vyrazny akaricidni G¢inek a to i na roztoce, ktefi s ni byli v kontaktu jen pét minut (Obrazek 3).

120 -

% zivy chroztoti

100 I
80 -
60 -
40 -
20 -
O,

Izolovam roztoci - mortalita

* I l
*
*
6h 12h

2h 4h

m controla
o transfer

sublimace

24h

s krystalky kyseliny §tavelové,

se krystalky trvale pfichytily na koncetiny,

Obrazek 3. Mortalita izolovanych
rozto¢i po  kontaktu s kyselinou

Stavelovou. Primér +  SEM.
Statistickd vyznamnost proti kontrole

je oznacena hvézdickou.

Pozorovani rozto¢t na miskach pod
preparacnim mikroskopem odhalilo,
ze rozto¢um, ktefi pfisli do kontaktu

coz vedlo

k prolongovanému ucinku i po kratkodobém kontaktu s povrchem. Mikroskopické vysetieni

uhynulych rozto¢t neodhalilo Zadné zevni poSkozeni.
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Vliv kyseliny §t’avelové na roztoce na vcelach. Vsechny tii formy aplikace kyseliny $tavelové

m¢ly akaricidni G¢inek (Tabulka 1).

kontrola krmeni pokap sublimace | Tabulka 1. Zivi rozto¢i na véelach (%) 1,

3 a 5 dni po oSetfeni vCel kyselinou

lden| 100+0 |84,7+7,0%|80,0+6,3*| 93,3+3,2*
Stavelovou. Data piedstavuji primeér *

3dny | 978+£18|569+7,7* | 57,8+6,6* | 80,6£8,7* | SEM. Statistickd vyznamnost  proti

Sdnt |91,1+36 | 2,0+ 1,8* | 3197 | 51,1+ 142 | kontrole je vyznacena hvézdickou.

Zavéry

Vliv kyseliny §t’avelové na roztoce Varroa destructor. Kyselina stavelova ma vyrazny akaricidni

ucinek. Pusobi jako kontaktni jed, ale také peroralné — rozto¢i hynou i tehdy, kdyz se s kyselinou
Stavelovou nedostanou do vnéjsiho kontaktu, ale poziji hemolymfu vcel, kterym byla kyselina
Stavelova podéna v krmivu. U kyseliny $tavelové, aplikované sublimaci, staci k usmrceni roztoci i
kratkodoby kontakt roztoct s povrchem, pokrytym krystalickou kyselinou §tavelovou. Vzhledem
k tomu, Ze néktefi roztoCi, nalezeni na dné klicck mimo hostitele, byli dosud zivi, da se
predpokladat, Zze mechanismus ucinku kyseliny $tavelové nespociva jen v usmrcovani roztocu, ale
ze kyselina §tavelova sniZuje i schopnost rozto¢ti udrzet se na téle vcel.

Vliv kyseliny $§t’avelové na zdravi v€el. Ukazalo se, Ze kyselina $tavelova, aplikovana pokapem, je

pro vcely toxi¢téjsi, nez kdyz je aplikovana sublimaci. Oba typy oSetfeni zvySovaly apoptézu bunék
traviciho traktu. Rovnéz mikroskopické zmény na zaludku byly u obou typt oSetieni podobné.
Kyselina stavelova je velmi u¢innym akaricidem, ale vzhledem k jejim vedlejsim u¢inkiim by mélo
byt peclivé dodrzovano doporucené davkovani a je vhodné upiednostnit aplikaci sublimaci pied
aplikaci pokapem.

Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno 231/2015/FVHE.
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Stanoveni akutniho toxického ucinku imidaclopridu a permetrinu pro bunééné linie netopyra
velkého Myotis myotis
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Uvod
Expozice polutantiim, nejcastéji pesticidim, je povazovana za jednu z vyznamnych pficin poklesu
velikosti populaci netopyrt (Bayat et al., 2014). Jednim z béZzné pouzivanych pesticidi je permetrin,
ktery patii do skupiny pyretroidnich insekticidi. Pyretroidy jsou vyuZivany jako antiparazitika ve
veterinarni 1 humanni medicing, jako biocidy v domacnostech i jako pesticidy v zemédélstvi a bézné
se tedy dostavaji do prostfedi, kde mohou pusobit na necilové organizmy. D¢li se na pyretroidy
typu T a typu CS (Modra et al., 2009). Ve tkanich netopyra hnédavého (Myotis lucifugus) v USA
byl zjistén obsah permetrinu v nejvyssi koncentraci 2,5 ppm (McFarland, 1998). Dal§im béZnym
pesticidem je imidacloprid, ktery je v poslednich letech celosvétove hojné vyuzivanym insekticidem
na ochranu plodin. Jeho obliba je dana jeho nizkou perzistenci v pud¢ a také vysokou ucinnosti pii
nizkych davkach (Chao a Casida, 1997). Imidacloprid piisobi jako synteticky analog na nikotinovy
receptor acetylcholinu (hnAChR) u hmyzu (Tomizawa a Casida, 2003). Imidacloprid je oxidovan v
jatrech a vylucovan moci a je toxicky pro vcéely. Ovliviiuje postsynaptické nikotinové receptory u
hmyzu i obratlovcti (Modra et al., 2009). Netopyfi patii k ohroZzenym Zivo¢ichlim a jsou zakonem
chranéni. Buné¢né linie tak predstavuji jedine¢nou moznost jak posoudit vliv pisobeni polutantd,

kterym mohou byt hmyzozravi netopyti vystaveni zejména potravou.

Material a metodika
V ramci piedchozich projekti se nam podafilo ziskat nékolik bunéénych linii z netopyra velkého
(Myotis myotis). Experiment byl konkrétné provadén na hepatocytech. Tyto buniky byly kultivovany
na pozadovany pocet, nasledné vystaveny koncentracim 0,1; 1; 10;100;1000 pg/ml imidaclopridu a
permetrinu pii teplotich 37 °C a 8 °C po dobu 24 h. Test probihal triplicitné¢. Pro prikaz
cytotoxicity byl pouZit komeréni LDH Cytotoxicity assay kit. Jedna se o spolehlivy kolorimetricky
test pro kvantitativni stanoveni laktat dehydrogenazy (LDH) uvolnéné do kultiva¢niho média z
poskozenych bunék jako biomarker bunécné cytotoxicity a lyzy bunék. Mnozstvi LDH je déano

enzymatickou reakci za vzniku cerveného formazanu, ktery je detekovan spektrofotometricky
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pomoci ELISA readeru. Déale byly z exponovanych bunék za pomoci RNeasy Mini kitu (Qiagen)

izolovany vzorky RNA pro néasledné méfeni exprese detoxikac¢nich genti pomoci RT PCR.

Vysledky a zavér
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Expozice imidaclopridu pfi teploté 37 °C po 24 h zpusobila v koncentraci 1 pg/ml v 50% bunécnou
smrt hepatocytii. V koncentraci 1000 pg/ml byl jiz 94% cytotoxicky ucinek. Pfi teploté¢ 8 °C
v koncentraci 0,1 pg/ml a 1 pg/ml byl pozorovan minimalni cytotoxicky Géinek (1-2 %). Maximalni

byl potom zjistén od koncentrace 10 pg/ml.
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0,1 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml 1000 pg/ml

o o o o o

Expozice permetrinu pfi teploté 37 °C po 24 h zpusobila 62 % bunéénou smrt hepatocyti
v koncentraci 1 pg/ml. 100% smrt bunék nastala od koncentrace 100 pg/ml. Pii teploté 8 °C doslo k

bunééné smrti ve vSech testovanych koncentracich.
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Test prokazal vliv rozdilné teploty na cytotoxicitu imidaclopridu a permetrinu v jaternich bunikach
netopyra velkého (Myotis myotis). Pti teploté 8 °C byl prokdzan vyrazny cytotoxicky Géinek ve
vSech koncentracich danych pesticidt. Test prokazal, Ze buiiky pfi teploté 8 °C nejsou metabolicky

aktivni a tudiz nejsou schopni odbouravat toxické latky.

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 235/2015/FVHE.
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Akumulace rtuti ve tkdnich kormorana velkého (Phalacrocorax carbo)
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Uvod

znecistujici faktory vodnich ekosystému patii eroze, atmosférické depozice, zemédélské a méstské
emise, spalovani nebo tézba fosilnich paliv (Wang et al., 2004). Jedna z dulezitych vlastnosti rtuti je
schopnost bioakumulace v ptude¢, rostlinach, zvitatech i lidech (Houserova et al., 2007). Kormoran
velky (Phalacrocorax carbo) se fadi mezi dravé piscivorni ptaky vyskytujici se na vrcholu
potravniho fetézce vodniho prostfedi. Z davodu geografického rozsifeni a dlouhovékosti je
kormoran velky v zavislosti na schopnosti kumulace rtuti dobry indikatorovy organismus
(Skoric et al., 2012). Vrcholovy predatofi , mezi které patii i kormoran velky, jsou vystaveni
kumulaci rtuti v tkanich a organech (Houserova et al., 2007). Pti provadénych vyzkumech v Polsku
na kormoranech velkych byl pozorovan vyssSi obsah rtuti v jatrech, ledvinach a svaloviné. Byla
pozorovana signifikantni korelace mezi celkovou rtuti v ledvinach a svalech kormorana velkého
(Misztal-Szkudlinska et al., 2011). M¢lké rybni¢ni soustavy piedstavuji pro kormorana velkého
bohaté potravni stanovisté. Ve sladkovodnich vodach piedstavuje hlavni zdroj potravy kormorana
velkého kapr obecny, candat obecny, Stika obecna, okoun fFi¢ni a dalsi drobné ryby
(Skoric et al., 2012). Kormoran velky patiil donedavna u nds mezi vzacné druhy ptakt. Vzhledem k
jeho pocetnym stavim v okolnich zemich se rozsifil i k nam, zejména na jizni Moravu a do jiZznich
hmotnosti
500 g. Zavazné hospodaiské ztraty zpuisobuje u rybni¢nich kapr a marén (Svobodova et al., 2007).

Cilem ptedklddané prace bylo posoudit stupent akumulace rtuti u kormoréna velkého, ktery
jako predator stoji na vrcholu potravniho fetézce ve vodnim prostiedi. Dalsim cilem bylo zhodnotit

distribuci celkové rtuti v jednotlivych tkanich kormorana velkého.

Material a metodika
K analyze celkove rtuti bylo na jate 2015 odebrano 51 tél kormorana velkého o hmotnosti
2 393,37 + 344,60 g z oblasti Trebonska (soustava Nad¢jskych rybniki a oblast Chlumecka). Na
jafe 2015 byli z téchto rybniki odebrani zakomorovani kapfi. Jedna se o tii rybniky a z kazdého
bylo odebrano 10 kusi jednoletého kapra obecného o hmotnosti 95,00 + 23,10 g. Z kazdého kusu
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kormorana velkého byly odebrany vzorky prsni a stehenni svaloviny, srdce, plice, ledviny, svalnaty
Zaludek, Zlaznaty zaludek, stfevo, slezina a jatra. Z kapri byla odebrana hibetni svalovina.
Odebrané vzorky byly nasledné zamrazeny a dale analyzovany pro obsah celkové rtuti. Obsah
celkové rtuti byl méfen na jednoucelovém atomovém absorpénim spektrofotometru AMA 254
(Advanced Mercury Analyser), ktery umoznuje detekci celkové rtuti bez piredchozi upravy vzorku.

Statistické zpracovani dat bylo provadéno pomoci programu UNISTAT 5.6. for EXCEL.

Vysledky

Nameéfené hodnoty obsahu celkové rtuti v tkanich kormoranii velkych jsou uvedeny v
tabulce 1. Nejvyssi obsah rtuti byl zjistén v ledvinach (2,228 + 0,298 mg/kg) a v jatrech
(2,115 £ 0,220 mg/kg). Signifikantné niz8i hodnoty (P<0.01) byly naméfeny v prsni svaloviné
(0,593 £ 0,056 mg/kg), stehenni svaloviné (0,566 + 0,054 mg/kg), srdci (0,549 + 0,042 mg/kg),
plicich (0,725 = 0,059 mg/kg), svalnatém Zaludku (0,588 + 0,053 mg/kg), Zldznatém Zaludku
(0,569 £ 0,054 mg/kg), stieveé 0,551 £ 0,044 mg/kg) a slezin¢ (0,584 £ 0,048 mg/kg). Ve svaloviné
kapru byla naméfena zhruba 50krat niz8i hodnota obsahu celkové rtuti (0,010 £ 0,004 mg/kg) ve
srovnani s hodnotami ve svaloviné kormoranu. Byla prokazana vyznamna kumulace rtuti v
kormoréanech velkych jako predatort stojicich na vrcholu potravniho fetézce ve vodnim prostiedi.
Misztal-Szkudlinska et al. (2011) provadeéli vyzkum na fece Visle v Polsku, kde sledovali hodnoty
celkové rtuti ve tkanich kormorana velkeho (ledviny, jatra, svalovina) a hodnoty celkové rtuti ve
svaloving ryb (lin obecny, plotice obecna, kapr obecny, jezdik obecny a sled’ obecny). Podobné jako
v nasi studii, i oni potvrdili statisticky vyznamné rozdily mezi obsahem celkové rtuti v ledvinach a
svaloviné kormorana velkého. Déle také prokézali kumulaci celkové rtuti v potravnim fetézci ve
vodnim prostiedi u kormorana velkého v zavislosti na jeho pfirozené potravé (plotice obecna nebo

sled’ obecny).
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Graf 1: Porovnani obsahu celkové rtuti v tkanich a organech kormorana velkého (Phalacrocorax
carbo). Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny rozdilnymi pismeny (P <0,01). Data jsou

uvedena jako primérné hodnoty + stiedni chyba priméru.
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Zavér
Byl zjistén vyznamné vyssi (P<0.01) obsah celkové rtuti v jatrech a ledvinach ve srovnani s
hodnotami celkove rtuti v ostatnich sledovanych organech kormorana velkého. Obsah celkoveé rtuti
ve svalovin¢ kormorana velkého byl zhruba 50krat vyssi oproti hodnotam celkové rtuti ve svaloving
kapra obecného. V nasi terénni studii byla prokézana vyznamna kumulace rtuti u kormoréna
velkého stojiciho na vrcholu potravniho fetézce ve vodnim prostiedi.

Tato studie byla podporovéana projektem IGA VFU Brno 237/2015/ FVHE.
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Uvod

Virus virusovej hemoragickej septikémie (VHSV) patri medzi najvyznamnejSie patogény farmovo
chovanych a vol'ne zijucich lososovitych ryb v Eurdpe a Severnej Amerike. Jeho vyskyt, spojeny so
znaénymi ekonomickymi stratami prevazne v chove pstruha duhového, ma v Ceskej Republike
dlhodobo stdpajtcu tendenciu. V sicasnosti pouZivané metédy diagnostiky pritomnosti patogéna
maju nevyhody v podobe Casovej- Vv pripade kultivacie na bunkovej kultare, alebo technickej-
v pripade konvencnej PCR za pouZitia reverznej transkriptazy (RT-PCR) s nadvézujucou Nested
PCR, naro¢nosti.” Cielom projektu bolo zaviest’ metddu real-time RT-PCR pre rychlu diagnostiku
povodcu VHS na tGizemi CR a overit’ jej citlivost’ na Sirokom spektre izolatov VHSV. Zaroveii bolo
nutné vylucit' krizovu reaktivitu metody s pribuznym virusom infek¢énej hematopoetickej nekrozy
(IHNV).

Material a metodika
Vzorky
Celkovo bolo pouzitych 25 izolatov VHSV a8 izolatov IHNV. VSetky izolaty boli poskytnuté
archivom Narodi referen¢ni laboratofe pro virové choroby ryb (NRL) vo forme supernatantu
z bunkovej kultdry epithelioma papillosum cyprini (EPC). 1zolaty pochadzaju z potvrdenych ohnisk

oboch ochoreni na tizemi CR v rokoch 1996 az 2015.

Kultivécia
Izolaty VHS boli naotkované na bunkovl kultdru rainbow trout gonad (RTG) a vysledny
cytopaticky efekt (CPE) bol od¢itany po uplynuti siedmich dni. Na bunkovej kultire RTG bol

taktiez stanoveny titer troch vybranych izolatov VHS.

Extrakcia RNA
Celkova RNA bola zo vzoriek extrahovand pomocou kitu RNeasy Mini Kit (Qiagen) v pripade
kultivacie na bunkovej kultire RTG. Pdvodné izolaty z bunkovej kultary EPC boli spracované

pomocou kitu QlAamp Viral RNA Mini Kit (Quiagen). Extrahovand RNA bola priamo pouZzitd v
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jednotlivych reakciach PCR, ako aj upravena opakovanym desatndsobnym riedenim za ucelom

porovnania citlivosti oboch metdd a stanovenia G¢innosti amplifikacie real-time RT-PCR.

Primery

Primery pre RT-PCR a Nested PCR boli prevzaté z metodiky NRL asu cielené na vysoko
konzervativny Usek génu pre glykoprotein G.

Sada primerov pre real-time RT-PCR bola prevzata od Johnstrup akol® ajej cielom je vysoko
konzervativny Usek génu pre viralny nukleoprotein. Sonda pouZitd v tejto sade je znacena
fluorescencnym farbovim 6-FAM.

Johnstrup a kol. tiez upravili sadu primerov a sondy pre detekciu génu pre elongacny faktor la
(ELF1) pstruha duhového, ktory v spojeni so sondou oznacenou fluorescenénym farbivom HEX

sluzi ako vnuatorna kontrola priebehu real-time RT-PCR reakcie.

Tabulka 1: Primery PCR reakcii

RT-PCR FW 5-ATG GAATGG AACACTTTTTTC-3

RT-PCR BW 5-AACCCCCTCTAT GAAATC-3

Nested PCR FW 5-TCATCATAAAGAGCACCACACC-%

Nested PCR BW 5-ATGGTT TGC CCT CCAAAGAAGC-3

Real-time PCR FW 5-AAACTC GCAGGATGT GTGCGTCC-3

Real-time PCR BW 5-TCT GCG ATCTCAGTC AGG ATG AA-F

Real-time PCR Probe 5-6-FAM TAG AGG GCC TTG GTGATCTTC TG BHQ-1-3
Real-time PCR ELF1 FW 5-CCCCTC CAG GAT GTCTAC AAA-3

Real-time PCR ELF1 BW 5-CACACGGCCCACGGGTACT -3

Real-time PCR ELF1 Probe 5- HEX-ATC GGC GGT ATT GGA AC-BHQ-1-3’

(FW — forward primer, BW — backward primer, Probe — sonda)

RT-PCR a Nested PCR

Kazda reakcia RT-PCR prebehla v objeme 20 pl v pufre zalozenom na kite Titan One Tube RT-
PCR System (Sigma Aldrich), zloZzeného z 4 ul RT-PCR Reaction Buffer 5x, 0,4 ul RT-Enzyme
mix, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,4 mM DTT a0,4 uM oboch primerov. Reakcia tiez
obsahovala 40 U Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega) a 2,4 ul vzorku v podobe
extraktu RNA. Teplotny profil reakcie je popisany ako RT-PCR (Tabulka 2.)*

1 pl vysledného produktu bol nasledne pouZzity v druhom kole PCR, v Nested PCR reakcii. Objem
jednej reakcie zalozenej na kite GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase (Promega) bol 20 pl. Reakcia
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obsahovala 4 ul 5xFlexiPCR pufru, 2,5 mM MgCl,, 0,25 mM dNTP, 0,1 uM oboch primerov a 1,25
U GoTaq DNA Polymerase. Teplotny profil reakcie je popisany ako Nested PCR (Tabulka 2).
Vysledky konvencnej PCR boli analyzované elektroforézou PCR produktu v 2% agar6zovom gele,

za pouzitia fluorescenéného DNA farbiva GelRed (Biotium).

Real-time RT-PCR

Metodika bola prevzata od Johnstrup a kol.> Reakcia bola zaloZena na kite Quantitect Probe RT-
PCR kit (Qiagen). Objem jednej reakcie bol 25 ul a obsahovala 12.5 pl 2x QuantiTect Probe RT-
PCR Master Mix, 250 nM koncentraciu kazdej sondy, 900 nM koncentraciu kazdého primeru, 0.25
pl QuantiTect RT Mix a5 ul extraktu RNA. Teplotny profil reakcie je popisany ako real-time RT-
PCR (Tabulka 2).

Tabul'ka 2: Teplotné profily PCR reakcii

RT-PCR 30min | 2,5min | Cyklus 30s Imin Imin Cyk_lus 7min -
50°C 94°C | Start 34x | 94°C 50°C 68°C koniec 68°C 10°C
Nested Cyklus 30s 30s 30s Cyklus 30s 30s 7min -
PCR Start 24x | 94°C 60°C 72°C | koniec 94°C 60°C 72°C 10°C
Real-time 30min | 15min Cyklus 15s 40s Zber 20s Cyklus -
RT-PCR 50°C 95°C | Start40x | 94°C 60°C dat 72°C koniec 10°C
Vysledky

Konven¢nou RT-PCR, vratane Nested-PCR, bol virus VHS detekovany v 24 z 25 vySetrovanych
vzoriek supernatantu z bunkovej linie EPC. Rovnaky zachyt (24 pozitivnych vzoriek) dosiahla tato
metdda aj pri analyze infikovanych bunkovych kultir RTG po sedemdnovej kultivacii.

Pri testovani desatnasobnej titracie extrahovanej RNA dvoch vybranych izolatov VHSV bol virus
preukazany v riedeni 10 a 10 v pripade RT-PCR a v riedeni 10* a 10” v naslednej Nested-PCR.
Pomocou real-Time PCR bol virus detekovany vo vSetkych 25 izolatoch v pripade EPC
supernatantu a v 24 z 25 izolatov v pripade bunkovej kultiry RTG. Hodnoty prahového cyklu (Ct)
sa pre jednotlivé izolaty pohybovali v rozpéti 17,3 az 25,8 cyklu s vynimkou izolatu ¢islo 22 s
hodnotou Ct 33,3.

Analyza desatnasobnej titrdcie RNA dvoch izolatov preukéazala pritomnost’ virusu pri riedeni 10°
(Ct 32,7) 210 (Ct 32,2). U¢innost’ amplifikacie PCR bola stanovena na 105% a 108%.

U RT-PCR, Nested PCR ani

s analyzovanymi izolatmi IHNV.

real-time RT-PCR nebola preukdzana krizova reaktivita

Titrécia troch izolatov virusu na bunkovej linif RTG preukazala titre virusu 1,9x10* 1,9x10° a
4x10°. Tymto hodnotam odpovedaju vysledné Ct z real-time RT-PCR: 23,5, 20,56 a 19,4.
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Zaver a diskusia

Metdda real-time PCR bola zavedend a otestovana pre pouZitie v diagnostike virusu VHS. Analyza
spektra izolatov preukazala citlivost metddy na vSetky dostupné izolaty patogéna zachytené na
tizemi CR. Rozdiel v hodnotach Ct pre jednotlivé izolaty je pravdepodobne dosledkom rozli¢ného
titru virusu v analyzovanych vzorkach, ¢omu nasved¢uju hodnoty Ct stanovené pre izolaty so
znamym titrom virusu. Napriek vysokej konzervativnosti Gseku génu pre nukleoprotein, ktory je
cielom primerov pouzitych pre real-time RT PCR?® nie je mozné vylucit’ vplyv rozdielnej geneticke;j
Struktary analyzovanych izolatov. Tuto skuto¢nost’ bude vSak nutné potvrdit’ sekvenaciou danych
izolatov.

Real-time PCR vSeobecne zistila pritomnost’ virusu v reakciadch s vy$s§im stupiiom riedenia ako
konven¢nd RT-PCR. Okrem desatnasobného riedenia extraktu RNA na tato skutoCnost’ poukazuje
aj fakt, Ze bola schopna preukazat’ pritomnost’” malého mnoZstva virusu v pripade izolatu ¢. 22,
ktory RT-PCR, ako aj kultivacia na bunkovej linii, oznacili za negativny. U tejto vzorky doslo

pravdepodobne k degradacii virusu v désledku dlhodobého skladovania.

Tato préaca bola financovana grantom 1IGA VFU Brno 238/2015/FVHE

Riesenie projektu prebehlo vo Vyzkumném ustavu veterinarniho lékarstvi v Brné v priestoroch

Narodni referencni laboratore pro virové choroby ryb.
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Referencni hodnoty biochemickych a hematologickych parametri krve u netopyra velkého
(Myotis myotis)

Hana Band’ouchova, Petr Linhart, Jifi Brichta, Miroslava Miksikova

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

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Vsechny druhy netopyri vyskytujici se na uzemi CR patif mezi chranéné Zivogichy. Pokud
jsou tedy netopyfi pfijimani do zachrannych center pro hendikepované Zivocichy, je prioritou jejich
zpetné vypusténi do volné ptirody. Pro zvyseni Sanci na jejich pieziti je diillezité spravné vyhodnotit
jejich aktudlni zdravotni stav. K efektivnimu zhodnoceni zdravotniho stavu je tfeba mit k dispozici
pro porovnani data od klinicky zdravych zvifat. Hodnoty biochemickych a hematologickych
parametrt krve klinicky zdravych hmyzozravych netopyru vsak nejsou k dispozici.

Mimo to jsou netopyii rezervoarem velkého mnozstvi patogentl, at’ uz to jsou viry, bakterie,
paraziti nebo plisn€. Rovnéz jsou v prostiedi vystaveni puisobeni celé fady toxickych latek (napf.
tézkych kovi, pesticidil). Znalost referen¢nich hodnot umozni hodnoceni vlivu téchto stresorti na
tuto specifickou skupinu savct (Calisher et al., 2006; Zukal et al., 2012).

V soucasné¢ dobé velmi aktudlnim tématem je syndrom bilého nosu, coz je onemocnéni
zpusobované plisni Pseudogymnoascus destructans, které v severni Americe zpusobuje masivni
pokles pocetnosti populaci zde zijicich netopyru. Pfesny mechanismus ptsobeni P. destructans neni
doposud znamy. Warnecke et al. (2013) povazuji za hlavni patomechanizmus poskozeni kozni
bariéry a nasledné naruseni metabolizmu vody a iontli. Pro potvrzeni nebo vyvraceni této hypotézy
v$ak chybi prave referencni hodnoty od nepostizenych zvitat.

