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Funkce kaspazy-3 v osteogenezi
Eva Adamova’, Eva Janetkov4?, Eva Matalova™?
YUstav fyziologie, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno
2Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky, Akademie véd Ceské Republiky, V.V.i.

Uvod
Osteogeneze predstavuje komplexni mechanizmus vzniku a vyvoje kosti. Osteoblasty se podileji na
tvorb¢ kostni tkan€, osteoklasty kost odbourdvaji. Téchto procesi se ucastni fada molekularnich
faktort, mezi které se v soucasnosti fadi i kaspazy. Kaspazy jsou znamy ptredevs$im jako molekuly,
které zprostiedkovavaji programovanou smrt bun¢k, a to i pii remodelaci kosti. Aktivni kaspaza-3
vSak byla pozorovanai v neapoptotickych chondrocytech, osteoblastech a osteoklastech, coz
naznacuje jeji tlohu v procesu diferenciace. Vétsina vysledkt je znama z endochondralni osifikace
(Krajewska et al. 1997; Szymczyk et al. 2006; De Valck et al. 2001), udaje k intramembran6znim
kostem jsou sporadické. Cilem projektu bylo bliz§i objasnéni zapojeni aktivni kaspazy-3
v prenatalnim i postnatalnim vyvoji kosti u modelu mysich koncetin (endochondralni osifikace) a
alveolarni kosti (intramembrandzni osifikace). Pozornost byla zaméfena na vztah kaspazy-3

k apoptOze a k markerim diferenciace bunék.

Material a metodika

1. Histologické tezy

Pro analyzu vzorka s vyuZitim imunohistochemie a biochemickych analyz byly pouzity sériové
histologické fezy v parafinu fixovanych vzorka prednich mysich koncetin a hlavové casti (frontalni
fezy) o tloustce 4 um. Studovana stadia zahrnovala embryonalni den 15 (E15), perinatalni obdobi
(PO) a postnatalni stadia P5 a P10. Pied analyzou byly histologické fezy odparafinovany a
zavodnény sestupnou alkoholovou fadou.

2. Imunohistochemie

Pro imunohistochemii byl pouzit detekéni kit (Vectastain). Byla aplikovana primarni protilatka proti
kaspéze-3 (Cell Signaling, 9664, 1:50) a osteokalcinu (Abcam, ab93876, 1:100) pies noc (4 °C).
Druhy den byla aplikovana biotinylovana sekundarni protilatka (30 min/RT) a streptavidin-
peroxiddzovy komplex (30 min/RT). Vizualizace pozitivnich bun¢k bylo dosazeno pomoci
chromogenniho substratu peroxidazy (POD), 3,3"-diaminobenzidin tetrachloridu (DAB).

Protibarveni pozitivnich jader (hnédych) bylo provedeno hematoxylinem (modré negativni jadra).



3. TUNEL

Pro detekci apoptotickych zlomtt DNA byl pouzit kit (Millipore, S7100). Reakéni smés byla
aplikovana 1 h/37 °C/vlhka komurka, poté byl pfidan streptavidin-peroxidazovy komplex (30
min/RT). Vizualizace pozitivnich jader byla zprostiecdkovana reakci POD-DAB, barveni
negativnich jader hematoxylinem.

4. TRAP

Detekce tartrat pozitivni kyselé fosfatazy (TRAP) byl vyuZit kit (Sigma-Aldrich, 387A). Vzorky
byly inkubovany 2 h/37 °C s reakénim mixem. TRAP pozitivni buiiky vykazovaly rtizovo-fialové
zbarveni cytoplasmy. Dobarveni negativnich bunék bylo provedeno metylenovou zeleni.

5. Mikromasové kultury

Mikromasové kultury byly ptipraveny z koncetinovych pupent stadia E12 dle diive etablovaného
protokolu (Chlastakova et al. 2012). Kaspaza-3 byla inhibovana pomoci fluormethylketonového
inhibitoru FMK004 (R&D Systems, Minneapolis, MN), ktery byl rozpustén v dimethylsulfoxidu
(DMSO) a aplikovan v koncentraci 100 pM piimo do média (viz. Chlastakova et al. 2012;
Kudelova et al. 2012). Simultanné byl obdobné¢ aplikovan inhibir v§ech kaspaz. Kultivovany byly
Ctyii skupiny mikromasovych kultur: kontrola kultivace (pouze médium), kontrola DMSO
(rozpoustédlo inhibitoru), experimentalni skupina s inhibitorem kaspazy-3 a experimentalni skupina
s obecnym inhibitorem.

6. PCRArrays, gPCR

Pro izolaci RNA byl pouzit RNeasy FFPE Kit (Qiagen). Ziskana celkova mRNA byla piepsana do
cDNA a nasledn¢ provedena analyza 84 genli pomoci PCR Array (SA Biosciences, PAMM-026A-
24). Pro gPCR byly pouZity specifické primery actin a Sox9 (Life Technologies).

Vysledky
Lokalizace aktivni kaspazy-3 ve vyvoji endochondralni kosti
Aktivni kaspaza-3 byla detekovana béhem endochondralni osifikace, ve vyvoji vietenni a loketni
kosti. Exprese kaspazy-3 byla pozorovana ve stadiu ED15,0 v cytoplazmé bunék perichondria
lemujici hypertrofické chondrocyty (Obr. 1 F), kdeZto chondrocyty v klidové zoné chrupavky byly
negativni (Obr. 1 B.). Stejn¢ lokalizovana byla i exprese osteokalcinu (Obr. 1 G). Aktivni kaspaza-3
mimo apoptotické bunky (Obr. 1 1) byla nalezena také v aktivnich osteoklastech (Obr. 1 H).
Klidova zona chrupavky byla negativni pro osteokalcin (Obr. 1 C), osteoklasty (Obr. 1 D) i
apoptotické bunky (Obr. 1 E). V perinatadlnim stadiu PO a postnatalnich stadiich P5 a P10 byly
chondrocyty klidové zény chrupavky negativni pro kaspazu-3, avSak ve vsech stadiich se jeji
exprese projevovala v proliferujicich chondrocytech. Exprese byla zachovana v perichondriu a byla

pozorovana i Vv hypertrofické a osifika¢ni zoné chrupavky, pozdéji také v bunkach nové vznikajici



kosti. Pfi intramembrandzni osifikaci byla kaspaza-3 pozorovana ve vSech zkoumanych stadiich ve
vznikajici mandibularni a alveolarni kosti, kromé& apoptotickych bunék opét ve stejnych mistech

jako exprese osteokalcinu, markeru pozdnich osteoblastti.

Obréazek 1. Morfologie fezu &asti mysi konetiny a prostorova lokalizace aktivni kaspézy-3, osteokalcinu,
apoptotickych bunék a osteoklasti ve stadiu ED15,0. Barveni hematoxylinem a alcidnovou modti (A),
imunohistochemické znaceni kaspazy-3 (B, F), osteokalcinu (C, G), TRAP (D, H) a TUNEL (E, I) analyza. Cerné $ipky

znaci pritomnost pozitivnich bunék (hnédé/fialova jadra). Métitko: 100 um.

Zmény exprese osteogennich markeri p¥i inhibici kaspazy-3
Vliv inhibice kaspdzy-3 na osteogenni markery byl hodnocen srovnanim kontrolnich a
inhibovanych kultur metodou PCR Arrays. Exprese genu Sox9 stanovena metodou qPCR (Graf.1)
byla zvySena u kultur s obecnym inhibitorem kaspdz a naopak sniZzena u selektivni inhibice
kaspazy-3. PCR Array pak v ptipadé inhibice kaspazy-3 ukazala zménu genové exprese u kolagenu
(typ I, al) (-15 %), katepsinu K (+23 %) a fosfoproteinu 1 (+36 %), av3ak s nizkou statistickou

vyznamnosti.
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Graf 1. Exprese genu Sox9 (qPCR) u bunéénych kultur po 24 h inhibici kaspazy-3 (A) a viech kaspaz (B).

Diskuse a zavér
Imunohistochemické analyza prokazala aktivni kaspdzu-3 i mimo apoptotické buiiky, a to u obou
typt osifikace. Tyto tdaje potvrzuji recentni nazory, Ze aktivni kaspaza-3 ma roli také v diferenciaci
bunék (napf. Szymczyk et al. 2006). gPCR analyza ukazala sniZzeni exprese Sox9, markeru
chondrogeneze, po 24 h inkubaci u mikromas se specifickou inhibici kaspazy-3. Navazujici

PCRArray analyza identifikovala geny, které se mohou na zménach v chondrogenezi/osteogenezi



dale podilet. Katepsin K patii mezi cysteinové proteazy, které exprimuji osteoklasty (Littlewood-
Evans et al. 1997). Jeho nartist by mohl indikovat zvyseni osteoklastogeneze po inhibici kaspazy-3.
Kolagen 2al je dtlezity pro endochondralni osifikaci, intramembrandzni pii jeho chybéni postizena
neni (Talts et al. 1998). Pokles kolagenu 2al pfi inhibici kaspazy-3 by ukazoval na sniZeni tvorby
organické matrix a mohl by mit souvislost s naristem exprese katepsinu K, ktery se podili na
degradaci kolagenové matrix (Saftig et al. 1998). Osteopontin (OPN, fosfoprotein 1) se tyka
pfedevSim osteoblastli, nicméné hraje roli i pfi remodelaci kosti. Nékteré studie ukazuji ptimou
souvislost s osteoklasty, kdy se OPN ziejmé¢ zucastni ukotvovani osteoklastti k mineralni matrix
kosti (Reinholt et al. 1990).

Dosavadni vysledky zatim umoznuji pouze formulaci hypotéz a budou dale potvrzeny analyzou
v delsich ¢asovych intervalech. Jiz tato data vSak naznacuji efekt chybéni kaspazy-3 na osteogenni

drahy pfi vyvoji kosti.
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Studium mechanizmii omezujicich vyvoj nahradnich generaci zubi

Hana Dosed&lova®, Barbora Putnova?, Kristyna Glocova?, Frantisek Tichy*, Marcela Buchtové®
'Ustav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta veterindrniho Iékarstvi, VFU Brno
“Magistersky studijni program, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, VFU Brno

Uvod

Zubni lista je nezbytna pro vyvoj ndhradnich generaci zubii ryb, plazi i savcl. Prvni
znamkou vzniku zubni liSty obratlovci béhem embryondlniho vyvoje je ztlusténi oralniho epitelu a
nasledny vznik epitelového ¢epu (Luckett, 1993). Apikalni ¢ast epitelu se prodluzuje, prorusta
hloubéji do embryonalni Celisti a postupné se rozsifuje za vzniku zubniho pupene. Vyvoj zubt pak
probiha pfes stejna vyvojova stadia u vSech obratlovct.

Délka perzistence zubni listy ve tkani Celisti souvisi s poctem generaci zubd. U
polyfyodontnich druhii pak zubni liSta pfetrvava po cely zivot jedince a je schopna produkce
nékolika dal$ich generaci zubti (Buchtova et al. 2008). U difyodontnich druhti savcu (jako je prase,
fretka ¢i ¢lovek) dochazi po zaloZeni pupene permanentni dentice k fragmentaci a rozpadu zubni
listy s naslednym pterusenim spojeni zubu a oralniho epitelu (Jarvinen et al, 2009). Do procesu
uplného zaniku zubni listy prasete je zapojena zejména bunécnd migrace, ¢astecné vsak 1 apoptodza a
epitelo-mesenchymalni transformace (Buchtova et al. 2012). Nicméné nejoblibenéjSim modelovym
druhem pro studium odontogeneze je laboratorni mys, kterd patii mezi savce s monofyodontni
dentici. U monofyodontnich druhti (myS, chameleon) doSlo v prubéhu jejich evoluce k sekundarni
ztraté schopnosti tvofit dalsi generace zubt. Cilem tohoto projektu bylo zjistit, zda dochazi k
iniciaci a vyvoji nahradni zubni liSty u monofyodontnich druhti a jeji piipadny osud pted erupci

zubu.

Material a metodika
Histologickéa analyza:

Ke studiu morfologie vyvijejici se zubni listy jsme pouzili embrya mysi rizného stafi ze
sbirky naSeho Ustavu. Po fixaci ve 4% formaldehydu byly hlavy embryi zpracovany dle
standardniho protokolu a zality do parafinu. Piipravené blo¢ky byly nakrajeny na mikrotomu
v transverzalni rovin€. Hematoxylin-eosinem byla obarvena pouze ¢ast ziskanych fezu, alternativni
fezy byly pouzity k imunohistochemické analyze. Skla byla po barveni fotografovana fotoaparatem
Leica.



Imunohistochemicka analyza:

Vybrané fezy byly deparafinovany xylenem a rehydratovany sestupnou alkoholovou tadou.
Odkryti epitopt bylo provedeno v citratovém pufru pfi teploté 97° C po dobu 15 minut, deaktivace
peroxidaz pak 3% peroxidem vodiku po dobu 10 minut.

Proliferujici bunky jsme detekovali pomoci PCNA kitu (kat. ¢.: 93-1143, Invitrogen).
Detekce apoptotickych bunék byla provedena ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit
(kat. ¢.: S7100, Chemicon International). Pozitivni buiiky byly vizualizovany pomoci Dako Liquid
DAB+ Substrate Chromogen System (kat. ¢.: K3468, Dako) a fezy nasledné kontrastné dobarveny
hematoxylinem.

Transmisni elektronova mikroskopie:

Tkan &elisti vybranych stadii mysi byla odebrana do fixa¢niho ¢inidla (3% glutaraldehyd
v 0,1M kakodylatovém pufru). K postfixaci byl pouzit 1% roztok OsO,4 ve stejném pufru. Po
dehydrataci v alkoholové fadé a acetonu byly vzorky zality do epoxidové pryskyfice Durcupan.
Polotenké fezy jsme obarvili toluidinovou modii, ultratenké fezy byly kontrastovany roztokem
uranylacetatu s citratem olovnatym. K analyze fezii byl pouzit mikroskop Morgagni™ 268 TEM
(FEI Company) s fotoaparatem Veleta CCD Camera (Olympus).

Obr. 1: Morfologie zubni listy v pozdnich embryonalnich a v postnatalnich stadiich mySi v oblasti prvniho molaru.
Mg¢titko = 100 um

Vysledky
Zubni lista mysi zlstava spojena s oralnim epitelem nejen v pribéhu vyvoje zubi béhem
embryogeneze, ale toto spojeni setrvava nepferuseno az do erupce zubu (Fig. 1,2). V prubéhu
postnatalniho vyvoje se vSak vyrazné méni morfologické a histochemické vlastnosti bunék, které

zubni listu tvofi. Zprvu dochazi k postupnému naruseni souvislosti bazalni membréany zubni listy.



Buiiky mesenchymu v okoli zubni listy vytvaii dlouhé vybézky sméfujici k listé. V okoli bazalni
membrany se pak v jejich blizkosti hromadi extracelularni matrix. V buiikach zubni listy postupné
ptibyvaji mikrofilamenta a zasoby glykogenu, aktivita buné¢ného metabolismu klesa (Fig. 3). Dale
dochazi k vymizeni rudimentalni nahradni zubni liSty. Zubni lista v souvislosti s rozpadem bazalni
membrany ztraci jasné kontury a expanduje do $ifky. Mitoticky potencial bunék klesa (Fig. 2),
organely jsou degradovany, nicméné pocet apoptotickych bunék se vyrazné nezvysSuje. Epitelové

perly se objevuji ve sttedové oblasti rozpadajici se zubni listy v postnatélnich stadiich.

Obr. 2: Proliferace bunék v oblasti zubni li§ty znacena protilatkou PCNA (hnéda jadra). Méfitko = 100 pm

Zavér
Degradace zubni liSty mysi je, podobné jako je tomu u prasete, vysledkem tady procesu,
které se na ni podileji riznou mérou. Apoptdéza bunék je zapojena v regresi nahradni listy
v mnohem mensi mife, nez jsme ocekavali. Naopak nejvyznamnéj$im mechanismem zaniku
nahradni zubni listy mysi se zda byt sniZzena proliferace v oblasti nahradni liSty a ztrata schopnosti
nahrady tkanovych kmenovych bunék, které se podili na formovani nahradni dentice.

Obr. 3: Epitelové bunky zubni listy v transmisnim elektronovém mikroskopu.
Podékovani: Projekt byl finangovan Interni grantovou agenturou VFU Brno (grant 96/2014/FVL).
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Vliv nedostatku Zeleza a chladového stresu na produkci thyroidnich hormoni a

termoregulaci selat

Zdenék Fajtl, Jonas Vanhara®, Jan Vasek?, Barbora Prokesova?, Tomas Baroch®
Klinika chorob prezvykavcu a prasat, Fakulta veterinarni lékarstvi, Veterinarni a
farmaceuticka univerzita Brno', Fakulta veterindrni lékarstvi, Veterindrni a farmaceutickd
univerzita Brno?, Ustav verejného veterindfstvi, ochrany zvifat, welfare, Fakulta veterinarni

hygieny a ekologie, Veterinarni a farmaceutické univerzita Brno®

Uvod

Cela tfada mikroprvkt hraje dilezitou roli jako souc¢ast mnoha enzymu a jsou tedy
nutné pro jejich efektivni fyziologickou funkci. Studie probihajici u lidi a laboratornich
potkanti dokazaly, ze nedostatek Zeleza a s tim souvisejici anemie zhorSuje metabolizmus
Stitne Zlazy, (Beard et al. 1990). Pfesny mechanismus, jak nedostatek Zeleza pusobi na
metabolizmus §titné Zlazy, neni znam. Pfedpoklada se ovlivnéni metabolizmu vlivem snizené
oxygenace tkani pfi anémii (Galton 1972). Anémie muze také ovliviiovat CNS sloZzku v
neuroendokrinnim systému regulace produkce hormont $titné Z1azy (Beard et al. 1990).
Cinnost §titné Zlazy tzce souvisi i se schopnosti termoregulace organizmu, coZ dokazuje
provedena studie Beardem et al. (1990), ktera demonstruje souvislost s anémii vyvolanou
nedostatkem Zeleza a schopnosti fyziologické termoregulace u lidi pii experimentalné
vyvolané hypotermii pomoci vodni 1azné se studenou vodou. U zvifat mize byt vyvolana
experimentalni hypotermie také vodni lazni (Lossec et al. 1998). Cilem projektu bylo
zhodnoceni dopadu nedostatku Zeleza a anémie na funkci Stitné Zlazy a kondici selat a vliv

chladového stresu na termoregulacni schopnost selat.

Material a metodika

Pokus byl realizovidn v podminkach bézného chovu. Celkem bylo pouZito 40 zvirat (22
kaneckli a 18 prasnicek). Byly vytvotfeny dvé skupiny. Kazda skupina méla po 20 kusech
selat. Pti uspotadani skupin zvifat byl pouzit princip délenych vrh.

Krev byla odebirana z vena cava cranialis pomoci sterilnich jehel do zkumavek s aktivatorem
srazeni a do zkumavek EDTA. Selata byla pted odbérem krve vazena a vcetné pohlavi
zaznamenavana. Krevni vzorky pro analyzu T3, Ty, Fe, glukdzy v séru, hematologii (Hb, Hit,
pocet Erys, pocty Leu) byly odebrany od selat obou skupin (kontrolni skupina a pokusna
skupina) 3., 10., 17., a 26. den staii selat.



U prvni skupiny (kontrolni, 20 ks) selat byl aplikovan 3. den po porodu (tak jak je to bézné
v komer¢nich chovech prasat) ptipravek s obsahem Zzeleza (Gleptosil 200 mg/ml injekéni
roztok pro selata v davce 1 ml pro toto) intramuskularné do glutealni nebo kréni svaloviny
jako prevence anemie.

Druhé skupiné (pokusna, 20 ks) selat Zelezo nebylo suplementovano. Od 10. - 14. dne se
zacala u selat bez suplementace Zelezem rozvijet anémie.