Z vyse zminéného jasné vyplyva potieba ziskani referencnich hodnot, které najdou Siroké
uplatnéni jak mezi veterinarnimi 1ékafi a pracovniky zachrannych center, tak mezi chiropterology,

zabyvajicimi se fyziologii netopyrl, epizootology, toxikology atd.
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Material a metodika

V rdmci projektu byly na tfech odlisnych lokalitach (Mala Moravka a Sloupsko-$ostuvské
jeskyné CR a Nietoperek, Polsko) odebrany a zpracovany vzorky krve netopyrti druhu Myotis
myotis, kteti byli odchyceni v ramci planovanych odchytl provadénych pracovniky Ustavu biologie
obratlovcit AV CR (povoleni AOPK CR &.j. 01662/MK/2012 S/00775/MK/2012, &.j. 866/JS/2012).
Netopyrim byl odebrén vzorek krve z v. saphena, misto odbéru bylo oSetieno tkanovym lepidlem,
aby nedoslo ke ztratam krve. Pfed vypusténim byly netopyrim doplnény tekutiny a energie
peroralni aplikaci roztoku glukézy. Biochemické parametry krve byly zpracovany ptimo v terénu
mobilnim biochemickym analyzatorem VetScan iSTAT 1 (Abaxis, USA). Byly zméfeny nasledujici
parametry: Na+, K+, Cl-, TCO,, pCO,;, HCOs-, pH, BE, mocovina, glukdza, hemoglobin a
hematokrit. Rovnéz byly zhotoveny krevni natéry a vyhodnocen diferencialni rozpocet leukocyti.
V ramci druhé Casti projektu byly v 1ét€¢ a na zacatku podzimu odebrany vzorky krve a ziskany
hodnoty vySe zminénych parametri od 60 aktivnich jedincu. Ze ziskanych dat byly stanoveny

referen¢ni hodnoty pro dané parametry u netopyra velkého v aktivni fazi zivota.

Vysledky

Netopyii pieckavaji obdobi, kdy nemaji k dispozici potravu, ve stavu hibernace. Tento stav
je charakteristicky vyraznymi metabolickymi zménami, které maji vliv na fyziologické funkce.
V rédmci projektu byl sledovan vliv mikroklimatickych podminek a miry postiZeni létaci blany WNS
Iézemi na vybrané parametry krve. Vzorky byly odebrany celkem od 59 netopyra velkych na konci
hibernace (29 samic a 30 samci). V ramci srovnani ziskanych vysledk byly zjistény rozdily
zejména u parametri acidobazické rovnovahy. Zatimco pfi zohlednéni miry postizeni 1étaci blany
se méfené parametry nelisily, mezi lokalitami byly zjistény rozdily v pH, HCO3 a BE. Hodnoty
téchto parametrt se mezi lokalitami Mald Moravka a Sloupsko-Sostivska jeskyné statisticky nelisily,
nicméné hodnoty ziskané od zvitat ze Stoly u Malé Moravky byly vysoce statisticky prikazné nizsi
nez z lokality Nietoperek. Toto snizeni jiz odpovida metabolické acidoze. U vzorki ziskanych od
aktivnich zvifat byly zjiStény ve srovnani s jinymi savci obdobné velikosti vysoké hodnoty

mocoviny, které zfejmeé souvisi s vysokoproteinovou dietou a specifickym metabolizmem netopyru.
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Graf 1: Srovnani hodnot pH u netopyra velkého (Myotis myotis) na tfech sledovanych lokalitach:
Nietoperek (PL), Mala Moravka (MM) a Sloupsko-sostvska jeskyné (SL).
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Graf 2: Srovnani hodnot BE u netopyra velkého (Myotis myotis) na tiech sledovanych lokalitach:
Nietoperek (PL), Mala Moravka (MM) a Sloupsko-sostivska jeskyné (SL).
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Graf 3: Srovnani hodnot HCOj3 u netopyra velkého (Myotis myotis) na tiech sledovanych lokalitach:
Nietoperek (PL), Mala Moravka (MM) a Sloupsko-sostivska jeskyné (SL).
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Zavér

Hibernace predstavuje z hlediska fyziologie pro Zivocichy hrani¢ni stav, ktery muze byt
ovlivnén vnéj$imi podminkami nebo vnitinimi faktory (napf. infekénim procesem). V rdmci
projektu byly zjistény rozdily v hodnotach parametrti acidobazické rovnovahy hibernujicich
netopyri souvisejicich pfedevSim s mikroklimatickymi podminkami hibernakula. Nejvyraznéjsi
metabolicka acidoza byla zjisténa u jedinci hibernujicich ve Stole v Malé Morévce, kde jsou
Z hlediska mikroklimatického nejextrémnéjs$i podminky (niz$i teplota oproti ostatnim dvéma
lokalitam, vysoka vlhkost, delsi hibernace). Oproti ptfedpokladim nebyly zjiStény rozdily
Vv hodnotach hematologickych a biochemickych parametri v souvislosti s mirou postizeni létaci
blany WNS. Zatimco u téZce postizenych severoamerickych netopyrii je popisovédna alterace
acidobazické rovnovahy, u nasich netopyri ziejmé mirnéjsi postizeni nevede k vyraznému naruseni

zdravotniho stavu a pocet WNS 1ézi nekoreloval s Z&dnym ze sledovanych parametr.

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 239/2015/FVHE.
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Diverzita a evoluce plazmidi u bakterii produkujicich karbapenemazy z racki australskych
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Uvod

Karbapenemy patii mezi rezervni beta-laktamova antibiotika vyuzivana k 1é¢bé
nejzavaznéjSich  onemocnéni  vyvolanych — multirezistentnimi  gramnegativnimi  bakteriemi.
Roz§ifovani bakterii a mobilnich genetickych elementi nesoucich geny karbapenemaz, které
hydrolyzuji kromé karbapenemti také vétSinu dalSich beta-laktamovych antibiotik, je jednim

V Austrélii je prevalence bakterii s produkci karbapenemaz zhumanniho klinického
materidlu dlouhodob¢ na nizké urovni a mezi nejcastéji detekované karbapenemdzy patii metalo-
beta-laktaméza IMP-4 (AGAR, cit. dne 6.1. 2015). V naSi recentni studii byla zjiSténa vysoka
prevalence enterobakterii produkujicich tuto karbapenemézu a jeji jednolokusové varianty u rackt
australskych (Chroicocephalus novaehollandiae) v hnizdni lokalité Five Islands (Novy Jizni Wales,
Australie). Vzhledem ke znacné genetické diverzité téchto izolat hral horizontélni pfenos plazmidi
pravdépodobné dulezitou roli pii rozsifovani této karbapenemazy (Dolejska et al., 2015).
Testovanim schopnosti konjugativniho pfenosu bylo ziskano celkem 53 transkonjuganti
Escherichia coli MT102 a transformantt E. coli DH5a s 1 plazmidem nesoucim blajwvp-4.-26 -3

Cilem tohoto projektu bylo zmapovat diverzitu plazmidi nesouci blaype, identifikovat
pravdépodobné zdroje téchto plazmidi za zakladé porovnani genetického okoli genu blaye u nami
ziskanych plazmida a sekvenci dostupnych v databazi GenBank a zhodnotit vyznam vybranych

kontaminant na udrzovani téchto plazmidi.

Material a metody
Plazmidy 53 transkonjugant E. coli MT102 a transformanti E. coli DH5a byly zafazeny
do skupiny inkompatibility (Inc) pomoci PCR (Carattoli et al., 2005) a jejich velikost byla
stanovena pomoci $tépeni S1-nukledzou a pulzni gelovou elektroforézou. Piibuznost plazmidi
v ramci jednotlivych skupin inkompatibilit byla studovana pomoci restrikéni analyzy. Pfibuznost
IncI1, IncHI2 a IncN plazmida byla studovana pomoci metod ,,plasmid multilocus sequence typing*
(pPMLST) a ,,double locus sequence typing“ (DLST) (Garcia-Fernandez and Carattoli, 2010;

Dobiasova et al., 2013). Geny rezistence k dalSim skupindm antibiotik byly testovany pomoci PCR
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(Dobiasova et al., 2013). Geneticky kontext genu bla;up byl testovan pomoci nékolika sad PCR,
které byly navrZzeny na zakladé kontextd tohoto genu nesenych huméannimi klinickymi izolaty
enterobakterii (Espedido et al., 2008). Zhomologickych skupin plazmidd byly vybrany
reprezentativni plazmidy, u kterych byla stanovena primarni struktura pomoci nové generace
sekvenovani metodou 454 (GS Junior, Roche). Sekvence plazmida byly sestaveny pomoci PCR
a Sangerova sekvenovani, vyhodnoceny pomoci software Geneious 7.1.9. (Biomatters Ltd., Novy
Z¢land) a anotovany pomoci bioinformatickych ndstrojii a voln¢ dostupnych databazi (GenBank,

Geneious, RAST, IS Finder aj.).

Vysledky

Plazmidy nesouci blaywvp-4-26 -3 byly zatazeny do skupin inkompatibilit A/C (7), AIC-Y (2),
HI2 (8), HI2-N (20), I1 (3), L/M (4). Devét plazmidi bylo pouzitou metodou netypovatelnych.

IncA/C a IncA/C-Y plazmidy (160 az 220 kb) nem¢ly piibuzné restrik¢ni profily. Z celkem
7 IncA/C plazmidu byly na tfech plazmidech detekovany alely blayp-3s (2 plazmidy) a blajvp-26 (1).
Genové kazety blajup-4-26 byly na 5 IncA/C a IncA/C-Y detekovany v integronu tfidy 1 s identickou
strukturou blajvp.4/-26-gacG-aacA4-catB3 jako v referenéni sekvenci IncL/M plazmidu pEI1573
(JX101693.1) izolovaného zhumanniho Klinického izolatu Enterobacter cloacae v Sydney
(Obrazek 1). Geny blajmp-4-33 byly na 3 IncA/C plazmidech detekovany ve struktufe blawmp-4/-3s-
intron skupiny Il-qacG-aacA4-catB3. U vSech IncA/C a IncA/C-Y plazmidi byl detekovan Tn1696
v oblasti pfed integronem tiidy 1 jako u referen¢ni sekvence INCA/C plazmidu izolovaného
z humanniho klinického izolatu E. coli Ec158 v Melbourne. Téméf u vSech téchto plazmida byla
detekovana 1S5075, 1S6100 a makrolidovy operon jako u pEI1573 (Obrazek 1). Navic byl na téchto
plazmidech detekovan mer operon zajist'ujici rezistenci ke rtuti, gen rezistence k sulfonamidim a
chloramfenikolu.

V pribehu konjugativniho pienosu byla pozorovana zména velikosti IncHI2 a IncHI2-N
plazmidd. Vzhledem ke vzniku fuznich replikoni nebylo mozné u néckterych plazmida urcit
sekvenéni typ, ale pouze nékteré geny analyzované v pMLST nebo DLST. Celkem 8
transkonjugantt s IncHI2 plazmidem (150-350 kb, ST1 nebo alela smr0018_3) bylo ziskano z 5
puvodnich izolatd. Genova kazeta bla;vp.4 byla detekovana ve struktuie integronu tf. 1 odpovidajici
pEI1573
u 6 transkonjuganti. Na Zzadném z téchto plazmidi nebyl detekovan gen gnrB2 (Obrazek 1).
Celkem 20 transkonjugantt s faznim replikonem IncHI2-N (140-400 kb) bylo ziskano z 12
puvodnich izolatl. V ramci téchto mozaikovych IncHI2-N replikonti bylo sedm konzervativnich

oblasti odpovidajici IncHI2 plazmidim zatazeno do ST3 a v 11 konzervativnich oblastech

126



MR, &6 WD IR S £
5-CS 3OS 0@@8’ 3" 3-CS PSS ?
»»»»»»»»» = —_ISCR_3 = 1— Zh:) = (@l == Lisci 31—
IS2 -

odpovidajicich IncN plazmidim byla detekovana alela repN_1. U Sesti plazmidi byla zjisténa
struktura integronu ti. 1 stejnd jako u pElI1573 a u zbylych plazmidi se pomoci PCR mapovani
geneticky kontext genu
blajvp-4 nepodatilo zjistit (Obrazek 1). Oblast multirezistence byla u téchto mozaikovych plazmida
variabilni, nicmén¢ vSechny tyto plazmidy nesly gen tetA.

Tti Incll plazmidy (ST136, 100-140 kb) mély identické nebo piibuzné restrikéni profily.
Gen blajuvp-4 se u vSech téchto plazmidu vyskytoval ve struktufe integronu t¥idy 1: blawp4-gacG-
aacA4-catB3. Oblast multirezistence na sekvenovaném Incll plazmidu (1720e TF) za integronem
ti. 1 obsahovala ISCR1, gqnrB2, 3’-CS2, 1S5075, pieruseny transpozon s ChrA potencialné kodujicim
rezistenci ke chromantm, 1S6100, mph(A)-mrx-mphR(A) operon kddujici rezistenci k makrolidtim,
I1S26 a odpovidala strukture referen¢ni sekvence pE11573.

Ctyti L/M plazmidy (80 kb) mély identické nebo piibuzné restrikéni profily, gen blawp.s
se u vSech téchto plazmidd vyskytoval ve struktufe integronu tiidy 1: blayuwp-4-gacG-aacA4-catB3.
U v8ech IncL/M plazmida byla detekovana 1S26 pied integronem ti. 1, oblast IS6100, makrolidovy
operon, aac(3)ll-d a ISCfrl. Konzervativni oblast sekvenovaného reprezentativniho plazmidu
(1631m1 TC1) byla 100% identickd k referen¢ni sekvenci pEI1573, oblast multirezistence
s vyjimkou oblasti mezi ISCR1 a 1S6100 byla 100% identickd k referenéni sekvenci pEI1573
(Obrézek 1).

Devét plazmida s blayps4 (50-490 kb) bylo netypovatelnych z hlediska skupiny
inkompatibility a krom¢ dvou plazmidi mély neptibuzné restrikéni profily. U Sesti plazmida byla
struktura integronu tf. 1 stejnd jako u reference pEI1573 a u tfech se pomoci PCR mapovani
geneticky kontext genu blajup.s nepodafilo zjistit. Tyto plazmidy mély spole¢nou piitomnost
IS6100 a makrolidového operonu v oblasti multirezistence (Obréazek 1).

i4ntegr0n tHdy makrolidovy operon
[ . \
[ N 3
IR 4 & IRy IR,y

TEM-

sul qnrB  sul |1S507 |chr 1S6100 IS2qaac(3)- bla

Obrazek 1. Struktura oblasti multirezistence u pEI1573 (JX101693.1). Inzeréni sekvence (IS) jsou

vyznafeny plnymi Sipkami, konzervativni oblasti integronu t¥idy 1 (5°-CS, 3’CS, 3’CS2) jsou
vyznaceny geny tlustymi cernymi linkami, geny rezistence jsou vyznaceny modrymi a Cernymi
Sipkami. Obracené repetice (IR) jsou oznaceny pii€nymi linkami, ptimé repetice (TTATT) jsou

vyznaceny kratkymi ¢ernymi ovalnymi Sipkami.
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Zavér
Vysledky této studie poukazuji na zna¢nou diverzitu plazmidi nesouci blajwmp-4-26 38, které

doposud nebyly zdokumentovany. IncA/C, IncL/M a IncHI2 nesouci blayp-4 byly detekovany
u riznych druhti enterobakterii z humanniho klinického materidlu v Sydney, Melbourne a Brisbane
v letech 2002-2013 (Espedido et al., 2008, Sidjabat et al., 2014), coz mtze poukazovat na humanni
zdroj téchto plazmidl. Na plazmidech skupiny inkompatibility A/C byly detekovany geny kodujici
rezistenci k tézkym kovim, které by se mohly potencialné podilet na udrzovani téchto plazmidi
Vv prostiedi zatizeném témito kontaminanty. Velka variabilita IncHI2 a IncHI2-N plazmida
poukazuje na plasticitu a fadu evolucnich zmén téchto molekul. Vysledky této studie dokumentuji
Siroké rozsifeni plazmidu s blayve, vyskyt genu blajue na plazmidech riznych skupin inkompatibilit
a na prestavby oblasti multirezistence na téchto plazmidech.

Podékovani
Tato prace byla financovana grantem IGA VFU Brno (242/2015/FVHE).
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Sledovani vyvoje proliferativniho onemocnéni ledvin v podminkach intenzivniho chovu
lososovitych ryb s vyuzitim imunohistochemické diagnostiky
Zdetika Markova®, Miroslava Palikova?, Ivana Papezikova
Ustav ekologie a chorob zvéfe, ryb a véel, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Proliferativni onemocnéni ledvin (PKD) je zpiisobeno pluvodcem Tetracapsuloides
bryosalmonae ( Myxozoa: Malakosporea). Hlavnim cilovym organem pivodce jsou ledviny, které
se nasledkem infekce az enormné zvétsuji, zbujelé ledviny maji mramorovity vzhled s piitomnosti
Sedavych lozisek. Dochazi k proliferaci intersticialni tkané ledvin a k mizeni ledvinnych kanalkd.
Podobné zmény mohou byt i ve slezing. Nejvice vnimavi k tomuto onemocnéni je pravé pstruh
duhovy, u n€hoz pii uplatnéni sekundarnich infekci mize mortalita dosahnout az 95% (Clifton-
Hadley a kol., 1984). PKD se vyznacuje vyraznou sezoénnosti spojenou s teplotou vody. Klinicke
pfiznaky onemocnéni a zvySena mortalita se objevuje pii teploté nad 15°C. Vyskytuje se nejcastéji
u jednoletych ryb v mésici Cervenci — fijnu coZ je spojeno s uvoliiovanim infekénich spor
z mechovek a rovnéz proliferaci paraziti v hostiteli — rybé. Vysledné zvySeni intenzity infekce
muze poté vést k teplotné zavislému zvyseni mortality ryb (Bettge a kol., 2009). Po prodé¢lané
infekci byvaji ryby imunni vici reinfekci (Foott a Hedrick, 1987). Smith-Posthaus a kol. (2012)
uvadi schopnost pstruha kompletné regenerovat ledvinnou tkéan a eliminovat vétSinu paraziti. Pro
diagnostiku plvodce ve své praci uvadi pravé pouziti imunohistochemického vySetieni
histologickych preparata.

Cilem studie bylo vyuziti metody specifické imunohistochemie pro diagnostiku ptvodce
Tetracapsuloides bryosalmonae a srovnani Kklasické histologie a imunohistochemie, dale
vyhodnoceni hematologickych a imunologickych parametri a posouzeni vyvoje onemocnéni a

schopnosti regenerace organismu ryb.

Metodika
Na zakladé zjisténi zdravotnich problému v chovu lososovitych ryb byly v péti terminech
odebrany ryby vykazujici ptfiznaky onemocnéni a ryby zdravé jiné¢ho plivodu jako ryby kontrolni.
Celkem bylo vySetieno 60 ks ryb nemocnych a 40 ks ryb zdravych. Rybam byla odebrana krev
z ocasnich cév, poté byly ryby usmrceny a podrobeny pato-anatomickému vysetieni. Ode vSech ryb
byly odebirany vzorky ledvin, jater a sleziny pro histologické vysetieni. V krvi byl stanoven

celkovy pocet erytrocytl, hematokritova hodnota, koncentrace hemoglobinu a hodnoty vypoctové:
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MCV, MCH a MCHC, déale celkovy pocet leukocyti a oxidativni vzplanuti fagocytt. Byly
zhotoveny krevni natéry pro stanoveni diferencidlnich rozpoc¢ta leukocyti. Vzorky krve byly rovnéz
odstfedény a plasma zamraZena. Po rozmraZeni byla pouZita pro stanoveni dalSich imunologickych
parametra: koncentrace celkovych imunoglobulini v plasmé a bakteriolyticka aktivita
komplementu v plasm¢. Stanoveni IgM z rybi plasmy bylo provedeno pomoci ELISA metody,
bakteriolyticka aktivita komplementu v plasmé ryb byla stanovena chemiluminiscen¢né. Vzorky na
histologické vySetifeni byly bezprosttedné fixovany v 10% formaldehydu a dale zpracovéany
standardnim zptsobem. Rezy byly barveny Kklasicky hematoxylin-eosinem (H-E) a
imunohistochemicky (IHC) za pouziti monoklonalni protilatky Aqua MADb-PO1 (Aquatic
Diagnostics, Stirling, UK). Index zachytu ptivodce byl pocitan z deseti zornych poli pfi zvétSeni
200x a vyhodnocen pomoci analyzy obrazu. U kazdé ryby byly takto vySetieny vzorky ledvin, jater
a slezin. Stejnym postupem byly vySetieny i tkané barvené H-E. Teplota vody ve sledovaném
obdobi byla pti odbéru T1 - 14°C, T2 - 12,5°C, T3 - 8°C, T4 — 4°C, T5 - 3°C. Vsechny zjisténé
ukazatele byly statisticky vyhodnoceny.

Vysledky

Pato-anatomicky nalez zahrnoval zvétSenou dutinu t€lni, exoftalmus, anemii Zaber, petechialni
krvaceniny v kuzi, tekutinu v dutiné télni, zduielé ledviny zejména v kaudélni ¢asti se zménenou
konzistenci a barvou a zvétSenou slezinu. P-A nalez se jiz od druhého odbéru postupné upravoval.
Podobny trend vykazoval i histologicky nélez. Pti prvnim odbéru byl cerveny krevni obraz
charakteristicky velice nizkym poctem erytrocytl, nizkou hematokritovou hodnotou a nizkou
koncentraci hemoglobinu, coz se odrazilo i ve vypoctovych hodnotach. ZvySeny objem erytrocytl
svédéi o stresovém pusobeni patogenniho ¢initele na organismus. V tomto obdobi dochézelo
K hynuti ryb. Markantni zmény byly rovnéz patrné vramci bilého krevniho obrazu. Infekce
zpusobila rapidni ubytek leukocyti lymfocytarni i myeloidni fady, ackoliv nemocné ryby nadale
vykazovaly lymfocytarni charakter krve. Fagocyty se vyznacovaly vyrazné vysSimi hodnotami
oxidativniho vzplanuti, coz je patrné zejména po piepoctu na urcity pocet, kdy byla jejich schopnost
uvolnovat kyslikové radikaly az 15x vys$8i nez u zdravych ryb. Rovnéz aktivita komplementu a
koncentrace celkovych imunoglobulinli dosahovala u nemocnych ryb vyssich hodnot. Z vysledku je
patrné, Ze puvodce vyrazné stimuloval imunitni odezvu jak v oblasti bunécné nespecifické imunity,
tak v oblasti humoralni specifické i nespecifické imunity. U PKD je znamo, Ze stimuluje imunitni
odpovéd’ organismu. Intenzita a typ této odpovédi mohou byt ovlivnény teplotou prostiedi (Bettge a
kol., 2009). Pfi druhém odbéru hematologické vySetfeni prokazalo statisticky vyznamné snizeni

erytrocyti, leukocytii a hematokritové hodnoty, avSak byl jiz patrny trend k normalizaci
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sledovanych ukazatelli. ZvySena fagocytarni aktivita nadale ptetrvavala. V dalSich odbérech doslo
rychleji k vyrovnani cerveného krevniho obrazu nez u bilého krevniho obrazu. Hodnoty
hemoglobinu se srovnaly jiz pfi druhém odbéru, celkovy pocet erytrocyti ve tretim odbéru. Celkové
pocCty leukocyti se vyrovnaly az ve ¢tvrtém odbéru, coz korespondovalo i s upravenim fagocytarni
aktivity, kterd se v tomto odbéru sniZila na hodnotu kontrolni skupiny. Vybrané hematologické a
imunitni parametry jsou znazornény na grafech ¢. 1-4. Histologicky a imunohistochemicky jsme
v ledvinach, sleziné a jatrech detekovali pivodce Tetracapsuloides bryosalmonae. Prevalence
vyskytu puvodct v jednotlivych organech a terminech je znazornéna v tabulce ¢. 1. Na rozdil od
klasické histologie bylo mozno diky imunohistochemii pocet pivodct u kazdé ryby a v kazdé tkani
presné detekovat a také kvantifikovat. Z vysledki je patrny vyrazny rozdil pii pouziti obou typl
barveni. I pfesto, Ze byly tkan¢ masivné promoieny (stovky infekénich stadii v jednom zorném poli
- IHC), byl spolehlivy zachyt ptivodce klasickou histologii mozny pouze v pocateCnim odbéru

(jednotky az desitky infekénich stadii v jednom zorném poli — H-E).

Celkovy pocet erytrocytl Koncentrace hemoglobinu
1,50 150,00
P g g = S g =
000 o kontrola 0,00 - kontrola
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N o :
v 2 AN
VIR RTT

Graf ¢. 1 a 2. Vybrané ukazatele ¢erveného krevniho obrazu.