V 17. dni pokusu byl vyvolan u obou skupin chladovy stres (ochlazenim definované ¢asti téla
studenou vodou o teploté 7 °C na 30 vtefin). Selata byla ponofena do nadoby se studenou
vodou celym télem po uroven krku. Bezprostifedné po vytaZeni selat z nadoby jim byla
odebréna krev. Po skonceni pusobeni chladového stresu byla selata z pokusné skupiny

oSetiena aplikaci Zeleza preparatem Gleptosil 200 mg/ml injekéni roztok pro selata.

Vysledky
U zkoumanych skupin selat, s Zelezem i bez Zeleza, nebyl zaznamenan statisticky vyznamny
rozdil ve vahovych piirustcich. Nebyl zaznamenan vliv ponofovani do studené vody na
zménu teploty téla. T¢lesnd teplota selat nevykazovala statisticky vyznamné odchylky pted i
po ponoieni do studené vody.
1. odbér ve 3 dnech véku selat ukazal u obou zkoumanych skupin pfiznaky anemie. Byly
naméfeny snizené hodnoty Ht, Hb, erys. Hodnoty leu byly v norm¢. Hodnoty Fe byly u obou
skupin snizené, hodnoty Glu, T3, T4 byly vnormé. VSechny naméiené hodnoty bez
statisticky vyznamnych rozdilu.
2. odbér ve véku 10 dni vykazovala skupina bez suplementace Zeleza statisticky vyznamné
niz§i hladiny sledovanych parametrt Ht, Hb a erys, Fe a T3, parametry T4 a Glu byly v normé
bez statisticky vyznamnych rozdild. U obou sledovanych skupin byly vSechny hematologické
parametry snizené.
3. odbér ve veku 17 dnii vykazovala skupina bez suplementace zeleza statisticky vyznamné
niz$i hladiny sledovanych parametrt Ht, Hb a erys, Fe a T3, parametry T4 a Glu byly v normé
bez statisticky vyznamnych rozdild. Hematologické parametry byly snizené pouze u skupiny
bez Zeleza.
4. odbér ve veéku 26 dna vykazovala skupina bez suplementace zeleza statisticky vyznamné
nizsi hladiny sledovanych parametra Ht, Hb a erys, Fe a T3, parametry T4 a Glu byly opét
Vv normé bez statisticky vyznamnych rozdili. Hematologické parametry byly snizené pouze u

skupiny bez Zeleza, avSak se stoupajici tendenci.
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Zavér
Teplota vody okolo 7°C a doba ponofeni selat pravdépodobné nestacila na vyvolani zmén
v oblasti termoregulace, jelikoz jsme nezaznamenali zadné teplotni vykyvy pii méfeni selat.
Jednalo se pouze o mirny chladovy stres, ktery pravdépodobné neovlivnil metabolizmus §titné
zlazy. Ostatni naméfené hodnoty odpovidaji prohlubujici se anemii u selat bez suplementace
zeleza a jeji pravdépodobny vliv na metabolizmus Stitné zlazy. U skupiny bez suplemetace
Zeleza doslu k poklesu sérovych hladin Zeleza s naslednym poklesem hormonu T3. Hormon
T4 zustal po celou dobu pokusu ve fyziologickych hodnotach u obou skupin. Pokles T3 si
vysvétlujeme pravdépodobné snizenou konverzi periferni T4 na T3, ktery byl prokazén
v pokusech u lidi a laboratornich potkant (Beard et al. 1990). Je tedy mozné potvrdit
hypotézu, Ze anemie u selat miize negativné ovlivnit metabolizmus $titné Zlazy a sniZit sérove
hladiny hormonu T3, ne v8ak natolik, aby se snizila hladina T4 v séru. Uvedeny pokus
naznacuje, ze anemie u selat nepiedstavuje tak velky problém ve vztahu k metabolizmu $titné

zlazy jak je tomu napf. u lidi a laboratornich potkanti.

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 71/2014/FVL.
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Ovéreni biomechanickych vlastnosti a cytotoxicity nového resorbovatelného
polymerniho gelu vyvinutého k vyplni kostnich defekti
Petra Fedorova, Alois Necas, Lucie Urbanova, Katefina Jifickova, Nikola Pankova, Andrea
Necasova
Oddéleni chirurgie a ortopedie, Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Fraktury kosti koncetin jsou v praxi malych zvifat velmi ¢asté a mohou je doprovazet
komplikace v hojeni zlomenin, napf. v pfipadech fraktur zaprstnich kosti ¢i u zlomenin
distalniho Gseku radia u miniaturnich plemen psi'. Preferovana 1é¢ba téchto typt fraktur je
témét vzdy chirurgicka, pricemz se nejCastéji voli jejich fixace (osteosyntéza) kostnimi
ploténkami a $rouby?®. Nové se v oblasti osteosyntéz objevuji techniky vyuZivajici k fixaci
zlomenin razné biokompatibilni a biodegradabilni materiélya, a to za ucelem prevence
komplikaci pti chirurgické 1é¢beé zlomenin. NaSim soucasnym zameérem je ovetit vlastnosti
nové vyvinutého biodegradabilniho polymerniho gelu, ktery by mél slouzit k vypliovani
kostnich defekti vzniklych jednak iatrogenné (po vyjmuti implantatu), nebo v dusledku

patologickych procest (kostni cysty, neoplazie) a k podpoie hojeni takto postizené tkané.

Material a metodika

Stézejni ¢ast projektu byla provedena na ex vivo preparatech ziskanych z kadavert
psu. Byly pouzity kosti apikalnich ¢asti hrudnich i panevnich koncetin (metakarpy,
metatarzy), které byly zbaveny vSech okolnich mékkych tkani tak, aby piedstavovaly vhodny
model kosti pro mechanické testovani. V diafyzach kosti byly vytvoteny defekty simulujici
otvory po vyjmuti ploténkového Sroubu o velikosti 2,0mm. Nasledné byly tyto defekty
vyplnény zcela novym typem biomaterialu, kterym je specialni vstiikovatelny biodegradabilni
netoxicky polymer gelujici pii teploté lidského téla Jako kontrolni vzorky byly otestovany
mtt/mtc kosti s defekty po Sroubech bez vyplnéni uvedenym biomaterialem a také mtt/mtc
kosti bez zminénych iatrogennich defektu. Preparaty byly podrobeny mechanickym testim pii
pusobeni sil ohybu ve spolupréci s doc. Pénc¢ikem a doc. Schmidem ze Stavebni fakulty VUT

V Brné.
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Druha cast studie zahrnovala ovétfeni biokompatibility syntetizovaného materialu
S MSCs. Pro testovani byly pouZity mezenchymalni kmenové buiiky izolované z tukové tkané
a také diferencované primokultivované chondrocyty. Testovanym materialem byl polymerni
termocitlivy hydrogel vyvinut pro biomedicinské aplikace do tkanovych defekti. Tato ¢ast
studie byla provedena s vyuzitim laboratorniho vybaveni a ve spolupraci s Narodnim centrem

tkani a bunék (Ing. KoSkova).
Vysledky

Mechanickym testim jsme podrobili 2 testovaci skupinu s 9 a 7 testovacimi preparaty
a srovnali je s kontrolnimi skupinami. Kontrolni skupinu S1 (n=10) tvotily kosti zcela
nepoSkozené, kontrolni skupina S2 (n=11) byla s iatrogenné vytvotenymi defekty v kosti
predstavujicimi otvory po vyjmuti ploténkovych Sroubti o praméru 2mm. Testovaci skupina
S3 byla tvotena kostmi s otvory vyplnénymi hydrogelem o koncentraci 15% obohacenym o
hydroxyapatit (HAP) a skupina S4 byla tvotfena kostmi s otvory vyplnénymi hydrogelem o
koncentraci 10% obohacenym o hydroxyapatit (HAP). Tabulka 1 zobrazuje hodnoty sil

potiebnych k poruSeni integrity kostni tkané u jednotlivych skupin.

Maximalmi sila (sila pfi poruseni) F [N]
Série 1 Série 2 Série 3 Série 4
plné kosti kosti s otvory kosti s vypIni kosti s vypIni
1 880,00 420,50 656,10 596,60
2 627,10 525,80 687,00 493,30
3 559,60 666,10 593,80 431,40
4 471,20 617,90 401,20 684,20
5 578,90 618,30 556,80 994,20
6 572,50 636,00 404,00 643,20
7 688,60 636,00 577,30 746,10
8 697,50 724,40 448,60 X
9 662,10 697,10 638,80 X
10 503,30 902,10 X X
11 X 364,60 X X
12 X X X X
primér 624,08 618,98 551,51 655,57

Tabulka 1: Hodnoty sil potfebnych k poruseni integrity kostni tkané u jednotlivych skupin

kosti

Na grafech 1-4 je vidét kiivky piedstavujici vliv velikosti pusobici sily na vertikalni

posun, €ili pfelomeni kosti u jednotlivych testovanych i kontrolnich skupin.
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wila [N)

Graf 1: Zavislost vertikalniho posunu na velikosti  Graf 2: Zavislost vertikalniho posunu na velikosti
pusobici sily u kontrolni skupiny S1 pusobici sily u kontrolni skupiny S2 s iatrogenné

s nepoSkozenymi kostmi poskozenymi kostmi s otvory bez vyplné

Tr——- St poswn mm]

Graf 3: Zavislost vertikalniho posunu na Graf 4: Zavislost vertikalniho posunu na
velikosti puisobici sily u testované skupiny velikosti puisobici sily u testované skupiny
S3 s iatrogenné poSkozenymi kostmi S3 s iatrogenné poSkozenymi kostmi

s otvory s vyplni 15% hydrogelu s HAP s otvory s vyplni 10% hydrogelu s HAP

Testy biokompatibility ukézaly, Ze hydrogel, ktery byl pouZit pro mechanické
testovani neni vhodnym prostfedim pro proliferaci bunék a je cytotoxicky (na zakladé¢
barveni PI) a to jiz po 1 hod pisobeni hydrogelu na bunky. Byla vyzkouSena 3D kultivace s
chondrocyty i 2D kultivace. Oba zpisoby potvrdily nevhodnost pro rist bun¢k. V ramci
testovani cytotoxicity byla kontrolovana suspenze bunék ihned po smichani s hydrogelem,

zde byli buiiky vitalni. Po 1 hodin¢ jiz byli buiiky neviabilni.
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Obr.1: Slide s hydrogelem Obr.2: Obarveny slide s hydrogelem
a inokulovanymi chondrocyty a chondrocyty, po aplikaci PI jasn&
znatelné Cervené svitici signaly mrtvych

bunék
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Uloha jezkii v kolob&hu zoonéz v urbannich ekosystémech a v lidské péci
Lada Hofmannova’, Tereza Simonovska®, Lucie Novakova®, Milan Dudés*
Ustav patologické morfologie a parazitologie, Fakulta veterindrniho lékaistvi, Veterindrni a

farmaceuticka univerzita Brno*

Uvod

V Ceské republice Ziji ve volné piirodé jezek zapadni (Erinaceus europaeus) a jezek
vychodni (E. concolor), jejichZ jedinci jsou na podzim casto umistovani do tutulki nebo
doméacnosti. Navic také narGstaji pocty majiteld ,afrického” jezka bé&lobfichého (Atelerix
albiventris). Nakolik mohou byt jezci obecné zdrojem potencionalné zoonotickych patogenii je
v literatufe diskutovdno zejména v souvislosti vyskytem vnéjSich patogent jako plisni a
ektoparaziti. Dosud neexistuje komplexni studie zaméfena na stanoveni prevalenci SirSiho souboru
zdravotné nejvyznamnéjSich  patogentt  (Salmonella  spp., Yersinia pseudotuberculosis,
Cryptosporidium parvum, Giardia intestinalis, a také tkanovych paraziti Toxoplasma gondii a
Trichinella spp.). Cilem prace bylo posoudit prevalence vyse uvedenych patogenu, vyhodnoceni
jejich vlivu na morbiditu a mortalitu jezkl a také moznost posouzeni tlohy jezkl v kolobéhu téchto

patogenu v urbannich ekosystémech.

Material a metodika

VySetteni vzorku trusu na piitomnost paraziti

Vysetteni 80 vzorku trusu zahrnovalo celkem 51 jezkt ze zachrannych stanic (ZS): 20 jezka
vychodnich a 31 jezku zapadnich. Déle bylo vysetieno 30 jedincu jezka bélobfichého chovanych
jako zajmova zvirata. VSechny vzorky byly nejprve celkové parazitologicky vysetreny
centrifugacné flotaéni metodou, larvoskopii dle Baermanna a klasickou sedimentaci. Pocty
nalezenych parazitii byly kvantifikovany. Cca 200 mg trusu ze vSech 81 vzorka bylo pouZito pro
izolaci DNA za pouZiti PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio). Ziskand DNA byla skladovana pii —
20°C. Ptitomnost Cryptosporidium specifické DNA byla stanovena pomoci double PCR na genu
SSU (small ribosomal subunit rRNA). Reakce probihala v objemu 25 ul v pufru o slozeni 12,5 pl
PPP Master Mixu (TopBio), 8,5 pul PCR H,0 (TopBio), 10 pmol kazdého z primert a 2 pl DNA.
PCR se skladala z ivodni denaturace pti 94°C/3 min, nasledovand 35 cykly denaturace pii 94°C/45
s, annealingu pii 55°C/45 s a extenze pii 72°C/1 min, pak nasledovala zavére¢na extenze pti 72°C/7
min. Po probéhnuti prvniho kola PCR byly 2 pl produktu reamplifikovany ve druhém kole PCR za
identickych podminek. Ptritomnost Giardia spp. byla zjistovana pomoci nested PCR na genu TPI

(triosephosphate isomerase gene) za obdobnych reakénich podminek jako je uvedeno vysSe. PouzZité
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primery pro diagnostiku kryptosporidii byly SSU F1(TTCTAGAGCTAATACATGCG) a SSU R1
(CCCATTTCCTTCGAAACAGGA) s délkou produktu ~1325 bp'. Pro diagnostiku giardii vn&jsi
TPI F1 (AAATIATGCCTGCTCGTCG) a TPI R1 (CAAACCTTITCCGCAAACC), a vnitini TPI
F2 (CCCTTCATCGGIGGTAACTT) a TPI R2 (GTGGCCACCACICCCGTGCC) s delkou
finalniho produktu 530 bp? PCR produkty byly detekovény v agar6zovém gelu za pomoci
elektroforézy a UV svétla a pozitivni byly po enzymatickém precisténi (ExoSap) zaslany k sekvenci
(Macrogen). Sekvence byly analyzovany pomoci softwaru ChromasPro 1.5 a BioEdit 7.0.9 a
nasledné porovnavany s dostupnymi sekvencemi (BLAST) v databazi GenBank®. Fylogeneticka

analyza kladn¢ vyhodnocenych sekvenci bude nasledovat.

Bakteriologické vySetteni vzorkl trusu

Vysettili jsme celkem 82 vzorki trusu jezku (20 jezka vychodnich, 32 jezkt zapadnich a 30
jezku bélobiichych) na pfitomnost bacterii Yersinia pseudotuberculosis a zastupct rodu Salmonella.
Vzorky trusu byly odebrany za pouziti sterilnich vatovych tampont a transportni pidy dle Amiense
(COPAN). Kultivace salmonel spoc¢ivala v prvotnim pomnoZeni bakterii v pufrované protonové
vodé. Nasledovala kultivace na Rappaport — Vassiliadisové a pozitivni dale na XLD agaru.
Prokéazané kultury se odeslaly na serotypizaci. Kultivace yersinii byla provadéna ze sterilniho
fosfatového pufru jednak ptimou kultivaci na CIN agaru a jednak chladovym pomnoZzenim pii 4°C

po 3 tydny, kdy opét nasledovalo pomnozeni na CIN agaru.

Vysetteni tkani uhynulych jezka

Na piitomnost tkanovych parazitd T. gondii a Trichinella spp. bylo vySetfeno celkem 51
uhynulych jezku, z toho bylo 26 jezka zapadnich a 25 jezku vychodnich. Pii pitvé rozmrazenych
kadaverd byla sterilné¢ odebrana mozkova tkan (0,35-2,82 g) a svalovina. Svalovina byla vysetifena
referenéni travici metodou na pfitomnost larev trichinel. Vysledny sediment traveniny byl prohlizen
se pod invertovanym mikroskopem pii zvétSeni 40x. Mozkova tkan byla pouzita k detekci DNA T.

gondii za pouZiti specifické magnetické izolace DNA a nasledné gPCR dle publikované metodiky®.

Vysledky
Vysledky parazitologického vySetieni trusu 51 jedinct jezkt ze ZS prokazaly pritomnost
béznych paraziti jako lIsospora sp., Capillaria spp., Eucoleus aerophilus, Acanthocephala a
Crenosoma striatum, ale Zadné oocysty kryptosporidii ani cysty giardii. U 30 jezka bélobfichého
nebyli parazitologickym vySetfenim trusu detekovani zadni parazité. PCR vySetieni trusu 81 vzorki

prokazalo u jednoho jezka zapadniho (1,2%) ptitomnost C. parvum. Analyzy Giardia spp. jsou
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aktualn¢ finalizovany. Bakteriologické vySetieni a serotypizace prokazaly piitomnost Salmonella
typhymurium u 3 jezkt zapadnich z 51 jezka ze ZS (5,9%). Kultivace pozitivni na Yersinia sp. byla
potvrzena jen ve 2 ptipadech (3,9%) u jeZka vychodniho ze ZS. Tyto nalezy budou jesté podrobeny
typizaci. Bakteriologické vySetfeni navic piineslo zachyt bakterie r. Rahnella u tii (5,9%)a zachyt
Setaria liquefaciens u dvou jezka (3,9%) ze ZS. VysSetieni svalové tkan¢ 51 uhynulych jezku
neprokédzalo u Zadného z nich ptitomnost larev Trichinella spp., detekovany byly pouze migrujici
larvy plicnivek C. striatum. Vyhodnoceni detekce T. gondii jesté probiha, proto nemohou byt

finalni vysledky uvedeny.

Zavér
JeZci ze zdjmovych se dosud jevi jako prosti vSech sledovanych patogent. VySetieni

nejméné dalsich 20 jedinct bude jesté v nasledujicich mésicich dokonceno. JeZci, u kterych byly
detekovany salmonely, yersinie a C. parvum, nevykazovali zadné piiznaky klinického onemocnéni.
VSichni tito jezci pochézeli ze ZS, kde o né bylo pies celé zimni obdobi peovano. Oproti
predbéznym vysledkim parazitologickych vySetieni z podzimnich odbért jsme zaznamenali
celkové nizsi prevalence parazitti zejména kryptosporidii, a pro to Ize piedpokladat, Ze poskytnuta
péce piinasi zlepSeni zdravotniho stavu a snizeni vyluCovani patogenii. Ze ziskanych vysledkt
vyplyva vyssi pozitivita volné Zijicich jezku zejména u bakterialnich potencionalné zoonotickych
patogenu (salmonel a yersinii). Nicméné ¢ast dat je nyni ve stadiu finalizace a proto nemohou byt
veskeré zavéry prezentovany.

Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 88/2014/FVL
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Dynamika zmén koncentraci imunoaktivnich latek v kolostru
Josef lllek, Veronika Sujova, Jana Smidkova
Klinicka laborator pro velka zvirata, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Kolostrum je sekret mléc¢né zlazy, ktery je dulezity pro zabezpeceni kolostralni imunity a
vyZzivy novorozenych telat. V prub&éhu né€kolika dnt se jednotlivé slozky kolostra vyznamné
méni a postupné se tvoii se mléko. Cilem nasi prace bylo zjistit dynamiku zmén vybranych
parametrl kolostra v ¢asové ose.