Celkovy pocet leukocytu Integral chemiluminiscence
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Graf ¢. 3 a 4. Vybrané imunitni ukazatele u ryb.
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IHC H-E
Ledviny Slezina Jétra Ledviny Slezina Jétra
T1 (14°C) 100 100 100 80 50 10
T2 (12,5°C) 40 30 - 40 20 -
T3 (8°C) 20 20 - - - -
T4 (4°C) - 20 - - - -
T5 (3°C) - 20 10 - - -

Tabulka €. 1.: Prevalence vyskytu ptivodci Tetracapsuloides bryosalmonae [%]

Zavér

Z hlediska dané¢ho chovu je dilezité, Ze u ryb i v souvislosti se sniZujici se teplotou vody ustala
mortalita, vymizely klinické pifiznaky onemocnéni a pato-anatomické zmény a doSlo k upraveé
laboratornich hodnot sledovanych ukazateli. Ryby jsou schopny regenerovat parenchym postizené
tkan¢ a mohou byt odolné vici reinfekci. Z hlediska diagnostiky a potvrzeni piivodce se nam
podafilo na nasem pracovisti provéfit a optimalizovat metodu imunohistochemie pro cilenou a
piesnou diagnostiku PKD.
Podékovani: Studie byla financné podporena grantem IGA VFU Brno ¢. 246/2015/FVHE.
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Hodnoceni u¢inki tonalidu na vybrané druhy ryb s diirazem na posouzeni endokrinni
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Uvod

Musk slouceniny (tzv. syntetické analogy pizma) se fadi do skupiny relativné novych
syntetickych perzistentnich organickych polutanti. Uvedené slouceniny se rozsifené vyuzivaji jako
vonné slozky v pFipravcich pro osobni potiebu nebo riznych Cisticich a pracich prostiedcich. Jejich
produkce se celosvétové neustale zvySuje a v soucasnosti se pohybuje okolo 10 000 tun roc¢né.
Vstup syntetickych musk slou¢enin do vodniho prostfedi je spojen pouze s antropogenni ¢innosti.
Hlavnim zdrojem kontaminace je piedev§im masivni pouzivani vyrobkili pro osobni péci a rtiznych
detergenti. Musk slouceniny lze detekovat jak ve vodé, tak i v sedimentu a odtud mohou dale
vstupovat do potravniho fetézce a kumulovat se v tkanich vodnich organismil. Podle chemické
struktury je muzeme rozdélit do ¢ty zakladnich skupin: nitromusk, polycyklicke, makrocyklické a
linearni musk slouceniny. Mezi nejvice vyuzivané fadime polycyklické musk slouceniny, které
nachazeji své uplatnéni ve vSech produktech uréenych pro osobni péci. Ve srovnani s diive Casto
vyuzivanymi nitromusk slou¢eninami maji vétsi stabilitu a odolnost vuéi vnéj$im vlivim. V
primyslu nejpouZivan&jsi polycyklické musk sloudeniny jsou Galaxolid® (HHCB) a Tonalid®
(AHTN), které tvoti okolo 95 % z celkového mnoZstvi vyrabénych polycyklickych musk sloucenin
(Véavrova et al. 2010).

Musk slouceniny vykazuji obecné relativné nizkou akutni toxicitu pro vodni organizmy.
Riziko piedstavuje pfedev§im dlouhodoba expozice environmentdlnim koncentracim. V
dlouhodobych toxikologickych studiich provadénych na vodnich organizmech bylo potvrzeno, Ze
musk slouc¢eniny mohou fungovat jako potencionalni endokrinni disruptory. U vybranych druhii ryb
byly zaznamenany histopatologické zmény na gonadach a zaroven byla potvrzena indukce syntézy
vitellogeninu v jatrech samct (Yamauchi et al. 2008). Mimo jiné bylo zjisténo, ze musk slouceniny
mohu u ryb podpofit tvorbu reaktivnich kyslikovych radikali a nasledn¢ indukovat oxidativni stres.

Zmény antioxida¢niho ochranného systému pak mohou vést k poruseni struktury dilezitych
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biomolekul (napi. proteiny, lipidy, DNA), zpisobovat poruchy vyvoje nebo zpomaleni rastu
(Fernandes et al. 2013).

Material a metodika

Hodnoceni G¢inkt tonalidu bylo realizovano zpracovanim vzorka ziskanych v ramci dvou
subchronickych testi toxicity, ve kterych byl testovan ucinek tonalidu aplikovaného ve vodé a
v Krmivu.

V prvni fazi byly zpracovany vzorky ziskané v rdmci subchronického testu toxicity, ktery
probihal v prito¢ném systému. V uvedeném testu byly po dobu 28 dni exponovany juvenilni stadia
dénia pruhovaného (Danio rerio) u¢inkiim tonalidu. Testovany byly 4 rizné koncentrace tonalidu
aplikovaného ve vod¢ v rozmezi 50 — 50 000 ng/l. Po ukonéeni testu byly odebrany vzorky ryb pro
histologické vySetfeni a pro analyzu ukazatelt oxidativniho stresu (glutathion reduktdza — GR,
glutathion peroxidaza — GPx, glutathion S-transferaza — GST, lipidni peroxidace stanovena pomoci
kyseliny thiobarbiturové — TBARS a kataldza — CAT). Koncentrace testované latky ve vodé byla
ovéfena pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci.

V druhé fazi projektu byl realizovan 6-tydenni test toxicity na adultnim stadiu pstruha
duhového. V uvedeném testu toxicity byl testovan ucéinek tonalidu aplikovaného Vv krmivu.
Testovany byly 2 rtzné koncentrace v krmivu (854 ng/g a 8 699 ng/g). Kontrolni skupina byla
krmena komerénim krmivem bez pfidavku tonalidu. Krmné pelety s ptfidavkem tonalidu byly
piipraveny smichanim krmiva s rozpusténou testovanou latkou a kopolymerem Eudragit E, ktery
umoznuje ukotvit a stabilizovat povrch pelet sadherovanou latkou. Ryby byly umistény
v recirkula¢nim systému a krmeny 2x denné v davce 1% celkové hmotnosti ryb. Po ukonceni
experimentu byl proveden odbér krve a nasledné bylo v plazmé provedeno kvantitativni stanoveni
obsahu vitelogenninu (VTG) s vyuzitim ELISA kitu. Uvedena analyza byla provedena u samct. Pro
kontrolu byly analyzovany vzorky plazmy i od samic ze vSech testovanych skupin. Pohlavi ryb bylo
uréeno makroskopicky pfi pitvé. Ve vybranych tkanich pak byla provedena analyza ukazatel
oxidativniho stresu (GR, GPx, GST, CAT, TBARS). Stanoveni ukazateli oxidativniho stresu bylo
provedeno pomoci spektrofotometrickych metod. Déle byla v krevni plazmé provedena analyza
zékladnich biochemickych ukazatell jako je glukoza, celkovy protein, albumin, ALT, AST, ALP,
LDH, vapnik, triacylglyceridy, fosfor, laktat a amoniak Koncentrace testované latky v krmivu byla
ovéfena pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci.

Statistické zpracovani ziskanych vysledkti bylo provedeno pomoci statistického programu
Unistat 5.6. Data byla v prvni fazi nejprve testovana pomoci Shapiro-Wilk testu pro ovéfeni

normality. Pro data jez spliiovala podminku normality, byla nasledné¢ vyuzita metoda analyzy
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rozptyly a rozdily mezi kontrolni a pokusnou skupinou byly hodnoceny pomoci Dunnett testu. Pro
data, kterd nespliiovala podminku normality, byl néasledné pouzit neparametricky test Kruskal-

Wallis. Data byla testovana na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05 a p <0,01.

Vysledky a diskuze
Hodnoceni ucinki tonalidu na danio pruhované. Vysledky markerti oxida¢niho stresu (GPx, GR,
CAT, TBARS) a aktivita detoxika¢niho enzymu (GST) ve vzorcich homogenatu dania pruhovaného
jsou uvedeny v tabulce 1. Ze ziskanych vysledku je ziejmé, tonalid v testovanych koncentracich je
schopen indukovat oxida¢ni stres u dania pruhovaného. Statisticky vyznamné zvyseni aktivity bylo
zaznamenano V ptipadé enzymu katalazy a glutathion S-transferdzy, a to v environmentalnich
koncentracich 500 — 50 000 ng/I.

Tabulka 1: Vysledky oxidativniho stresu ve vzorcich homogenatu dania pruhovaného po 28-dennim
pusobeni tonalidu. Data jsou vyjadfena jako primér + stiedni chyba priméru.

(* p <0,05; ** p < 0,05**; GPx — glutathion peroxidaza v nmol/NADPH/min/mg protein; GR -
glutathion reduktaza v nmol/NADPH/min/mg protein; GST - glutahtion S-transferdza v

nmol/min/mg protein; CAT - katalaza v pmol/min/mg protein; TBARS - lipidni peroxidace v

nmol/g)
Ukazatel Skupiny
Kontrola 50 ng/l 500 ng/I 5000 ng/l 50 000 ng/l
GPx 99,96+21,20 | 88,51+19,11 | 44,15+9,72 71,02+16,55 | 108,64+12,59
GR 15,57+0,65 13,69+0,45 14,55%0,53 15,530,59 14,80%0,71
GST 180,2845,17 | 197,77+4,48 | 184,86+4,29 | 215,62+5,65 | 238,94+9,39"
CAT 69,42+2,89 86,80+4,77 | 90,66+5,69 | 115424512 | 104,55+7,85
TBARS | 12,99+0,93 15,58+1,28 13,62+1,04 14,47+2,74 17,54+0,71

Hodnoceni ucinki tonalidu na pstruha duhového. Pti analyze biochemickych ukazateli v krevni
plazmé nebyly zjistény zadné rozdily mezi kontrolni a pokusnou skupinou. Zadné statisticky
vyznamné rozdily také nebyly zaznamenany pii analyze ukazatelti oxidativniho stresu, ktery byl
analyzovan ve vzorcich tkani jater a ledvin. Vysledky stanoveni obsahu vitellogeninu v plazmé
pstruha duhového jsou uvedeny v tabulce 2. V tabulce jsou uvedeny procenta pozitivnich vzorku a
rozmezi detekovanych koncentraci. Z uvedenych vysledki je ziejmé, Ze v uvedenych testovanych
podminkach nevykazuje tonalid endokrinni disrupci, tak jak je uvadéno v nékterych védeckych

studiich (Yamauchi et al. 2008). Prekvapivé byly zjiStény pozitivni nalezy obsahu vitellogeninu 1
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Vv kontrolni skuping. Pti analyze vzorku plazmy samic, které slouZily jako kontrola, byl ve vSech
vzorcich detekovan vitellogenin. Zjisténé koncentrace se pohybovaly vrozmezi 41 200,2 az
5741 303,6 ng/ml.

Tabulka 2: Obsah vitellogeninu (VTG) v plazmé pstruha duhového (LC — pokusnad skupina

s koncentraci tonalidu 854 ng/g, HC — pokusna skupina s koncentraci tonalidu 8 699 ng/g).

Skupina pocet pozitivnich % Rozmezi zjisténych koncentraci
vzorkt pozitivnich vzorka VTG (ng/ml)
Kontrola 4 20 303,2-985,9
(n=20)
LC 5 25 173,1-945,0
(n=20)
HC 3 15 361,9 - 609,8
(n=20)

Ze ziskanych vysledki je patrné, Ze vyznamnéjsi zmeény byly zaznamenany v piipadé testu
toxicity na daniu pruhovaném, kde expozice tonalidu zptsobila indukci antioxidacnich a
detoxika¢nich enzymi. Nami zjisténé vysledky se shoduji se zaveéry uvadénymi v literatuie, které
potvrzuji, ze tonalid aktivuje detoxika¢ni mechanismy v organismu a je schopen dale indukovat

oxidativni stres.
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Vyhodnoceni vlivu fluorochinolonu enrofloxacinu na genovou expresi a na parametry

oxidativniho stresu u dania pruhovaného (Danio rerio)
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farmaceuticka univerzita Brno 2

Uvod

Enrofloxacin je chemoterapeutikum patiici do skupiny fluorovanych chinolonti, které jsou
vyuzivany ve veterinarnim lékarstvi. Jeho rezidua jsou dlouhodobé nachazena v povrchovych
vodach. Jejich pivodem jsou obvykle nedostatecné precisténé odpadni vody z chovi hospodarskych
zvitat, predevSim driibeze. Kontinuélni vstup 1é¢iv do vodniho prostiedi i v nizkych koncentracich
mize pfedstavovat potencidlni dlouhodobé riziko pro vodni a suchozemské organismy (Klavarioti
et al., 2009).

Nasim cilem bylo zhodnoceni vlivu ptisobeni enrofloxacinu na zmény parametri oxidativniho
stresu u juvenilnich stadii d&nia pruhovaného (Danio rerio). Pro stanoveni u¢inku enrofloxacinu
byly méfeny parametry oxida¢niho stresu glutathion reduktaza (GR), glutathion-S-trasnsferaza
(GST), glutathion peroxidaza (GPx) a marker lipidni peroxidace (TBARS). Pro zjistovani miry
exprese cilovych genti u ryb vystavenych ptsobeni 1é¢iv je vyuZivana metoda kvantitativni ,,real-
time”“ PCR (gQRT-PCR), ktera umoziuje piimou kvantifikaci PCR produktti v realném case, tj. v
pribéhu reakce (Smarda a kol., 2005). Tato metoda je velmi citliva, amplifikaci vybraného useku

RNA muzeme zacilit na specifické geny.

Material a metodika
Tiimési¢éni jedinci dania pruhovaného (Danio rerio) byli umisténi do dvanacti 301 testovacich
akvarii po 30 kusech. Kontrolni skupiny a koncentrace enrofloxacinu (5 pg/l, 10 pg/l a 500 pg/l)
byly testovany v triplikacich. Pro $patnou rozpustnost ve vod¢ bylo jak u pokusnych, tak u
kontrolnich skupin pouzito rozpoustédlo (dimethylsulfoxid, DMSO) v koncentraci 0,05%. Test
toxicity byl proveden priitocnou metodou s pravidelnou vyménou ldzné¢ po 12 hodinach. Délka
trvani testu Cinila 14 dni. V testovacich nadobach byla kazdodenné kontrolovéana kvalita vody (pH,
obsah kysliku a teplota). Tteti a sedmy den pokusu bylo odebrano 9 kust ryb a na konci pokusu

(14. den) 15 kusti ryb pro stanoveni somatickych ukazatelli a parametri oxidativniho stresu. Test
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byl ukoncen usmrcenim ryb predavkovanim anestetikem (MS 222). Po ukonceni pokusu byly ryby
zméfeny a zmrazeny (na teplotu -85 °C) pro nasledné stanoveni parametrti oxidativniho stresu. Od
nékterych randomné vybranych ryb byly odebrany vzorky jater a stfev, které byly ulozeny do
RNAIlateru pro nasledné stanoveni genové exprese. Pro histologické vySetieni byly ryby zafixovany
roztokem formaldehydu.

Stanoveni jednotlivych parametrti oxidativniho stresu bylo provedeno v celotélnim homogenatu
(homogenizace ve fosfatovem pufru). Katalytickd koncentrace GST je stanovena
spektrofotometricky na zaklad¢ detekce tvorby konjugatu mezi redukovanym glutathionem a
substratem 1-chlor-2,4-dinitrobenzenem (Habig et al., 1974) pti 340 nm. Metody méfeni aktivity
GPx a GR jsou zaloZzeny na katalyze pfemény oxidovaného glutathionu (GSSG) na glutathion
redukovany (GSH) za spotieby NADPH, tibytek NADPH se méii spektrofotometricky pti 340 nm
(Carlberg and Mannervik 1975; Flohe and Gunzler 1984). Pro stanoveni lipidni peroxidace se
vyuzivd TBARS test (thiobarbituric acid reactive substances — latky reaktivni s kyselinou
thiobarbiturovou). Metoda je zalozena na stanoveni barevnych adduktl, vznikajicich reakci
produktti lipidni peroxidace s kyselinou thiobarbiturovou, které jsou méteny spektrofotometricky
(Livingstone et al., 1990).

K vyhodnoceni genové exprese bude vyuZzita metoda gRT-PCR. Ze vzorkti bude izolovana a
kvantifikovana RNA, nasledné¢ bude mediatorovdi RNA (mRNA) pievedena metodou reverzni
transkripce na komplementarni DNA (cDNA). K cDNA bude pfiddn master mix obsahujici
specifické primery a nasledné probéhne qRT-PCR reakce umoznujici relativni kvantifikaci a
nasledné¢ porovnani miry genové exprese vybranych genti zajmu (CYP1A a CYP3C4) u ryb

experimentalnich a kontrolnich.

Vysledky
Vysledky hodnoceni biomarkert oxidativniho stresu pfi prvnim odbéru (3. den pokusu) prokazaly
statisticky vysSi (p < 0,05) aktivitu enzymu GST ve srovnani s kontrolou ve skupiné s koncentraci
enrofloxacinu 500 pg/l a statisticky vyssi aktivitu enzymu (p < 0,01) TBARS v koncentraci 500
po/l. Déle byla prokazana statisticky niZsi aktivita enzymu GPx (p < 0,05) ve skupiné s koncentraci
enrofloxacinu 10 pg/l v porovnani s kontrolou. Ke statisticky vyznamnému zvyseni (p < 0,05)
aktivity GPx ve srovnani s kontrolou doslo ve skupiné vystavené pusobeni enrofloxacinu
v koncentraci 10 pg/l pfi 2. odbéru (7. den pokusu). U ostatnich parametrti nebyla zjisténa zadna
statisticky vyznamna zména aktivity vybranych enzymu ve 2. ani v 3. odbéru. Signifikantni zmény
parametrt jsou uvedeny v grafu ¢. 1-3. Vysledky genové exprese a histologického vysetieni nejsou

momentalné zpracované, budou doplnény.
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Graf 1. Aktivita glutathion S-transferdzy (GST) u dania pruhovaného (Danio rerio) vystaveného
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Graf 2. Obsah TBARS u dania pruhovaného (Danio rerio) vystaveného u¢inkim enrofloxacinu
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Graf 3. Aktivita glutathion peroxidazy (GPx) u dania pruhovaného (Danio rerio) vystaveného
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Utinok nanodastic oxidu zinoénatého na modelové halofyty rodu Salicornia
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Katedra farmakognozie a botaniky, Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach,

Slovensko?

Uvod

Nanocastice (nanoparticles, NPs) sa definuju ako Castice s minimalne jednym rozmerom do
100 nm. Vdaka svojim nanorozmerom vykazuji jedinecné vlastnosti a nachadzaju Siroké
uplatnenie v réznych odvetviach (chemicky, stavebny, elektrotechnicky priemysel, medicina aj
farmacia). Nanocastice oxidu zino¢natého (ZnO NPs) su druhé najpouzivanejSie nanocastice z
oxidov. Vyskytuju sa v Sirokej skale komerénych pripravkov, ktoré nas kazdodenne obklopuju
(kozmetické pripravky, opalovacie krémy, transparentné UV ochranné filmy, -elektronické
zariadenia, sklo, keramika, stavebné materialy, atd’.) (Lao et al., 2002).

S néarastom pouzivania nanocastic sa zvysuje aj ich uvolfiovanie do prostredia, ¢o moze mat’
aj potencialne negativne nasledky v environmentalnej oblasti aj na zdravie I'udstva. Vedecke Studie
odhalili toxickeé vplyvy ZnO NPs na modelové organizmy ako napriklad baktérie, bunkové kultdry,
riasy aj zivo¢ichy (Gardea-Torresdey et al., 2014). Fytonanotoxikoldgia sa zaobera mechanizmom
toxicity, absorbcie, transportu, akumulacie nanocastic v rastlinach a tym aj v potravinovom ret’azci.
Nanestastie tato oblast’ je stale nedostatoéne preskiimana. Uplne chybaji poznatky o pdsobeni NPs
na slanomilné rastliny - halofyty, u ktorych sa kvoli ich schopnosti prezivat' v extrémne slanom

prostredi predpokladéa aj ich zvySena rezistencia voc¢i negativnym ucinkom nanocastic.

Material a metodika
Kultivacia
Vysterilizované semena rastliny Salicornia persica Akhani. boli vloZené na Petriho misky s
% MS médiom (Duchefa) obsahujucim 1% Plant agar (Duchefa) a 1% sachar6zy a nasledne
umiestené v kultivatnom boxe s teplotou 22 °C, relativnou vlhkostou 75-85 % a svetelnym
rezimom 12 hod. svetlo/12 hod. tma. Desat'diiové semendciky boli za sterilnych podmienok

premiestnené do Erlenmayerovych baniek s kultivatnym médiom s pridavkom ZnO NPs (<50 nm,
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Sigma-Aldrich, USA) v koncentraciach 0, 100 a 1000 mg/L. Zber materialu bol uskuto¢neny na 14
den kultivacie v médiu s ZnO NPs.

Rastova analyza
Pre stanovenie vplyvu ZnO NPs na rastové funkcie podzemnej a nadzemnej Casti rastlin
Salicornia boli pouzité nasledovné metody: gravimetrické stanovenie Cerstvej hmotnosti korenovej

sustavy a nadzemnej &asti, dizka primarnych korefiov a nadzemnej asti.

Stanovenie aktivity enzymov

Aktivita nasledovnych enzymov superoxid dismutaza (SOD), askorbat peroxidaza (APER),
peroxidaza (PER) bola stanovend metddou in-gel assay. Po separacii proteinov na polyakrylovom
gély (4°C, 120 V, 90 min.) sa gel premyval v 10 % roztoku Triton X-100 v PBS a néasledne sa gely
vlozili do prislusnych vyvijacich roztokov. Pre stanovenie aktivity SOD boli pouzité roztoky MTT
a PMS. Pre vizualiz&ciu PER bol gél inkubovany bez pristupu Ziarenia 45 min. v roztoku DAB a
potom bol pridany peroxid vodika. Aktivita APER sa stanovovala na gély, ktory bol najprv
umiestneni v roztoku s kyselinou askorbovou a peroxidom vodika po dobu 30 min. Po inkubécii bol
premiesteny do farbiaceho roztoku sTEMED a MTT. VSetky gély boli fotograficky

dokumentované a aktivita izoenzymov bola merané denzitometricky softvérom ImageJ 1.48.

Fluorescen¢na mikroskopia

Viabilita buniek, reaktivne formy kyslika a dusika, pritomnost’ i6bnov boli stanovené za
pouZitia prislusnych fluorescen¢nych latok a fluorescenéného mikroskopu (Olympus AX 70,
Nemecko). Boli pouZité nasledovné kombinacie fluorescenénych znaciek: fluorescein diacetat
(FDA) pre Zive bunky a propidium jodid (PI) pre mftve a apoptické bunky; DiOC6(3) na stanovenie
membranového potencidlu mitochondrii a Pl, CellROX a 4,5-diaminofluorescein diaceatat (DAF-
DA) pre ROS aRNS; Fluo5F-AM pre detekciu Ca?* a Amplex UltraRED pre peroxid vodika;
NewportGreen DCF-DA pre Zn** a MitoRed pre mitochondrie; H2DCF-DA pre ROS.

Vysledky a diskusia
V naSej praci sme sledovali vplyv ZnO NPs na rast, viabilitu buniek, funkciu organel rastlin
rodu Salicornia, pritomnost’ ROS, respektive RNS a aktivitu enzymov zapojenych do obrany rastlin
voci oxidacnému stresu.
Vysledky rastovej analyzy poukazuju na spomalenie rastu nadzemnej aj podzemnej Casti

(obr. 1), ¢o sa prejavilo redukciou diZky aj hmotnosti rastlin kultivovanych v médiu s ZnO NPs.
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Dizka rastlin u vzorky s 1000 mg/L ZnO NPs bola zredukovana o 53% + 6% v pripade nadzemnej
Casti a 0 44% * 8% Vv pripade podzemne;j Casti. Vysledky poukazujd na negativny efekt ZnO NPs na

rast halofytu Salicornia v zavislosti na ich koncentracii.
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Obrazok 1. Graf znazortiujuci vplyv ZnO NPs v koncentraciach 0, 100 a 1 000 mg/L na rastové parametre rastliny

Salicornia — Gerstva hmotnost’ a dizka nadzemnej a podzemne;j ¢asti.

Metodou in-gel assay bola stanovena aktivita enzymov APER, PER a SOD, ktoré su
suCastou enzymatickej obrany bunky vo¢i ROS. Pri nadbytku ROS alebo nedostatocnosti
antioxidacného systému moze dochadzat’ k peroxidacii a poSkodeniu Struktlry proteinov,
sacharidov aj DNA (Mittler, 2004). Aktivita enzymu SOD a dvoch odlisnych izoenzymov APER
bola zniZena v zavislosti na stlpajlcej koncentracii v porovnani s kontrolnou vzorkou. V pripade
troch izoenzymov PER bol pozorovany podobny jav (obr. 2). NajvyraznejSi pokles aktivity
antioxidacne pdsobiacich enzymov bol detekovany pri izoenzyme B a C vo vzorkéch kultivovanych
na médiu s najvysSou sledovanou koncentraciou ZnO NPs (1000 mg/L). AvSak v rovnakom pripade
bola aktivita izoenzymu A najvysSia. ZniZenie aktivity tychto enzymov sa vysvetl'uje ako

vycerpanie enzymov pri nadbytku ROS (Mittler, 2004).
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Obrazok 2: Aktivita peroxidazovych izoenzymov (izoenzym A, izoenzym B, izoenzym C) v halofyte Salicornia po

kultivacii s 0, 100 a 1000 mg/L ZnO NPs znazornena na gély (1) a vyjadrena grafom (2).

Fluorescen¢nou mikroskopiou bol detekovany narast ROS a RNS v zavislosti na stipajlcej
koncentracii ZnO NPs. Procesy sprevadzajice apoptozu (zmeny v mitochondridlnom potenciély,
zmeny Vv koncentracii intracelularneho vapnika, zvysené mnozstvo apoptickych buniek) boli
pozorované vo vysokej miere u vzoriek s 1000 mg/L ZnO NPs a taktiez u vzoriek s 100 mg/L ZnO
NPs. Narast mnozstva zino¢natych iénov zo ZnO NPs bol namerany v rastlinach v zavislosti od

mnozstva NPs v kultiva¢nom médiu (obr. 3).

FDA (z) DIOCB(3) (z) CellROX (z) Fluo5F-AM (z) NewportGreen DCF-DA (z) H,DCF-DA (z)
PI{ (¢) PI (¢) DAF-DA (&) AmplexUltraRED (&) MitoRED (&)

100
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Obrazok 3: Fluorescen¢na mikroskopia halofytu Salicornia po kultivacii s0, 100 a 1000 mg/L ZnO NPs. Mierka

predstavuje 75 pum. (z- zelena fluorescencia, ¢ — Gervena fluorescencia)

Zaver

Vysledky naSej prace ukazuju, ze nanocastice oxidu zino¢natého v tuhom kultivatnom
médiu negativne ovplyviiuju rast a iniciuju apoptézu u halofytu Salicornia v koncentracidch 1000
mg/L aj 100 mg/L. Tento jav bol posudeny vizualne na zéklade zmien v raste nadzemnej aj
podzemnej Casti rastliny a symptomov sprevadzajucich poSkodenie (chloréza, redukcia chlorofylu,
strata turgoru, atd’.). Z naSich vysledkov vyplyva, Ze pravdepodobnou pri¢inou negativneho u¢inku
ZnO NPs je poruSenie zinkovej homeostazy, produkcia reaktivnych foriem kyslika a nedostato¢na
aktivita antioxidane pdsobiacich enzymov. Nanocastice su stredobodom zdujmu vdaka svojim

unikatnym vlastnostiam, avsak je potrebné mat na zreteli aj ich environmentalne dopady.