Material a metodika

Kolostrum a mléko bylo ziskdno dojenim 10 krav holStynského plemene na 2. — 4. laktaci
z celkove nadoje. Prvni kolostrum bolo odebrano bezprosttedné po porodu do 1- 3 hodin.
Druhé v dobé 6- 12 hod po porodu. Tteti vzorek byl odebran s odstupem 12 az 15 hodin po
druhém odbéru. Dalsi vzorky se odebirali pfi rannim dojeni a to ¢tvrty, Sesty a osmy den.
Odebrané vzorky kolostra a mléka zcelkové nadoje byly uchovany v plastovych
vzorkovnicich pti teploté - 70 °C aZz do doby provedeni analyz.

V prvé fazi byla stanovena v kolostru a mléku koncentrace vitaminu A a E pomoci kapalinové
chromatografie.

V druhé faze se piipravovalo bezbunééné kolostrum (sérum), kde se vzorky kolostra/mléka
rozmrazily ve vodni lazni o teploté 37 C. Po Uplném rozmrazeni se ziedily s roztokem PBS v
pomére 1:1. Dale se postupné 4-krat centrifugovaly. Vysledny vzorek se piefiltroval pies 0,2
mikrometrove filtry. Takto ziskany vysledny c¢iry alikvot se pouZil na stanoveni celkové
bilkoviny, laktoferinu, celkovych globulini. Dale se stanovovali pomoci radialni imunodifuze
hladiny IgGL1.

Celkova bilkovina v séru kolostra a mléka byla stanovena kolorimetricky pomoci soupravy
12751 f. BioVendor na pfistroji Cobas Mira S. Jednotlivé frakce bilkovin byly stanoveny
pomoci elektroforézy a vyhodnoceny denzitometricky.

Koncentrace 1gG1 byly stanoveny metodou radidlni imunodifuze, kdy se na piipraveny
agarézovy gel SEVAC nanesly vzorky akralici antibovinni antisérum IgG1l. Nanesene
vzorky se nejdiive nafedili v mikrotitraéni desce 10-krat. Principem bylo navéazani protilatek
a antisera, které vytvotili precipita¢ni linie v tvaru kruhu. Po 24 hodinach v termostatu se tyto
linie odecetli, pficemz praméry byli umérni koncentraci pfislusniho antigenu ve vzorku, co
v naSem pripad¢ byla podtiida 1 gama imunoglobulinu. Vlastni koncentrace se vypocita dle
kalibra¢ni k¥ivky, ktera byla tvofena komerénim kontrolnim sérem nanesenym Vv nékolika
fedénich.

Laktoferin v séru kolostra a mléka byl stanoven metodou HPLC

Koncentrace mikroprvka v kolostru a mléku byly stanoveny pomoci AAS- atomové absorpéni
spektrometrie. VVzorky kolostra a mléka byly mineralizovany v uzaviené systému mokrou
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cestou pomoci zatfizeni Milestone ETHOS. Zinek byl stanoven pomoci AAS SOLAR, selen
byl stanoven hydridovou metodou AAS rovnéz na piistroji SOLAR s hydridovou jednotkou
VP 100.

Vysledky

Koncentrace vybranych parametri kolostra a mléka jsou uvedeny v tabulkach 1-3. .

1. 2. 3. 4, 5. 6.
X 129,04 90,18 36,22 23,14 17,38 15,83
CB (g/1) SD 26,94 11,50 11,91 7,74 4,90 3,81
Vx (%) | 20,88 12,75 32,88 33,45 28,19 24,07
X 78,46 49,22 11,98 4,42 3,05 2,40
Glob. (g/1) SD 17,66 7,17 4,52 2,26 1,33 0,76
Vx (%) | 22,51 14,56 37,73 51,13 43,61 31,67
X 16,71 8,84 3,33 1,06 0,71 0,58
1gG1 (g/1) SD 5,81 3,00 1,70 0,37 0,19 0,10
Vx (%) | 34,77 33,94 51,05 34,91 26,76 17,41
( CB - celkové bilkovina)
1. 2. 3. 4, 5. 6.
X 21,63 13,37 8,27 3,49 1,92 1,31
vit A (umol/l) SD 17,07 7,11 6,73 1,98 1,30 0,54
Vx (%) | 78,92 53,18 81,38 56,73 67,71 41,22
X 18,07 11,64 6,63 3,60 1,94 1,45
vit E (umol/1) SD 8,58 4,03 3,35 1,61 1,02 0,84
Vx (%) | 47,48 34,62 50,53 44,72 52,58 57,93

1. 2. 3. 4. 5. 6.

X 1438,36 1171,73 602,28 366,28 309,63 249,40
Lf(mg/l)| sD 522,53 385,27 217,80 144,04 174,51 154,08
vx(%) | 3633 3062 36,22 39,33 56,36 52,34

X 53,22 36,23 20,44 18,57 18,15 14,57

Se(ug/l)| SD 8,87 11,81 7,24 8,43 7,18 4,88
Vvx(%) | 16,67 32,60 3542 45,40 39,56 33,49

X 16,25 12,59 7,30 6,36 6,30 5,52

(mZ;/I) SD 6,17 5,37 1,50 1,14 0,94 1,11
Vx(%) | 37,97 42,65 20,55 17,92 14,92 20,11

( Lf — laktoferin)
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Zavéry

Sledovéni prokazalo vyznamné zmény ve slozeni kolostra a mléka v ¢asové 0se od porodu
do osmého dne laktace. Vyznamné se snizila koncentrace vSech sledovanych paramertu.
Nejvyraznéjsi zmény byly zjistény v koncentraci celkové biloviny (CB), a globulin  a

(IgG1) v kolostru dojnic mezi prvnim a druhym odbérem ( n&doji).

Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 103/2014/FVL

Seznam literatury:

L. ADLEROVA, A. BARTOSKOVA, M. FALDYNA (2008): Lactoferrin: a review, Vet.
Med. 53,2008 (9):457-468

C. R. BAUMRUCKER, A.M. BURKETT, A.L. MAGLIARO-MACRINA, C.D. DECHOW
(2010) :Colostrogenesis: Mass transfer of immunoglobulin G; into colostrum, J Dairy
Sci. 2010 Jul;93(7):3031-8

ROY BURRIS and JOHN JOHNS: Feeding the Cow Herd, In Beef Management in
Kentucky, ID-108.E. J. CARROL and F. A. MURPHY:: Changes in whey proteins between
drying and colostrums formativ,J. of D. Sci. Volume 48, Issue 9, 1246-1249, 1965

M. DRACKOVA*, I. BORKOVCOVA, B. JANSTOVA, M. NAISEROVA, H.
PRIDALOVA, P. NAVRATILOVA and L. VORLOVA (2009): Determination of
Lactoferrin in Goat Milk by HPLC Method, Czech J. Food Sci Vol. 27, 2009, Special Issue

H. M. HAMMON, J. STEINHOFF-WAGNER, J. FLOR, U. SCHONHUSEN and C. C.
METGES(2012): Lactation Biology Symposium: Role of colostrum and colostrum
components on glucose metabolism in neonatal calves, J. Anim. Sci. 2013,91: 685-695

HARALD M. HAMMON and JUERG W. BLUM4 : Metabolic and Endocrine Traits of
Neonatal Calves Are Influenced by Feeding Colostrum for Different Durations or Only Milk
Replacer1-3, J. Nutr. March 1, 1998 vol. 128 no. 3 624-632

S. I. KEHOE, A. J. HEINRICHS ,2 PAS, M. L. MOODY , C. M. JONES and M. R. LONG
(2011): Comparison of immunoglobulin G concentrations in primiparous and multiparous
bovine colostrum ( Department of Dairy and Animal Science, The Pennsylvania State
University, University Park 16802), The Prof. Anim. Scien. 27 (2011): 176-180

MIANBIN WU, XUEWAN WANG, ZHENGYU ZHANG and RUTAO WANG: Isolation
and Purification of Bioactive Proteins from Bovine Colostrum, DOI: 10.5772/20246

K. STELWAGEN, E. CARPENTER, B. HAIGH, A. HODGKINSON and T. T. WHEELER

(2008) : Immune components of bovine colostrum and milk, J. Anim. Sci. 2009.87(Suppl. 1):
3-9

21


http://www.journalofdairyscience.org/article/S0022-0302(10)00312-7/fulltext
http://www.journalofdairyscience.org/article/S0022-0302(10)00312-7/fulltext
http://www.journalofdairyscience.org/article/S0022-0302(10)00312-7/fulltext
http://www.journalofdairyscience.org/article/S0022-0302(10)00312-7/fulltext
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20630219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20630219

Studium sezénni myopatie u koni v Ceské republice
FrantiSka Hrdinova, Zuzana Drabkova, Petr Jahn
Klinika chorob koni, Fakulta veterindrniho lékarstvi, VFU Brno

Uvod
Atypicka myopatie (AM) je onemocnéni S vysokou mortalitou, které se sezénné objevuje
v Evrop¢ u koni chovanych na pastvé. Klinicky se projevuje slabosti, svalovymi
fascikulacemi, ztratou schopnosti pohybu a ulehnutim, pocenim, dysurii, tachykardii,
ztizenym dychanim a myoglobinurii. Pfi¢inou je rozsahla lyza kosterni svaloviny provazena
enormni elevaci aktivity svalovych enzymua (CK, LD a AST) v periferni krvi (Aleman 2008).
AM byla poprvé popsana ve Velké Britanii v roce 1939 (Bowen a Craig 1942). Onemocnéni
s podobnym klinickym pribéhem, oznaCované jako sezénni pastevni myopatie (SPM) se
vyskytuje na americkém kontinenté (Valberg et al. 2013). V poslednim desetileti byva vyskyt
AM/SPM zjistovan v nekolikaletych intervalech v zapadni Evropé, a to vzdy na podzim a v
nasledujicim jarnim obdobi (van Galen et al. 2012). V Ceské republice nebyl vyskyt dosud
popsan. Na podzim roku 2013 bylo zaznamenano v CR nékolik piipadi nezatézové
rhabdomyolyzy, ktera svymi klinickymi projevy pfipominala AM/SPM. Za pti¢inu AM/SPM
se povazuje hypogylcin A, jehoZ zdrojem jsou pravdépodobné nazky nékterych druhi javort.
Tato hypotéza byla vyslovena na zdklad¢é nalezu metylencyklopropyloctové kyseliny, ktera je
metabolitem hypoglycinu A, v séru postizenych koni (Votion et al. 2013). Nasledkem
intoxikace dochazi k naruseni funkce acyl-CoA dehydrogenazy a nasledné kumulaci
acylkarnitint s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem v periferni krvi (Westerman et al. 2007,
Votion et al. 2013). Pro potvrzeni diagn6zy AM/SPM je nutné u suspektnich piipada
detekovat tyto metabolity v krvi, piipadné moci.
Cilem studie bylo:
1. Podchytit ptipady nezatézové rhabdomyolyzy u koni s pfistupem k pastvé, které se
vyskytly v CR na podzim 2013 a v roce 2014.
2. U ziskanych vzorki séra a moc¢i téchto koni provést biochemické a metabolomickeé

vySetieni s cilem stanovit specifickou diagnozu.

Material a metodika
V prvni ¢asti studie byly na zakladé osobnich kontaktd s terénnimi veterinafi ziskany tidaje o
vyskytu nezatéZzovych myopatii u koni s piistupem k pastvé v podzimnim obdobi 2013 a

v roce 2014. U 10 koni byly ziskany vzorky séra (u nékterych opakovan€) a u 7 z nich i mo¢i.
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Ve vzorcich séra byla stanovena aktivita svalové specifickych enzymi (CK a AST) pro
potvrzeni diagndzy myopatie. VVzorky byly zamraZeny a v teploté -80°C uchovany pro dalsi
analyzu.

V druhé casti byla provedena Metabolomickou skupinou Lékaiské Fakulty, Univerzity
Palackého v Olomouci metabolomicka analyza vzorki séra a moc¢i U pacientt a kontrolni
skupiny sestavajici z 12 koni (12 vzorku séra a 6 vzorki mo¢i). Celkem bylo analyzovano 31
vzorkd séra a 13 vzorkd moci. Analyzy byly provadény na kapalinovém chromatografu
Ultimate 3000, Dionex s detekci tandemovou hmotnostni spektrometrii na pftistroji QTRAP
5500, AB Sciex. Byla aplikovana metoda pfimého nastfiku do hmotnostniho spektrometru
umoziujici analyzu 50 metabolitd zahrnujicich aminokyseliny a acylované karnitiny.
Metabolity byly detekovany v MRM moédu v pozitivnim modu ionizace, kvantifikovany v

MultiQuant 3.0 a statisticky vyhodnoceny.

Vysledky

Ve sledovaném obdobi bylo zaznamenano v Ceské republice 21 piipadti myopatie u koni
S pristupem k pastvé, které svymi ptiznaky odpovidaly AM/SPM. U vSech koni byla myopatie
potvrzena biochemickym vySetienim na zakladé elevace CK (4 631,0 pkat/l; 764,0 — 19 030,0
ukat/l). 'V séru koni satypickou myopatii byly nalezeny zvySené hodnoty nejvice
diskriminujicich acylovanych karnitini s délkou uhlikatého fetézce C5, C6, C8, C8:1, C10,
C10:2, C16:10H a C18:20H - poméry mediana byly 57, 191, 96, 118, 64, 128, 35 a 32. Déle
byly sledovany mirné¢ nizsi hladiny citrulinu a argininu — poméry mediana: 0,52 a 0,68. Ve
vzorcich moci byly koncentrace metabolit zna¢né variabilni, ale i pfesto byly sledovany
vyznamné rozdily v medidnech u karnitini C3, C40H, C10:1 a C10:2 — poméry mediand: 17,
15, 10, 13.
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Tab. Hodnoty medidnii a pomeérii pro jednotlivé aminokyseliny a acylované karnitiny

Modi Séra Moci Séra
kontroly AM/SPM pomér kontroly AM/SPM pomér kontroly AM/SPM pomér kontroly AM/SPM pomér
Ala 270.18 1397.95 5.2 81.09 145.94 1.8 C5DC 19.82 36.27 1.8 0.06 0.93 16.1
Arg 46.71 71.94 1.5 73.82 50.45 0.7 C5:1 0.14 0.16 1.1 0.01 0.01 2.3
ArgSucc 3.61 0.28 0.1 0.01 0.02 1.8 Cc6 3.09 17.62 5.7 0.01 1.79 191.6
Cit 29.55 30.38 1.0 55.88 29.27 0.5 C6DC+C70H 0.25 0.38 1.5 0.00 0.03 7.7
Glu 66.80 87.10 1.3 84.43 71.00 0.8 Cc8 6.00 21.84 3.6 0.00 0.47 96.0
Gly 1125.62 1990.30 1.8 308.51 334.44 1.1 C8:1 5.58 28.35 5.1 0.00 0.29 118.3
His 14.30 10.16 0.7 9.10 10.73 1.2 C10 0.52 3.38 6.6 0.00 0.23 64.3
Lys 149.71 206.70 1.4 123.47 117.51 1.0 Cc10:1 0.85 8.72 10.3 0.01 0.16 294
Met 12.97 24.60 1.9 20.71 16.82 0.8 C10:2 2.20 28.28 12.8 0.00 0.29 128.3
Orn 28.89 29.70 1.0 42.17 52.85 1.3 C12 0.13 0.22 1.6 0.00 0.06 233
Phe 10.89 23.34 2.1 72.15 76.59 1.1 C12:1 0.18 0.41 2.2 0.01 0.07 10.0
Pro 155.76 27.72 0.2 51.96 44.60 0.9 C14 0.07 0.16 2.2 0.00 0.05 15.8
Thr 13.41 7.44 0.6 6.46 5.17 0.8 C14:1 0.05 0.08 1.7 0.00 0.10 30.3
Trp 7.08 19.37 2.7 10.76 7.66 0.7 C14:2 0.04 0.03 0.9 0.00 0.02 14.8
Tyr 17.41 23.90 1.4 63.55 58.63 0.9 C140H 0.03 0.05 1.9 0.00 0.01 29.2
Val 35.20 53.40 1.5 118.92 115.68 1.0 Cl6 0.06 0.14 2.2 0.01 0.12 16.4
Xle 98.78 132.80 13 152.07 165.03 11 Cl6:1 0.05 0.07 1.6 0.00 0.05 27.6
co 109.45 733.43 6.7 12.09 22.55 1.9 C160H 0.03 0.03 13 0.00 0.01 24.8
tAC 206.17 1251.48 6.1 15.26 49.78 3.3 C16:10H 0.01 0.02 1.4 0.00 0.02 34.9
Cc2 70.74 409.55 5.8 3.01 17.74 5.9 C18 0.04 0.06 13 0.00 0.06 16.7
Cc3 3.22 54.98 17.1 0.39 0.92 2.4 C18:1 0.01 0.02 2.0 0.01 0.17 25.9
C3DC+C40H 1.04 15.14 14.6 0.01 0.21 24.7 C18:2 0.03 0.04 1.1 0.00 0.03 11.2
c4 18.57 44.55 2.4 0.29 5.69 19.8 C18:10H 0.01 0.01 2.6 0.00 0.02 27.5
CADC+C50H  1.16 1.49 1.3 0.02 0.10 4.5 C18:20H 0.06 0.01 0.2 0.00 0.01 32.3
c5 13.88 48.49 3.5 0.11 6.20 56.9 C180H 0.01 0.02 2.2 0.00 0.00 6.1
Zavér

Vysledky naSi prace se shoduji s diive publikovanymi udaji, které prokazaly zvyseni
koncentrace acylovanych karnitind u koni s atypickou myopatii. Dalsi prace bude zaméfena
na komplexni metabolomicky profil sér a moci zahrnujici 200 metabolitt.
Prace byla financovana v ramci projektu IGA 86/2014/FVL
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Vliv infekci strongylidnimi hlisticemi na vyskyt malarie u lidoopt a lidi

Barbora Kalousové, David Modry, Mwanahamisi Issa, Klara VIickova

Ustav patologické morfologie a parazitologie, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a
farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Plasmodium spp., stejné tak jako strongylidni hlistice, patii mezi jedny z nejéastéjSich parazitt
primat, véetné lidi (1). Geografické rozSifeni téchto parazitd se piekryva, a proto muzeme
ofekavat i zvySené riziko koinfekci (2), které mohou vést k vysoké morbidité a ptilezitostné i
mortalité (3). Nékteré studie popisuji u lidi zhorSeni priabéhu malérie vlivem ptitomnosti helminta
(4), jiné sniZeni jeji patogenity (5). Doposud vSak vzajemné vztahy mezi malarii a pfitomnosti
helminti nebyly u lidoopti zkoumany. Cilem nasi prace bylo zhodnotit koinfekce strongylidnich
hlistic a malarie u modelovych populaci primata a pokusit se objasnit otdzku vyskytu krevnich

parazitli v trusu zkoumanych jedinct.

Material a metodika

Sbér a fixace vzorkl

Zpracovano bylo celkem 51 vzorku trusu od 22 jedinci patficich do dvou skupin habituovanych
goril nizinnych (Makumba; n=9 a Mayele; n=13) Zijicich v chranénych oblastech Dzanga-Sangha
ve Stiedoafrické republice. Vzorky pouZity pro koprologické analyzy byly fixovany do 4%

formaldehydu, pro detekci malérie byly fixovany v RNAlater a skladovany pii teploté -20°C.

Detekce Plasmodium spp.

Celkova DNA byla izolovana pomoci QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Germany). Ziskana
DNA byla pouzita pro amplifikaci Cytochromu b podle modifikovaného protokolu (6, 7). PCR
produkty byly osekvenovany (Macrogene, Netherland). Ziskané sekvence byly zpracovany pomoci
softwaru Chromas Pro 1.5 (Technelysium, Ltd) a identifikovany do druhu v programu BLAST.