Tato préaca bola financovana grantom IGA VFU Brno 321/2015/FaF.
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Hodnoceni derivati alaptidu jako potencionalnich modifikatora transdermalni penetrace
Aneta Cernikova, Pavel Bobé/, Josef Jampilek

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

Uvod

Jednim ze zpiisobll podani lé¢iva do organismu je transdermdlni aplikace, jejiz vyuziti
se v soucasnosti nebyvale rozviji. Vnéjsi vrstva klize (stratum corneum) chrani télo proti priniku
cizorodych latek véetné 1é¢iv. Byly vSak nalezeny rtuzné zpusoby pickonani této bariéry. Jednou
z moznosti je vyuZiti chemickych permeacénich enhanceri (CPE). Pfesny mechanismus u¢inku CPE
neni zndm'®, ale CPE ovlivilji penetraci/permeaci 16¢iv uréenych jak pro lokalni pisoben,
tak pro systémovy ucinek. Nas vyzkumny tym zacal studovat alaptid jako potencialni modifikator
transdermalni permeace pied nékolika lety*®. Alaptid, (S)-8-methyl-6,9-diazaspiro[4.5]dekan-7,10-
dion, cyklicky dipeptid schopny interagovat s komponenty kiize byl vytvofen skupinou védcu
kolem Dr. E. Kasafirka v 80. letech 20. stoleti'®*?,

Cilem této studie bylo zhodnotit vliv analogl alaptidu na prostup vybranych modelovych
1é¢iv pres kizi praseciho ucha za pouziti Franzovych difaznich cel z fyziologického pufru (pH 7,4),
z prostiedi propylenglykolu:vody (1:1) a dalSich polotuhych formulaci. Analoga alaptidu

10,12

(viz tabulka 1) byla syntetizovana a charakterizovana Dr. P. Boba/em na Ustavu chemickych

1é¢iv FaF VFU Brno.

Material a metodika

Piistroje a material

Franzovy diflzni cely (SES Analysesysteme), termostat (Lauda), HPLC systém s UV-VIS DAD
detektorem (Agilent Technologies), digitalni analytické vahy (Mettler Toledo), ultrazvukova lazen
(Kraintek), pH-metr (Hanna Instruments). Metanol Chromasolv, acetonitril Chromasolv, voda
pro HPLC Chromasolv (Sigma-Aldrich), kyselina mravenéi, mravenéan amonny (Fluka), chlorid
draselny p.a., chlorid sodny p.a., hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat p.a. (LachNer),
dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., propylenglykol p.a. (Lachema), theofylin (Kulich).

Metodika

Mg¢feni transdermalni permeace za pouZziti vertikalnich Franzovych difuznich cel a plné kuze
z prase¢iho ucha (Sus scrofa f. domestica) bylo provedeno dle smérice OECD™. Analog alaptidu
(1 mg) byl ptidan k 10 mg modelového 1é¢iva, latky byly rozpustény v 1 ml rozpoustédla. Analyza
vzorki odebranych z Franzovych cel byla provedena pomoci HPLC.
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Vysledky
Struktury studovanych potencialnich chemickych enhancert transdermalni permeace jsou
znazornény na obrazku 1. Ackoli byla sledovana permeace theofylinu, ibuprofenu a dalsich 1éc¢iv
z raznych prostfedi, z divodu omezeného prostoru jsou v ramci tohoto pfispévku diskutovany
pouze vysledky ziskané z experimentu s theofylinem jako modelovou substanci z pufru (pH 7,4)

jako prostiedi nepodporujiciho transdermalni permeaci.

o N o N o N o N o N
T CHj
HsC
HsC” YN0 N“0 NSO  HyC NSO H,e” >IN0
H H H H H
H3
3

CHj

1 (alaptid) 2 4 5

Obrazek 1. Struktura alaptidu (1) a dalsich jeho studovanych analogi 2-5.

Vysledky jsou shrnuté v tabulce 1 a zndzornéné na obrazku 2. Na zéklad¢é vypocitanych parametri,
predev§im tzv. zesilovaciho poméru ER (enhancement ratio) v ustadleném stavu permeabilita
theofylinu z pufru byla zvysena vSemi hodnocenymi latkami krom¢ slouéeniny 4 (isobutylovy
derivat). Nejvyraznéji, dle ER hodnot, se permeace theofylinu zvysila ptfidavkem nesubstituovaného
derivatu 2 (ptiblizné¢ 1,4x) a piidavkem alaptidu (1, pfiblizn¢ 1,3x). Ostatni méfena analoga
alaptidu 3 (isopropylovy derivat) a 5 (sek. butylovy derivat) vykazovala zvySeni permeace

theofylinu, kter¢ jiz nebylo tak vyrazné jako u vySe zminénych sloucenin.

J [ug/cm?®xh] lag t [h] Kx10° [cm/h] ER
THEO samotny 89,19+1,49 2,70+ 0,10 8,92+ 0,15 1,00
1 114,62 +3,68 | 2,15+0,02 | 11,46 +0,37 1,29 + 0,04

123,92 + 14,79 | 1,75+ 0,51 12,39+ 1,48 1,39+0,17

99,43+13,82 | 2,30+0,36 9,94 +1,38 1,12+0,16

2
3
4 94,40 £ 15,37 | 2,24 +£0,52 9,44 +1,54 1,06 + 0,17
5 106,95+6,98 | 2,24+0,35 10,70 + 0,70 1,20 £ 0,08

Tabulka 1. Vypoc¢itané charakteristiky in vitro permeability theofylinu pies kuzi z pufru (pH 7,4).
Vysledky jsou vyjadieny se smérodatnou odchylkou + SD (n = 5 experimenti). Zkratky: J = flux

v ustaleném stavu, lag t = lag time, K = konstanta permeability, ER = zesilovaci pomér
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Obrézek 2. Srovnani koncentrace in vitro permeace theofylinu pifes kuzi [pg/ml] z fyziologického
pufru (pH 7,4) s/bez potencialnich CPE v case. Permeované mnoZstvi theofylinu je vyjadieno

se smérodatnou odchylkou + SD (n = 5 experiment).

Zavér
Pii permeaci theofylinu Ize na zdklad¢é vypoctenych charakteristik (kumulativni mnozstvi
permeovanych léCiv, fluxy v ustdleném stavu a zesilovaci poméry) shrnout, Ze alaptid a jeho ncktera
analoga specificky zvySovala pronikani theofylinu pies kuzi. Pti konkrétnich podminkach byly
nejvyraznéjsi vysledky zjistény u glycinového analogu alaptidu 2, ktery vykazal vyssi ucinek
nez samotny alaptid (1). Testovanim bylo dokazano, Ze strukturni zmény molekuly alaptidu mohou

mit zvySeny i snizeny vliv na permeaci theofylinu.

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 302/2015/FaF.
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Vyuziti vicerozmérné analyzy dat ve farmaceutické technologii

Petr Dolezel, Ale$ Franc, Nikola Holcov4, Petra Kocova

Ustav technologie 1ékii, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno
Uvod

Nedavno se ve farmaceutickém priamyslu zacal prosazovat koncept planovani kvality, tzv. Quality
by Design, QbD (FDA 2004a), ktery nabada k zavadéni planovanych, védecky vedenych postupt k
pochopeni zavislosti mezi kvalitou produktu a vyrobnimi parametry. Vedle toho koncept procesni
analytické technologie PAT (FDA 2004b) zavadi inovativni prostiedky k planovani, analyze a
kontrole farmaceutickych procesti (Hinz 2006), které zahrnuji Sirokou skalu matematickych postupt
v planovani experimentu, metodologii responsnich povrchi, zjiStovani zavislosti a simulace
procesi. Aplikace téchto metod umoznuje identifikovat, hodnotit a nastavovat procesni a
formulaéni parametry, které jsou rozhodujici pro kvalitu produktu a mohou pomoci odhalit
potencionalni kritické body a kvantifikovat jejich vliv ve vyrobé (Wu 2011, Mennini 2012). Tento

projekt zkouma vztah parametri tabletoviny a vyslednych tablet pii procesu ptimého lisovani tablet.
Material a metodika

Byly zde pouzity dvé rtzné tabletoviny: tabletovina ,,A“ s proménlivou velikosti Castic plniva
sorbitolu (celkem 9 smési; tabulka 1.) a tabletovina ,,B“ s riznou koncentraci antiplastické latky
oxidu kremicitého v kombinaci s promeénlivou velikosti ¢astic drcenych plodi Diinu lékatského
(celkem 7 smési; tabulka 2.). U obou tabletovin byly lékopisnymi metodami zjistovany: sypny a
setiesny objem (a znich vyplyvajici veli¢iny jako se Hausnerovo ¢islo a Carriv index
stlacitelnosti), rychlost vytékdni otvorem, sitovd analyza, mikroskopickd analyza distribuce
velikosti ¢astic. U smési ,,A“ byl navic méfen elektrostaticky naboj metodou ,,in house”. U smési
,,B“ byl jesté 1ékopisné stanoven sypny Uhel a porosita (smés B). Z obou smési byly nalisovany
tablety pfi dvou lisovacich silach (7 a 14 kN), které byly testovany na pevnost, odér a rozpad. U
tablet smési ,,B“ byla navic hodnocena antioxida¢ni aktivita. K navrhu designu experimentt a

hodnoceni dat se vyuZil software Unscrambler X.

Pro PAT analyzu u smési ,,A* se pouzil NIR spektroskop Nicolet Antaris umoziujici nedestruktivni
mefeni jak praSkovych smési, tak vyrobenych tablet. Data z referencnich metod se srovnavala s
naméirenymi NIR spektry, tj. cilem bylo predikovat parametry praskt a tablet z naméfenych NIR
spekter (tzv. PAT technologie). Pro meéteni antioxidacni aktivity u smési ,,B“ se pouzila

modifikovana padlova metoda disoluce. Cas ¢&inil 45 minut, ota¢ky byly 50 rpm, médium bylo
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1000 ml 37°C vody. Aktivita odebranych vzorkd byla stanovena spektrofotometricky metodou

redukce roztoku manganistanu draselného.

Smés A
Sarze Kad Frakce ¢astic
nad 0,5 um 0,25-0,5 um pod 0,25 pm

Blendl 1 152.5 475 0.0
Blend2 2 152.5 19.2 28.3
Blend3 3 124.2 47.5 28.3
cp0l 4a 143.1 38.1 18.9
cp02 4b 143.1 38.1 18.9
cp03 4c 143.1 38.1 18.9
Purel 5 180.8 19.2 0.0
Pure2 6 124.2 75.8 0.0
Pure3 7 124.2 19.2 56.6

Tab. 1 SloZeni frakci sorbitolu v praskovych smésich A. Sedé je zvyraznén opakovaci experiment.

Smeés B
Sarze Kod Frakce Mnozstvi MnoZstvi
Castic SiO, drceného plodu
Si0,-1%-PS1 1 do 800 um 1% 45,5 %
Si0,-1%-PS3 2 nad 800 um 1% 45,5 %
Si0,-3%-PS2a 3a smes 3% 43,5 %
Si0,-3%-PS2b 3b smes 3% 43,5 %
Si0,-3%-PS2c 3c smes 3% 43,5 %
Si0,-5%-PS1 4 do 800 um 1% 41,5 %
Si0,-5%-PS3 5 nad 800 um 1% 41,5 %

Tab. 2 SloZeni jednotlivych tabletovin. U kazdé SaZe je pak shodné 50 % mikrokrystaliské
celulézy, 2,5 % kroskarmelézy a 1 % stearanu hofecnatého. Sed& je zvyraznén opakovaci

experiment.
Vysledky

U smési A se zjiStovala moznost vyuziti NIR spektroskopie pro predikci obsahu frakci sorbitolu
(dle hrubosti) v praskové smési. Z vysledkt PLS modelu (obr. 1 a 2), ktery ptedstavuje vztah mezi
hodnotami obsahu frakce sorbitolu ve smési a naméfenymi NIR spektry, je patrnd schopnost
predikce obsahu ¢astic sorbitolu velikosti (nad 0,5 mikronu a pod 0,25 mikronu) ve smési. Je tieba
zminit, Ze obsah sorbitolu ve smési je pouze 30% a rozdil mezi frakcemi ¢ini max. 30 %. Lze
predpokladat, ze v pfipad¢ vétsiho podilu sorbitolu ve smési a rozdilu mezi frakcemi by se
dosahovalo lepSich vysledkt. Vysledky napovidaji, Ze NIR spekroskopii by bylo mozné vyuzit
k meziopera¢ni kontrole procest, kde je sledovanym parametrem velikost ¢astic, coZ mizou byt i

jiné technologické procesy jako napf. granulace aj.
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Dale se studovala moznost vyuziti NIR spektroskopie k predikci pevnosti tablet. Vysledky

potvrzuji, viz obr. 3, ze NIR spektroskopie ma dobré predpoklady jako rychla a nedestruktivni

metoda k méfeni pevnosti tablet.
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Obr. 3 Predik¢ni schopnost modelu pro stanoveni pevnosti tablet lisovanych tlakem 7kN. Tablety
byly identického sloZeni, liSici se hrubosti plniva sorbitolu.

U smési B se zjist'ovala souvislost mezi vlastnostmi tabletoviny a tablet v zavislosti na antioxida¢ni

aktivité. Jako piiklad je uvedena PCA analyza (analyza hlavnich komponent) dat tabletovani

s vystupem v obr. 4. Z vysledki plyne, Zze dominantnim procesnim parametrem majicim vliv na
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vlastnosti tablet je lisovaci sila, ackoliv i formula¢ni parametry je mozné vyuzit k modifikaci
vlastnosti tablet. Bylo rovnéz shledano, Ze vyssi antioxidacni aktivita stoupa s mnozstvim oxidu

kiemicitého ve spojeni se zvétSujici se velikosti drcenych ¢astic suseného plodu.
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Obr. 4 PCA graf komponentnich skoére. Z rozlozeni vzorka (tablet) v prostoru prvnich dvou

komponent je mozné odecist vhodné nastaveni procesné-formulacnich parametrt.
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Syntéza a studium karbamatovych derivati naftalenkarboxanilida
Josef Stranik!, Tom4s Gonéc?

Ustav chemickych 1é¢iv, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno*

Uvod

Vzristajici rezistence invazivnich patogenti viic¢i klinicky uzivané antimikrobialni 1écbé je
stale CastéjSim jevem. Na nasledky tuberkulozy (TBC) v soucasnosti umird dva miliony lidi rocné a
celd jedna tfetina svétové populace je nakazena jeji latentni formou. Samotné onemocnéni vyvolané
bakteriemi rodu Mycobakterium tak pfedstavuje globalni hrozbu. Zvlasté pro rychle rostouci pocet
multirezistentnich (MDR) kmeni, latentnich forem TBC, mykobakterialnich infekci zptsobenych
atypickych kmeny mykobakterii nebo smrtelnych kombinaci HIV s mykobakterialnimi infekcemi je
nutné hledat nove Iéky a nové racionalni terapeutické postupy. Lécba jednim preparatem jiz dlouho
diky vzniku mnohacetnych 1ékovych rezistenci nestaci. Proto se v soucasné dobé vyuziva
Stytkombinace 18¢iv.!

V posledni dobé byly na UCHL syntetizovany série hydroxynaftalenkarboxanilidd, z nichz
né&které slouceniny vykazaly slibnou biologickou aktivitu?®*. U sérii vzorovych salicylanilidéi doslo
k vyraznému narastu antimykobakterialni aktivity substituci hyroxylu alkylkarbamatovym

uskupenim®.

Metodika
Syntéza byla projektovana ve dvou krocich: V prvnim kroku reaguje piislusna kyselina a
substituovany anilin v pfitomnosti chloridu fosforitého v prostfedi chlorbenzenu za pusobeni
mikrovinného zéfeni za vzniku piislusného hydroxynaftalen karboxanilidu (Schéma 1.) Jedna se o
metodu na UCHL usp&né& zavedenou®>*. Ve druhém kroku se aduje hydroxynaftalenkarboxanilid
na prislusny isokyanat za katalyzy triethylaminem. Reakce probiha pii laboratorni teploté

V prostfedi acetonitrilu.

NH,
X o A a SN o o b 0
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Schéma 1. Reakéni podminky: a) PCls;, chlorbenzen, MW b) TEA, ACN, rt. Ry: 2-Cl, 2-NO,; R,: ethyl — oktyl,

isopropyl.

Vysledky

Byla optimalizovana syntéza a dosazeno uspokojivych vytézka:

Kyselina 2-hydroxynaftalen-1-karboxylova (53 mmol), substituovany anilin (53 mmol) a PCl; (27
mmol) byly suspendovany v 200 ml bezvodého chlorbenzenu a reagovaly 15 min v mikrovinném
reaktoru pii teplot¢ 130°C. Po odpafeni rozpoustédla byl surovy produkt promyt 2M HCI a
rekrystalizovan ze zfedéného ethanolu. Pfislusny 2-hydroxynaftalen 1-karboxanilid (1 mmol) a
triethylamin (1 mmol) byly rozpuStény v 10 ml suSeného acetonitrilu. Roztok ptislusného
alkylisokyanatu (1.2mmol) v 5 ml acetonitrilu byl pfidan ve Ctyfech ¢astech béhem 2 hodin.
Reakéni smés byla michéna pfti laboratorni teploté 24 hodin. Rozpoustédlo bylo odpaieno a surovy
produkt promyt methanolem a ethylacetdtem. Nasledovalo piecisténi sloupcovou chromatografii
(mobilni faze ). Struktura latek byla ovéfena spektralnimi metodami (NMR, IR, HRMS) a jejich
Cistota chromatograficky - TLC, HPLC.

Pichled pilotni série 16 nové syntetizovanych sloucenin je uveden v Tabulce 1. Na
partnerskych pracovistich je v souc¢asné dobé provadéno testovani biologické aktivity. Piedbézné
vysledky ukazaly, Ze latky vykazuji stfedni az slabou inhibici fotosyntézy u izolovanych
chloroplastii $penatu, stfedni nebo zadnou aktivitu proti Staphylococcus aureus. Vysledky aktivity

proti riznym druhim rodu Mycobacterium zatim nemame k dispozici ani pfedbézné.

Kod | Ry | Ry | vytezek [%] | t.t. [°C]
CPl4a| Cl | Et 33 137-139
CP14b| CI | Pr 26 132-134
CPl4c | ClI | Bu 55 156-159
CP14d | CI | Pen 36 137-138
CPl4e | CI | Hex 50 103-106
CP14f | ClI | Hep 66 89-90
CPl4g| CI | Oct 52 115-116
CP14h | CI | iPr 39 167-169
CP23a | NO, | Et 40 157-159
CP23b | NO, | Pr 75 153-155
CP23c | NO, | Bu 82 171-174
CP23d | NO, | Pen 70 141-143

156



CP23e | NO; | Hex 58 122-123
CP23f | NO; | Hep 46 101-102
CP23g | NO; | Oct 37 92-94

CP23h | NO; | iPr 69 172-176

Tabulka 1. Pfehled nové syntetizovanych latek a jejich biologicka aktivita.

Seznam literatury:

1. WHO - Tuberculosis. http://www.who.int/tb/en/ (13.1.2015).
2. Gonéc, T. et al. Molecules 18, 2013, 9397-9419

3. Kos, J. et al Molecules 18, 2013, 7977-7999

4 .Gonéc, T. et al. Bioorg. Med. Chem. 21, 2013, 6531-6541

5. Ferriz, J.M. et al. Bioorg. Med. Chem. 18, 2010, 1054-1064

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 320/2015/FAF.
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Syntéza 1,3,5-triazini s novymi piperazinovymi strukturnimi motivy a jejich prekurzora
s vyuzitim metod ,,Zelené chemie*.
Eva Havrankova', Jozef Csollei’, Pavel Pazdera®
Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka Fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno*

Ustav chemie, Piirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita Brno®

Uvod

V nékolika poslednich letech se analoga 1,3,5-triazinti (S-triazinl) stdvaji predmétem zajmu
fady vyzkumnych tymi. Derivaty s-triazinu vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit, pfi¢emz
v soucasné dobé jsou v popredi zdjmu zejména jejich antibakteridlni, antituberkuldzni,
protinddorové a dalSi vlastnosti. [1] U téchto derivath se pak ¢asto vyskytuji strukturni motivy typu
substituovanych  piperazinovych, substituovanych pyridinovych a dalSich  dusikatych
heterocyklickych kruht. [2] Pfi syntéze S-triazinovych derivati a jejich prekurzort je vSak
v minimalni mife vyuzivano metod ,,Zelené chemie”, jako jsou organokatalyza, metalokatalyza
a kombinace obou, katalyza s imobilizovanymi katalyzatory, rizné typy couplingovych
reakci, atd. [3]

Pfi soucasném vyvoji chemického pramyslu, a to nejen farmaceutického, a tlaku
na zacleiiovani principti Zelené chemie do chemickych vyrob, je vyuziti téchto principt jiz pfi
planovani syntézy nové ucinné latky zna¢nou vyhodou na poli vyvoje takovychto latek. Vezmeme-
li v uvahu také Siroké spektrum biologickych aktivit analogi S-triazinti a jejich potencial, spolu

s mezerami v soucasném stavu jejich studia, ziskdvame velmi slibny a zajimavy predmét vyzkumu.

Vysledky a diskuse

K predikci struktur vybranych piperazinovych derivati obsahujicich s-triazinovy skelet
s potencidlni  biologickou aktivitou proti isozymu karboanhydrazy hCAIX (spojeného
s nadorovym bujenim) byly pouzity Dopiedné umelé neuronové sit¢ (Forwarded Artificial Neural
Networks — FANNS). [4, 5]

K vytvoteni optimalni architektury ANNS pouzité k predikci vztahu mezi strukturou razné
substituovanych s-triazint a jejich biologickou aktivitou (dana selektivitou K (hCAII/K,;(hCAIX))
bylo nejprve potieba vytvofit vhodnou soustavu deskriptorit pro popis struktury dané slouceniny,
ptipadné dalSich parametrt postihujicich jeji vlastnosti a chemické chovani. Pro zakodovani téchto
struktur byla po n¢kolika pokusech zvolena jako nejvhodnéjsi jednoducha soustava 16 deskriptort.
Deskriptory 1-14 vyuzivaji k popisu struktury ¢islice 0 az 53, kazdé Cislici je pfifazena urcita

strukturni vlastnost. Pro zpfesnéni vysledkti predikce byla jako deskriptor 15 zvolena hodnota
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polarizovatelnosti o [10%* cm®] a jako deskriptor 16 hodnota dekadického logaritmu rozdé&lovaciho
koeficientu log P danych sloucenin (obé tyto hodnoty byly ptedpovézeny pomoci programu
ChemSketch 12, ACD/Labs). Pro konstrukci optimalni architektury sité bylo z literatury vybrano 80
slou¢enin obsahujicich s-triazinovy skelet a vykazujicich selektivitu K;(hCAII)/K,(hCAIX)
(hodnoty selektivity byly ziskdny experimentaln€) v Sirokém intervalu hodnot. S vyuzitim ANN
pak byl hledan model popisujici vztahy mezi uvedenymi deskriptory a selektivitou. Soucasné byly
na zaklad¢ literarni reSerSe zvoleny vhodné substituenty pro pozice 2, 4 a 6 na s-triazinovém
skeletu, které by mohly na zaklad¢ analogii vykazovat signifikantni hodnoty selektivity
Ki(hCAIN/K(hCAIX). Struktury zahrnujici vSechny mozné kombinace téchto substituentd (celkem
483 moznych kombinaci) byly zakédovany pomoci vySe uvedenych deskriptorii a pomoci diive
vytvofené sité¢ ANN byla predpovézena jejich selektivita. Pro ovéfeni spravnosti ANN modelu byla
také stejnd datova sada struktur podrobena predikci/dockingu selektivity K,(hCAII)/K(hCAIX)
pomoci softwarového baliku Schrédinger a vysledky budou po kompletnim dokon¢eni ANNs studie
porovnany.

S ohledem na dil¢i vysledky predikce bylo navrzeno nékolik modelovych struktur téchto
derivatt zahrnujicich mimo jiné nové piperazinové strukturni motivy (viz nize) a navrZen synteticky

design pro syntézu téchto struktur.
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Obrazek 1. Priklady vybranych modelovych struktur substituovanych s-triazint.
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Cilové piperazinové a dalSi uvedene strukturni motivy byly zavadény na s-triazinovy skelet
per partes pres atom dusiku alifatické primarni nebo sekundarni amino skupiny a to substituci
jednotlivych atomii chloru v komeréné dostupném kyanurchloridu (2,4,6-trichlor-1,3,5-triazinu).
Zjistili jsme, ze substituci prvniho atomu chloru (nejreaktivnéjsi) v kyanurchloridu lze provést bud’
cestou nukleofilni aromatické substituce nebo vyhodnéji procesem katalyzovanym novym
imobilizovanym Cu(I) komplexem (pfipravenym dle [6]). To je cestou oxidativni adice -
heterolytické adice - reduktivni eliminace. Substituce druhého a tfetiho atomu chloru pak byla
provadéna vyhradné cestou oxidativni adice - heterogenni adice - reduktivni eliminace. Ve své
podstaté¢ se jedna o aplikaci Buchwaldova-Hartwigova C-N-couplingu, respektive Ullmannovy
syntézy, které v naSem ptipadé byly katalyzovany novym stabilnim recyklovatelnym katalyzatorem,
tj. ionty Cu(I) imobilizovanymi na slabé kyselém makroporéznim katexu polyakrylatového typu.
Vsechny tii substitucni stupné byly provadény za kontrolovaného teplotniho rezimu, s gradaci
teploty od prvniho ke tfetimu stupni z divodu poklesu reaktivity po zavedeni piislusného
dusikatého substituentu. Poradi zavedeni substituent bylo provadéno s ohledem na reaktivitu
aminovych prekurzori tak, aby nejméné reaktivni reagoval v prvnim, nejvice reaktivnim
syntetickém stupni a naopak nejvice reaktivni amin pak v poslednim, nejméné reaktivnim

syntetickém stupni.