Koprologické analyzy

VSechny vzorky byly nejprve homogenizovany, proplachnuty ptes sito a centrifugovany. Ziskany
sediment byl zvazen a doplnén 4% formaldehydem do 10 ml a vySetien pomoci Sheaterovy flota¢ni
metody (8) a modifikované sedimenta¢ni metody (9). Strongylidni hlistice byly navic

kvantifikovany a jejich mnoZstvi bylo piepo¢teno na gram sedimentu (EPG).
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Statisticke analyzy

Pro statistické stanoveni korelaci koinfekci malarie a strogylidnich hlistic byly pouzity zobecnéné
linearni smiSené modely (GLMM) s binomickym rozloZenim. V prvnim kroku byl porovnéan statut
piitomnosti Plasmodium sp. (pozitivni/negativni) s vyskytem strongylidnich hlistic a dalSich
parazitickych helmintt a v kroku druhém statut pifitomnosti Plasmodium sp. s intenzitou infekci

(EPG) strongyidnich hlistic. VSechny statistické vypocty byly provedeny v software-u R (10).
Vysledky

Prevalence maléarie
Z 51 vySetfenych vzorkt od 22 identifikovanych jedinct bylo 24 (47%) pozitivnich na malérii, a to
zastoupenim druhti Plasmodium adleri (n=10), Plasmodium praefalciparum (n=7), Plasmodium

blacklocki (n=4), Plasmodium vivax (n=2) a Plasmodium ovale (n=1).

Prevalence nalezenych hlistic

U vSech jedinci byly detekovany strongylidni hlistice zahrnujici blize druhové nerozliSitelna
vajicka (100%) a rozlisitelna strongylidni vajicka rodu Mammomonogamus sp. (72,7%). Rovnéz
jsme nalezli zastupce dalSich hlistic, jako jsou blize neidentifikované spiruridni hlistice,

Strongyloides sp. a Probstmayria sp.

Koinfekce malarie a strongylidnich hlistic

U poloviny jedinct byla identifikovana piitomnost koinfekce strongylidnich hlistic s plazmodii.
Dochazelo také ke koinfekci s ostatnimi druhy hlistic, kdy jedinci pozitivni na Plasmodium sp. byli
dale infikovani tfemi, dvéma a jen jednim z jejich zastupci (36.4%, 54.5%, 9%). Pfitomnost
Plasmodium sp. nijak nekorelovala s vyskytem strongylidnich hlistic (z= -0.531, p = 0.595) a ani
s intenzitou infekci (EPG) strongyidnich hlistic (z =-0.029 p = 0.977). -0.029 p = 0.977).

Zavéry

Béhem vyhrazeného obdobi se ndm podatilo vySetfit dostatecné mnozstvi vzorkl trusu od dvou
habituovanych skupin goril pro porovnani koinfekci GIT paraziti (zejm. strongylidnich hlistic) a
puvodct maldrie u voln¢ zijicich primati. Pfedpokladali jsme, ze nam tyto informace napomohou
vysvétlit mechanismus vyskytu krevnich parazitd Plasmodium sp. v trusu. Statistické hodnoceni
téchto dat stale probiha, avSak je jiz patrné, ze ziejmé nedochazi ke korelaci mezi vyskytem
strongylidnich hlistic a detekci plazmodii v trusu lidoopti. Toto zajimavé téma zlistava tedy i nadale

neobjasnéné.
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Vyznam infekce a aktivity EHV2 a5 na vznik klinického onemocnéni herpesvirovou
keratitidou u koni

Sérka Krisova', Dobromila Molinkova?
Klinika Chorob Koni', Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie®, Fakulta veterinarniho
lékarstvi, Veterinarni a farmaceutickad univerzita Brno
Uvod
EHV 2 a 5 patii do skupiny gamma herpesvird, které u koni v organizmu doZzivotné perzistuji a
suspektné se manifestuji riznymi formami ulcerujici ¢i neulcerujuci keratitidy. Typickym
klinickym projevem akutniho stadia jsou bodové opacity rohovky barvitelné bengalskou ¢erveni,
mirna bolestivost, blefarospazmus a epifora. Matouci mohou byt dalsi dvé stadia (ulcerujici a
skvrnité), které typicky zjev postradaji a jiz jsou doprovéazeny rizné zavaznym stupném uveitidy.
Onémocnéni ma dlouhodoby pribéh se stiidavou latenci a rekurenci. Odpovéd’ na antibiotickou
terapii Ci terapii kortikosteroidy je nedostatecnd, pripadné miize dojit i ke zhorSeni klinického
stavu navzdory 1é¢bé. K exacerbaci dochazi zejména v obdobi zvyseného stresu, tj. transporty,
zavody, chovatelské akce. Z tohoto diivodu piedstavuje problém hlavné u sportovnich koni ve
vysoké zatézi nebo u imunosuprimovanych jedinci. VIiv equinnich hepresviri na vznik a

manifestaci klinického o¢niho onemocnéni nebyl zatim jednoznaéné prokazan.

Material a Metodika

Od roku 2009 do roku 2014 bylo shromazdénych celkové 55 pacientl s unilaterani, ptipadné
bilateralni o¢ni lézi, vySetfenych na Klinice chorob koni. Vzorek na virologické vysetieni
metodou real time PCR byl odebran stérem ze spojivkového vaku. V roce 2014 bylo u 15 koni
kromé stéru ze spojivkového vaku odebrano 30 ml periferni krve na buffy coat. Ptitomnost viru

byla stanovena rovnéz v cirkulujicich mononukleérech.

Pomoci programu PrimerQuest (IDT Integrated DNA Technologies) byly navrzeny 2
oligonukleotidové primery v oblasti genu pro DNA teminazu a to tak, aby vyhovovaly i pro virus
EHV-2 i pro virus EHV-5. V (seku ohraniceném témito primery byly pak navrzeny 2
oligoinukleotidové sondy znacCené riznymi fluoresceiny a detekujici sekvence specifické pouze

pro EHV-2 nebo pro EHV-5.

K provedeni real time PCR reakce byla pouzita smés DyNAmo Flash Probe qPCR kit

(Finnzymes, Finland) a zminované primery a sondy.

PCR byla provadéna na pfistroji LC480 (Roche) ve 40 cyklech: 95°C/5s denaturace, 60°C/30s

annealing, extenze a snimani dat.
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Vysledky

Z celkového poctu 55 pacientd referovanych na kliniku chorob koni v obdobi od roku 2009 do
2014 s oftalmologickym onemocnénim byla pfitomnost equinniho herpesviru v signifikantnim

mnozZstvi potvrzena u 26 koni ze spojivkového stéru.

V roce 2014 jsme na zakladé klinickych projevi odebrali vzorky od 15 koni (22 o¢i). U 7 koni
byly stéry spojivkového vaku provedeny bilateralné. U dvou z nich byly 1éze pfitomné na obou
ocich, u péti pacienti byla zahajena terapie antivirotiky pfed odebranim vzorki, proto jsme
odebrali druhy vzorek z kontralateralniho oka. Pfitomnost jednoho typu viru ¢i obou (EHV 2 i
EHV 5) byla potvrzena u 10 koni (14 o¢i). Oba viry byli detekované ve spojivkovém stéru u 10
o¢i, infekce ¢ist¢ EHV 2 u dvou oéi, stejne jako u monoinfekce virem EHV 5. Pritomnost viru v

cirkulujicich mononuklearech jsme potvrdili u 4 koni.

Na zaklad¢ virologického vySetieni byla zahajena lokalni terapie acyclovirem (Zovirax ung.).
V piipadech ulcerativni formy byla zvolena kombinace acyclovir/antibiotika, popf. byla
konkurentni uveitida kontrolovana aplikaci atropinu. Kortikosteroidy byly nasazeny za ucelem
dosazeni projasnéni rohovky u neulcerujicich forem po inicidlni stabilizaci akutni féaze
virostatikem. U vétSiny pacientt jsme dokazali stav stabilizovat a udrZet zrakovou schopnost

postiZzeného oka.

Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 97/2014/FVL
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Charakteristika multirezistentnich izolata salmonel z odpadnich vod a racki metodami

molekularni biologie
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YWstav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterinarni a
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Uvod

Salmonely patii mezi nejvyznamnéjsi puvodce alimentarnich infekci ¢lovéka a zvifat po
celém svétd. V soudasné dobé je v Ceské republice zaznamenano piiblizng 10 000 piipadd
humanni salmonelozy ro¢n¢ (1). Nejcast&jSim sérotypem uplatiujicim se v etiologii
salmonel6z ¢lovéka v CR je S. Enteritidis, na druhém misté sérotyp Typhimurium (2). Vazny
zdravotni problém piestavuji rezistentni izolaty salmonel. Dominujici sérotyp Enteritidis se
sice vyznacuje dobrou citlivosti k antimikrobidlnim latkam, jiné sérotypy, jako naptiklad S.
Typhimurium a jeji monofazicka varianta, naopak citlivosti snizenou. Neni vyjimkou, Ze jsou
izolovany kmeny rezistentni k péti a vice antibiotikim. Tyto virulentni salmonely se mohou
Sifit do Zivotniho prostiedi prostfednictvim odpadnich vod, proces €isténi totiz nemusi zajistit
inaktivaci vSech kontaminujicich bakterii (3).

Rezistentni izolaty salmonel byly v Cesku prokazany i u volnd Zijicich ptakd rackd
chechtavych (4). Cilem nasi studie bylo (a.) dokumentovat po dobu jednoho roku aktualni
tiroveti vyskytu rezistentnich salmonel v Cesku jejich monitoringem v odpadnich vodach
proslych ¢istickou odpadnich vod z velké méstské aglomerace (mésto Brno), (b.) sledovat
vyskyt salmonel u mlad’at rackii chechtavych v povodi feky Svratky, do které vyustuji
odpadni vody z monitorované Cisti¢ky odpadnich vod, (C.) pokusit se prokazat, Ze konkrétni
ptesné definované izolaty z odpadnich vod kolonizovaly mlad’ata racku hnizdicich v povodi

feky Svratky.

Material a metodika
Odbér vzorku
Vzorky odpadni vody (37) byly odebirany v Cistirné odpadnich vod Modfice v misté vytoku
do teky Svratky. Odbéry probihaly v pribéhu celého roku 2012 metodou Moorovych
tamponu (5), kazdy byl ve vodé umistén po dobu jednoho tydne. V kvétnu 2012 bylo dale
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odebrano 284 kloakalnich vytérd mlad’at racka chechtavého hnizdiciho v lokalité nadrzi Nové
Mlyny. Kazdy vzorek reprezentoval jedno mladé.

Izolace a identifikace salmonel

Prvnim krokem pfi izolaci salmonel bylo neselektivni pomnoZeni odebraného materialu.
Moorovy tampony byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin v 220 ml peptonové vody,
tampoény s kloakalnimi vytéry v 10 ml peptonové vody za stejnych podminek. Z kazdéeho
pomnozeného vzorku odpadni vody bylo pieneseno po 20 mikrolitrech do 1) semisolidniho
Rappaport-Vassiliadisova agaru s novobiocinem bez ptidavku dalsich antibiotik (MSRVA),
(Oxoid, UK), 2) do MRSVA suplementovaného tetracyklinem (8 mg/l), 3) do MRSVA
s cefotaximem (2 mg/l) a do MRSVA s ciprofloxacinem (0,05 mg/lI). Dvacet mikrolitri
peptonové vody s pomnozenymi vzorky kloakdlnich vytérd rackd bylo selektivné
pomnozovano pouze v MRSVA bez piidavku dal$ich antibiotik. Vzorky, které vykazaly
motilitu v MRSVA byly subkultivovany na agaru s xylozou, lyzinem a deoxycholatem
sodnym (XLD), (Oxoid, UK). Kolonie s morfologii typickou pro salmonely byly
identifikovany metodou matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS), (Bruker Daltonics, Germany). Sérotypizace byla provedena
sklickovou aglutinaci s pouzitim komercnich antisér (DenkaSeiken, Japonsko a BioRad,
Francie), fagova typizace byla provedena na zakladé¢ HPA Colindale protokolu.

Identifikace fenotypovych a genotypovych markerii rezistence

U vSech izolovanych salmonel byla stanovena citlivost ke dvanacti antibiotikiim diskovym
difaznim testem dle standardnich laboratornich protokolt (6). Konkrétné byla testovana tato
antibiotika: amoxicilin klavulanat (30 pg), ampicilin (10 pg), cefalotin (30 pg), ceftazidim
(30 pg), chloramfenikol (30 pg), ciprofloxacin (5 pg), gentamicin (10 pg), kyselina
nalidixovd (30 pg), streptomycin (10 pg), sulfametoxazol-trimetoprim (25 pg), smés
sulfonamidt (300 pg) a tetracyklin (30 pg), (Oxoid, UK). U izolatt se sniZzenou citlivosti byly
metodou PCR prokazovany pfislusné geny rezistence, integrony tfidy 1 a 2 a genové kazety
uvniti téchto integrond.

Porovnani salmonel izolovanych z odpadnich vod a z racku

U 16 salmonel izolovanych z odpadnich vod a racku se shodnym sérotypem, fagotypem a
fenotypem i genotypem rezistence byla provedena pulsni gelova elektroforéza (PFGE) za

ucelem posouzeni epidemiologické relevance.

Vysledky
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Z 37 vzorkl vody bylo ziskano 89 salmonel devatenacti riznych sérotypii, nejcastéjsi byla S.
Infantis (35 %). Z 284 vzorku rackd bylo 38 (13 %) pozitivnich, izolované salmonely byly
deseti riznych sérotypt, nejcastéji se vyskytoval sérotyp Agona (34 %).
Rezistence byla prokdzana u 63 procent salmonel z odpadnich vod, 48 izolatt (86 %) bylo
rezistentnich ke tfem a vice antibiotikim. Nejvice byla zastoupena rezistence k sulfonamidim
a tetracyklinu. Mezi 38 salmonelami zracki bylo rezistentnich 37 %, nejcastéjsi byla
rezistence k tetracyklinu a ampicilinu.
Sest izolatd sérotypu Agona se stejnym fenotypem a genotypem (2 z odpadni vody, 4
z rackt), osm S. Enteritidis (3 a 5) a dva izolaty sérotypu Senftenberg (1 a 1) vykazaly
vV PFGE stejny makrorestrikéni profil.
Zavér
V roce 2012 bylo z 37 vzorki odpadnich vod ziskano raznymi kultivaénimi pfistupy celkem
89 izolata salmonel devatenacti rtznych sérotypti. Pomnozenim vzorka v Rappaport —
Vassilliadisové polotuhém mediu obohaceném o jednotliva antibiotika se podatilo zachytit az
o 82 % vice rezistentnich izolatl, nez pii kultivaci na ptidach bez antibiotik. Celkem 63 %
rezistentnich, respektive 54 % multirezistentnich salmonel bylo izolovano z odpadnich vod po
procesu Cisténi bezprostiedné pred jejich vypousténim do feky Svratky.
Ve stejném roce bylo z kloakalnich vytért 284 mlad’at racki izolovano 38 (13 %) izolata
salmonel, mezi nimiz bylo identifikovano deset riznych sérotypt. Nejcastéjsi fenotypy
rezistence — rezistence K tetracyklinu a ampicilinu, byly kédovany zejména geny tet(B) a
blatgm.
Dalsi charakterizaci 16 vybranych izolati sérotypi Agona, Enteritidis PT 8 a Senftenberg
byla potvrzena pfitomnost identickych izolath a Casova souslednost jejich izolace z odpadni
vody a z racka chechtavych. Ze studie vyplyva, Ze odpadni vody kontaminuji Zivotni prostiedi
a mohou piispét ke kolonizaci volné Zijicich zvifat rezistentnimi mikroorganismy, Kterée
mohou byt v ptirodé dale Sifeny.
Prace byla financovana v rdmci projektu IGA 74/2014/FVL
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Geneticka a fylogeneticka analyza trusem vylucovanych parvoviri africkych primatua
Molinkovéa Dobromila®?, Brozové Kristyna', Slaninkova Eva'

YUstav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterinarni lékarstvi, VEU

Brno, ’CEITEC Stiedoevropsky technologicky institut, VFU Brno
Uvod:

Parvoviry jsou malé, neobalené viry patiici do celedi Parvoviridae s medicinsky
vyznamnymi zéastupci v rodech Bocavirus a Erythrovirus. Jejich genom je tvofen linearni
jednofetézcovou molekulou DNA o délce asi 5000 nt'. Bokaviry byly izolovany od $iroké
8kaly saved, vietné Eloveka a africkych primati® 2. Bokavirus Slovéka (HBoV1-4) je spojovan
s onemocnénim dychaciho a gastrointestinalniho traktu, a to predevSim u déti a oslabenych
jedinct, jeho samostatna role v patogenezi onemocnéni je viak stile predmétem diskuse’.
Bokavirus gorily (GBoV) byl popsan u goril niZzinnych (Gorilla gorilla) trpicich akutni
gastroenteritidou®, bokaviry podobné lidskym izolatim byly detekovany u divoce Zijicich
Simpanzii v Kamerunu®. Cilem na$i prace bylo stanovit prevalenci vyskytu bokavirti ve
vzorcich trusu africkych primati a pomoci fylogenetické analyzy stanovit jejich pfibuznost

s dosud popsanymi kmeny HBoV, GBoV a bokaviru Simpanze.
Materiél a metody:

Virologicka laboratof VFU Brno disponuje vzorky DNA ziskané z trusu v zajeti
chovanych (25) a divoce Zijicich Simpanzi v oblasti Ugalla, Tanzénie (206) a Kalinzu,
Uganda (48). Zakladni screening piitomnosti DNA bokavird byl proveden pomoci nested
PCR s primery zacilenymi do oblasti NS1 genu®. Velikost amplifikovanych fragmentii byla
ur¢ena pomoci elektroforézy v agarézovém gelu a suspektni vzorky byly klonovany
do pGEM®-T Easy Vector System (Promega, USA). Ziskané klony byly sekvenovany
(Macrogen, Nizozemsko) a identita ziskanych sekvenci byla potvrzena srovnanim
se sekvencemi dostupnymi v databdzi GenBank. Pro blizsi charakterizaci bokaviri byly
navrzeny dalSi vzajemné se ptekryvajici sady primert zacilené v konzervovanych oblastech
HBoV a GBoV. Pomoci nested PCR s témito primery byly amplifikovany dals§i oblasti

genomu bokavirt.

Fylogeneticka piibuznost se sekvencemi HBoV, GBoV a bokaviru Simpanze byla

stanovena v oblastech NS1 a VP2 genu. Ziskané sekvence byly vzajemné porovnany pomoci
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MAFFT algoritmu®. Nejvhodngjsi evoluéni model byl uréen pomoci Likelihood Ratio Testu
(LRT). Fylogeneticka analyza byla provedena metodou maximum likelihood za vyuZiti
programu PhyML 3.0°. Vysledné fylogenetické stromy byly zobrazeny v programu FigTree.

Vysledky:

Z celkového poctu 279 vzorkd DNA bylo pomoci nested PCR detekovano 19 bokavirus
pozitivnich vzorka (Tab. 1). Pomoci série nested PCR se vzajemné se prekryvajicimi sadami

primeru byly ziskany tfi celogenomové sekvence.

Fylogeneticka analyza ¢asteCnych sekvenci NS1 a VP2 gent pfifadila sekvence ziskané
ze vzorkt Simpanzu v obou studovanych oblastech k jiz existujicim sekvencim ziskanym
od §impanzi Zijicich v Kamerunu? (Obr. 1), které tvoii samostatné fylogenetické linie
vzdalené ptibuzné HBoV1 a HBoV3. Bokavirus ziskany z trusu Simpanze CPZh2 chovaného
v zajeti v Ceské zoologické zahradé neni fylogeneticky piibuzny Zadnym doposud znamym
sekvencim bokaviru Simpanze. Detailnéjsi analyza nukleotidové sekvence NS1 genu CPZh2
bokaviru ukézala 10.8% rozdil od fylogeneticky nejpiibuznéjsi HBoV3 sekvence, diky némuz

Ize dle pravidel ICTV?® hovofit o novém genotypu bokaviru §impanze.
Zavér:

Ziskem casteCnych a celogenomovych sekvenci bokavirti africkych primatd jsme
pfispéli k rozsifeni znalosti o prevalenci a fylogenetickych vztazich téchto nové popsanych
parvovird. Jako prvni jsme amplifikovali a popsali tii rizné celogenomové sekvence ziskané
od dvou divoce Zijicich a jednoho v zajeti chovaného Simpanze, které budou vloZeny do
databdze GenBank. Diky vysledkim fylogenetické analyzy ziskanych sekvenci muzeme

podpofit teorii o existenci velmi Gizkého vztahu mezi parvoviry a jejich sav&imi hostiteli’.

Tab. 1: Piehled pozitivnich vzorki pochazejicich z jednotlivych lokalit

Zoo (CR, SR) | Ugalla, Tanzanie | Kalinzu, Uganda
Pocet vzorkiu 25 206 48
PCR pozitiv. 1 16 2
Prevalence (%) 4.0 7.8 4.2
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Obr. 1. Fylogeneticka analyza castecnych sekvenci NS1 a VP2 gent ziskanych

ze vzorki pochazejicich z oblasti Ugalla (oznac¢eny U) a Kalinzu (ozna¢eny K) v porovnani

se sekvencemi HBoV, GBoV a bokaviru Simpanze (zobrazeny pod tzv. accesion numbers

uloZzenymi v databazi GenBank).

Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 82/2014/FVL
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Metoda Next Generation Sequencing jako novy nastroj k diagnostice diverzity protozoarnich
patogeni kmene Apicomplexa v klist'atech ze psi
Moneeb A. Qablan, Martina Gallusovd, Barbora Mitkova, David Modry
Ustav patologické morfologie a parazitologie, Fakulta veterinarniho 1ékatstvi, Veterinarni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Klistata jsou vyznamni vektofi Sirokého spektra patogent zahrnujici viry, bakterie a protozoa,
zpusobujici onemocnéni Cloveka i zvifat. V ramci prvoki kmene Apicomplexa se jednd zejména o
zastupce rodu Babesia, Theileria a Hepatozoon (1). V pribéhu zivotniho cyklu téchto protozoarnich
paraziti se stfida nepohlavni faze vyvoje v obratlovéim hostiteli s pohlavnim vyvojem v klistéti (2).
Rychlé, specifické a citlivé diagnostické metody jsou v endemickych oblastech vyskytu klicové jak v
ramci rutinni diagnostiky, tak i epidemiologickych depistazZi.. V poslednim desetileti expandovaly v
ramci infektologickych diagnostik techniky Next Generation Sequencing (NGS) vyuzivajici rizné
platformy, poskytujici nastroj pro identifikaci spektra potencialnich patogenti véetné ptipadu koinfekci,
velmi dobie adaptovatelné i na sledovani patogent ve vektorech (3). Cilem projektu je zavést novou
molekularni metodu pro vSechny klist'aty pfenasené protozoarni parazity s vyuzitim markeru 18s rRNA
genu, s cilem odhalit skutecné spektrum genotypt a koinfekci na modelovém souboru klistat ze pst a
posoudit vyznam studovanych klist'at jako rezervoara ve sledovanych modelovych lokalitdch. Zaroven
realizovat NGS techniku za téelem zjisténi celého spektra protozodlnich infekci a zhodnotit tak jejich

genetickou rozmanitost a identifikovat nové druhy.

Material a metodika
Odbér vzorka a izolace DNA
Z piedchozich studii bylo pouzito 800 vzorki krve z domacich zvitat (psi, osli a prezvykavci)
pochazejici z Evropy (Rumunsko) a Afriky (Kena). Vzorky byly uchovany v 96% etanolu v
laboratornich podminkéch. K dispozici take byly vzorky klistat (n=1480), ktera byla nasledovné
uchovéana v 76% etanolu. DNA z krve zvitat bylo izolovano za vyuZiti kitu (QIAGEN, DNeasy Blood
& Tissue Kit) dle instrukci vyrobce. DNA z klist'at bylo izolovano standartni metodou za pouziti fenol-
chloroformu.
Amplifikace DNA a NGS
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Ve spolupraci s LECA (Laboratoire d'Ecologie Alpine, Grenoble, France) byly navrZzeny univerzalni
primery Piro-F (CAGGTCTGTGATGCCCTTAGATG) a Piro-R
(CTTGCGCATACTAGGCATTCCTCG), na amplifikaci 167bp oblasti 18s rRNA genu pro vSechny
potencialni parazity kmene Apicomplexa. Vybér primert a specifita testovani byla primarné provedena
in-silico za pouZiti ecoPrimer a ecoPCR software, ktery je dostupny na K2 serveru na LECA. Prvotni
testovani primert in vitro bylo provedeno na 339 vzorcich DNA z krvi pst a z celych klistat. PCR
amplifikace byla provedena za vyuziti 12 forward a 32 reverse zna¢enych primert na PCR destickach.
Podminky a teplotni program PCR byl nasledujici: PCR mix pfipraven v 25 ml objemu, coZ zahrnuje 2
mM MgCI2, 200 mM dNTP pro kazdy vzorek, 1 mM pro kazdy primer a 1 jednotka AmpliTaq Gold
Polymerase (Applied Biosystems). Teplotni podminky PCR protokolu byly optimalizovany
nasledovné: 10 min pfi 95 °C pro aktivaci polymerazy: 45 cyklt (95°C na 30 s, 64°C na 30 s a 72°C
na 1 min)10 min kone¢né extenze. Pfecisténi PCR amplikonid bylo provedeno kitem (Qiaquick PCR
purification kit). Knihovna NGS pro sekvenovani byla ptipravena smisenim vSech piecisténych PCR
amplikont v jedné 1.5 ml zkumavce a odesldna na komercni sekvenaci na patformé Illumina
Sequencing- RUN- Miseq (Fasteris, Switzerland). Vysledky sekvenaci byly analyzovéany ve spolupréci
s LECA tymem za vyuZiti OBItools pack, ktery je dostupny v K2 serveru v LECA.

Vysledky
Novy protokol amplifikace DNA byl vyuzit pro vzorky DNA izolovanych z krve psii (n=195) a celych
klistat (n=144) nalezicich ke dvoum rodim (Rhipicephalus armatus and R. pulchellus), které byly
odebrany ze zvitat v Severni Keni. Celkem 301 vzorka (89%) bylo pozitivnich na ptitomnost prvoki
kmene Apicomplexa; v rozmezi infekce jednim druhem patogenu po genotypové nebo druhoveé
smiSenou infekci. Prevalence mezi psy byla 88% (n= 172), zatimco u klistat byla 99% (n= 142).
Nejvice zastoupeny patogen kmene Apicomplexa byl Hepatozoon sp. nasledovan Babesia spp. a
Theileria spp. Vysledky ukazuji, Ze oblast barcodu zaznamenava variabilitu, coZz nam umoznuje
zafazeni patogena do poddruhu a genotypt v piipadé pravé Babesia a Theileria spp, nicméné v piipadé

Hepatozoon jsme na zaklad¢ ¢asti sekvenci byli schopni jej zatadit pouze do rodu.
Zavér

Ackoliv vybrany barcode oblasti 185 rRNA genu vykazuje dostate¢nou variabilitu k rozliSeni

jednotlivych druhlt z rodu Babesia a Theileria, v pfipadé Hepatozoon oblast barcodu nevykazuje
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dostate¢nou variabilitu pro rozliSeni do druhu. K ptekonani této skute¢nosti je potieba zvolit jinou

variabilni oblast stejného genu nebo ji prodlouzit a prozkoumat tak dal$i moznosti do budoucna.

Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 99/2014/FVL
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Vliv neuromuskularni blokady na respirac¢ni a kardiovaskularni parametry pri laparoskopii
u psi
Petr Rauser, Michal Crha, Agata Sivkova, Jana Zapletalov4, Natalia Korytarova
Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a farmaceuticka univerzita

Brno

Uvod
V soucasné dobé stale Castéji pouzivané laparoskopické chirurgické vykony (napft. sterilizace fen)
jsou charakteristické menSim rozsahem tkanového poskozeni, niz§i bolestivosti, kratsSi
rekonvalescenci a mensi morbiditou a mortalitou pacientd. Vlivem insuflace CO, do dutiny bftisni
(kapnoperitonea) dochazi ke zménam kardiovaskularnich a respiranich parametri — zvysuje se
srde¢ni frekvence, krevni tlak a hladina CO,, sniZuje se naopak funk¢éni kapacita plic. Pro
usnadnéni chirurgickych vykonil, pro navozeni dostate¢né¢ho svalového uvolnéni, se vyuzivaji
periferni nedepolarizujici myorelaxancia (napf. atracurium). Jejich vliv byl posuzovan pfi
laparoskopii u psl, za podminek normokapnie pii rozdilnych ventilacnich parametrech.
Signifikantni odchylky u pacientd s relaxaci a pacientli bez ni zaznamenany nebyly. Cilem této
studie je posoudit vliv myorelaxancii (atracurium) pii laparoskpii za pouziti standardnich

ventilacnich parametra.

Material a metodika

Do studie bylo zafazeno 40 klinicky zdravych fen podstupujicich laparoskopickou ovariektomii.
Zvitata byla stard 4,2+3,2 roki (0,5-11,0) (pramér + smérodatna odchylka, rozmezi), véZila
34,3+11,5 kg (15,0-64,0). Zvifata byla nahodné rozdélena do dvou skupin — testované (atrakurium)
a kontrolni (fyziologicky roztok) po 20 jedincich. Zvitata méla pifedoperac¢ni hladovku bez omezeni
vody. Studie byla provedena formou prospektivni nahodné dvojité slepé klinické studie.

Vsechny chirurgické vykony byly provedeny stejnym operatérem (Crha), ktery nevédél, o kterou
skupinu pacientll se jedna. Pti operaci byl pouzit standardni laparoskopicky pfistup se 3 porty.
Veressovou jehlou byl vhanén do dutiny bfisni CO,, po ustéleni kapnoperitonea byl udrZzovan
nitrobfi$ni tlak na 10 mmHg. Laparoskopickymi nastroji byla lokalizovana ovarialni burza a
bipolarnim elektrokoagula¢nim zafizenim odstranény oba vajeéniky. Po skonéeni vykonu byl CO,
vypustén z dutiny bfi$ni samovolné ptes oteviené laparoskopické porty. Po odstranéni porti byly
incize bfisni stény uzavieny standardni technikou sutury.

Vsichni psi byli premedikovani medetomidinem (0,01 mg kg™ i.v.; Domitor 1 mg/ml, Orion,

Finsko) s butorfanolem (0,4 mg kg™ i.v.; Butomidor 10 mg/ml, Richter Pharma AG, Rakousko),
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Gvod byl proveden propofolem (1-2 mg kg™ i.v.; Norofol 10 mg/ml, Norbrook, S. Irsko) a anestezie
vedena isofluranem (1,5-2,0 vol.%, Isofluran, Torrex Chiesi, Rakousko) ve smési kyslik—vzduch
(1-2 I min®). Vsichni pacienti byli kontrolovang ventilovani tlakové omezenou objemové
kontrolovanou ventilaci. Dechovéa frekvence byla 10 dechi min®, $pickovy tlak 15cmH,0 a
pietlak na konci exspiria PEEP) 2 cmH-O.

Po stabilizaci pacienta bylo intravenézné aplikovano atrakurium 0,4 mg kg™ (testovana skupina,
n=20) nebo fyziologicky roztok 0,04 ml kg™ (kontrolni skupina, n=20).

Sledovanymi parametry byly srde¢ni frekvence (HR), neinvazivné méteny krevni tlak (NIBP),
endexspira¢ni koncentrace CO, (EtCO,), saturace hemoglobinu kyslikem (SpO,), dechovy objem
(V) a myorelaxace (TOF). Byly zaznamenany i Casy souvisejici s provadénym vykonem — ¢as
indukce kapnoperitonea a jeho trvani, as lokalizace a excize levého i pravého vaje¢niku a celkovy
¢as chirurgického vykonu

Po uplném probuzeni byli psi propusténi do domaciho oSetfeni. Pro pooperacni analgezii byl podan
karprofen (2 mg kg™ s.c.; Rimadyl, Zoetis, Ceské republika).

Sledované parametry — HR, NIBP, EtCO,, SpO,, V1 a TOF byly zaznamenavany pted aplikaci
atrakuria nebo fyziologického roztoku a 2, 5, a 10 minut potom. Nasledné byla navozeno
kapnoperitoneum. Pak byla opét zaznamenavana vySe uvedend data v ¢ase 2, 5 a 10 minut po
stabilizaci kapnoperitonea na 10 cmH;0.

Pro statistické zhodnoceni byl pouzit Shapiro Wilkuv test, test ANOVA pro opakovana méfeni a

Studentuv t-test pro nezavislé proménné, hladina vyznamnosti p < 0.05.

Vysledky

Feny zahrnuté do testované skupiny mély 3,7+3,4 (0,5-11,0) rokt a vazily 28,5+8,8 (15,0-49,5) kg,
feny kontrolni skupiny mély 4,7+£3,0 (0,8-9,0) roka a vazily 36,2+9,4 (23,0-64,0). Signifikantni
rozdil mezi skupinami zaznamenan nebyl.

Mezi sledovanymi skupinami nebyl zaznamenan ani signifikantni rozdil hodnot HR, NIBP, SpO,,
V1 a TOF. Nezaznamenali jsme signifikantni rozdily u jednotlivych skupin ani pfi srovnani hodnot
méfenych pred a po navozeni kapnoperitonea. Signifikantni vzestup EtCO, byl zaznamenan u
pacientl testované skupiny oproti kontrolni skupin€ 5 minut po aplikaci atrakuria a také 5 minut po
navozeni kapnoperitonea. Zadné jiné signifikantni rozdily jsme nezaznamenali.

Aplikace atrakuria signifikantné neménila ani sledované cCasy souvisejici s vykonem.
Kapnoperitoneum bylo navozeno u testované skupiny po 183+126 (68-301) sekundach a u
kontrolni skupiny po 228+102 (62—-322) sekundach. Celkovy cas kapnoperitonea byl u testované
skupiny 28+10 (20-45) minut a u kontrolni skupiny 29+4 (25-35) minut. U testované skupiny
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trvalo nalezeni a excize pravého vaje¢niku 50£30 (14-99) a 155455 (109-252) sekund, u kontrolni
skupiny pak 3721 (5-68) a 157+53 (85-212) sekund. U testované skupiny trvalo nalezeni a excize
levého vajeéniku 60£79 (7-236) a 150+48 (88-230) sekund, u kontrolni skupiny pak 76+64 (1-
190) a 169+52 (115-254) sekund. Celkovy ¢as vykonu byl u testované skupiny 33+5 (29-40) minut
a u kontrolni skupiny 39+9 (27-50) minut. Celkovy Cas anestezie byl u testované skupiny 75+5
(70-80) minut a u kontrolni skupiny 78+12 (65-95) minut. Signifikantni rozdily ve sledovanych

Casech souvisejicich s vykonem zaznamenany nebyly.

Zavér
Aplikace myorelaxans atrakuria u pst podstupujicich laparoskopickou ovariektomii se
standardizovanym ventila¢nim rezimem nevyvolava klinicky vyznamné odchylky ve sledovanych
kardiovaskularnich a respira¢nich parametrech a ¢asech souvisejicich s vykonem ve srovnani se psy
bez aplikace myorelaxans.
Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 80/2014/FVL
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Korelace morfologického hodnoceni retikulocytu s jejich kvantifikaci na zakladé
fluorescen¢ni pritokové cytometrie v periferni krvi u anemickych psi a kocek
Kristina Rehakova, Jana Slovakova
Klinicka laborator pro mala zvirata, Fakulta veterinarniho lékarstvi,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno*

Uvod
Stanoveni retikulocyti je u anemického syndromu indikovano jako zakladni vySetfeni pro
posouzeni erytropoetické aktivity kostni diené. Identifikace téchto nezralych forem erytrocytu se
odviji od prikazu rezidudlni ribozomalni RNA supravitalnim barvenim. Morfologické hodnoceni
retikulocyti u malych zvifat, zejména kocek, je vSak zatizeno vysokou variabilitou vysledki
vyplyvajici z nejednotné morfologické definice retikulocytd, rozdilnosti pouzivanych barvicich
protokoll, nerovnomérné distribuce retikulocyti na krevnim natéru a vyrazného vlivu subjektivity
posuzovatele. Paralelni analyza prostfednictvim validovaného systému Sysmex s identifikaci
jednotlivych frakci retikulocytt na zakladé¢ intenzity fluorescence poskytuje adekvatni prostor pro

upiesnéni a standardizaci morfologického hodnoceni erytropoetické aktivity.

Material a metodika
Cilem studie byla kvantifikace retikulocyti na zakladé morfologického hodnoceni krevnich natéra
barvenych supravitalnimi barvivy - novou metylénovou modii (NMM) a briliant-krezylovou modii
(BKM). Jako referen¢ni metoda ke kvantifikaci retikulocyti byl pouzit automaticky analyzator
Sysmex XT-2000iV, klasifikujici populaci retikulocytii na frakce s nizkou (LFR), stfedni (MFR) a
vysokou (HFR) fluorescenci. Paralelni morfologicka a automaticka kvantifikace retikulocyti byla
provedena celkem u 39 anemickych psi a 21 anemickych kocek osetienych na Klinice chorob pst a
koc¢ek VFU Brno.
Anémie byla definovana jako pokles koncentrace hemoglobinu pod 120 g/l u psu, resp. 80 g/l u
kocek v periferni krvi odebrané pii vstupnim vySetfeni pacientd. Vzorky EDTA krve byly
skladovany pii teploté 4°C. Barveni NMM a BKM se zhotovenim natéru bylo provedeno do 6
hodin od odbéru.
Pro morfologické hodnoceni retikulocyta v krevnich natérech byly aplikovany 2 protokoly:
1) 15 min inkubace EDTA krve s 1% roztokem NMM (Sigma-Aldrich) v poméru 3:2
2) 20 min inkubace EDTA krve s 1% roztokem BKM (Fluka) v poméru 1:1
Nasledné morfologické hodnoceni probihalo standardnim zpusobem s kvantifikaci retikulocyti na

1000 erytrocytu.
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Morfologicka subklasifikace retikulocyta (kategorie P1-P3, resp. A1-A3) byla u vSech pacientt
v obou natérech provedena na zakladé¢ obsahu granulofilamentdzni substance (rezidudlni RNA)
pfi¢emz:

- kategorie P1 - P3 odpovidaly punktovanym formam retikulocytl; kategorie P1 byla
zastoupena retikulocyty obsahujicimi 3 - 6 tecek, kategorie P2 odpovidala retikulocytim s
ptitomnosti 6 - 15 tecek s individualni distribuci a kategorie P3 retikulocytim s obsahem 6 -
15 teCek s linearnim fazenim),

- kategorie Al - A3 odpovidaly agregovanym formam retikulocytd; u kategorie Al
predstavoval obsah agregata rezidualni RNA méné nez tfetinu obsahu bunky, u kategorie
A2 1/3 - 2/3 a u kategorie A3 vic nez 2/3 bunétného obsahu.

Celkové % retikulocytli a retikulocytarni produkéni index ziskané morfologickym vySetfenim a
automatickou analyzou byly porovnany parovym T-testem.

Jednotlivé frakce retikulocyta (LFR, MFR a HFR) ziskané na zakladé fluorescencni prutokové
analyzy byly testovany s vybranymi kombinacemi morfologickych kategorii P1 - P3 a Al - A3
prostiednictvim One proportion testu (p>0,05). Vysledna shoda pro kazdou testovanou kombinaci
byla vyjadiena jako % shodujicich se vysledkii mezi fluorescenéni prutokovou cytometrii a

morfologickym hodnocenim z celkového poctu testovanych pari (pacientit).