Zavér

K predikci s-triazinovych derivata obsahujicich piperazinovy a dalSi strukturni motivy
vykazujicich potencialni biologickou aktivitu proti hCAIX byly pouzity dopifedné ANNS.
S ohledem na dil¢i vysledky predikce bylo provedeno nékolik modelovych syntéz rGzné
substituovanych s-triazint zahrnujicich v molekule piperazinovy strukturni motiv. Design v3ech
syntéz uvedenych modelovych struktur byl navrZzen s ohledem na cile a principy Zelené chemie.
Vysledkem feSeni je one-pot synteticky proces realizovany v DMF (dimethylformamidu) jako
rozpoustédle, kdy jsou dosahovany vyssi vytézky pfi kratSich reakénich Casech, nez jsou obvyklé.
Tyto optimalizované syntetické postupy mohou byt aplikovany pii piipravé vsech s-triazinovych
derivatii s drobnymi obménami s ohledem na chemii jednotlivych substituent. DalSim krokem

naseho tymu je testovani biologické aktivity jiz pfipravenych derivata.
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Protiinvazivni aktivita novych antimikrobialnich chemoterapeutik
Josef Jampilek®, Iveta ZadraZilova®, Dobromila Mikoskova?, Denisa Gl6sova?, Andrea Cechové?
Ustav chemickych 1é¢iv',Ustav molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie?,

Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Rezistence mikroorganismi k soucasné¢ dostupnym antimikrobidlnim latkdm se stala
celosvétovym problémem. V klinické praxi jsou tak bézné infekce zplisobené multirezistentnimi
kmeny bakterii, jako je napf. Staphylococcus aureus rezistentni k methicilinu (MRSA), enterokoky
rezistentni k vankomycinu (VRE), multirezistentni mykobakteria a dalSi. Jednim z feSeni tohoto
problému muze byt syntéza potencialnich antimikrobialnich latek, ktera se neobejde bez nésledného
zhodnoceni biologické aktivity latek, zejména schopnosti inhibovat rist mikrobialnich kultur.

V ptedchozich dvou letech byl proveden screening antimikrobialni aktivity 230 sloucenin
(jednalo se pfedev§im o karbamaty a estery salicylanilidl, latky ze skupiny substituovanych
hydroxynaftalenkarboxanilidl) a ziskané vysledky byly publikovany v impaktovanych védeckych
asopisech™™® a prezentovany na prestiznich mezinarodnich konferencich. V névaznosti na tyto
vysledky byly v ramci ptredkladaného projektu u nejucinnéjsich jiz diive ovéfenych latek dale
posouzeny vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou. V ramci projektu byla rovnéz hodnocena
biologické aktivita 123 nov¢ syntetizovanych latek, zejména derivati azanaftalenti, pfipravenych

na Ustavu chemickych 16¢iv Farmaceutické fakulty VFU Brno.

Material a metodika

Materidl

Bylo provedeno hodnoceni antimikrobialni aktivity nové syntetizovanych na anilidovém
kruhu substituovanych alkoxy skupinou, resp. disubstituovanych hydroxy(aza)naftalen-
karboxanilidd. V ptipadé diive oveéfenych N-alkylkarbamatl a esterti salicylanilidi byly provedeny
pokrocilé mikrobiologické experimenty. Aktivita latek byla hodnocena proti souboru referencnich
sbirkovych kmenu (Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922) a tfi multirezistentnich klinickych izolath MRSA (VFU Brno, SZU
Praha) a VRE (VFU Brno). Jako modelové druhy kovéfeni 1ucinku potencialnich
antimykobakterialnich 1é¢iv bylo pouzito Mycobacterium smegmatis ATCC 700084, M. kansasii
DSM 44162 a M. marinum CAMP 5644. Antifungalni G¢inek byl testovan na kulturach Candida
albicans ATCC 90028, C. krusei ATCC 6258 a C. parapsilosis ATCC 22019.
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Metodika

Testované latky byly rozpustény v DMSO a déle bylo postupovano podle standardnich
metodik CLSI (www.clsi.org). Ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla pouzita
bujonova dilu¢ni metoda. Dvojndsobnym fedénim roztokil testovanych latek v mikrotitracni
desti¢ce byla ziskana pozadovana koncentrace v jednotlivych jamkach (koncentraéni fada
256-0,008 pg/ml), které byly zaockovany bakteridlnim/fungalnim inokulem. Jako referencni
antibakterialni latky byly pouzity ampicilin a ciprofloxacin, jako referen¢ni antifungalni latky
amfotericin B a flucytosin, jako referen¢ni antimykobakteridlni latky byly pouZity izoniazid,
rifamipicin a pyrazinamid.

Po odecteni MIC byla provedena subkultivace alikvotl ze stanoveni MIC na agar a timto
zpiisobem byla stanovena minimalni baktericidni/fungicidni koncentrace (MBC/MFC).

Pro antimikrobialn¢ aktivni latky jiz dfive ovéfené v ramci predchoziho screeningu byly
pomoci standardnich piistupt uzivanych v projektovani 1é¢iv vyhodnoceny vztahy mezi strukturou
a biologickou aktivitou SAR, hodnoty fyzikalné-chemickych parametrti byly vypocitany pomoci
ACD/Percepta ver. 2012, resp. ChemBioDraw ver. 13.

Vysledky

Testované latky u vsech testovanych kmenu ve vét§iné piipadid nevykazaly antifungalni
aktivitu (MIC > 128 pg/ml), rovnéz tak Zzadny znové pfipravenych substituovanych
hydroxy(aza)naftalenkarboxanilidi (n = 123) neinhiboval rtst E. coli (MIC > 256 pg/ml), avSak
zajimava aktivita v zavislosti na substituci byla pozorovana proti S. aureus, stejné tak jako proti
klinickym izolatim MRSA. Hodnoty MIC u 28 latek se pro MRSA pohybovaly v rozmezi
2-32 pg/ml, ztoho MIC 12 latek nabyvaly hodnot 0,063-2 pg/ml. Hodnoty MIC a MBC
pro MRSA byly navic srovnatelné, piipadné¢ niz§i nez hodnoty MIC a MBC danych latek
pro referen¢ni kmen S. aureus. Piiblizné tfetina téchto latek (n = 34) vykazovala rovnéz i stiedné
silnou antimykobakterialni aktivitu (MIC = 2-32 pg/ml). Antibakterialni G¢inek substituovanych
hydroxy(aza)naftalenkarboxanilidd byl ptevazné baktericidni. Zajimavé vysledky SAR byly
pozorovany zejména v ramci alkoxy derivati testovanych latek, kde antibakterialni Gc¢inek latek
souvisel s ortho-substituci anilinového jadra, vyssi lipofilitou, vzristajici povrchovou aktivitou
latek a vzristajici objemnosti/molarnim objemem alkoxylového fetézce. Lipofilita byla ovlivnéna
délkou a vétvenim alkoxylového fetézce.

N-Alkylkarbamaty salicylanilidi vykazaly v pfedchozim screeningu MIC od <0,008
do 4 pg/ml proti S. aureus a proti klinickym izolatim MRSA. Proto byly podrobeny komplexnimu

hodnoceni, na jehoz zakladé muze byt konstatovano, ze vétsina uvedenych sloucenin vykazuje
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bakteriostaticky ucinek proti vySe uvedenym patogenum. Bakteriostaticka aktivita je ovlivnéna
predevsim lipofilitou sloucenin. Baktericidni c¢inek téchto membranovych disruptortt vykazuje
korelaci s jejich povrchovou aktivitou. Lze tak ptedpokladat, ze hydrofobni fetézec je dilezity
pro poskozeni membrany, molekula nasledné penetruje ptes bakteridlni sténu do buiky, kde ptsobi

antiproliferativné inhibici bakteridlnich enzymatickych systémai.

Zavér
Z vysledkt projektu je patrné, ze hodnocené substituované hydroxy(aza)naftalen-
karboxanilidy mohou piedstavovat slibné kandidaty antibakterialnich latek ucinnych i proti
multirezistentnim mikroorganismiim. Na zaklad¢ ziskanych dat budou, pomoci standardnich
ptistuptt uzivanych v projektovani 1é¢iv, dale vyhodnoceny vztahy mezi strukturou a biologickou
aktivitou SAR/QSAR, coZ je nezbytny piedpoklad pro smérovani dalsiho vyzkumu Ustavu

chemickych 1é¢iv v oblasti syntézy potencialnich antimikrobialnich chemoterapeutik.

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 304/2015/FaF.
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Zavislost per 6s davky tacrolimu na genotypu piijemce §tépu srde¢niho transplantatu.
Milan Juhas, Michal Kolorz, Zuzana Plavcova, Jifi Vitovec
Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceutické

univerzita Brno

Uvod

Zivot pacienta po transplantacii srdca (HTx) je Gzko spojeny s podavanim selektivnych
imunosupresiv, ktorych rezimy su zalozené na inhibitoroch Kkalcineurinu (cyklosporin A,
tacrolimus) . V tomto projekte je stredom zaujmu makrolid tacrolimus, ktory sa dostava do popredia
v nasom transplantatnom centre. Vlastny mechanizmus imunosupresivnej aktivity spociva
v inhibicii syntézy pro-zapalovo pdsobiacich cytokinov (IL-2) u T-lymfocytov'. Tacrolimus sa
vyznacuje uzkym terapeutickym oknom a z0 svojej povahy cytotoxického lie¢iva, vyZaduje kontoly
plazmatickych hladin a terapeutické monitorovanie (TDM). Nizka plazmaticka hladina je spojena
s rizikom rejekcie, pricom vysoka hladina reprezentuje riziko oportinnych atypickych infekcii
a jednak toxicity?, z ktorej je najvyraznejsia nefrotoxicita®. Titracia davky v Gasnom pooperaénom
obdobi aaj v neskorSom Zivote pacienta je do zna¢nej miery empirickd. Standardné davkovacie
schéma a TDM st sice zavedenou metodou, avSak su zatazené interindividualnymi rozdielami
spbsobenymi variabilitou vo vstrebavani aktivitou p-glykoproteinovej effluxnej pumpy (ABCB1)
a metabolickom obrate vpeceni (cytochromoxidaza P450 CYP3A4, P450 CYP3AS).
Predpokladame, Ze geneticka variabilita v tychto biotransforma¢nych proteinoch ovplyviuje ich
fenotyp (enzymatickd aktivitu akvantitu expresie), ¢o vedie k nepriamému ovplyvneniu
plazmatickych hladin lie¢iva.

Prinosom pre klinickli prax je urCenie parametrov, na zaklade ktorych bude mozné
predikovat’ vhodnti davku tacrolimu tak, aby nedochadzalo K rejekénym procesom, prejavom
davkovo zavislej toxicity. Z toho plynie vyhoda skratenia Casu nutného k vytitrovaniu patriénej
davky. Interindividuélne rozdiely v biologickej dostupnosti su spdsobené prave genetickou
variabilitou®®. Vymedzenie genotypu pacienta, vztah medzi nim a fenotypovym prejavom
(namerana hladina v krvi) je predpokladom k moZznej predikcii per és davky tacrolimu v snahe

individualizacie farmakoterapie.

Material a metodika
Do experimentu boli zaradeni pacienti (n=18) po ortotopickej transplantacii srdca, ktori boli
V posttransplantaénom oddobi sledovani na I. internej kardioangiologickej klinike, lieceni rezimom

zaloZenym na tacrolimu. Konkrétne sa jedna o 4 Zeny a 14 muzov, priemerny vek pacientov bol 56
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rokov. Po zisku suhlasneho vyjadrenia Etickej komisie FN u sv. Anny v Brné (¢.j. 2G/2014) bol
zahajeny nabor pacientov, ktorému predchadzal podpis informovaného suhlasu a pohovor
informujuiceho k zodpovedaniu pripadnych otdzok. Nasledne bol odobrany biologicky material —
vzorka (bukalny ster). Odber biologického materialu bol realizovany v ramci rutinnych bioptickych
kontrol. Hodnotiacim kritériom je per 0s davka tacrolimu (mg/kg vahy pacienta apomer
koncentracia/davka) nutna k dosiahnutiu poZadovanej plazmatickej koncentrcie. Retrospektivne
bola zhodnotend plazmaticka koncentracia, davka a pomer koncentricia/davka na kg hmotnosti
(C/D) po dobu od nastolenia steady state koncentracie v krvi do 12. resp. 18. mesiaca po HTX.
TDM prevadza spoluriesitel'ské pracovisko (I.Interni kardioangiologicka klinika FN usv. Anny
v Brng). Riesitel'ské pracovisko (Laboratorium farmakogenomiky UHFT FaF VFU Brno)
vypracovalo metodiky pre stanovenie polymorfismov CYP3A5 (CYP3A5*3, G6986A , rs776746),
CYP3A4 (CYP3A4*1B, G-392A, rs2740574), POR (POR*28, C1508T, rs1057868) a ABCB1
(C3435T, rs1045642; C1236T, rs1128503; G2677T, rs2032582) a spracovalo geneticku analyzu
zaloZenu na izolacii gendmovej DNA, stanovenie genotypu metdédami PCR-REA a sekvenovanim.
Nasledne bola uskutocnena analyza dat avzt'ahu genotyp-plazmatickd koncentracia/davka.
Vysledky boli Statisticky vyhodnotené Fischerovym testom, non-parametric analysis of variance
test (ANOVA), a Mann-Whitney testom.

Vysledky

Denné davky pacientov s genotypem ABCB 1236TT boli nesignifikantne niZSie v porovnani
s pacientmi - nositelmi genotypu 1236CC alebo 1236CT (P=0,27). Pacienti, nositelia genotypu
ABCB 1236TT priemerne vyssi pomer C/D v porovnani s pacientami, ktorych genotyp bol 1236CC
alebo 1236CT (P=0,017). Pacienti z genotypom CC maju nizsi C/D v porovnani s pacientami TT
(P<0,05), podobne pacienti s genotypom CT majd nizsi C/D v porovnani s pacientami s genotypom
TT (P<0,05). Pacienti s genotypom ABCB 2677TT/AA uZivali priemerne niZSie davky v porovnani
s pacietnami s genotypom 2677GG anebo 2677GG/TA (P=0,22). Pacienti, nositelia genotypu
ABCB 2677TT/AA mali vyssi pomer C/D v porovnani s pacientami, ktorych genotyp bol 2677GG
alebo 2677GT/A (P=0,008). Pacienti s genotypom GG maju Statisticky niz§i C/D v porovnani
s pacientami s genotypom TT/AA (P<0,01). Pacienti s genotypom ABCB 3435TT uzivali
priemerne nizSie davky v porovnani s pacientami s genotypom 3435CC anebo 3435CT (P=0,25).
Pomer C/D u pacietnov s genotypom 3435TT bol priemerne vysSi v porovnani s C/D u pacientov
s genotypom 3435CC nebo 3435CT (P>0,05). Pacienti, nositelia genotypu POR 1505TT uzivali
priemerne vysSi davky v porovnani s pacientami s genotypem 1505CC nebo 1505CT (P=0,25).

Pacienti s genotypem POR 1505CC mali priemerne vysSi C/D v porovnani s pacientami s
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genotypem 1505CT nebo 1505TT (P=0,43). Neboli najdené rozdiely u pacientov stratifikovanych
na zaklad¢ genotypu CYP3A5*3 a CYP3A4*1B.

Diskusia a zaver

Tacrolimus sa vyznaCuje uzkym terapeutickym oknom a zo svojej povahy cytotoxického
lie¢iva, vyzaduje kontoly plazmatickych hladin a terapeutické monitorovanie (TDM). Titracia
davky v ¢asnom pooperaénom obdobi aaj Vv neskorSom zivote pacienta je do zna¢nej miery
empiricka. Variabilitou vo vstrebavani zapri¢inend aktivitou p-glykoproteinovej effluxnej pumpy
(ABCB1) a metabolickom obrate v peceni (cytochromoxidaza P450 CYP3A4, P450 CYP3AS).
Predpoklada sa, Ze genetickd variabilita v tychto biotransformacnych proteinoch miZe u pacienta
ovplyviit ich fenotyp (enzymatickl aktivitu akvantitu expresie), ¢o vedie k nepriamému
ovplyvneniu plazmatickych hladin lie¢iva a velikosti efektivnej davky. Z naSich vysledkov vyplyva,
Ze pacienti sgenotypom ABCB1 1236TT maju Statisticky vyssi pomer C/D v porovnani
s pacientami s ostatnymi genotypami v tomto polymorfizmu (P=0,017). Takisto genotyp ABCB1
2677TT/AA je asociovany s vys§im pomerom C/D v porovnani s ostatnymi pacientami (P=0,008).
V nami testovanom subore sme nenasli vztah medzi vyskytom alel ovplyviujacich cytochrémoveé
komplexy 3A4 a3A5 asledovanymi parametrami. U pacientov, ktori maju vysSie uvedené
polymorfizmy v géne pre ABCBL1 je mozné predpokladat ovplyvnenie fenotypovej funkcie
effluxnej pumpy ABCBL1 a je moZné u nich predpokladat’ vysoke, potenciélne toxické plazmatické

hladiny po podani Standardnej davky tacrolimu.
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In vitro analyza antiprolifera¢nich u¢inki novych inhibitori tyrozinkinazy se zaméienim na
bunéény cyklus

Tereza Kauerova, Peter Kollar
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farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Vyuziti cilené 1écby nddorovych onemocnéni je jednou z aktualnich strategii jejich terapie, jejiz
zamérem je zlepSovat terapeutickou odpovéd’ na 1éCbu a zaroven snizovat jeji toxicitu vici zdravym
bunkam organismu. Oproti konvenéni terapii je cilem tzv. target therapy zasahovat piimo
do mechanismti kancerogeneze na urovni buiky a regulovat tak specificky bunéény proces
za ucelem poskozeni predev§im builky naddoru. Spektrum téchto zasahi je Siroké, piikladem muze
byt ovlivnéni signaliza¢nich kaskad a naslednd inhibice progrese bunééného cyklu, indukce
apoptozy nebo diferenciace buiky, inaktivace onkogeni atd. Do této skupiny 1é¢iv spadaji tzv. malé
molekuly, které vétSinou ovliviiuji funkei regulacnich enzymi a ke kterym jsou fazeny také latky
ze skupiny inhibitora tyrozinkinaz (TKI) [1,2].

Na Ustavu chemickych 16¢iv Farmaceutické fakulty VFU Brno byla nové syntetizovana fada
substituovanych hydroxynaftanilid, jejichz struktura byla odvozena od salicylanilidovych
a chinolinovych derivatd. U obou téchto skupin bylo potvrzeno Siroké spektrum biologickych
u¢inkd. Vedle antibakteridlniho a antimykobakterialniho t¢inku je v soucasné dobé predmétem
salicylanilidovych derivata blokace receptorovych tyrozinkinaz epidermalniho ristového faktoru
(EGFR-RTK) [3,4]. EGFR piedstavuje vhodny cil moderni protinadoroveé terapie. Jeho zvySena
exprese byla prokazdna u mnoha bunéénych nddorovych typl stejné jako zapojeni signalni drahy
EGFR do jejich vyvoje. Signalni drahy receptorovych tyrozinkinaz reguluji Sirokou S3kalu
bunéénych procestu jako je proliferace, apoptoza, bunééna diferenciace atd. [2,5] Cilem tohoto
projektu bylo ovéfit vliv nov€ syntetizovanych hydroxynaftanilidi na bunécnou proliferaci
anasledn¢ na bunéény cyklus nadorovych bunék in vitro a zhodnotit tak jejich mozné vyuZziti

v rdmci dalSiho vyzkumu potencialnich cytostatickych latek.

Material a metodika

Jako experimentalni modely byly v tomto projektu pouZity nadorové linie lidskych monocytarnich
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leukemickych bunék THP-1, bun€k karcinomu prsu MCF-7 a nenddorova linie mysich
embryonalnich fibroblastt 3T3-L1. Testovanymi latkami byly derivaty ze skupiny 3-
hydroxynaftalen-2-karboxanilida (JK-23; JK-24; JK-25) [6], 2-hydroxynaftalen-1-karboxanilidi
(CP-23; CP-24; CP-25) [7] a 1-hydroxynaftalen-2-karboxanilidd (NM-17; NM-18; NM-19; NM-20;
NM-21; NM-22) [3]. Pro experimenty bylo zvoleno rozmezi testovanych koncentraci 1 — 20 uM.
Rozpoustédlem testovanych latek byl dimethylsulfoxid (DMSO), jehoz vyslednd koncentrace
V ramci experimentt nepiesahla 0,1 %.

Antiprolifera¢ni efekt testovanych latek byl stanoven pomoci WST-1 analyzy s pouzitim WST-1
kitu (Roche Applied Science, Némecko), hodnoceni cytotoxicity testovanych latek bylo provedeno
metodou barveni bun¢k erytrosinem B a néslednym stanovenim poméru zivych a mrtvych bunék
za pouZziti hemocytometru.

Pro analyzu procentualniho zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich cyklu podle obsahu DNA byly
bunky zna¢eny propidium jodidem (PI), méfeni probéhlo pomoci priatokového cytometru Cell Lab
Quanta SC (Beckman Coulter, USA). Pii analyze bunééného cyklu byla také stanovovana
ptitomnost subdiploidni populace. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci software MultiCycle AV
(Phoenix Flow System, USA) a Kaluza Analysis softwarel.2 (Beckman Coulter, USA). Na zakladé
ziskanych vysledkil byly provedeny pilotni analyzy ovlivnéni pfisluSnych regulatort bunééného
cyklu pomoci westernového ptenosu a nasledné denzitometrické analyzy.

Uvedené experimenty byly provedeny ve tiech nezavislych opakovénich. Z vyslednych dat byl
vyhodnocen aritmeticky primér a smérodatna odchylka (SD), dale pak byla data hodnocena pomoci
neparametrického one-way ANOVA testu v kombinaci s Dunnettovym testem (* p < 0,05;
**p<0,01; *** p<0,001).

Vysledky

WST-1 analyza provedena po 24hodinové inkubaci prokédzala pouze u nékterych testovanych latek
z trojic polohovych izomeri schopnost efektivné inhibovat bunécnou proliferaci naddorovych
bunéénych linii THP-1 a MCF-7 v rozmezi pouzitych koncentraci 1 — 20 uM. Pozorovany
antiproliferacni efekt byl koncentraéné-dependentniho charakteru. Vysledné hodnoty 1Cso jsou

uvedeny v tabulce €. 1.
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Tabulka ¢. 1. Hodnoty ICs testovanych latek. Uvedené hodnoty byly stanoveny WST-1 analyzou

s vyuzitim THP-1 a MCF-7 bunéénych linii; jsou primérem tii nezavislych méfeni + SD.

JK-23 JK-24 JK-25 CP-23 CP-24 CP-25
1Cs0 (M)
THP-1 > 20 3,06 £0,206 | 1,05+0,199 > 20 > 20 5,80 +£0,370
MCF-7 > 20 4,61 +£0,068 | 1,65+ 0,938 > 20 > 20 5,23 £ 0,802
NM-17 NM-18 NM-19 NM-20 NM-21 NM-22
1Cs0 (M)
THP-1 > 20 9,36 £ 0,116 | 8,06 £ 0,611 > 20 7,12 +1,360 6,62 +0,217
MCF-7 > 20 4,89 +1,950 | 492 +0,651 > 20 3,18 +1,513 | 2,50+ 0,910

U latek u¢inné inhibujicich proliferaci nddorovych bunéénych linii byl tento efekt analyzovan také
na nenadorovou bunéénou linii 3T3-L1. Vysledné inhibi¢ni koncentrace ICso byly vysSi
nez nejvyssi pouzita koncentrace latek v ramci experimenti 20 uM, tudiz jejich pfesné hodnoty
nebyly stanoveny. Nasledné byla provedena analyza cytotoxického efektu latek vici bunéénym
liniim THP-1 a MCF-7 pomoci hemocytometru. Na zakladé ziskanych dat byly pro dalsi faze
testovani vybrany latky (JK-24; CP-25; NM-18; NM-19; NM-21; NM-22) vyvolavajici inhibici
bunécného rustu bez vyrazného poklesu viability bun¢k ve vzorku.

Analyza bunétného cyklu u téchto testovanych latek prokazala po 24hodinové inkubaci jiz
Vv netoxickych koncentracich schopnost signifikantni kumulace bunék v GO/G1 fazi (p < 0,001), coz
bylo doprovazeno poklesem jejich ptechodu do syntetické faze. Procentudlni zastoupeni bunék
v G2/M fazi nebylo ovlivnéno. Tento efekt koncentra¢né-dependentniho charakteru se projevil
u obou bunéénych linii THP-1 a MCF-7. Uvedené vysledky byly podpofeny pilotnimi analyzami
hladin zvolenych regulatorti bunééného cyklu, byl pozorovan pokles hladiny cyklinu E1, zatimco
hladina cyklinu B1 ziistala po pasobeni testovanych latek v koncentracich ovliviiujicich prabéh
bunééného cyklu nezménéna.

Signifikantni nartst sub-G1 piku (p < 0,001) se ve srovnani s negativni kontrolou projevil pouze
po inkubaci THP-1 linie s latkou JK-24 v koncentraci 5 uM, coZ poukazuje na moznou indukci
apoptozy touto latkou. Tento efekt ovSem nebyl srovnatelny s G¢inkem referenc¢ni latky, cisplatina

(10 pug/ml).
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Zavér

Ziskané vysledky potvrzuji, Ze vybrané hydroxynaftanilidové derivaty jsou vhodné pro dalsi
testovani v ramci identifikace novych protinadorovych Iéciv, blizsi specifikace ovlivnéni prabéhu

bunécného cyklu si vSak vyzaduje dalsi analyzy na molekularni irovni.