Vysledky
Na zéklad¢ vysledkt fluorescencni pritokové analyzy a manudlniho hodnoceni retikulocytti nebyl
mezi celkovym poctem retikulocytd u anemickych psi a kocek zjistén signifikantni rozdil. Zjisténé
hodnoty medidnu pro % zastoupeni retikulocyti u psi byly 1,56 (Sysmex-XT 2000iV), 1,68
(NMM), resp. 1,20 (BKM), u kocek 2,16 (Sysmex-XT 2000iV), 2,15 (NMM), resp. 2,50 (BKM).
Mezi hodnotami retikulocytarniho produkéniho indexu s vyuzitim vysledk morfologické (median
0,63 u NMM, resp. 0,44 u BKM) a automatické (median 0,56) kvantifikace retikulocyti nebyl u
anemickych pst zjistén signifikantni rozdil.
U anemickych psi byla pro barveni NMM prokazana nejvysSi shoda u kombinace LFR s
P1+P2+P3, MFR s Al a HFR s A2+A3. U barveni BKM byla zjisténa nejvyssi shoda u kombinace
LFR s P1+P2, MFR s P3 a HFR s A1+A2+A3. Naproti tomu u anemickych kocek byla pro barveni
NMM prokézana nejvyssi shoda u kombinace LFR s P1+P2+P3+Al, MFR s A2 a HFR s A3. U
barveni BKM byla zjisténa nejvyssi shoda u kombinace LFR s P1+P2+P3, MFR s Al a HFR s
A2+A3.
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Zavér
Paralelni kvantifikace retikulocytli u anemickych pst a kocek fluorescencni pritokovou cytometrii
poskytla prostor pro uptesnéni morfologické definice retikulocytti se zaméfenim na stupen jejich
maturace. Ziskané vysledky predstavuji adekvatni podklad pro standardizaci protokolu
morfologického hodnoceni retikulocytl po obarveni novou metylénovou modii a briliant-

krezylovou modfi.

Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 92/2014/FVL
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Uvod
Kaudalni cervikdlni spondylomyelopatie (CCSM) postihuje zejména velkd plemena pst, kdy
nejvyssi prevalenci pozorujeme u némeckych dog a dobrmant.* Pfi¢iny vzniku tohoto onemocnéni
nejsou zcela obj asnény.l’3 V pribéhu vice jak Ctyficeti let se provadi sledovani rtiznych plemen psu
s vyskytem CCSM s cilem najit jasnou odpovéd’ na vyvolavajici pfiinu. Pocitacova simulace a
matematické modelovéni jsou moderni metody uZivané v riznych odvétvich lidské mediciny.’
V oblasti veterinarniho 1€karstvi jsou tyto metody v celosvétovém meéfitku prozatim ojedinélé, ale
zéroveti unikétni s vysokym potencidlem v aplikacich vyzkumnych i klinickych.* Hlavni vyhodou
modelovani je relativné rychlé a levné ovéfeni pfedem stanovenych mechanickych hypotéz.
Nicméné v oblasti veterinarni mediciny je nutné nejdiive tyto postupy kalibrovat a porovnat
napiiklad s mechanickymi testy in vitro na preparatech kréni patefe z kadaverii psu a/nebo
dynamickymi studiemi zobrazovacich metod, coz bylo impulsem pro feSeni projektu tohoto
zaméteni. Jiz dlouhou dobu se pracovist¢ vénuje chirurgické 1écbé kaudalni cervikalni
spondylomyelopatie u pst s velmi dobrymi vysledky.? V soucasnosti se také intenzivné rozviji fada

vyzkumnych aktivit se zam&fenim na nové moznosti chirurgické terapie.**

Material a metodika
Celkem bylo k mechanickému testovani in vitro ptipraveno 11 vzorku kréni patefe. Modely pro
testovani byly vypreparovany z kréni patefe psu stfedni velikosti, utracenych nebo uhynulych
Z jinych pii¢in nez pro onemocnéni kréni patete. Z kadaveru psu byl vyjmut segment patefe v délce
od C2 obratle po Th2 obratel véetné prilehl¢ svaloviny krku. Preparat kréni patete byl zbaven
svaloviny a konce segmentu patete byly zality do bloku technického polymethylmetakrylatu.
Vzorky byly rozdéleny do dvou testovacich skupin. Prvni skupina vzorka (n=5) byla testovana bez
dal$ich uprav jako kontrolni. Ve druhé skupiné (n=6) byla na vzorku provedena ventralni fenestrace

meziobratlové ploténky v prostoru C6-C7 s naslednou trakci a stabilizaci téchto obratli. Trakce
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byla zajisténa kovovou meziobratlovou rozpérkou v $ifce 7,5mm a zajiSténa kortikalnim Sroubem
3,5mm. Nasledn¢ byly do téla obratle C6 i C7 zavedeny dva kortikalni Srouby 3,5mm a spojeny
mostem z kostniho cementu (PMMA).
K testovani byl pouZzit systém MTS Mini Bionix 858.02 se specialnim patefnim simulatorem. Silové
ucinky byly méfeny snimac¢em 6DOF, ktery registruje 3 silové slozky a 3 momentové slozky
zatiZzeni. Zasadni hodnota smérodatna pro hodnoceni experiment byla slozka Ty (ohybovy moment
zatézujici vzorek patefe). Pii zatézovani byl fizen pohyb dolni ¢asti simulatoru rychlosti 20°/min do
krajni polohy +40° (FLEXE) a poté do krajni polohy -40° (EXTENZE). Horni ¢elist byla volné
pohybliva. Celkovy ohyb patefe (celkové natoCeni) je dan souctem natoceni dolni a horni Celisti.
Lateralni naklony jakoZto i posuvy ve smérech X a Y byly fixovany bez pohybu a osova sila byla
udrzovana na nulové hodnoté. Ze ziskanych dat byly pro kazdy vzorek vyhodnoceny nasledujici
parametry:

e pracovni diagram — prib&h méfenych veli¢in v ¢ase a prub&h zavislosti ohybového

momentu M,[N.m] na natoceni @[deg]
e maximalni dosazeny ohybovy moment Mgmax[N.m]

e ohybova tuhost z po¢atku zatézovani Ko[N.m/deg]

Vysledky
Z posouzeni stanovenych hodnot obou sledovanych skupin je ziejmé, ze vzorky v kontrolni skupiné

v

s provedenim trakce-stabilizace meziobratlového prostoru C6-C7 vykazuje podstatné tuzsi chovani

a také vysSi pevnost v ohybu. Ptiklady prubéhu ohybového momentu a stupné nato¢eni modelu

Vv zavislosti na ¢ase u testovanych skupin modelt kréni patefe nazorné ukazuji grafy 1 a 2.

Specimen No. 2
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Graf 1: Priklad prub€hu ohybového momentu a natoceni
v zavislosti na ¢ase - model kréni patefe bez stabilizace (kontrolni

skupina)
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Specimen No. 11
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Graf 2: Priklad pribéhu ohybového momentu a natoceni
v zavislosti na ¢ase - model kréni patefe po ventralni fenestraci

meziobratlové ploténky a nasledné trakci/stabilizaci obratli C6-C7
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Dynamika kolonizace stieva telat Escherichia coli tvorici ESBL v podminkach mlééné
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Uvod

Nadmérné a neuvazené pouziti ceftiofuru, cefoperazonu a cequinomu k terapeutickému
oSetieni dojnic a telat vede ke zvySené urovni kontaminace stajového prostiedi farem a
nasledné kolonizaci stfeva telat E. coli tvofici betalaktamazy Sirokého spektra téinku
(ESBL)*?. V takovych situacich vzniké potencialni riziko kontaminace Zivo&ignych produkti
a otvira se mozna cesta Sifeni E. coli produkujici ESBL do potravniho fetézce ¢lovéka.
Veterinarni medicina je tak postavena pred ukol jak omezit vyskyt t&chto bakterii v chovech®,
Cilem projektu bylo nalézt vhodny chov mlééného skotu pro objasnéni dynamiky kolonizace
stieva telat E. coli produkujici ESBL/AmpC, zjistit souvislost mezi kvalitou kolostra a
dynamikou kolonizace stieva a pokusit se ovlivnit dynamiku kolonizace podanim probiotika

Vv dobé¢ piijmu mleziva.

Material a metodika

Ze Ctyt vytypovanych farem mlécného skotu byla na zaklad¢ vysledkii bakteriologického
vySetieni rektalnich vytéri telat vybrana jedna farma se zakladnim stadem 620 dojnic. Ty
byly ustajeny volné v boxech na hluboké podestylce. Uzitkovost dojnic piesahovala 12 000
litrh mléka. Na uvedené farmé byla sledovana dynamika vyluc¢ovani ESBL/AmpC produkujici
E. coli celkem u 13 telat. Nejprve byly jednorazové odebrany vykaly matek pred porodem.
Telata byla do dvou hodin po narozeni napojena 4 litry pasterizovaného mleziva, dalsi
napéajeni telete probihalo béhem pravidelného krmeni v 7 h réno a ve 14 h odpoledne. Kvalita
kolostra byla kontrolovana mlezivomérem. Ve stafi ptiblizné jednoho tydne byla odebirana

krev a v seru byla nasledné stanovena hladina celkové bilkoviny za pouziti refraktometru.

Pfi opakovanych navstévach chovu byly od sledované skupiny telat manualné odebirany
individualni vzorky vykal do sterilniho kontejneru a to od 1 dne do maximalné 63 dnt stafi.

Pti navstévach chovu byly ziskany pro kultivacni vySetfeni také stéry z prostredi, vzorky
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napajeci vody, mléka, stéry krmného voziku, jicnové sondy apod. VSechny vzorky byly
ptepraveny v izotermickém boxu do laboratofe, kde bylo provedeno kultivacéni vySetteni.
Vzorky byly nejdiive vyockovany piimo na MacConkey agar (Oxoid, VB) s cefotaximem
(2mg/l ; Sigma, CR) , nasledné byly vzorky vykalti vazeny, desetinasobné fedény pufrovanou
peptonovou vodou a jednotliva fedéni o¢kovana v objemu 100 ul na vySe uvedené médium.
Naockované agary byly inkubovany 24 hodin pii 37 °C. Cefotaxim rezistentni kultury byly
identifikovany metodou MALDI TOF MS (Bruker, Némecko) podle instrukci vyrobce a
ziskané izolaty E. coli byly nasledné vysetieny ,,double disk diffusion testem za ti¢elem
zjisténi tvorby Sirokospektrych betalaktamaz'. Vzorky s negativnim nalezem byly
pomnozovany v Mac Conkey bujonu a vyockovany na MCA s cefotaximem pro zjisténi
nizkych koncentraci hledanych bakterii. U vzorkt s potvrzenym zachytem cefotaxim
rezistentnich E. coli byla vyjadiena jejich koncentrace na gram vzorku. Ziskané vysledky
byly dokumentovany v tabulkovém procesoru MS Excel a vyjadieny graficky.
Izolaty E. coli produkujici ESBL/AmpC byly uchovany v kryoprotektivnim médiu pii -80 °C
pro dalSi charakterizaci.

Skupina 5 telat byla v podminkach farmy p#i prvnim napojeni oSetiena peroralnim
podanim probiotika a skupin€ 5 kontrolnich telat nebylo probiotikum podéno. Odbér a

zpracovani vzorkl probihalo vyse popsanym zptsobem.

Vysledky

Jednordzovym vysetienim 64 vzorka rektalnich vytéra telat ve stafi 1 az 32 dnd byly
sledované bakterie zjistény v 8 vzorcich (12,5 %). Zjisténé vysledky dynamiky vylucovani
cefotaxim rezistentnich E. coli jednotlivych telat ve sledované skupiné jsou dokumentovany
Vv protokolarni tabulce ¢. 1. Tyto vysledky ukazaly, Ze sledovana telata vylucovala svymi
vykaly sledované bakterie nejcastéji od druhého dne po narozeni a vylucovani pietrvavalo
nejdéle do 63 dne stafi telat. Dosahovana koncentrace cefotaxim rezistentnich E. coli na gram
vykalil byla zjisténa v rozsahu od 2 x 10° do 1x10® KTJ (kolonie tvoficich jednotek).
Vysetfenim 17 vzorki stéri z napajecich kbelikl a povrchi jednotlivych chovnych boxt byla

ESBL/AmpC pozitivnimi E. coli prokdzana v 30 % vzorkd.

Vliv oSetieni telat probiotikem na vylu¢ovani cefotaxim rezistentnich E. coli nebyl

doposud vyhodnocen, a to z davodu dosud neukonceného experimentu.
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Zavéry

Dosazené vysledky potvrdily, Ze vyuzivani cefalosporint 3. a 4. generace k 1écbé

mlé¢ného skotu vede ke zvysenému vyskytu ESBL/AmpC pozitivni E. coli na farmé. Jako

v 45

vhodny indikator vyskytu téchto bakterii v chovu se ukazala, podobné jako v zahranici™,

telata béhem mlécné vyzivy. Na skupiné 13 telat byla dokumentovana dynamika vylucovani

ESBL/AmpC pozitivnimi E. coli. Tyto vysledky umoznily provést experimentalni ovéieni

vlivu probiotik na vylu¢ovani sledovanych bakterii, které dosud probiha.

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 102/2014/FVL
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Tabulka ¢. 1: Zjisténé pocty cefotaxim rezistentnich E. coli na gram vykalt sledovanych telat v jejich rizném stari

tele A(74) tele B(96) tele D (41) tele E (22) tele H (21) tele G(24) tele J (16)
stafi stari Pocty CTX stari | Pocty CTX | stari Pocty CTX | stari Pocty CTX |stari |Pocty CTX |stari Pocty CTX
telete | PoCty CTX A telete E.c. telete | E.c. telete E.c. telete E.c. telete | E.c. telete |E.c.

1 0 1 0 1| 1000000 1 0 0 1|20000000 1| 2000000
2 0 2 52000 2 | 20000000 20| 10000000 2 30000 3| 2000000 2 110000000
3 1,00E+08 3 9,00E+06 3| 1,00E+07 26| 1,00E+07 3| 5,00E+05 4| 4,00E+06 3| 3,00E+06
5 5,00E+06 7 3,00E+07 6| 3,00E+07 33| 6,00E+02 5| 7,00E+06 5| 9,00E+05 16 | 2,00E+06
7 1,00E+08 21 3,00E+04 8| 3,00E+07 7 | 50000000 7 | 30000000 22 2500
21 2,00E+06 28 1,00E+04 21| 7,00E+05 18| 7000000 15| 70000000 29 400
36 0,00E+00 35 6,80E+04 25| 0,00E+00 24| 1000000 23 | 10000000 36 0
43 0,00E+00 42 0,00E+00 32| 0,00E+00 31| 1,40E+04 31| 1,00E+05 47 | 1kol
54 0,00E+00 53 1,00E+03 39| 0,00E+00 38| 1,30E+03
63 2,00E+02 49 0
Pokracovani tabulky ¢. 1
tele K tele M (26) tele N tele Q tele O tele L
stari Pocty CTX stafi Pocty CTX stari Pocty CTX stari Pocty CTX | stafi Pocty CTX stafi Pocty CTX
telete E.c. telete E.c. telete E.c. telete E.c. telete E.c. telete E.c.
1 6400 1 3000000 1 0 1 0 2 1000000 2 3400
3 300000 2 6000000 2 0 2 0 3| 40000000 3 100000
16 2,00E+07 3 1,00E+08 3 2,00E+04 3 5,00E+06 4 7,00E+05 7 1,00E+08
22 9,00E+02 6 7,00E+06 4 9,00E+07 7 0,00E+00 16 1,00E+07 15 1,00E+07
29 400 15 3000 14| 40000000 15 400000 22| 10000000 21| 10000000
36 0 21 300000 21 8000000 29 400000 28 400000
47 0 28 300 28| 10000000 35 0
55 5300 35 800000 46 13300
46 0,00E+00
55 0,00E+00
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Vylucovani kmenu Escherichia coli produkujici ESBL ve vykalech prasnic a jejich selat na
velkokapacitni farmé
Jan Vagek', Jona3 Vaithara', Pavla Kuncové®, Alois Cizek®?, Jiti Smola**

YKlinika chorob prezvykavcu a prasat, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterindrni a
farmaceuticka univerzita Brno, 2Ustav infekcénich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterinarniho
lékarstvi, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno, *CEITEC VFU, Veterinarni a
farmaceuticka univerzita Brno, * Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni a farmaceuticka

univerzita Brno

Uvod
V poslednim obdobi piibylo studii, které zaznamenaly vznik a Sifeni ziskané resistence na
antimikrobidlni latky pouzivané k terapii potravinovych zvifat. Neptekvapuje proto, ze v Klinické
veterinarni praxi se stale Castéji setkdvame s problémem rezistence nékterych ptivodet infeket,
zejména k beta-laktamovym antimikrobikim. Tato rezistence souvisi zejmeéna se schopnosti
bakterii  inaktivovat beta laktamy enzymaticky prostiednictvim beta laktaméz, které jsou
systematicky klasifikovany do tiid. Jedna z jejich nejvyznamnéjsich podtiid zahrnuje tzv. ,beta-
laktamazy rozsifeného spektra® (ESBL), z nichz vétSina patii k ¢eledim ozna¢ovanym jako TEM,
SHV, CTX-M nebo OXA. Jednim z nejsledovanéjsich problému v souvislosti stim je selekce
bakterialnich kmenu druhu Escherichia coli produkujicich ESBL v chovech potravinovych zvifat
jako nasledek pouzivani cefalosporini 3. a 4. generace. Nékteré z téchto cefalosporini jsou
registrovany u nas a pouzivany pro terapii bakterialnich infekci skotu a prasat. V piipad¢ prasat je
na trhu ceftiofur (3. generace) doporucovany k 1é€bé bakterialnich respira¢nich infekci
vyvolanych kmeny A. pleuropneumonie, P. multocida, H. parasuis, S. Choleraesuis, meningitid a
artritid vyvolanych patogennimi kmeny Streptococcus suis. V praxi se potom ceftiofur vyuzival
k metafylaktické terapii sajicich a odstavenych selat s rizikem infekce S. suis. V porovnani s tim
je cefquinom (4. generace) navic doporuc¢ovan pro 1é¢bu septickych stava selat a MMA
syndromu prasnic pii infekci kmeny E. coli. Cefalosporiny téchto generaci, vSak jak znadmo,
indukuji u E. coli tvorbu ESBL, které odpovidaji za rezistenci k t¢émto cefalosporinim. Podobné

jako u jinych zvifat, také v piipadé prasat byly publikovany studie popisujici nalezy kment E.
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coli produkujici ESBL ve stievé a na povrchu téla prasat v porazkové hmotnosti. Z vysledka
téchto praci bylo zfejmé, Ze ndlezy téchto kmenl ve findlni fazi vykrmu prasat musi souviset
s pouZzitim cefalosporint je$té v obdobi ristu téchto prasat. V souvislosti s hledanim mozZnosti
Sifeni téchto kmend jsme se vroce 2013 zaméfili na zjisténi prevalence kmend E. coli
produkujici ESBL na farmé A v obdobi 3 mésict od dobrovolného ukonceni podavani
ceftiofuru, pouzivaného Kk terapii artritid a menigitid vyvolanych multiresitentnim kmenem
Streptococcus suis serovar 2 (Cizek a kol. 2013). Jak se ukézalo, kmeny E. coli produkujici
ESBL jsme prokézali u 54 % prasat vysetfenych po jejich pordzce. Cilem nasi studie bylo
s odstupem obdobi dalSich 12 mésici monitorovat pokracujici cirkulaci kment E. coli
produkujici ESBL ve stadé¢ prasnic a jejich sajicich selat na farmé A. Navic bylo cilem sledovat
vyskyt kmenti u nakupovanych prasnic¢ek zaclefiovanych do stada, ptivodem z jiné farmy (B) bez

historie pouziti cefalosporint.

Material a metodika
Ve stadé¢ farmy A jsme béhem roku 2014 zjistovali vyskyt kment E. coli produkujici ESBL u
téchto kategorii prasat: 1. celkem 100 prasnic zékladniho stada na porodn¢; 2. 166 sajicich selat
ve vrzich prasnic a prasnic¢ek; 3. 110 prasnic¢ek nakupovanych z farmy B v izola¢ni staji a 35
bfezich prasni¢ek (primipar) pifed porodem. K vySetieni za Ucelem vyhledani nosicia byly
odebrany nejprve vzorky rektalnich vytéri prasnic a prasni¢ek. U prokazanych nosicek byly
nasledné odebrany vzorky trusu pro semi kvantitativni stanoveni vyluc¢ovani sledovanych kment
E. coli s produkci ESBL. Celkem bylo pouzitim ptimé selektivni kultivace na MacConkey agaru
(MCA) s cefotaximem (2 mg / L) vySetieno 411 zvifat, z toho 37 prasnic a prasnicek a 27 selat
opakované. Ziskané izolaty byly druhové identifikovany hmotnostni spektrometrii MALDI TOF
a v piipad¢ urceni druhu E. coli byly testovany na produkci ESBL metodou DDST (double disc
synergy test). Molekularni charakterizace ziskanych izolati E. coli produkujici ESBL a jejich

vyhodnoceni nadale pokracuje.

Vysledky
Z celkového poctu 100 vysetienych prasnic ( druhd parita a vice) kratce pred porodem bylo 25
(%) pozitivnich v rektalnim vytéru na E. coli produkujici ESBL. DalSim vySetienim téchto

prasnic jiZz po porodu, jsme zjistili vylu¢ovani kment E. coli produkujici ESBL celkem u 24
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prasnic v rizné intenzité v trusu. Ve 14 vrzich prasnic z 15 vySetienych jsme zjistili pfitomnost
kmend E. coli produkujici ESBL v rektalnich vytérech selat. Celkem jsme takto prokazali kmeny
E. coli produkujici ESBL v rektalnich vytérech u 45 selat z celkového poétu 73 (61,6%) Vv
obdobi od 1. do 7. dne Zivota (tab. 1). V ptipad¢ vySetfeni rektalnich vytéra prasnicek ptivodem
z farmy B po jejich piijezdu na farmu A jsme v Zadnem vzorku nezjistili vyskyt kmenut E. coli
produkujici ESBL. Teprve na konci jejich bfezosti kratce pied porodem byly vysledky kultivace
pozitivni u 12 prasni¢ek (primi par), pti¢emz jiZ po porodu vSechny s vyjimkou jedné prasnic¢ky
vyluc¢ovaly kmeny E. coli produkujici ESBL ve vysokych poctech ve vykalech. VySettenim 10
vrha selat od pozitivnich prasni¢ek jsme kmeny E. coli produkujici ESBL prokézali v kazdém
vrhu (tab. ¢.2). Tyto kmeny jsme izolovaly z rektalnich vytérti u 42 z 55 vySetienych selat.

Tab. 1

Brezi prasnice a jejich potomstvo; celkem 100 vzorku
rektal. vytér feces
Cislo prasnice | pfed porodem | o 7 dni pozdéji selata (RV) vyS./pozitiv.

1 + negativni nevysetfeno
2 + + 11/6
3 + + 10/10
4 + + nevysetfeno
5 + + nevysetfeno
6 + + 8/0
7 + + 8/1
8 + + nevysetieno
9 + + nevysetfeno
10 + + 3/2
11 + ++ nevySetfeno
12 + ++ nevySetfeno
13 + + 3/2
14 + + 3/2
15 + ++ 3/2
16 + ++ 3/2
17 + + nevySetieno
18 + ++ 3/3
19 + +++++ 3/3
20 + + 3/2
21 + +++++ 3/2
22 + ++++ 3/2
23 + + ++ 3/3
24 + ++++ 3/3
25 + +++ nevysetieno

Celkem 25 24 72/45

Mira pozitivity- pocty kolonie tvoricich jednotek: +; ++; +++; +++++
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Tab. 2

Bfezi prasnicky a jejich potomstvo; celkem 35 vzorku
rektal. vytér feces
¢. prasnicky | pred porodem | o 7 dni pozdéji | selata (RV) vyS./pozitiv.
1 + +++ nevysetieno
2 + +++ 7.1
3 + negativni 6.5
4 + +++ 6.4
5 + +++++ 6.2
6 + +++ 55
7 + +++ 5.5
8 + +++++ 5.5
9 + +++++ nevysetfeno
10 + +++ 5.5
11 + +++++ 5.5
12 + +++ 5.5
Celkem 12 11 55/42 (80,7%)

Mira pozitivity- pocty kolonie tvoricich jednotek: +; ++; +++; +++++

Zavéry
Vysledky ziskané v této studii jasné ukazuji dlouhodobou cirkulaci kmend E. coli produkujicich
ESBL. Ve vrzich pozitivnich prasnic a prasni¢ek byl prokdzan ¢asny pienos kmeni na
novorozend selata (do 12 hodin po porodu) a jejich nasledné vyluc¢ovani. Novym zjisténim je
mira kolonizace naivnich prasni¢ek zaclenovanych do stada, které navic vylucuji kmeny E. coli
produkujicich ESBL ve vy$§im poc¢tu ve vykalech nez prasnice. Nasledné pak dochazi k vysSimu

procentu kolonizace selat ve vrzich prasnicek.

Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 104/2014/FVL
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Efekt platinovych kovii na reprodukci roupice druhu Enchytraeus crypticus
Barbora Havelkova, Veronika Kovacova, Miroslava Beklova
Ustav ekologie a chorob zvére, ryb a véel, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Pti posuzovani akutni zatéze zivotniho prostredi se v posledni dobé stale vice soustied’uje pozornost
na skupinu platinovych kovi, zvlast¢ pak na platinu (Pt), palladium (Pd) a rhodium (Rh), které
piechéazeji do zivotniho prostfedi z riznych zdroji. Za nejvyznamnéjsi je povazovana doprava —
emise z katalyzator a odpadni vody obsahujici rezidua cytostatik na bazi cisplatiny [4]. V Ceské
republice bylo mnozstvi platinovych kovii stanoveno napiiklad v Praze a to 160 ug.kg™* Pt
49 ng.kg *Pd a 3,9 ug.kg? Rh ve vzorcich odebrané pidy [3]. Roupice (Enchytraeidae) jsou
malostétinatci (6 - 50 mm dlouzi) adaptovani na semiterestrialni a terestrialni prostiedi [1]. Na
nckterych lokalitich mohou tvofit primérneé az 75% celkové biomasy pudni mikrofauny. K
expozici chemickym latkam dochazi ptes povrch téla z okolni porové vody nebo poZitim
kontaminované potravy. Enchytraeidae jsou nejéastéji pouzivany v testech toxicity, kde jsou
sledovany akutni ¢i subletalni u¢inky jak chemickych individui, tak smési latek. Dale jsou tyto
organismy vyuzivany v testech bioakumulace, ve studiich biodostupnosti, pfipadné v testech pidni
kvality po bioremediaci [2]. Cilem ptedkladané prace bylo rozsifeni informaci a zhodnoceni vlivu
platinovych kovu platiny, paladia a rhodia (Pt, Pd, Rh) na reprodukci ptidniho krouzkovce — roupice
druhu Enchytraeus crypticus.
Material a metodika

Roupice pochazely z laboratorni kultury Ustavu ekologie a chorob zvéfe, ryb a véel, VFU Brno
a byly chovany na agaru v Petriho miskach. Jedinci byli chovani v kultiva¢ni komote pii 20 &= 2 °C
ve tm¢ a krmeni dvakrat tydné autoklavovanymi drcenymi ovesnymi vlio¢kami.

Byl proveden test inhibice reprodukce roupic (Enchytraeus crypticus), dle metodiky OECD 220
[CSN EN ISO 16387 (2014) Kvalita pudy — Vliv znecistujicich latek na Enchytraeidae
(Enchytraeus sp.) — Stanoveni vlivu na reprodukci.]. Podstatou zkouSky je vystaveni deseti
zdravych dospélych jedincti roupic Enchytraeus crypticus s viditelnym opaskem (clitellum)
pusobeni smési zkouseného vzorku s umélou pudou. Koncentraéni fada PtCly, PdCl, a RhClj
pouZitd v experimentu byla stanovena na zakladé predbéznych testi. Jednalo se o koncentrace 5, 10,
25, 50 a 100 pmol.L™* PdCI, a 50, 100, 150, 200 a 250 pmol.L™* PtCl4/RhCls. Po 28 dnech byl
zjistén celkovy pocet roupic. Rozdil mezi primérnou hodnotou pro zkousenou smés a pro kontrolu

(oboji v 5 opakovanich) se vyjadiil jako procento inhibice reprodukce roupic.
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Uméla puda jako testovaci substrat byla piipravena tak, jak je pfedepsano v OECD 220 (2004):
70% pisku, 20% kaolinu a 10% jemné mleté raSeliny. K upravé pH na 6,0 + 0,5 byl pouzit CaCOs.
Do zkuSebnich nadob o objemu 100 ml bylo ptidano 20 g piirozené¢ vlhké umélé pudy a ptidana
piislusna koncentrace platinového kovu v mnozstvi odpovidajicim 50 % maximalni vodni kapacity
(WHC). Na takto pfipraveny substrat bylo umisténo 10 adultnich roupic. Nadoby byly piikryty
vicky a umistény do kultivaéniho boxu pii 20 °C s fotoperiodou svétlo/tma 16h/8h a intenzitou
osvétleni 400 - 800 Ix. Roupice byly krmeny autoklavovanymi drcenymi ovesnymi vlo¢kami na
pocatku experimentu a pravidelné po 7 dnech. Zkouska trvala 28 dni. Po jejim ukonceni bylo do
kazdé nadoby aplikovano 5 ml etanolu s pfidavkem roztoku bengalské ¢ervené. Druhy den byly
fixované, cervené obarvené roupice spoéitany a test vyhodnocen. VIiv platinovych kovi na
reprodukci roupic byl hodnocen na zaklad¢ efektivni koncentrace (EC) PtCl,, PdCI, a RhCl3, kterd
zpusobila 50% inhibici reprodukce ve srovnani s kontrolou za 28 dni.
Vysledky

Zkouska s Enchytraeus crypticus splnila kritéria normy CSN ISO pro validaci. Mortalita dospélych
jedinc na konci zkousky s kyselinou boritou (referencni latka) byla v kontrole 0 %, varia¢ni
koeficient (CV) reprodukce v kontrole 6 % a pramérny pocet juvenild na jednu zkuSebni
nadobu byl 199,6. Hodnota 28dEC50 H3sBO3 byla stanovena na 156,2 mg.kg™. Vysledky testu
toxicity s PtCl,, PdCl, a RhCl; jsou uvedeny v tabulce 1 - 3.

Tabulka 1: Shrnuti vysledki sledovanych parametra vlivu PtCl, na Enchytraeus crypticus.

Koncentrace Pocet dospélych Mortalita |Pocet juvenila |CV |Inhibice
PtCls [UM] | Na zadatku testu | Na konci |[%0] (pramér £ SD) |[%] |reprodukce
(X) testu (X) [9%6]
50 10 9.8 2 130.0+£11.5 9 0
100 10 9.8 2 105.00+12.4 | 12 19
150 10 9.4 6 69.2 £ 10.7 15 47
200 10 9.2 8 57.2+12.4 22 56
250 10 8.8 12 304+9.6 32 77

Tabulka 2: Shrnuti vysledku sledovanych parametra vlivu PdCl, na Enchytraeus crypticus.

Koncentrace Pocet dospélych Mortalita |Pocet juvenild |CV |Inhibice

PdCl, [UM] | Na zadatku testu | Na konci |[%0] (primér + SD) ([%] |reprodukce
(X) testu (X) [%0]

5 10 8.8 12 115.6 +10.9 9 11

10 10 8.8 12 100.2 £ 14.6 15 23

25 10 8.4 16 71.0+13.5 19 45

50 10 6.6 34 73.6+£17.9 24 43

100 10 6.8 32 62.8 +20.9 33 52
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Tabulka 3: Shrnuti vysledku sledovanych parametri vlivu RhCl3 na Enchytraeus crypticus.

Koncentrace Pocet dospélych Mortalita |Pocet juvenila |CV |Inhibice
RhCI; [UM] | Na zacatku testu | Na konci |[%0] (primér + SD) |[%] |reprodukce
(X) testu (X) [9%6]
50 10 10 0 128.8 + 16.5 13 1
100 10 9.2 8 126.0£21.8 17 3
150 10 9 10 1244 £ 17.7 14 4
200 10 6.2 38 95.2 +15.7 16 27
250 10 4.4 56 60.6 + 26.7 44 53

Mortalita dospé€lych jedincti na konci zkousky byla v kontrole 0 %, varia¢ni koeficient (CV)
reprodukce v kontrole 10 % a pramérny pocet juvenild na jednu nadobu byl 129, 8. Efektivni
koncentrace (28hEC50) byla stanovena na 161,9 pum.I* PtCl,, 70 pm.I* PdCl, a246,2 pm.I*
RhCls;.
Zavér
Z vysledku feSeného projektu je patrné, Ze platinové kovy vyrazné ovliviiuji reprodukci roupic.
Pocet juvenilnich jedincii jako reprodukéni parametr obvykle ukazal vyssi variabilitu nez mortalita.
V porovnani s dostupnou literaturou a nagimi novymi poznatky muzeme potvrdit, ze relativni potadi
toxicity je nasledujici Pd (I1)> Pt (IVV) >> Rh (l11). Vysledky lze povazZovat za aktualni pro praktickée
posuzovani mozného vlivu platinovych kovii na pudni prostiedi.
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Monitoring vyskytu vztekliny a rezidui téZkych kovi u stfedoevropskych netopyru

Miroslava Miksikova, Hana Band’ouchova, Jifi Brichta, Barbora Havelkova, Hana Hruba,

Veronika Kovacova

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

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Netopyii hosti rozmanitou skupinu virt pienosnou na ¢lovéka. Specifickou variantou nékazy,
jejimz vyskytem neni dotéen statut Ceské republiky jako zemé& prosté nakazy dle kritérii OIE, je
vzteklina netopyrd (Schatz et al., 2012). Na rozdil od ostatnich zemi Evropy se v Ceské republice
doposud nikdo aktivné vzteklinou netopyrti nezabyval, a to i pfes vyznam této problematiky pro
ochranu vefejného zdravi (Johnson et al.,, 2010). HmyzoZravi netopyii jsou také znami

bioakumulaci toxickych polutantd.

V rdmci naSi studie byl proveden screening stfedoevropskych netopyra k prikazu cirkulace
lyssavirti v populaci netopyr a rezidui tézkych kovu ve tkanich. Ve spolupréci se zachrannymi
centry a institucemi zabyvajicimi se ochranou, 1é¢bou a vyzkumem netopyri v Ceské republice se
nam podarilo ziskat v pribéhu nékolika poslednich let 980 vzorkii netopyrt z pfirozenych thyni
nebo euthandzie pro nelécitelna poranéni jako je napt. traumatickd ztrata koncetin, a to od druht
Myotis myotis, M. daubentonii, M. bechsteinii, M. nattereri, M. brandtii, M. mystacinus, M.
emarginatus, M. dasycneme, Rhinolophus hipposideros, Eptesicus serotinus, E. nilssonii, Plecotus
auritus, P. austriacus, Barbastella barbastellus, Pipistrellus pipistrellus, Vespertilio murinus a

Nyctalus noctula.

Monitoring vztekliny netopyra lze provadét pasivné (standardni metody detekce viru v CNS
netopyrd, kteti uhynuli napt. v zachrannych centrech nebo byli utraceni pro kontakt a poranéni
Cloveéka) a aktivné v populaci netopyri (detekce virové RNA ve stérech z dutiny Ustni pomoci RT-
PCR, izolace viru, a/nebo serologicky priikaz protilatek) (Schatz et al., 2012). Vzhledem k tomu, Ze

vSichni evropsti netopyfi jsou chranéni, jedna se o nesmirn¢ cenny material (Zukal et al., 2012).
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Material a metodika
Seroprevalence protilatek proti vztekling

Odebirané vzorky

Pro tuto analyzu jsme pouzili krevni séra ziskana od 20 netopyrt ze Slovinska, 21 z Ruska (oblast
Jekaterinburgu, Ural), 12 z Katefinské jeskyn¢ (Moravsky kras), 20 z Malé Moravky (Jeseniky) a
70 z Nérodniho parku Podyji. Protilatky proti vztekling byly testovany pomoci komeréniho kitu
Platelia ™ RABIES II. Test je zaloZen na nepiimé ELISA, kdy mikrotitra¢ni desticky byly pokryty
glykoproteinem viru vztekliny extrahovaném z inaktivované a purifikované virové membrany.
Enzymaticky konjugat se sklada z proteinu A ze Staphylococcus aureus spolu s peroxidazou.
Pozitivni kontroly, kalibrované proti normé OIE, umoznily kvalitativni nebo kvantitativni stanoveni

protilatek vztekliny v séru.

Chemicka analyza

Vzorky z jater, ledvin a prsnich svali byly pouzity k prokazani pfitomnosti tézkych kovii pomoci
diferencni pulsni anodické voltametrie. Tkanové hladiny metalothioneintt (MT) byly stanoveny

pomoci elektrochemické detekce.
Vysledky

Ze 143 odebranych vzorkl krevniho séra byl 1 pozitivni na vzteklinu. Tento vzorek pochézel

z druhu Myotis myotis, ktery byl vzorkovan v polovin¢ dubna 2014 v Malé Moravce v Jesenikéch.

Nejvyssi hodnoty metalotioneinti (MT) byly zjistény u Pipistrellus pipistrellus (jatra, ledviny, prsni

v v

Pipistrellus pipistrellus, v ledvinach Pipistrellus pygmaeus a v prsnich svalech Myotis myotis.
Hodnoty Pb byly nejvyssi v jatrech Eptesicus serotinus, v ledvinach Myotis myotis a v prsnich

svalech Myotis daubentonii. Cd bylo v koncentraci 0.01 pg/g zjisténo v jatrech Myotis myotis.

Relativni smérodatna odchylka (SD) MT byla pod 5%. Detekéni limit MT byl 2 pM. T¢zké kovy
(Zn, Cd a Pb) byly prokazany ve vzorcich jater, ledvin, a prsnich svalli. Relativni SD byla pod 8%.
Detek¢ni limity Zn, Cd, Pb a byly 20, 6 a 8 pM.

Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 23/2014/FVHE
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Priukaz mlé¢né bilkoviny a karagenani v masnych vyrobcich
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Uvod

Do potravin jsou Casto piidavany rizné nadhrazky ptivodnich surovin. Jedna se naptiklad o nahradu
svalové bilkoviny jinou Zivocisnou bilkovinou jako je naptiklad mlé¢na bilkovina (Ballin, 2010),
nebo ndhrazkou hydrokoloidy kde jsou ¢asto voleny karagenany (Farouk et al., 2011). Duvodem
pro jejich pouziti je zlepSeni vaznosti vody, zlevnéni surovin a tedy snizeni nakladl na vyrobu.
Pfidavani aditivnich latek do tepeln¢ opracovanych masnych vyrobku je béznou praxi s omezenimi
vyplyvajicimi z ndrodni legislativy a také piedpisi EU (Vyhldska ¢. 326/2001, vyhlaska ¢.
113/2005, Smérnice ES 2000/13, Natizeni ES €. 1333/2008). Mléc¢na bilkovina je také fazena mezi
potenciondlni alergeny a musi byt tedy patficné znacena S cilem chranit spotiebitele. Pro detekci
obou zminénych aditiv jsou pouzivany rizné¢ metody detekce s riznou mirou uspesnosti (Campo et
al., 2009, Monaci et al., 2011, Ballin, 2010, Grappin et al., 2002).

Cilem projektu bylo vytvofeni metody pro imunohistochemicky a imunofluorescencni priukaz
mlécné bilkoviny a histochemicky prikaz karagenani v masnych vyrobcich. Soucasné byl vytvoren

mikroskopicky popis mlécné bilkoviny a karagenanti a jeji uspotraddani v matrici vyrobku.