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 323/2015/FaF.
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Syntéza a studium biologickych vlastnosti polysubstituovanych hydroxynaftanilida
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Uvod

Vzhledem ke stale vzrlstajici rezistenci invazivnich patogenti vu¢i stavajicim
antimikrobialnim 1é&ivim je nutné hledat nové latky s potencialni antimikrobialni aktivitou®.
Zakladni strategii pfi vyvoji novych antimikrobidlnich 1éCiv je pfiprava analogl jiz pouZzivanych
latek, u kterych by na zakladé studia vztahti mezi strukturou a aktivitou doSlo ke zlepSeni
terapeutického indexu, zvyseni aktivity vuéi rezistentnim kmentim, zlepSeni biologické dostupnosti
¢i nalezeni nového mechanismu u¢inku. Amidova (-NHCO-) skupina je diky svym elektronovym
vlastnostem schopna interagovat a vazat se na mnozstvi enzymil a receptorii a prostiednictvim
téchto cilovych mist indukovat biologickou odpovéd?®. Vlastnosti amidové skupiny mohou byt
snadno modifikovany substituci, proto 1ze amidovou skupinu ¢asto nalézt v modernich 1é¢ivech i
dalgich jinych biologicky aktivnich slougeninach®. V ramci této studie byla pripravena pomoci
mikrovinné syntézy série 54 polysubstituovanych anilidi kyseliny 3-hydroxynaftalen-2-
karboxylové jako potencialnich antimikrobidlnich slouc¢enin. Charakterizované latky byly pifedany
na antimykobakteridlni a antibakterialni, a doplitkové na schopnost inhibovat fotosyntézu. Lze
pfedpokladat, Ze modifikace anilinové c¢asti molekuly bude korespondovat s odezvou

antimikrobialni aktivity.

Metodika

Syntéza anilidi 3-hydroxy-2-naftoové kyseliny probiha v jednom kroku (Schéma 1), kdy je
vytvoien hydroxynaftanilid z ptislusné kyseliny a odpovidajiciho anilinu v prosttedi chlorbenzenu a
chloridu fosforitého. Reakce probihd v mikrovinném zafizeni. Jde o ovéfenou metodu z nasi
ptedchozi studie (IGA 96/2012). Reaké¢ni €as se touto cestou podatilo zkratit z hodin na minuty pfi

zachovani maximalnich vytézku.
0 NH,
OH | X PCI,, MW OO NH
%
OH + /\/R chlorbenzen OH
R = H, OCH,, CH,, F, Cl, Br, CF,, NO,

Schéma 1. Obecné schéma syntézy
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Pouzité chemikalie byly pofizeny od firem Aldrich, Merck a Lach:Ner. Pro syntézu byl vyuZzit
mikrovinny reaktor StartSYNTH, Microwave synthesis labstation (Milestone s.r.l., Italie). Suseni
jednotlivych latek bylo provadéno v exsikatoru pii tlaku 10 mm Hg (membranova pumpa Buchi V-
710) pii laboratorni teploté. Pribéh syntézy a Cistota produkti byla kontrolovana pomoci
tenkovrstvé chromatografie (TLC) na silikagelovych deskach (60 F254, Merck, Némecko) s detekci
UV zafenim (UV-lampa Camag, Svycarsko, A =254 nm). Teploty tani byly stanovené na Koflerové
bloku (HMK Franz Kustner Nacht KG, Némecko). Infraervend spektra byla ziskdna na FT-IR
spektrometru Nicolet™ Impact 410 Smart MIRacle™ ATR ZnSe (Thermo Electron Corporation,
USA). Spektra byla pofizena snimanim 256 scani v rozsahu vinovych délek 4000-600 cm™.
Veskera *H a **C NMR spektra byla pofizena na pistroji VNMRS 600 MHz (Agilent Technologies,
USA) vybavenym trojitou rezonanéni HCN sondou pfi teplotd 25 °C v DMSO-ds. 'H a °C
chemické posuny a *C-°F interakéni konstanty byly stanoveny ze standardu *H a **C spektra s
digitalnim rozliSenim 0,3 Hz nebo lepSim. Chemické posuny (8) jsou udavané v ppm. Pokud to bylo
nutné, byly provedené dalsi experimenty: **C-APT (Attached Proton Test) pro rozliseni mezi CH a
kvarternimi uhliky; DQF COSY, HSQC a HMBC pro jednovazebné 'H-'H a vicevazebné 'H-*C
korelace. Hmotnostni spektra byla namétena na spektrometru LTQ Orbitrap Hybrid Mass (Thermo

Elektron Corporation, USA) s pfimym vstfikovanim do APCI zdroje (400°C) v negativnim moédu.

Vysledky
Celkem bylo pfipraveno 54 krystalickych anilidi kyseliny 3-hydroxynaftalen-2-karboxylové
(tabulka 1). Syntéza byla optimalizovana do jednoho kroku, kdy byla vytvofena reakéni smés ze 3-
hydroxynaftalen-2-karboxylové kyseliny, pfislusného substituovaného anilinu a aktivatoru
karboxylové skupiny chloridu fosforitého. Jako rozpoustédlo byl vybran chlorbenzen, ktery je
inertni vuci vSem tfem zakladnim slozkam reakéni smési a ma optimalni vlastnosti pro ohiev v
mikrovinném zafizeni. Reakce prob¢hla pii teploté 130 °C, v jiz zminéném mikrovinném reaktoru
pti maximalnim vykonu 500 W. Reakéni doba dosahovala 25 minut, coz je zna¢na ¢asova tspora
oproti metodam, které vyuzivaji konvenéni postupy ohfevu (topna hnizda, olejové lazn¢). Vytézky
reakci se pohybovaly v priméru kolem 70 %. U latek byla urCena teplota tani a dale byly vSechny
produkty charakterizovany pomoci dostupnych spektralnich metod (*H NMR, *C NMR, IR a MS
spektroskopie). Charakterizované latky byly pfedany na antimykobakterialni, antibakterialni,

antifungalni hodnoceni a doplitkové na schopnost inhibovat fotosyntézu.
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Tabulka 1. Pehled ziskanych produkti

R
R5 R3
i H
R1
OH

Kodlatky |RT |R*? |R°|R* |R® |[Keédlatky |R' |R* |R® [R* |R’
JK26 Cl H |[H]| CI H |JK59 CllH|cl| H |cI
JK27 Cl H [H|] H | ClI |JK60 H|lc|c]| c |[H
JK?29 H | Cl |[H| Cl H |JK61 Br | H|Br| H |H
JK30 F H [H| H F | JK62 Br | H| H | Br [H
JK31 H F |[H| F H |JK63 Br | H|Br| H |[Br
JK32 Br | H |H| H | Br |JK64 CFs| H |[CF| H | H
JK33 H |CF |H| CF | H |JKS65 CFs| H| H | CFR | H
JK34 Cl H |H|CF | H |JK75 Cl|H| H |MeO|H
JK35 Me | H |[H| Me | H |JKT78 F|I|CIl|H| H |H
JK36 Me | H |H| H | Me |JK79 H]CI|]F]|] H |H
JK37 H | Me |H| Me | H [JK80 FIH]|CI| H |H
JK38 MeO| H |H|MeO| H |JK81 FIH|H]| Cl |H
JK40 H [MeO| H |MeO| H |JK83 F|IH|Br| H|H
JK41 H F |H|[MeO| H |JK84 H|F [Br| H|H
JK42 F H |H| H |MeO|JKS85 F|IH|H]| B |H
JK43 MeO| H |H]| F H |JK86 H|cCl|[Br| H |[H
JKAT7 F H |F| H H |JK87 Br | H|CI| H |H
JK48 H F |F| H H |JK88 Cl|H|Br| H|H
JK49 F H [H| F H | JK89 Cl|H|H]| Br |H
JK50 F H |F| H F | JK96 H| F|CR|] H |H
JK51 F F |F| H H |JK97 H| F|H]|CFR]|H
JK52 F H |F| F H |JK98 Crs| H| F | H |H
JK53 H F |F| F H | JK99 H|[CFR| F| H |[H
JK54 F F |[H| F F | JK100 F |CFRs| H| H |H
JK55 F F |F| F F | JK101 F|H]|H|CF

JK57 Cl H [CI| H H |JK107 Br | H |[CF3| H | H
JK58 Cl H [ClI| CI H |JK111 H [CFs|Me| H |H

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 322/2015/FAF.
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Biologické hodnoceni vlivu modifikovanych karboxymethylcelulézovych materiali na hojeni
ran u laboratornich potkani s navozenym diabetes mellitus
Alzbéta Kruzicova, Jakub Jetabek, Vojtéch Ondra
Ustav huméanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka

univerzita Brno

Uvod

Celuldza je nejrozsitenéjsi ptirodni polysacharid, ktery naSel uplatnéni v mnoha smérech.
Jednim z nich je i oSetfovani ran — zde se pouzivaji chemicky modifikované celuldzy, napf.
karboxymethylcelul6za(1). Jeji polymery tvoii ve vodé koloidni roztoky - mluvime o tzv.
hydrokoloidnim Kkryti(2), které umoznuje vlhké hojeni rany. Vlhkost rany je nezbytna pro dobrou
granulaci a epitelizaci rany. Této vyhodne vlastnosti Ize vyuZit zejména u komplikovanych a
nehojicich se ran, napi. u pacientu s diabetes mellitus, kde disledkem zvysené glykémie dochazi
jak k poskozeni nervii (neuropatie), tak i cév(3) s naslednou hypoxii tkan¢, vedouci az k nekroze.
Cilem tohoto projektu bylo ovéfit u nové syntetizovanych ptipravka vliv na hojeni ran a zhodnotit

dynamiku tkanové reakce v riiznych fazich hojeni.

Material a metodika

In vivo model

Experiment byl proveden na 75 laboratornich potkanech kmene Wistar (3 skupiny po 25 kusech),
kterym byl i.p. aplikaci 50 mg/kg streptozotocinu vyvolan diabetes mellitus. Po dvou mésicich jim
byla v celkové anestezii provedena kruhova excize (o priméru cca 1,5 cm) vSech vrstev kize
v oblasti nad lopatkami. U zvitat pokusné skupiny byl na ranu aplikovan nové vyvijeny ptipravek
na bazi karboxymethylcelulozy (Hcel® HT), v referen¢ni skupiné pak klinicky pouzivany ptipravek
(Aquacel Ag®) a v kontrolni skupiné byla rana ponechana bez primarniho kryti. Po 2, 7, 14 a 30
dnech od provedeni zakroku byla vZdy ¢étvrtina experimentalnich zvifat utracena a odebrana ktize

pro molekularné biologicka vySetfeni.

Ptiprava vzorkl

Za pomoci homogenizatoru bylo pfiblizn¢ 0,1g tkan€¢ homogenizovano v lyzaénim pufru
[50 mMTris—=HCI (pH 7,5), 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1 mM orthovanadat sodny, 50 mM fluorid
sodny, 5 mM pyrofosfat sodny, 0,27 M sacharéza], centrifugovano pii 9000 rpm po dobu 15 min
pii 4 °C a byl odebran supernatant. Poté se zméfila celkova koncentrace proteini pomoci kitu Roti-

quant Universal (Carl Roth, Némecko).
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Westernovy pirenos

Proteinové vzorky byly denaturovany v piitomnosti B-merkaptoethanolu a SDS pii 90 °C po dobu
5min. 50 ug celkového proteinu bylo naneseno na 12% SDS-polyakrylamidovy gel. Po
elektroforéze (140 V, 400 mA, 90 min) byly vzorky pfeneseny na membranu (0,2 um, Bio-Rad,
Hercules, USA), ktera se blokovala v 5% BSA (Sigma-Aldrich, Némecko) v TBST pufru 1 h. Dale
byla membréana inkubovana s protilatkami anti-TNF-a, anti-TGF-B1 a anti-VEGF (Abcam, Velka
Britanie) v fedéni 1:2000 pii 4 °C pies noc. Poté byla membréana promyvana v TBST pufru a
inkubovana 1 h v sekundarni protilatce (anti-mouse IgG; anti-rabbit IgG, Sigma-Aldrich, Némecko)
v fedéni 1:2000. Sekundérni protilatka byla detekovana pomoci Opti-CN"™SubstrateKit (Bio-Rad,
Velka Britanie) a intenzita proteinovych bandu byla méfena pomoci Image Studio™ Lite (LI-COR
Biotechnology, USA).

Zymografie

Aktivita MMP 2 a MMP 9 byla méfena zelatinovou zymografii. 5 ug celkového proteinu bylo
naneseno na 10% SDS-polyakrylamidovy gel s 0,1% Zelatinou. Po elektroforéze (140 V, 400 mA,
90 min) byl gel dvakrat promyvan po dobu 15 min v 2,5% (v/v) Triton X-100. Gel byl inkubovan
pies noc piti 37 °C ve vyvijecim pufru [50 mMTris—=HCI (pH 8,8), 5 mM chlorid vapenaty, 3 mM
azid sodny, 0,5% (v/v) Triton X-100]. Poté byl gel barven coomassic modii 2 h a odbarvovan,
dokud nebyly bandy jasné¢ viditelné. Jejich intenzita byla métena pomoci Image Studio™ Lite (LI-
COR Biotechnology, USA).

Vysledky

Vysledky westernového pienosu jsou znazornény Vv grafech 1 az 3, které ukazuji hladiny
jednotlivych proteini ve zvolenych casovych intervalech (2, 7, 14 a 30 dni). Kontrolni skupina

(bylo aplikovano pouze sekundarni kryti) je vZzdy povaZzovana za 100 %.

TNF alfa - relativni mnoZstvi
250

200

150
R
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HK EHcelHT ®Aquacel AG
Graf ¢. 1: Relativni mnozstvi cytokinu TNFalfa v kontrolni skupiné (K) a v testovanych skupinach

(Hcel® HT a Aquacel Ag®).
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Graf €. 2: Relativni mnozstvi rastového faktoru TGFbeta 1 v kontrolni skupiné (K) a v testovanych
skupinéch (Hcel® HT a Aquacel Ag®).
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Graf ¢. 3: Relativni mnozstvi rastového faktoru VEGF v kontrolni skupiné (K) a v testovanych

skupinach (Hcel® HT a Aquacel Ag®).

Ze ziskanych vysledki je patrné, ze ke zvySeni TNF alfa dochézi oproti kontrolni skupiné u
latky Hcel® HT po 2, 14 a 30 dnech, kdezto u latky Aquacel Ag® az po 14 a 30 dnech. Jejich
odlisny efekt na hladiny vybranych proteint lze pozorovat i u TGF beta 1 — k vyraznému zvyseni
doSlo u Aquacelu Ag® po 14 dnech. Tento faktor souvisi s granula¢ni tkani, pro jejiz tvorbu je
klicovy. U riastového faktoru cévniho endotelu (VEGF) pozorujeme nartist po 7 a 14 dnech u obou
testovanych latek, u Hcel® HT i po 30 dnech. To si lze vysvétlit tim, Ze pravé v této dobé je v rané

stimulovano vytvareni novych cév.
Vysledky Zelatinové zymografie jsou znazornény v grafu 4, ktery ukazuje aktivitu MMP 2 (4A) a

MMP 9 (4B) ve zvolenych Casovych intervalech (2, 7, 14 a 30 dni). Kontrolni skupina (bylo
aplikovano pouze sekundarni kryti) je vzdy povazovana za 100 %.
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Graf ¢. 4: Aktivita matrixovych metaloproteinaz MMP 2 (4A) a MMP 9 (4B) v kontrolni skupiné
(K) a v testovanych skupindch (Hcel® HT a Aquacel Ag®).

Na aktivitu MMP 2 méla vliv vice latka Aquacel Ag®, ktera ji zvySovala po 2, 7 i 14 dnech. Stejny
efekt je patrny u latky Hcel® HT po 14 a 30 dnech. Kryti Aquacel Ag® ovliviiovalo vice i aktivitu
MMP 9, jak je patrno z grafu 4B. Rozdil v jejich vlivu na matrixové metaloproteinazy muze byt
vysvétlen naptiklad odlisnym chemickym slozenim (pfitomnosti stiibra u Aquacelu Ag®). Po 30
dnech od chirurgického zakroku se ndm nepodafilo stanovit aktivitu MMP 9, ktera byla pfilis nizka.
Testované latky tedy ovliviiovaly nejen aktivitu matrixovych metaloproteinaz, ale i hladiny
vybranych cytokinli a rustovych faktord, jejichz souhra (Casova i mistni) je pro usp€sny proces

hojeni rany nezbytna.

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 326/2015/FaF.
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Imobilizace homochiralnich bis(thiomocovinovych) organokatalyzatori a jejich aplikace u
asymetrické Henryho reakce.
Jan Otevfel, Lucie Brunclikova, Jakub Karas

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

Uvod
V organické syntéze hraji klicovou roli zejména reakce vedouci ke tvorbé C—C vazeb. Jednou z nich
je iHenryho (nitroaldolovd) reakce, jejimiz produkty jsou chiralni B-nitroalkoholy,!!! které
predstavuji vychozi latky pii ptipravé celé fady farmaceuticky vyznamnych organickych molekul.
Enancioselektivni Henryho reakce diky moZnosti pfipravy opticky obohacenych B-nitroalkoholt
pfitahuje pozornost organickych chemikii a stala se predmétem jejich intenzivniho studia.” Jednou
z vysoce efektivnich moznosti asymetrického vedeni Henryho reakce je pouziti
homochiralnich bis(thiomoovinovych) organokatalyzatora.®! Organokatalyzétory tohoto typu maji
celou fadu vyhod mezi néz patii benignost pro Zivotni prostfedi, nizkd cena, snadna piiprava,
vysoka katalyticka efektivita, necitlivost vii¢i atmosférickym podminkdm a vodé a fada dalSich.
Prakticky vSechny vysoce aktivni thiomocCovinové organokatalyzatory popsané v literatufe
obsahuji 3,5-bis(trifluormethyl)fenylovy fragment, ktery ma u thiomocovinovych katalyzatora
vyjimecné postaveni.d Obecnym problémem homogennich organokatalyzatort je obtiZzna
recyklovatelnost, kdy je po kazdém katalytickém experimentu nezbytné provadét
chromatografickou separaci katalyzatoru a reakcénich produkt, coz omezuje jejich praktickou
aplikovatelnost a potencialni pramyslové vyuziti. Tuto nevyhodu Ilze piekonat ukotvenim
organokatalyzatoru na vhodny (napf. polymerni) nosi¢, ¢imz je umoznéno nejen snadné zpracovani
reakéni smési a recyklovatelnost pouzitého katalyzatoru (filtraci nebo centrifugaci a promytim), ale
Casto se také zvysuje katalyticka aktivita, a tim se sniZi mnozstvi organokatalyzatoru potiebného

pro danou chemickou transformaci.®

Material a metodika
V prvni fazi projektu probéhla modifikace komer¢né dostupné Merrifieldovy pryskytice za tcelem

piipravy polymeru vhodného k imobilizaci organokatalyzatoru obsahujiciho bis(trifluormethyl)-

CF4
e — _®
o o - e
NCS

Schéma 1. Pfiprava polymeru pro ukotveni katalyzatoru.
fenylthiomocovinovy fragment (schéma 1). Druhou fazi projektu byla imobilizace homochiralniho

bis(thiomoc¢ovinového) organokatalyzatoru pfipraveného v rdmci projektu 50/2014/FaF (schéma 2).
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Cilem tieti faze projektu bylo nalezeni a optimalizace reak¢énich podminek asymetrické Henryho

reakce pro testovani pfipraveného imobilizovaného organokatalyzatoru. V ramci této faze projektu

CF3 CFs
S S
CL 1 Q CLes CL 1 Q
— o N™ON CFy __ N¥S_ o N~ N CF4
— H H von H H
NH, HoN N\”/N
9 &
(Ry) nebo (S,)-CAT

Schéma 2. Ukotveni katalyzatoru na polymerni nosic.

se testovala také substratova specifita katalyzatoru, enancioselektivita a diastereoselektivita reakce
se mé&fila pomoci polarimetrie, HPLC s chiralni stacionarni fazi a *H-NMR. Reakéni produkty byly
strukturn& charakterizované pomoci *H-NMR, *C-NMR a popt. *F-NMR spekter a vysledky byly

porovnany s dostupnymi literarnimi hodnotami (sekce vysledk).

Vysledky
Nasledujici schema 3 a tabulka 1 ukazuji optimalizované podminky organokatalyzované Henryho
adice a shrnuji dosazené vysledky stanoveni enancio- a diastereoselektivity reakce. Z namétenych

hodnot enanciomerniho piebytku (ee) a diastereomerniho poméru (dr) je patrné, ze

1. R2CH,NO, (20 eq)
(R.) nebo (S,)-CAT (10 mol%)

TMEDA (5 mol%) OH
RV%O THF, — 30 °C nebo 0 °C _ R1J\(N02
2. NH,CI
R2
1a—1u syn-(R) nebo syn-(S)-2a—2u

Schéma 3. Optimalizované podminky Henryho reakce.
organokatalyzovana reakce jevi vysokou miru enancioselektivity dosahujici az 97 % ee a diastereo-
selektivity v poméru az 7:1 ve prospéch syn-aduktu. Pfipraveny organokatalyzator v fad¢ vysledki
ptekonal literarni reference a disponuje zna¢nym potencidlem pro néasledné syntetické vyuziti pfi

piipravée fady zajimavych biologicky aktivnich sloucenin.
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Tabulka 1. Vysledky HPLC a "H-NMR méfeni enancio- a diastereoselektivity

substr. R a [1ok;;'|%] Eegl] c[f:]s "EZ]” ' (syn(:};nti) [
la Ph- H- | (RJ-CAT | -30 120 98 - 78 (5)
1b 1-naftyl- H- | (RJ-CcAT | -30 120 98 - 78 (5)
1c 2-NOPh- H- | (S.)-CAT -30 12 >99 - 92 (R)
1d 2-CIPh- H- | (S.)-CAT -30 12 >99 - 94 (R)
le 3-MePh- H- | (RJ)-CAT | -30 72 95 - 78 (5)
1f 3-FPh- H- | (RJ-CAT | -30 24 97 - 85 (5)
1g 3-NOsPh- H- | (RJ-CAT | -30 12 >99 - 86 (5)
1h 4-MeOPh- H- | (Ro-CAT 0 36 90 - 69 (5)
1i 4-CIPh- H- | (RJ-CcAT | -30 48 92 - 82 (5)
1j 4-BrPh- H- | (RJ)-CAT | -30 48 95 - 81 (5)
1k 4-NOPh- H- | (S.)-CAT -30 12 >99 - 86 (R)
101 4-CFPh- H- | (RJ-CAT | -30 48 >99 - 82 (5)
im 2-thienyl- H- | (RJ-CAT | -30 120 88 - 62 (5)
1n 3-pyridyl- H- (Ra)-CAT -30 12 >99 - 87 (S)
1o 5-benzodioxolyl- H- (Sa)-CAT 0 96 95 - 71 (R)
1p styryl- H- (Ra)-CAT 0 48 90 - 68 (S)
1q fenethyl- H- | (S.)-CAT -30 24 >99 - 43 (R)
1r 2-CIPh- Me- | (S.)-CAT -30 12 >99 87:13 9?50
1s 3-FPh- Me- | (RJ-CAT | -30 24 >99 71:29 9((’55
1t 4-CIPh- Me- | (S.)-CAT -30 48 >99 76:24 Q(ZFSG
1u 4-BrPh- Et- | (R)-CAT | -30 48 >99 | 8218 8?5’3

Legenda: Et = ethyl-, Me = methyl, Ph = fenyl, substr. = substrat, kat. =
katalyzator, tepl. = reakcni teplota, konv. = konverze, dr = diastereomerni
pomeér, ee = enanciomerni prebytek.

Tato prace vznikla diky financni podpore IGA VFU Brno ¢ 307/2015/FaF.
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Piiprava a hodnoceni heteroarylkarbonyloxyaminopropanoli a jejich kvarternich
amoniovych derivati - latek s potenciélni biologickou aktivitou.
Tereza Padrtova, Markéta Dalecka

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

Uvod
Posledni dokument Svétové zdravotnické organizace (WHO) tykajici se Svétové zdravotnické
statistiky 2014 ukazuje, Ze pfiblizné 33,3% svétové populace trpi nemocemi spojenymi
s kardiovaskularnim systémem. K nejcastéjSim kardiovaskularnim onemocnénim patii vysoky
krevni tlak, ischemickd choroba srde¢ni, srde¢ni selhani, dysrytmie a dalSi. (1) Latky blokujici
B-adrenoreceptory (B-blokatory) patii mezi 1éCiva prvni volby pii terapii téchto onemocnéni
(sotalol, metoprolol, labetalol, betaxolol a dalsi). Bohuzel tato 1éCiva s sebou nesou i nezadouci
uc¢inky spojené s blokaci [o-receptorti, projevujici se napt. bronchokonstrikci, hypotenzi
a bradykardii, coz je duvod, pro¢ jsou pii vyskytu téchto ptiznaki, kontraindikovany. VyuZziti
derivati s kratkym biologickym polocasem (napt. esmolol) spociva v terapii akutnich poruch
srdecniho rytmu, ischémie a u nemocnych s kontraindikaci B-blokatort, kde jejich podani formou
infuze zajistuje kontrolu pacientova zdravotniho stavu se zpétnou vazbou neptesahujici nékolik
minut. (2, 3) Cilem této prace byla syntéza, analyza a hodnoceni fyzikalné-chemickych vlastnosti
terciarnich aminit a kvarternich amoniovych soli (heteroarylkarbonyloxy)aminopropanola

a (heteroarylkarbonyloxy)phenylpiperazinpropanol.

Material a metodika
Chloridy pfislusnych kyselin (benzofurankarboxylovéa kyselina; indolkarboxylova kyselina) byly
podrobeny reakci s oxiran-2-ylmethanolem, popf. draselné soli téchto kyselin reagovaly
s glycidyltosylatem. Vysledkem téchto reakci byly oxiran-2-ylmethyl 4-(alkyloxykarbonyl-
amino)derivaty. Nasledné doslo k otevieni oxiranového kruhu reakci s dialkylaminem popf.
se substituovanymi fenylpiperaziny, coZ vedlo k vytvoteni piislu$nych terciarnich amind. Finalni
kvarterni amoniové soli byly pfipraveny skrze tzv. Menshutkinovu reakci tercidrniho aminu
s piislusnym alkyljodidem (viz obr. 1).
Alkylace v poslednim kroku reakce probihala v mikrovinném reaktoru Start SYNTH Microwave
Synthesis Labstation. Cistota vyslednych slougenin byla ovéfena pomoci HPLC Thermo Fisher
Scientific Dionex 3000. IR spektra byla méfena na pfistroji Nicolet Impact 410,
1D a 2D-NMR spektra byla ziskana méfenim na ptistroji NMR Bruker Avance Ascend 700 MHz
Bio.
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Obr. 1: chemické struktury vyslednych sloucenin
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Stanoveni lipofility

RP-HPLC pfedstavuje rychlou, u¢innou a nenaro¢nou metodu hodnoceni koeficientu lipofility
stanovovanych sloucenin. Lipofilita byla vyjadiena jako logaritmus kapacitniho faktoru log ky,
jehoZz hodnoty korelovaly s vypocitanymi hodnotami rozdélovaciho koeficientu log P pomoci
programu Marvin Sketch (ChemAxon) (4). Jako stacionarni faze byla pouZita kolona Zorbax-
Extend C-18, jako mobilni faze byl pouzit methanol : voda v nasledujicich pomérech 50 : 50,
40 :60, 30:70, 20 : 80, 10 : 90. Vodna faze byla pufrovana 4-morfolinopropasulfonovou kyselinou
(MOPS) a NH4OH na fyziologickou hodnotu pH (7,4). Ke zlepSeni vlastnosti pikii stanovovanych
analytll byl k vodné fazi pfidan decylamin. Kapacitni faktor log k byl vypocitan dle nasledujici

log k = log (&)
tO

kde: t, = reten¢ni ¢as zkoumaného analytu

rovnice:

to= retencni ¢as nezadrzovaného analytu (KI)

Hodnoty kapacitniho faktoru log k byly vypocitany pro kazdou latku pfi riznych koncentracich
organické faze, byla sestavena kalibra¢ni kiivka a hodnoty log ki, vztahujici se k 100% vodné fazi,
byly z jejich hodnot aproximovany a nasledn¢ dany do korelace s hodnotami log P vypoctenymi

komer¢né dostupnym programem.

Stanoveni hodnot disociacni konstanty pKa
Hodnoty disociacni konstanty pKa tercidrnich aminli byly méfeny na piistroji kapilarni zénova

elektroforéza (Agilent 3D CE), pficemz u této metody méfeni spociva v tzv. elektroforetické
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pohyblivosti analytii jako funkce pH separa¢niho elektrolytu. Vznikne zavislost, ktera je nasledné
aproximovana sigmoidalni kifivkou (Program Sigma Plot v. 10.0), pfi¢emz pKa je hodnotou pH
Vv inflexnim bod¢ ziskané sigmoidy. (5) Elektroforetické méfeni latek bylo uskute¢néné v systému
ne¢kolika tlumivych roztokti v uréitém rozmezi pH. Na zdkladé¢ migrace studovanych latek
a markeru osmotického toku byly vypocitany efektivni elektroforetické mobility e Zavislost

téchto hodnot na pH byla vnesena do grafu a vyhodnocena programem Sigma Plot.

Méieni povrchového napéti

Stanoveni povrchové aktivity kvarternich amoniovych derivat probihalo pomoci stalagmometrické
metody, ktera vychdzi z améry mezi povrchovym napétim kapaliny a hmotnosti kapek, které
,odkapavaji“ ze stalagmometru. M¢éfeni spocivalo ve stanovovani hmotnosti 20 kapek referencni
kapaliny, coZ byla v nasem ptipad¢ voda a ve stanovovani hmotnosti 20 kapek zkoumané latky
(C =0,001 mol I, T =21 °C).

Povrchové napéti o (N - m™) bylo vypoéteno dle nasledujici rovnice:
G =0, -
=m
kde: or20=0,07259 N - m™ pii 21 °C; m = hmotnost 20 kapek zkoumané l4tky; myo = hmotnost 20

kapek vody. Vysledné hodnoty (N - m™) udévaji, o kolik procent (%) dana latka sniZuje povrchové

napéti vody pii koncentraci C = 0,001 mol - I,

Vysledky

Bylo pfipraveno 16 latek a to derivatd terciarnich aminti (heteroarylkarbonyl)oxyaminopropanold
a (heteroarylkarbonyloxy)phenylpiperazinpropanola, které byly pievedeny na ptisluSnou sil
(hydrochloridy; soli kys. fumarové). Baze vyslednych terciarnich aminii byly methylaci prevedeny
na kvarterni amoniové soli. Vysledné slou¢eniny byly piecistény rekrystalizaci anebo sloupcovou
chromatografii.

Struktura findlnich latek byla pfedevsim urcena pomoci metody 1D a 2D (HSQC, HMBC, COSY,
TOCSY...) NMR na piistroji Bruker Avance Ascend 700 MHz Bio.

Latky byly charakterizovany pomoci méfeni fyzikalné-chemickych metod a to stanovenim

lipofility, disociacni konstanty a povrchového napéti.

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 315/2015/FaF.
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Piiprava mukoadhezivnich ¢astic na bazi biokompatibilnich polymeri s biologickym uc¢inkem
proti vaginalnim patogenim
Miroslava Pavelkova, Katetina Kubova, Jakub VyslouZil, Martina KejduSova, Martina Kaletova,
Karel Hanzal, Radim PeSek

Ustav technologie lékii, Fakulta farmaceuticka, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Lékové mikroformy patii mezi rychle se rozvijejici oblasti farmaceutické technologie se Sirokym
potencialem vyuziti. Pfipravuji se nejriznéj$imi ¢asto pomérné slozitymi technologickymi postupy.
Jednou z metod piipravy mikro¢astic je vnéjsi iontova gelace, ktera je zaloZena na schopnosti
polyelektrolytii vytvaiet v piitomnosti opané nabitych vicemocnych iontd (napt. Ca®* , Ba?* , Zn?*,
Pb* | Mn®", Cu®") gelové &astice (1). Projekt navazuje na vyzkum Ustavu technologie 16k v
oblasti pfipravy a hodnoceni polymernich mikro¢astic ptipravenych zesitovanim vhodnych
polymerti pomoci Cu®* iontl, u kterych byla prokazana a publikovéna antimikrobiélni aktivita proti

zékladnim vagindlnim patogentm (2).
Material a metodika
Ptiprava a hodnoceni mikrocastic

Homogenni disperze natrium-alginatu (3 %, 4 %) byla protlacovana pies jehlu o priméru 0,4 mm,
rychlosti 2.0 ml/min do vodného roztoku CuCl; (0,5M nebo 1M). Vzniklé ¢astice byly ponechany 1
hodinu ve tvrdicim roztoku a nasledné tiikrat promyty destilovanou vodou. Suseni probihalo v
susarné pii 25 °C po dobu 24 hodin. Kvalitativni parametry ¢astic (ekvivalentni primér a sfericita)
byly hodnoceny pomoci stereoskopického mikroskopu (Nikon, Tokyo, Japonsko). Obsahy Cu?*
iontl v pevnych i kapalnych vzorcich byly stanoveny atomovou absorp¢ni spektroskopii (Analytik
Jena, Némecko). Uvolnovani Cu?* jontfi v ¢ase 1, 6 a 12 hodin probihalo ve fosfatovém tlumivém
roztoku pH 6,0 (5 ml) pii 37 °C (simulace zanétlivého vaginalniho prostiedi). Vzorek s nejvétsim

obsahem Cu?* jontd byl nasledn& pouzit ke stanoveni bun&&né toxicity a antivirového uéinku.
Bunécéna toxicita

Cytotoxicita ¢astic s obsahem Cu®* iontii byla testovana na bun&enych liniich Vero. Vero buiky
(10e5/ml) s rastovym mediem (DMEM) byly vysazeny (100 pl) do 96 jamek mikrotitraéni desticky
(Nunc 96) a 24 hodin inkubovany. Nasledné byly ptfidany desitkové nafedéné vzorky s obsahem
Cu?* ionti (100 pl) od koncentrace 1198,00 mg/l. Kazdé fedéni bylo titrovano vzdy do 5 jamek.
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Redéni, které zpisobilo cytopaticky efekt miniméalné ve tiech jamkach v ¢ase 1, 2, 3 dnt bylo

povaZovano za cytotoxicke.
Antimikrobialni aktivita — Stanoveni MIC

Ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla pouzita bakterie Escherichia coli
(CCM4517), suspendovana v LB médiu (Luria broth), a kvasinka Candida albicans (CCM 8186),
suspendovana v YNB (Yeast Nitrogen base with Ammonium Sulfate) médiu. Bakterie se nechaly
rust do zakalu ODggo 0.5 pii 37 °C na tiepacce (250 za min). Vyluhy médi (10%) v LB nebo YNB
médiu byly ve dvojkovém ftedéni titroviny na mikrotitratni desticku v mnozstvi
100 pl do jamky, vzdy ve tiech fadach. Nasledné byly pfidany kultury E. coli a C. albicans
v mnozstvi 10e6 do kazdé jamky a inkubovany pii 37 °C.Po 20 hodinach inkubace byla
spektrofotometricky méfena opticka hustota (ODggp), ukazatel bunécného ristu. Hodnota MIC byla
stanovena jako koncentrace mé&di v jamce, ktera vykazovala minimalné ¢tyfikrat mensi absorbanci

ve srovnani s jamkou nasledujici.
Antivirova aktivita — Stanoveni poc¢tu plaki

Plakredukénim testem bylo stanoveno mnozstvi vzniklych plakii (tzn. mnozstvi Zivotaschopnych
Castic viru, HSV-2, Herpes Simplex Virus, genus HHV-1), po expozici méd’natym kationtim.
Vzorky z disoluce s obsahem Cu®** iontii (0,546 mg/ml a 546 mg/ml) se spolu HSV-2 (12.5 and
12500 IDsp) ve dvojkovém fedéni inkubovaly pti 37 °C 1 hodinu. Poté byla smés titrovana na Vero
bunky (10e5/ml) do 24 jamkové mikrotitracni desticky. K zabranéni Sifeni virovych castic mezi
sousednimi buikami byl do kazd¢ jamky ptidan 0.2% roztok agarosy. Po tfech dnech byly buiiky
fixovany 10% formaldehydem a barveny 10% krystalovou violeti. Bylo porovnano mnoZzstvi

vzniklych plakt v jednotlivych fadach.
Vysledky

Vysledky kvalitativniho hodnoceni ¢astic jsou zndzornény v tabulce 2. Velikost ¢astic byla zavisla
pfedevsim na koncentraci polymeru, 3% disperze natrium-alginatu tvotfila mensi Castice nez 4%
disperze. Faktor sfericity byl u vSech vzorkl vyhovujici, tzn. vyssi nez 0,8 (coz je limitni hodnota
pro hodnoceni sfericity u pelet). Obsah Cu®* iontii byl vy3§i u vzorkd, které byly zesitované 1M
tvrdicim roztokem CuCl,, vliv koncentrace natrium-alginatu prokazan nebyl. Uvolfiovani Cu®*
jontd v Case je znazornéno na obrazku 2. Nejrychleji a v nejvétsim mnozstvi se Cu®* ionty uvolnily
ze vzorku ALG 3 1,0. 3% Sarze zesitovand 0,5M roztokem CuCl, uvoliiovala méd pomaleji.

V obou piipadech $lo o vzorky pfipravené z natrium-alginatu o nizsi koncentraci. Tyto vzorky téz
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vykazovaly mens$i velikost Castic oproti cCasticim pripravenym z 4% polymeru. Nejméné a
nejpomaleji se naopak Cu® ionty uvoliovaly ze vzorku ALG 4 1,0, tzn. ze vzorku s vy3$im

obsahem natrium-alginatu i Cu®* ionti.

Vzorek Ekvivalentni pramsr (pm) Faktor sfericity | Obsah Cu®" iontd (g/kg)
ALG_ 3 05 1200,7 + 66,1 0,89 + 0,08 223,10 + 17,85
ALG_3 1,0 1160,5 + 52,9 0,92 + 0,05 238,85 + 16,43
ALG_4 0,5 1339,4 + 63,6 0,94 + 0,03 229,50 + 11,87
ALG_4 1,0 1353,4 + 56,6 0,95 + 0,02 240,80 + 10,75

Tabulka 2. Kvalitativni parametry ¢astic

——ALG 3 0,5
——ALG_3_1,0
——ALG 4 0,5

ALG 4 1,0

Mnozstvi uvolnénych Cu®* iontu (%)

0 2 4 6 8 10 12
Cas (h)

’ v ;y 2+ - o v
Obrazek 2. Uvolnovani Cu“ iontu v ¢ase

Cytotoxicky efekt Cu** jontli na Vero buiikach byl pozorovan po dobu 4 dnii. Od 1. dne byla jako
cytotoxicka oznacena koncentrace 119,80 mg/l. Od 4. dne byl pozorovan cytopaticky efekt bun¢k

pii koncentraci médi 11,98 mg/I.

Antimikrobialni u¢inek Cu?* iontd byl popsan pomoci MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace). MIC
vyjadiuje nejmensi koncentraci antimikrobialni latky, ktera inhibuje viditelny riist mikroorganismu
(3). Pro E. coli, byla MIC po 20 hodinach inkubace mezi 0,448 — 0,471 mg/ml a pro C. albicans
byla 1,100 — 1,861 mg/ml. Vy3si hodnota MIC pro C. albicans ve srovnani s MIC pro E. coli

muzeme vysvetlit veétsi rezistenci kvasinek viici antimikrobidlnimu u¢inku médi (4).
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Anti-HSV-2 uginek Cu?* ionti byl prokazan v koncentraci 546 mg/ml, kdy se b&hem plak
redukéniho testu nevytvoftil Zadny plak. V koncentraci 0,546 mg/ml se v kazdém fedéni vytvofilo

pfiblizné stejné mnozstvi plaki jako v fedénich samotného viru.

Zavér
Byly pfipraveny alginatové &astice zesitované Cu®" ionty potencialng vhodné k vaginalnimu podant,
byl prokazan uc¢inek proti nejCastéji se vyskytujicim vaginalnim patogenim (Escherichia coli,
Candida albicans, Herpes simplex). Soucasné byl potvrzen toxicky uc¢inek médi na bunééné trovni,
ovsem K jeho plnému rozvinuti dochazi az ¢tvrty den. Proto predpokladame, ze pfi potencidlnim
jednorazovém podani mikro¢astic s obsahem Cu?* ionti by ovlivnéni vaginalniho epitelu na

bunécné trovni, bylo minimalni.
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Izolace prenylovanych sloucenin s potencialni antiflogistickou aktivitou z kiry koifene Morus
alba.
Marie Pokorn4, Karel Smejkal

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

Uvod
Morus alba L. je stiedné velky opadavy strom z ¢eledi Moraceae, jehoz ptivodni domovinou
je centralni a severni Cina. Kira kofene se Vtradi¢éni &inské medicingé uplatiuje jako
antiflogistikum, diuretikum, antitusikum, expektorans nebo jako antipyretikum. [1] Pfedeslé studie
ukézaly, Ze z hlediska obsahovych latek je bohatd na latky fenolické povahy, a to predevsim
prenylované flavonoidy, které vykazuji zajimavou biologickou aktivitu, napf. antibakterialni,

cytotoxickou, protizdnétlivou nebo neuroprotektivni. [3,4,5]

Material a metodika

Rostlinnym materialem byla kara kofene M. alba ziskand v aredlu Veterinarni
a farmaceutické univerzity Brno v dubnu 2011. Identifikaci rostliny provedl PharmDr. Karel
Smejkal, Ph.D. (Ustav piirodnich 1é&iv, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno). Vzorek
kotene M. alba je uloZen v herbariu Ustavu ptirodnich 1é¢iv (FaF VFU Brno).

K izolaci obsahovych latek byla pouzita frakce MA2-111 ziskana z chloroformové frakce
ethanolického extraktu kiry kofene (zpracovano v ramci diplomové prace Separace piirodnich latek
pomoci riznych chromatografickych metod I).

Zpracovani materialu prob&hlo pomoci riznych chromatografickych metod. Pro sloupcovou
chromatografii byly pouzity kolony o rozmérech 7,6 x 93,2 cm a silikagel o velikosti zrn 40-63 um.
Chromatografie na tenké vrstvé byla provedena za pouziti desek Silikagel 60 Fas4, 0,20 mm,
vysokou¢inna kapalinova chromatografie pfistrojem Agilent 1100 Series s DAD UV/Vis za pouZziti

analytickych kolon Hypersil™

BDS C18 150 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um a Ascentis®
Express RP-Amide 150 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,7 um. Preparativni HPLC byla provedena
pomoci Dionex Ultimate 3000 UHPLC se sbéracem frakci. Byly pouZity semipreparativni kolony
Ascentis® RP-Amide 250 mm x 10 mm, velikost ¢astic 5 um, s RP-Amide ptedkolonou
a Ascentis® C18 250 mm X 10 mm, velikost ¢astic 5 um, s ptedkolonou. UV spektra latek byla
zaznamenana pomoci UV-Vis spektrometru Lambda 25 PerkinElmer Instruments, IC spektra
pomoci ATR metody na Nicolet Impact 400D FT-IR spektrometru. 1D a 2D spektra byla zméfena

700 MHz NMR spektrometrem Bruker Avance |11 HD s kryosondou.
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Frakce MA2-III (28,69 g) byla nejdiive rozdélena sloupcovou chromatografii. Byla pouZita
mobilni faze sloZend z benzenu, chloroformu a methanolu v poméru 6:3:1 (v/v/v). Jednotlivé frakce
ze sloupce byly sbirdny pfiblizn€ po 125 ml a bylo ziskdano 79 podili, které byly analyzovany
pomoci TLC a HPLC a na zakladé podobnosti spojeny do vyslednych 11. Z frakce MA2-111 byl pro
dal$i zpracovani vybran podil s oznatenim MA2-11I-C a ten zpracovan taktéZz sloupcovou
chromatografii. Jako mobilni faze byl pouzity chloroform, benzen a methanol v poméru 48:45:7
(v/v/v). Ziskanych 74 podilt bylo vyhodnoceno pomoci TLC a HPLC a pospojovano do vyslednych
11. Pro dalSi zpracovani byla vybrana frakce MA2-111-C-9-32 (23,62 g).

Frakce MA2-111-C-9-32 byla zpracovana pomoci preparativni HPLC za zisku 6 frakci, které
byly opakované precistény taktéz preparativni HPLC. SloZeni mobilni faze pro jednotlivé frakce
udava Tabulka 1. Parametry metody: pratok 5 mL/min, objem nastiiku 20 pL, detekce pii 254 a 280
nm, teplota kolony 40°C.

Tabulka 2. SloZeni mobilnich fazi pro preparativni HPLC.

MAZ2-111-C-9-32 MAZ2-111-C-9-32-1 MAZ2-111-C-9-32-6

Cas (min) [ MeCN  HCOOH 0,2% [ MeOH HCOOH 0,2% | MeCN HCOOH 0,2%

0 80.0 20.0 45.0 55.0 85.0 15.0
36 100.0 0 100.0 0 100.0 0
Vysledky

K izolaci obsahovych latek byla pouzita chloroformova frakce ethanolického extraktu kiry
kofene M. alba. Frakce byla pomoci TLC a sloupcové chromatografie rozdélena na smési
jednodusSich latek, z nich byly za pouziti preparativni HPLC izolovany obsahové latky.

Podily MA2-111 a MA2-111-C byly postupné podrobeny sloupcové chromatografii, jednotlivé
frakce porovnany pomoci TLC a HPLC a na zaklad¢ podobnosti pospojovany. Pro izolaci Cistych
latek byla vybrana frakce MA2-111-C-9-32 a ta byla zpracovana preparativni HPLC. Doposud byly
z frakce MA2-111-C-9-32 ziskany 4 ¢&isté latky. U kazdé latky bylo zméfeno UV a IC spektrum, 1D
a 2D NMR.

Frakce MA2-111-C-9-32-4 byla ziskana jako témér Cista latka (Cistota 98,773 %, hodnoceno
pfi 254 nm) a nasledné charakterizovana pomoci HPLC, UV a IC spektroskopie. Kone&na struktura
byla ur¢ena porovnanim se spektroskopickymi daty uvedenymi v ptedchozich pracich. Latka byla

identifikovana jako cudraflavon B (Obrazek 1).
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Cudraflavon B, ptivodné izolovany z rostliny Cudrania tricuspidata (Moraceae), [2] byl jiZ
diive izolovan z M. alba a v provedenych studiich vykazal zajimavou biologickou aktivitu. Byl
dokazan jeho antiproliferativni, [3, 4] cytotoxicky, [5] hepatoprotektivni, [6] neuroprotektivni [7]
a protizanétlivy efekt. [4, 8]

Pti zpracovani frakce MA2-1II-C bylo izolovano dostate¢né mnozstvi cudraflavonu B
(2000,92 mg) a ve spolupréaci s Ustavem molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie byla
latka testovana na modelu chemicky indukovaného stfevniho zanétu vyvolaného kyselinou 2,4,6-
trinitrobenzensulfonovou. Cudraflavon B redukoval tkanové poskozeni makroskopicky
i mikroskopicky. Dale byl cudraflavon B otestovan ex vivo na izolovaném mysim ileu. Ve studii

vykazal na davce zavisly inhibi¢ni ucinek na stfevni kontraktilitu (ECsg 32 uM).

Obrazek 1: Cudraflavon B.

Frakce MAZ2-111-C-9-32-1 o hmotnosti 6,36 mg byla izolovana o Cistot¢ 96,481 %
(hodnoceno pii 280 nm). Naméiené UV spektrum vykazuje absorpéni maxima pti 210 nm, 233 nm
a 286 nm, coz by mohlo znacit ptitomnost flavanonu. [9] Frakce MA2-111-C-9-32-6-4 0 hmotnosti
6,98 mg byla ziskdna o cistoté¢ 100 % (hodnoceno pii 254 nm). Zmétené UV spektrum latky
vykazuje absorpéni maxima pii 202 nm, 238 nm a 270 nm. Dle UV spektra by se mohlo jednat
o latku flavonoveé struktury. [9] Frakce MAZ2-111-C-9-32-6-6 byla =ziskana jako Cista latka
0 hmotnosti 11,95 mg (hodnoceno pti 280 nm). Latka vykazuje absorpcni maxima pti 207 nm, 267
nm a 337nm, coz by mohlo poukazovat taktéz na pfitomnost flavonoidniho skeletu. [9] U vSech tii
latek probiha v soucasné dobé¢ identifikace naméfenych NMR spekter, ktera umozni uréit jejich

koneénou strukturu.
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ZlepSovanie predikcie biodostupnosti pomocou biorelevatnej disollcie a in vitro — in vivo
korelacii.
Ivan Stupak, Jakub Vyslouzil, Jifi Dohnal, Martin Culen

Fakulta farmacie, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Vyroba generickych liekov predstavuje dominantni ¢ast’ farmaceutického trhu, ¢o vedie
k pochopitel'nému zaujmu v témy ako vyvoj generickych formulacii ¢i bioekvivalen¢né Stadie. Za
tymto ucelom sa na$ tim zameriava na inovativnu in vitro disollciu vyuZitim dynamického
biorelevantného disolu¢ného zariadenia — Golem, ktory fyziologicky simuluje disoluciu lieku
v l'udskom trakte. Nova verzia tohto pristroja predstavuje vylepSenia v zmene tvaru kompartmentov
atiez kontrolovanej simulacie peristaltiky. Cielom prace boli optimalizaéné merania pre vyber
vhodného tvaru kompartmentov pouzitim liekovej formuldcie s okamzitym uvolfiovanim

a porovnanim s USP 2 metddou, ktora sa povaZzuje za zlaty Standard disolUcie.

Material a metodika
Tablety
K prvotnému skdSaniu boli vybrané tablety Acifein (Herbacos) s obsahom kyseliny acetysalicylovej
(250 mg), paracetamolu (500 mg) a kofeinu (50 mg). K d’alSiemu a podrobnejSiemu skdSaniu boli
pouzité kofeinové tablety vyrobené Ustavom technolégie lie¢iv VFU Brno. Tablety s hmotnostou

157,5 £ 2,5 mg obsahovali 18,6 mg kofeinu,

Podmienky skasky disolucie pre USP-2 a Golem v2

K skdSkam disolucie boli pouzité media ako destilovana voda, FaSSGF (fasted state simulated
gastric fluid) a fosfatovy pufer o pH 6,8.

Disolicia USP 2 metddou prebiehala na zariadeni SOTAX (AT 7 Donau Lab, Switzerland) pri
objeme média 500 ml, s vyuzitim padiel pri 50 ot./min, teplote 37,0 £ 5 °C a vzorky boli odoberané
podl'a nami zvolenej metddy kazdych 5 minut v intervale 3. — 62. min, prefiltrované (22 um filter)
a nasledne analyzované HPLC metodou (v pripade tabliet Acifein-u) alebo spektrofotometricky
zmerané po 3, 8, 12, 17, 22, 27, 33 a 40 minutach v pripade vyrobenych tabliet kofeinu. Kazdy
disoluény profil pozostaval z min. 5 meranych tabliet a kazda odoberana vzorka bola analyzovana 3
krat a Statisticky vyhodnotena v MS Excel.

Disolticia na pristroji Golem v2 (AVCR , Ceska Republika) prebichala v 250 ml média, pri

nastaveni mie$ania padlami 7 ot./min, teplote 37,0 £ 5 °C, pri¢om vzorky boli odoberané po 3, 8,
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12, 17, 22, 27, 33, 40, 50 a 60 mindtach, filtrované cez 22 um filter a nasledne podrobené HPLC

analyze. Kazdy disolu¢ny profil pozostaval z min. 2 merani.

Nastavenie HPLC analyzy
HPLC analyza prebiehala na sustave Agilent Technologies 1260 Infinity na koldne s reverznou
fazou Supercosil ABZ+Plus (15 cm x 4,6 mm, 3 um). Ako metdda bola vyvinuté izokraticka elucia
so sloZzenim mobilnej fd&zy 50 mM octanu amdnneho adjustovaného na pH 4 (80%) a metanolu
(20%), pri prietoku kolénou 1,5 ml/min, teplote 40 °C s objemom nastreku 10 ul a pri detekcii 294
nm. Metoda je rychla a celkovy Cas nepresahuje 4 min, variabilita merani je menSia ako 0,1%
(RSD, n=6) a rozsah kalibracie pre stanovenie kofeinu je 3-300 pg/ml (R=0,996).

Vysledky
Za tcCelom analyzovania tabliet Acifein-u bola vyvinutd aoptimalizovana metéda HPLC
k rychlemu, linedrnemu a reprodukovatelnému analyzovaniu vzoriek. Uvodné merania tabliet
Acifein-u na pristroji Golem boli za uc¢elom rozlisenia a optimalizovania kompartmentov (Obr.1),
ktoré by poskytovali rychlu disoliciu a reprodukovatel'né vysledky. Vysledky disolicie USP 2
metody mali byt referen¢nymi, avSak odhalili velka variabilitu tabliet Acifien-u (Graf ¢.1), ¢im
zpochybnili vyhodnotenie vsetkych vysledkov disolucii tychto tabliet na pristroji Golem. To
iniciovalo vyrobu kofeinovych tabliet. TaktieZz z via¢Sieho poctu pdvodnych kompartmentov sa
vyselektovali prec tie, ktoré vel'kostne mali hrani¢ny objem s 250 ml alebo mali tendenciu pretekat
kvoli nestabilnym zvarom. K d’alsiemu a citlivejSiemu porovnaniu pouZitim kofeinovych tabliet
boli podrobené kompartmenty s oznac¢enim A,B,C a D (Obr.2), ktoré boli navrhnuté na zéaklade
predchadzajucich selektivnych kritérii. Vysledky disolucie kofeinovych tabliet metédou USP 2 su
zhrnuté v grafe ¢.2 a z disolu¢ného zariadenia Golem v grafe ¢.3. Z vysledkov je patrné, Ze prave
typ kompartmentu C sa v tomto podstatne 1iSi nizkou variabilitou a najrychlejSou disoltciu.
K X

e . —
Obr.1: Rozdielne tvarované komapartmenty (V,Y,U,l,Z,K a X) testované na pristroji Golem.
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Graf 1: Disolu¢ny profil 6 tabliet Acifein-u v médiu FaSSFG metodou USP 2.
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Graf 2: Disoluény profil 5 kofeinovych tbl. vo fosfatovom pufry s pH 6,8 metddou USP 2.

Obr.2: Nove kompartmenty s ozna¢enim A-D podrobené disollcii s kofeinovymi tabletami.
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Graf 3: Porovnanie disolu¢ného profilu kofeinovych tbl. v kompartmentoch A-D vo fosfatovom
pufry s pH 6,8 v pristroji Golem.

Zaver
V ramci optimalizacie pristroji Golem v2 sa skumalii nové kompartmenty na zéaklade disoldcii
najprv tabliet Acifein-u aneskér vyrobenych tabliet skofeinom, ktoré sa porovnavali so
Standardnou disoluciou USP 2. VSimali sme si predovsetkym schopnost’ reprodukovatel’nosti
a najnizsej variability s moznost'ou ziskania ¢o najrychlejSej disoltcie pre vytvorenie ¢im vacsieho
pracovného rozsahu. Zo skimanych kompartmentov najlepSie obstal kompartment C.

Praca bola financovana v ramci projektu IGA 318/2015/FaF.
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Vliv cudraflavonu B na expresi a aktivitu zanétlivych markeru

u experimentalniho modelu kolitidy potkana
Zora Vochyanov4, Dominik Rotrekl, Jan HoSek
Ustav molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie, Farmaceuticka fakulta,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Flavonoidy jsou skupinou sekundarnich rostlinnych metabolitd s Sirokym spektrem
Ty by se mohly uplatnit v terapii chronickych zanétlivych onemocnéni, jakou jsou nespecificke
sttevni zanéty (Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida) nebo revmatoidni artritida. Prenylované
flavonoidy maji zékladni skelet substituovany isoprenoidnimi fetézci. Lipofilni substituce muze
urychlit jejich absorpci, snizit efflux z bunky a zvysit afinitu k biologickym membranam, tudiz i
bioaktivitu. Cudraflavon B je flavon modifikovany dvéma prenylovymi jednotkami, které vyrazné
zvySuji jeho lipofilitu. Predchozi in vitro studie potvrdily jeho cytoprotektivni (1) a potenciélni
protizanétlivé ucinky (2), ale zaroven poukazuji na jeho mozny pro-oxidacni efekt (3). Cilem této
prace bylo otestovat jeho aktivitu na modelu kolitidy indukované kyselinou 2,4,6-
trinitrobenzensulfonovou (TNBS) Vv zavislosti na davce a porovnat ji s konven¢né pouzivanym

lé¢ivem.
Material a metodika

Uspoiadani experimentu

K pokusu byli pouziti potkani kmene Wistar sam¢iho pohlavi (180-220 g; Chovné a
uzivatelské zafizeni laboratornich zvifat, Masarykova univerzita, Brno). Béhem experimentu byly
dodrZeny standardni podminky chovu stanovené vyhlaskou ¢. 419/2012 Sb. Metodika pokusu byla
schvalena Odbornou komisi pro zajistovani dobrych zivotnich podminek pokusnych zvifat VFU
Brno (projekt ¢. 19-2015).

Zvitata byla rozdélena do Sesti skupin. Kolitida byla indukovana jednordzovou rektalni
aplikaci 50 mg/kg ethanolického roztoku TNBS (50% v/v) v celkové inhala¢ni anestezii. Intaktni
skupin¢ byl podan fyziologicky roztok. 24 hodin po indukci kolitidy byla zahajena terapie
cudraflavonem B v davkéach 12,5, 25 a 50 mg/kg a sulfasalazinem (50 mg/kg). Testované latky byly
suspendovany v 10% PVP K30 (polyvinylpyrrolidon K30) a byly aplikovany kazdych 24 hodin
gastrickou sondou po dobu péti dni. Zvifatim v intaktni a nelécené skupiné bylo podavano pouze

vehikulum.
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V prabéhu experimentu byla sledovana hmotnost zvifat a symptomy kolitidy. Sedmy den
experimentu byla zvifata usmrcena injekéni aplikaci piipravku T61. Tlusté stfevo bylo vyjmuto,
oCisténo fyziologickym roztokem, zmeéfeno a zvazeno. Nésledné byly odebrany vzorky pro
histologické hodnoceni a zbytek stfevni tkané byl uchovan pii —80 °C pro analyzu exprese a

aktivity proteint.

Makroskopické a mikroskopické skore

Makroskopické poSkozeni bylo hodnoceno nasledovné: 0 = bez ulceraci, 1 = hyperemie, 2 =
mirny edém sliznice, 3 = stfedné zavazny edém s erozemi, 4 = ulcerace < 0,5 cm, 5 = ulcerace
> 0,5 cm. Vzorky pro histologickou analyzu byly obarveny hematoxylin-eosinem a byla sledovana
intenzita zanétu a mira infiltrace imunokompetentnimi buiitkami (0-3 body), rozsah zanétu (0-3

body) a poskozeni krypt (04 body) (4).

Analyza Western blot

1 g stievni tkdné¢ byl homogenizovan v lyzacnim roztoku s pfidavkem inhibitori proteéz.
Lyzat stfevni tkan¢ byl pouzit pro analyzu exprese enzymu spojenych s antioxidacni aktivitou
[superoxid dismutaza 2 (SOD2), katalaza (CAT)], zanétlivym procesem [interleukin 1 (IL-1pB),
transformujici ristovy faktor f1 (TGF B1), cyklooxygenaza 2 (COX-2)] a degradaci tkan¢ [matrix-
metaloproteinaza 2 (MMP2)]. 120 pg proteinu bylo rozdéleno na denaturujicim SDS-
polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) a nasledné pteneseno na PVDF membranu. Po blokaci
membrany v 5% roztoku BSA v TBST byla membrana inkubovana pies noc pii 4 °C s primarni
protilatkou a nasledné¢ po 1 hodinu pfi laboratorni teploté se sekundarni protilatkou znacenou
peroxiddzou. Chemiluminiscencni signéal byl detekovan zobrazovacim systémem PXi Syngene a

nasledné vyhodnocen denzitometricky (Gene Tools Software 4.03).

Zymografie

Lyzat stievni tkané byl pouzit ke stanoveni aktivity matrix-metaloproteinaz (MMP) 2 a 9.
20 pg proteinu bylo rozdéleno na SDS-PAGE s 0,1% Zelatinou, promyto v 2,5% Tritonu X-100 a
inkubovano ve vyvijecim pufru po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté a nasledné ptes noc pfi
37 °C. Pote byl gel obarven Coomasie blue a lytické zény byly analyzovany denzitometricky (Gene
Tools Software 4.03).

Statisticka analyza
Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita jednosmérna analyza rozptylu s Tukeyovym post

hoc testem (GraphPad Prism 5.01). Za statisticky vyznamné byly povaZzovany hodnoty p < 0,05.
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Vysledky

Model kolitidy indukovany TNBS pfedstavuje akutni stfevni zanét, ktery svymi rysy
pfipomind Crohnovu chorobu. Jednorazova rektalni aplikace TNBS vyvolala makroskopicky
viditelné poskozeni sliznice tlustého stieva se ztlusténim a prekrvenim sttevni stény a ulceracemi do
velikosti 10 mm. PoSkozeni zahrnovalo vSechny vrstvy stfevni stény, u nékterych pokusnych zvirat
byly zaroven patrné adheze k ostatnim organtim v biiSni dutiné. Makroskopické skore poskozeni
bylo statisticky vyznamné sniZzeno u skupin lé¢enych cudraflavonem B v davce 12,5 mg/kg o 41 %
(p < 0,05) a 25 mg/kg (p < 0,01) o 50 %. U skupiny zvitat s nejvyssi davkou cudraflavonu B
(50 mg/kg) byla patrna znacna variabilita poskozeni tkané, celkové skore skupiny se vsak nelisilo
od nelécenych zvifat. Terapie sulfasalazinem snizila skore nesignifikantné o 36 %. Pomér vahy a
délky stieva se u jednotlivych skupin nelisil.

Histologické hodnoceni prokazalo u nelécené skupiny stiedné zévazny az zévazny zéanct
postihujici mukozu, submukézu nebo vSechny vrstvy stievni stény, vysSi stupen infiltrace
imunokompetentnimi butikami a vyrazné poSkozeni krypt. Cudraflavon B redukoval rozsah zanétu,
infiltraci i poSkozeni krypt v zavislosti na davce, v nékterych piipadech byla patrna regenerace
krypt. Signifikantni snizeni mikroskopického skore bylo dosazeno pii davce 25 mg/kg (p < 0,05),
srovnatelné se sulfasalazinem. Stejné jako u makroskopického hodnoceni, u skupiny lécené davkou
50 mg/kg se postizeni tkan¢ vyrazné lisilo u jednotlivych vzork.

Do patogeneze nespecifickych sttevnich zanétt (IBD) je zapojena fada imunokompetentnich
bunék produkujici zanétlivé cytokiny, mediatory a reaktivni kyslikové ¢astice. V této praci jsme
analyzovali expresi a aktivitu proteini spojenych se zanétlivou reakci, jejichz up-regulace byla
potvrzena u pacientu s IBD. Jednd se o IL-1p, jehoZ zvysena exprese je charakteristicka pro obdobi
akutniho vzplanuti nespecifickych stfevnich zanétt, COX-2, enzymu zapojeného do produkce
zanétlivych mediatort, TGF B1, cytokinu regulujiciho stfevni zanét a fibrotizaci, MMP 2 a 9,
enzymu zapojenych do destrukce a remodelace tkané, a antioxidacnich enzymi CAT a SOD2.

Vysledky jsou zobrazeny v tabulce ¢. 1 a 2.

Tabulka ¢. 1: Exprese enzymt.

IL-1p COX-2 TGF B1 CAT SOD2
intaktni 1,00 + 0,15 1,00 +0,29 1,00 + 0,06 1,00 + 0,14 1,00 £ 0,13
TNBS (nelécend) 2,46 + 0,64 0,71+0,17 1,25+0,13 2,73+0,51%  2,30+0,37
cudraflavon B 12,5 mg/kg 0,92 +0,08 0,83+0,25 0,78+0,09°  1,38+0,13 1,24+0,13
cudraflavon B 25 mg/kg 4,74 +1,05 250+071"  0,84+0,09 3,33+0,52 2,91+ 0,69
cudraflavon B 50 mg/kg 4,56 + 0,74 0,71£0,25 0,63+0,067 1,81+0,29 1,67+0,19
sulfasalazin 50 mg/kg 3,62+0,18 1,25 + 0,29 0,63+0,09"" 094+0,16~  1,93+0,21
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Mnozstvi proteinu intaktni skupiny byla pfifazena hodnota 1. Data jsou vyjadiena jako pramér = SEM (vztaZeno
K intaktni skuping€). TNBS vs. 1é¢ené skupiny: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. TNBS vs. intaktni skupina: ## p <

0,01.
Tabulka ¢. 2: Aktivita matrix metaloproteindz 2 a 9.

MMP9 MMP2 pro-MMP2  akt. MMP2  pro-/MMP2
intaktni 1,00 + 0,11 1,00 + 0,05 1,00 + 0,12 1,00 + 0,08 1,00 + 0,18
TNBS (nelécena) 1,65+0,13% 1,36 +0,05" 1,80+0,11"* 0,88+0,06 1,93+0,19
cudraflavon B 12,5 mg/kg 0,53+0,13"" 0,83+0,08™" 1,11+0,05"" 0,53+0,17 4,37 +1,59
cudraflavon B 25 mg/kg 0,70£0,12"" 0,68+0,04™" 1144006 " 014+001"" 754+118
cudraflavon B 50 mg/kg 0,51+0,06"" 0,60+0,01™" 1,07+0,02"" 0,08+001"" 11,49+219"
sulfasalazin 50 mg/kg 0,47+0,107" 0,71+0,05"" 1,00+0,04™" 0,28+0,11" 8,69 +2,20"

Mnozstvi proteinu intaktni skupiny byla pfifazena hodnota 1. Data jsou vyjadiena jako pramér = SEM (vztaZeno
k intaktni skuping). TNBS vs. 1é¢ené skupiny: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,**** p < 0,0001. TNBS vs.
intaktni skupina: ## p < 0,01, ### p < 0,001, #### p < 0,0001.

Zavér

Cudraflavon B prokazal svij terapeuticky ucinek v in vivo podminkach na modelu kolitidy
indukované kyselinou 2,4,6-trinitrobenzensulfonovou. Makroskopické i mikroskopické skore
poskozeni se snizovalo s rostouci davkou flavonu (12,5 a 25 mg/kg), nicméné pouziti vysokych
davek (50 mg/kg) nemusi byt efektivni kvali jeho moznym pro-oxidaénim vlastnostem. Zajimavym
mechanismem UCinku je inhibice aktivity matrix metaloproteinaz. MMP9 je vyznamnym
mediatorem tkanového poskozeni a soustfedi se na ni fada studii jako na novy terapeuticky cil u
onkologickych a chronickych zanétlivych stavi. Nasledujici vyzkum by se mél zaméfit na

hodnoceni efektu dlouhodobé terapie cudraflavonem B v nizkych davkach.

Tato préace byla financovana grantem IGA VFU Brno 310/2015/FaF.
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Piiprava a hodnoceni matricovych oralnich filma jako potencidlnich nosic¢u 1é¢iv
Veronika Walicova, Jan Gajdziok, David Vetchy, Markéta GajdoSova, Adéla Kulhankova,
Michaela Fabikova

Ustav technologie 1ékii, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno
Uvod

Oralni filmy (konkrétné mukoadhezivni a orodispergovatelné filmy) lze zaradit mezi moderni pevné
1¢kové formy pro oralni podani 1éciv, kdy v zavislosti na designu Iékové formy muze byt dosazeno
jak lokalniho, tak i systémového uinku®. Mukoadhezivni filmy (MAF) predstavuji jednovrstvé
nebo vicevrstve ,platky”, jejichz hlavnimi konstitutivnimi pomocnymi latkami jsou hydrofilni
mukoadhezivni polymery, které po zvlh¢eni slinami vytvoii hydrogel, jenzZ pfilne ke sliznici dutiny
Gstni?. Orodispergovatelné filmy (ODF) se po aplikaci do dutiny Gstni velmi rychle rozpadaji

a uvolnuji Ié¢ivou latku béhem nékolika sekund?.

Oralni filmy vynikaji fadou vyhodnych vlastnosti, predevsim se jedna o vysoky aplikacni komfort,
flexibilitu 1€kové formy, pfesné davkovani a moznost snadného pferuseni terapie. Oralni filmy
rovnéZz predstavuji perspektivni lékovou formu pro pacienty s polykacimi obtiZzemi, jako jsou déti,
geriatriCti pacienti a duSevné nemocni. Dale jsou vhodné v pfipadé potieby rychlého nastupu
uéinku®. Oréalni filmy jsou jiz na farmaceutickém trhu dostupnou lékovou formou. V CR je
registrovany napi. bukalni film Breakyl s obsahem fentanylu, indikovany k 1é¢bé pronikavé bolesti
u dospélych s nadorovym onemocnénim nebo ODF urceny k 16¢bé zavislosti na tabaku NiQuitin

Mint s obsahem nikotinu®.

Cilem projektu byla formulace a hodnoceni fyzikalné-mechanickych vlastnosti orélnich
matricovych filma pouzitelnych jako nosice 1é¢iva pro mukoadhezivni nebo orodispergovatelné

piipravky do dutiny tstni.
Material
Oréalni mukoadhezivni filmy

Pro pfipravu matrice oralnich MAF se pouzil hyaluronat sodny (HS — HySilk, Contipro Pharma,
CZ) s Mr 0,260 MDa a s Mr 0,383 MDa jako mukoadhezivni polymer s piepokladanym pozitivnim
ucinkem na hojeni 1ézi sliznice dutiny ustni. Druhym mukoadhezivnim polymerem byla karmelosa
sodna stil (NaCMC - Blanose typ 7LF-Ph, Ashland Aqualon Functional Ingredients, USA)

s Mr 0,091 MDa. Pro zvySeni flexibility a sniZzeni kiehkosti filmt se ptidaval do vSech odlévacich
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disperzi plastifikator glycerol (Dr. Kulich Pharma, CZ) v koncentraci 3 % (w/w). PouZitym

rozpoustédlem byla ¢isténa voda.
Orodispergovatelné filmy

Zé&kladem matrice ODF byly maltodextriny Glucidex 6 (dextrosovy ekvivalent 5 — 8) a Glucidex 9
(dextrosovy ekvivalent 8 — 10) (Roquette, F). Za tcelem sniZeni lepivosti se do vSech filma
piidavalo plnivo mikrokrystalicka celulosa Avicel PH-101 (MCC, FMC BioPolymer, USA).
Ve funkci plastifikatoru se pouzily polyoly - glycerol v koncentraci 3 % (w/w), nebo sorbitol,
respektive xylitol, v koncentraci 7 % (w/w) (Dr. Kulich Pharma, CZ). Do filmi s obsahem
plastifikatoru glycerolu se navic pfidaval tenzid Tween 80 (AppliChem, SRN), ktery omezil

shlukovani MCC ve filmu. Pouzitym rozpoustédlem byla ¢isténa voda.
Metodika
Ptiprava filmli metodou odpatrovani rozpoustédla

Metodou odpafovani rozpoustédla se pripravily jak MAF sobsahem HS, tak také ODF

Z maltodextrinu.

V piipadé¢ jednovrstvych MAF se nejdfive pfipravila odlévaci disperze nabobtnanim
mukoadhezivnich polymeri v roztoku glycerolu a ¢isténé vody. Celkova koncentrace
mukoadhezivnich polymera v disperzi byla vzdy 2,5 % (w/w) — NaCMC a HS samostatné nebo
v kombinaci NaCMC s HS. Po homogenizaci disperzi pfistrojem Ultra-turrax® (IKA® Werke, SRN)
a odstranéni vzduchovych bublin ultrazvukem (Sonorex RK52H, Bandelin, SRN) se do plastovych
kruhovych forem o priméru 63 mm automatickou pipetou (Brand, VB) odebralo 18 ml pfislusné
disperze. Po ¢astecném odpaieni vody se po 48 h doplnilo do kazdé formy dalSich 9 ml pfislusné
disperze. Po 14 dnech suSeni pii pokojové teploté se u ptipravenych filmt provedlo hodnoceni

mechanické odolnosti a dalSich kvalitativnich parametri.

Disperze pro odlévani ODF se pftipravila rozpousténim maltodextrini na vodni lazni (80 °C)
v roztoku plastifikatoru v ¢isténé vodé. Koncentrace maltodextrinu v odlévaci disperzi byla vzdy
15 % (w/w). Po uplném rozpusténi maltodextrinil, ochlazeni a doplnéni odpatené vody se do kazdé
disperze piidala MCC za neustalého michani hiidelovym michadlem (RZR 2021, Heidolph
Instruments, SRN) pii rychlosti otaéeni 300 rpm tak, aby koncentrace MCC v odlévaci disperzi byla
3 % (w/w). V ptipad¢ disperzi s obsahem glycerolu se pied pridanim MCC zapracoval tenzid, jehoz
koncentrace v odlévaci disperzi byla 0,5 % (w/w). Béhem procesu odlévani se disperze umistila

na magnetickou michacku (MR Hel-Mix S, Heidolph Instruments, SRN), aby se zabranilo

206



sedimentaci MCC. Pomoci automatické pipety (Brand, VB) se do kruhovych plastovych forem
0 priméru 63 mm nadavkovalo 10 ml disperze s obsahem plastifikdtoru glycerolu nebo 8 ml
disperze s plastifikatorem sorbitolem, respektive xylitolem. SuSeni filmti probihalo v horkovzdusné
susarné pii teploté 30 °C po dobu 24 h a nasledné se u ptipravenych filma provedlo hodnoceni

mechanickych vlastnosti.
Metoda ,,suSeni gelu*

Inovativni metoda ,,suSeni gelu” se vyuzila paraleln¢ k metod¢ odpafovani rozpoustédla pti ptipravé
ODF z maltodextrind. V tfence se smisil maltodextrin s roztokem ¢isténé vody s glycerolem a MCC
v poméru 2:1:0,5. Koncentrace glycerolu ve smési byla 3 % (w/w). Vzniklou smési se naplnila
injekéni stiikacka o objemu 20 ml. Po 24 h uchovavani v chladniéce se vznikly valecek nakrajel
krajeCem (Graef vivo V20, SRN) na platky o priméru 20 mm a tloustce 2 mm. SuSeni filmi

probihalo po dobu 24 h pfi pokojové teploté.
PouZité metody hodnoceni

U v8ech filmu pfipravenych metodou odpafovani rozpoustédla se provedlo méfeni mechanické
odolnosti pomoci analyzatoru textury Texture Analyzer CT3 (Brookfield Engineering, USA).
Hodnotila se odolnost filmu proti protrzeni (sila potfebna k protrZzeni filmu) a roztrzeni (pevnost
filmu v tahu). Z divodu moznosti vzajemné porovnatelnosti vysledkt jsou vysledné hodnoty
vztazeny na film o tloustce 100 um. Tloustka pfipravenych filmii se méfila pomoci optického

mikroskopu SMZ 1500 (Nikon, JAP).
Vysledky

Dulezitym parametrem mechanické odolnosti oralnich filmu je hodnoceni sily potiebné k protrzeni
filmu a hodnota pevnosti v tahu. Se zvysujici se koncentraci HS ve formulaci se sniZovala sila
potiebna k protrzeni filmu i pevnost filmu v tahu; vétsi snizeni mechanické odolnosti je patrné
u vzorka s HS o vyssi Mr (Tab. 1). U ODF se mechanickd odolnost filmu odvijela od hodnoty
dextrosového ekvivalentu maltodextrinu a od typu pouzitého plastifikatoru (Tab. 2). S naristem

v

odolnost se zaznamenala u vzorkt s obsahem glycerolu.
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Tab. 1: Mechanicka odolnost MAF Tab. 2: Mechanicka odolnost ODF

Sila Pevnost Pevnost
Vzorek protrzeni  vtahu Vzorek Sila protrieni vtahu [N-cm’
[Nl [N-cm”] [N] ]
2,5% NaCMC 4,14 568,51 g Glycerol 2,21 381,08
2% NaCMC - 0,5% HS 3,14 457,56 % Sorbitol 3,08 439,27
é 1,5% NaCMC - 1% HS 1,83 450,69 g Xylitol 2,68 334,00
@ 1% NaCMC - 1,5% HS 0,67 75,05 @ Glycerol 0,39 -
Z: 0,5% NaCMC - 2% HS 0,34 22,35 T Sorbitol 1,40 406,66
2,5% HS 0,25 19,79 g Xylitol 0,88 265,69
2% NaCMC 0,5% HS 0,88 474,04
é 1,5% NaCMC 1% HS 0,31 207,04
g 1% NaCMC 1,5% HS 0,11 31,73
Z: 0,5% NaCMC 2% HS 0,09 18,55
2,5% HS 0,10 17,42
Zavér

V ramci feSeni projektu se pfipravily a zhodnotily matricové mukoadhezivni filmy uréené k urychleni hojeni
|ézi sliznice dutiny Ustni a orodispergovatelné filmy vhodné pro zapracovani Siroké palety léciv. Pfipravené
filmy musi byt dostate¢né mechanické odolné, aby byla zajisténa snadnd manipulace s Iékovou formou. Na
zakladé provedenych hodnoceni vyplyva, Ze pro ordlni podani na sliznici dutiny Ustni jsou nejvhodnéjsi filmy
s nizkym obsahem hyaluronatu sodného o niz8§i Mr. Mechanicky odolnéjsi orodispergovatelné filmy

s obsahem sorbitolu a xylitolu budou pouZity jako matrice pro zapracovani lécCiva.
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