Material a metodika
Analyzované vzorky
V ramci feSeni projektu bylo analyzovéano pét typtit mlécnych aditiv (kaseinat vépenaty, kaseinat
sodny, syrovatkovy protein s vysokym obsahem laktdzy, syrovatkovy koncentrat termostabilni a
syrovatkovy koncentrat s obsahem 85 % kaseinu). Pro uréeni detekéniho limitu byla analyzovéana
koncentra¢ni fada v koncentracich 0 % 0,001 %; 0,01 %; 0, 1 %; 1 %, 10 %. Pro ovéfeni
sestaveného protokolu bylo analyzovano 21 masnych vyrobkl s pfidavkem mlécné bilkoviny
Vv raznych forméch.
Déle byly v ramci feSeni projektu analyzovany 3 druhy karagenant x-karagenan, A-karagenan a 1-
karagenan v Cisté praskové formée izolované z Cervenych fas (Eurogum A/S, Herlev, DE).
Pritkaz mlé¢né bilkoviny
Byla pouzita sendviCova imunohistochemickda metoda ABC komplexu (IHC), a nepiima

imunofluorescencni metoda. Jako primarni protilatka byla pouzita polygonalni protilatka proti B-
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kaseinu v koncentraci 1:500. Pro imunohistochemickou metodu byl pouZit peroxidazovy
chromogen HistoGreen s dobarvenim pozadi jadrovou ¢erveni, pro imunofluorescenéni metodu byl

pouzit fluorochrom texas red.

Prikaz karagenanti
Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)
Testované karagenany (k, A, 1) ve formé prasku byly naneseny na nosné terciky, pokryty
oboustrannou lepici uhlikovou pasku a pokoveny 10 nm vrstvou zlata. Snimky karagenant byly
ziskany pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu MIRA3 FEG SEM (TESCAN, CR).
Sveételna mikroskopie (SM)
Pro vySetfeni ve svételném mikroskopu byly karagenany barveny toluidinovou modii (TM),
barvenim PAS-Calleja a barvenim Lugol-Calleja. Pro analyzu vlivu ptidavku na matrici vyrobku
byly vyrobeny dusené Sunky s ptfidavkem karagenanii vliv byl hodnocen histologicky a na zakladé
technologickych vlastnosti (barva, textura, ztrata vody a vytéznost).

Vysledky
Stanoveni mlécné bilkoviny
V ramci projektu bylo ovéfeno pouziti primarnich protilatek a jejich koncentrace pro sestaveny
imunohistochemicky a imunofluorescenc¢ni protokol (tabulka 1, 2).

Tabulka 1: Vybér vhodné koncentrace primarni protilatky

Koncentrace 1:10 | 1:100 | 1:500 | 1:1000 | 1:1500
Modelovy vzor
Kaseinat vapenaty 1% | +++ | +++ | +++ | +++ +++
Kaseinat vapenaty 2,5% | +++ | +++ | +++ | ++ +

Tabulka 2: Ovéteni moznosti detekce forem pouzivanych ptidavki

Piidavek Modelovy | Vyrobek Modelovy Vyrobek
vyrobek vyrobek

Kaseinat vapenaty + + Syrovatkovy koncentrat | + N/A

Kaseinat sodny + + MIléko - -

Syrovatkovy protein s + N/A Nespecifikovanad mlé¢na | N/A +/-

vysokym obsahem bilkovina

laktozy

Syrovatkovy koncentrat | + N/A

s 85 % kaseinu

Z uvedeného vyplyvé, ze nejvhodnéjsi koncentrace primérni protilatky je 1:500. Ve vysSich
koncentracich ptfidavku a pti vysokém stupni fedéni dochazelo k nedostatecné vizualizaci proteinu.
S ohledem na doporu¢ené davkovani mlécnych bilkovin do masnych vyrobkt (dle vyrobka kolem
pfidavku a dokladuje také, Ze je mozné zvolenou primarni protilatku pouzit pro rizné formy

pridavkd, coz bylo rovnéz ovéfeno v masnych vyrobcich. Jenom u piidavku mléka byl vysledek
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negativni s ohledem na nizkou koncentraci antigenu. U mlééné bilkoviny bylo histologické
vysetfeni negativni a [HC dubidzni. Snizeni reaktivity u masnych vyrobkl ve srovnani s MV je
déno denaturaci proteinu B-kaseinu, nicméné Cast epitopl ziistdva zachovana a umoznuje jeho
detekci. Toto zjisténi je ve shod¢ s Monaci et al., (2011). Detekéni limit byl stanoven na 0,0001 %
pridavku.

Stanoveni karagenanii

Byly zaznamenany vyrazné€ odli§né vlastnosti ve struktufe povrchu 1-karagenanu v porovnéni s k- a
A-karagenany. U 1-karagenanu je povrch sloZzen z drobnych utvarti podobnych skrobovym zrnim,
ukazuji ur¢itou podobnost. Vysetieni ze svételného mikroskopu ukazalo, Ze nejlepsi vysledky, co se
tyka rozliseni jednotlivych druhtu karagenant vykazuje barveni PAS-Calleja. Toto barveni poskytlo
Skalu rizoveé obarvenych struktur karagenanu, coZ potvrzuje i Bancroft and Cook (2000).

Vyrazny vliv mél piidavek karagenanu na vybrané technologické vlastnosti vyrobenych dusenych
Sunek. Zejména u Sunek s pfidavkem k- karagenanu byl zaznamenan ptiznivy vliv na texturu a byla
Zavér
Vyvinutd imunohistochemicka metoda pritkazu B-kaseinu jako indikatoru pouziti mlé¢né bilkoviny
se ukazuje jako metoda vhodna a specificka pro stanoveni mlé¢né bilkoviny v masnych vyrobcich.
Mikroskopické techniky jsou vhodné ke vzajemnému rozliSeni k-, A-, 1-karagenanu. Snimky z
elektronového mikroskopu poskytuji podrobnéjsi informace o struktufe a povrchu jednotlivych

fragmentt karagenant a lze je pouzit na odliSeni 1-karagenanu od k- a A-karagenanu.

Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 27/2014/FVHE
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Vyuziti rakytnikovych vyliski v dieté uzitkovych nosnic
Jana Krejcarova, Eva Strakova
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Uvod
Rakytnik fesetlakovy (Hippophae rhamnoides) patii do ¢eledi hloSinovité (Elaeagnaceae). Jedna se
0 dvoudomy, trnity strom, ktery dosahuje vysky obvykle kolem 3 — 4 metra (Li and Beveridge,
2003). Ptirozen¢ se rakytnik vyskytuje ve stfedni Asii a severozdpadni Evropé (Michel et al., 2012).
Ma drobné ovalné plody, které ve stadiu zralosti maji barvu od tmavé zluté az po nacervenalou.
Plody rakytniku maji vzhled peckovice a obsahuji velké mnoZzstvi olejii. Listy jsou dlouhé,
kopinaté, na povrchu kryté trichomy a maji stfidavé usporadani (Li and Beveridge, 2003; Michel et
al., 2012). Celé rostlina obsahuje velice hodnotné bioaktivni slozky. Obsahuje velké mnoZzstvi
vitamini a mineralnich latek. Dale je bohatd na pfirodni antioxidanty a obsahuje zna¢né mnozstvi
barviv (Michel et al., 2012). Velice dilezity je obsah mastnych kyselin. Z mastnych kyselin
v rakytniku dominuji nenasycené mastne kyseliny. V oleji ze semen jsou nejvice zastoupeny
kyselina linolova (18:2,n-6) a kyselina a-linolenova (18:3,n-3). V oleji, ktery byl ziskan z
celych plodu, dominuje kyselina palmitoolejova (16:1,n-7) (Yang and Kallio, 2001). Rakytnik je
bohatym zdrojem i dalSich esencidlnich mastnych kyselin z fady n-3, n-6, n-7 a n-9 (Solcan et al.,
2012). Déle je také dilezitym zdrojem 1 dalSich latek jako jsou bilkoviny, sacharidy, organickeé
kyseliny a flanovoidy (Christaki, 2012). Diky témto obsahovym latkhm mé& mnohé prospésné

ucinky na zdravi organismu.

Material a metodika
Experiment byl provadén na nosnicich Isa Brown. Nosnice v pribéhu pokusu byly chovany
v obohacenych klecich v akreditované experimentalni staji Ustavu vyzivy zvifat. V pokusnych
stajich byl tizen svételny, teplotni, zoohygienicky a krmné-technologicky rezim. Do pokusu bylo
zatrazeno celkem 32 nosnic, které byly rozdéleny do 4 skupin. V kazdé skupiné bylo 8 nosnic. Tyto
4 skupiny se liSily v mnozstvi rakytnikovych vyliskt pfidavanych do krmné smési. Prvni skupina
nosnic dostavala ptidavek 2 % vyliski (P2%), druhd skupina 5 % (P5%) a tieti skupina méla
krmnou smés obohacenou o 10 % (P10%) rakytnikovych vyliskd. Posledni skupina byla skupina
kontrolni a t€émto nosnicim byla poddvand krmna smés bez ptidavku rakytnikovych vyliskl (K0%).
Cely pokus trval celkem 4 tydny. Kazdy tyden doSlo k odebrani 40 vajec od kazdé skupiny, tedy

z kazdé testované skupiny za celé trvani pokusu bylo odebrano celkem 160 vajec. Nasledné byla
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vejce podrobena analyze a bylo posouzeno aminokyselinové slozeni vaje¢ného Zloutku u vSech
nosnic z kazdé testované skupiny.

Tuk ze vzorku byl extrahovan pomoci smési rozpoustédel n-hexanu a isopropanolu (v poméru 6:4).
Rozpoustédlo bylo nasledné odpaieno ve vakuové odparce. Poté byla provedena transesterifikace
sBF 3 a mastné kyseliny byly pfevedeny na tékavé estery. Estery mastnych kyselin byly
detekovany za pomoci plynové chromatografie na ptistroji GAS CHROMATOGRAPH GC - 2010
(od firmy Shimadzu) s plamenové-ionizaénim detektorem a nasledné vyhodnoceny pomoci
programu GC Postrun. Vysledky projektu byly statisticky zpracovany pomoci programu UNISTAT

for Excel (verze 5.6.).

Vysledky
Vysledky hmotnosti vajec, hmotnosti vajecného zloutku a objemu vaje¢ného Zloutku jsou uvedeny
v tabulce 1.
Vysledky zastoupeni mastnych kyselin ve vajeéném zloutku jsou uvedeny v tabulkach 2 a 3.

Hodnoty uvedené v tabulkach 1, 2 a 3 jsou primérné hodnoty za celou testovanou skupinu.

Hmotnost vajec Hmotnost Zloutku Objem Zloutku
(9) (9) (ml)
K0% 59,62 16,74 16,73
P2% 62,70 17,18 17,20
P5% 62,15 17,77 17,76
P10% 63,10 17,43 17,40

Tabulka 1 Vysledky hmotnosti vajec, hmotnosti vajecného Zloutku a objemu vaje¢ného zloutku

Y. mastné Nasycené mastné Nenasycené mastné | Nenasycené/nasycené
kyseliny kyseliny kyseliny mastné kyseliny
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
K0% 75,687 25,462 50,225 1,976
P2% 75,641 25,687 49,955 1,946
P5% 76,139 26,508 49,632 1,874
P10% 76,073 26,325 49,749 1,895

Tabulka 2 Vysledky mnozstvi mastnych kyselin ve vajecném Zzloutku, mnoZstvi nasycenych a
nenasycenych kyselin ve vajeéném zloutku a vzajemny pomér nenasycenych a nasycenych

mastnych kyselin
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MUFA PUFA n-3 n-6

(mg/g) (mg/g) MUFA/PUFA (mg/g) (mg/g) n-6/n-3
K0% 37,538 12,688 2,973 1,085 11,603 14,859
P2% 38,817 11,138 3,514 1,096 10,042 13,185
P5% 39,091 10,541 3,808 1,169 9,372 11,677
P10% 38,256 11,493 3,415 1,195 10,298 13,917

Tabulka 3 Vysledky mnozstvi MUFA a PUFA ve vajecném zloutku, vzajemny pomér

MUFA/PUFA, mnozstvi n-3 a n-6 mastnych kyselin ve vaje¢ném zloutku a jejich vzajemny pomér

Zavér
Vysledky experimentu dokladaji, Ze rakytnikové vylisky mohou byt vhodnou komponentou do
krmnych smési pro uzitkové nosnice a to pro predevsim pro jejich:
e pfiznivy vliv na hmotnost vajec a na hmotnost zloutku
e pfiznivy efekt na mnozstvi mastnych kyselin ve vajecném zloutku a to pfedevSim na
zastoupeni nasycenych mastnych kyselin
e pozitivni ¢inek na mnozstvi MUFA ve vaje¢ném Zloutku

e pozitivni pasobeni na mnozstvi n-3 mastnych kyselin ve vaje¢ném zloutku

Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 1/2014/FVHE
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Optimalizace metod pro stanoveni methylrtuti ve vodnim ekosystému

Zuzana Kralova, Petra Komarkova, Miroslava Beklova

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

a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Rtut’ je rizikovy prvek, ktery se nachazi ve v8ech slozkach zivotniho prostiedi a je povazovan za globalni
vazéana na vodni prostiedi. Methylrtut’ vznika v sedimentech ¢innosti nékterych druht mikroorganismu a jeji
nebezpeci spociva ve schopnosti bioakumulace v potravnim fetézci (DONG a kol., 2004). Mikroextrakce na
tuhou fazi (SPME) je vysoce citlivd metoda pro stanoveni analyti ve vzorku. Zakladem je kiemenné vlakno
se stacionarni fazi, které je umisténo do SPME lahvicky se vzorkem, kde je vystaveno ur¢itym podminkdm
(pH, teplota, doba extrakce) (SPORKERT a PRAGST, 2000). Cilem prace bylo optimalizovat metody pro
stanoveni methylrtuti ve vodé a sedimentu, aby bylo mozné zjistit Groven kontaminace téchto slozek

ve vodnim ekosystému.

Material a metodika
Chemikalie

Tetraethylborat sodny, octan sodny, ethanol pro HPLC, standard methylrtuti (Pestanal®) a SPME vlakna
SUPELCO byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, Némecko. Hydroxid sodny Emsure, kyselina octova
p-a., methanol pro HPLC analyzu, motsky pisek p.a., hydroxid sodny p.a. a voda pro chromatografii byly
zakoupeny od firmy Merck, Némecko.

Acetatovy pufr o pH 5,0 a 5,3 byl pfipraven z kyseliny octové o koncentraci 0,2 mol-L™ a octanu sodného o
koncentraci 0,2 mol-L™. Derivatizaéni roztok (1% tetraethylborat sodny) byl pfipravovan denné Gerstvy,
rozpuiténim v roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 mol-L™. Kalibraéni roztoky byly p¥ipraveny ze

zésobniho roztoku methylrtuti (1000 ng-mL™) v methanolu.
Pracovni postup pro stanoveni methylrtuti ve vodé

Metoda byla optimalizovana na zékladé¢ metody jiz publikované (CAI a BAYONA, 1995). Do sklenéné
SPME lahvicky bylo napipetovano 15 ml vody, 2,5 ml pufru o uréitém pH, 200 pl derivatizac¢niho ¢inidla a
100 pl standardu methylrtuti. Do lahvi¢ky se vlozilo magnetické michadlo, poté se lahvicka uzaviela a

nechala 15 minut temperovat ve vodni lazni. Po této dobé se do lahvi¢ky vlozilo SPME vlakno a probé&hla
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izolace analytd na stacionarni fazi. Vlakno se pak ihned vlozilo do nastfikového prostoru plynového
chromatografu s detektorem elektronového zachytu (GC/ECD), kde pii vysoké teploté probiha desorpce

latek z vldkna.

Pracovni postup pro stanoveni methylrtuti v sedimentu

Byla optimalizovana metoda (SMAELE a kol., 1999). Do 50 ml sklenéné lahvicky se navazilo 0,5 g
moiského pisku, pfidal se 1 ml koncentrované kyseliny octové, 1 ml methanolu a standard methylrtuti.
Nasledovala sonikace reakcéni smesi po dobu 60 minut. Po zchlazeni se ptidalo 25 ml pufru o pH 5,3 a 500 pl
tetracthylboratu sodného, vlozilo se michadlo, lahvi¢ka se uzaviela a nechala temperovat ve vodni lazni.
Nésledovala extrakce pomoci Head space — SPME (HS-SPME) a analyza na GC/ECD.

Vysledky

Pro stanoveni methylrtuti v realnych vzorcich vody byl vybran monitoring Cistirny odpadnich vod (COV)
Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno. Vody byly odebirany béhem 14-ti dni, jak z p¥itoku na COV
(surova voda), tak na odtoku z COV (vy&iiténa voda vypousténa do kanalizace mésta Brna). V tdchto
vzorcich byla stanovena methylrtut’ pomoci optimalizované metody HS-SPME, kvantifikace byla provedena
metodou standardniho piidavku. Celkova rtut’ byla stanovena na atomovém absorpénim spektrometru AMA
254. Déle byl zregresni rovnice kalibra¢ni kifivky (m) a vySky Sumu signalu detektoru (Hn) stanoven
detekéni (LOD) a kvantifikaéni (LOQ) limit (IUPAC, 1997). Detekéni limit byl stanoven na 5,106 ng-L™* a
kvantifika&ni limit na 15,98 ng-L™.

3xHn 10xHn
LOD = - LOQ =

Tabulka &. 1  Vysledky methylrtuti (MeHg) a celkové rtuti (THg) z monitoringu COV VFU Brno

THg (ng-L™) MeHg (ng-L™) pH
Den Pfitok Odtok | Pritok Odtok Pfitok Odtok
1 179,00 111,00 | <LOD <LOQ 8,27 7,45
2 174,33 159,33 | <LOD <LOQ 7,98 7,72
3 166,33 101,67 | <LOD <LOQ 8,06 7,53
4 69,00 41,67 <LOD <LOQ 7,46 7,88
5 155,33 87,00 <LOD <LOQ 8,21 7,69
6 71,00 64,67 <LOD <LOD 8,13 7,52
7 29,33 44,00 <LOD <LOD 7,59 7,70
8 21,00 58,00 <LOD <LOD 7,68 7,99
9 6,00 15,00 <LOD <LOD 17,77 7,52
10 99,33 91,33 <LOD <LOD 8,30 7,39
11 82,00 27,00 <LOD <LOD 7,60 8,00
12 6,00 7,33 <LOD <LOD 7,81 7,45
13 19,00 18,33 <LOD <LOD 7,91 8,02
14 16,00 3,33 <LOD <LOD 7,40 7,73
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Vysledky celkové rtuti a methylrtuti stanovené v odpadni vodé VFU Brno jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Z hodnot

je patrné, ze mehylrtut’ je v odpadni vodé pod urovni detekce a pouze v péti ptipadech pod Urovni kvantifikace.
Zavér

Metoda HS-SPME byla optimalizovana na vodé a moiském pisku kontaminovanych standardem methylrtuti.
U kazdé metody byly optimalizovany Ctyfi parametry, a to typ stacionarni faze, pH pridavaného pufru,
teplota a doba extrakce. Pro stanoveni methylrtuti ve vodé byly optimalni podminky nasledujici — SPME
vlakno se 100 um PDMS (polydimethylsiloxan), pH pufru 5,0, teplota pro derivatizaci a extrakci 40 °C a
doba extrakce 5 minut. Analyza byla provedena optimalizovanou metodou na GC/ECD. Methylrtut’ a
celkova rtut’ byly stanoveny ve vzorcich odpadni vody VFU Brno. Pro stanoveni methylrtuti v sedimentu
byly optimalni podminky nasledujici — SPME vlakno se 100 um PDMS, pH pufru 5,3, teplota pro
derivatizaci a extrakci 40 °C a doba extrakce 7 minut. Analyza byla provedena optimalizovanou metodou na
GC/ECD.

Podékovani: Tato prace byla financovana v ramci projektu IGA 32/2014/FVHE.
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Ucinky ciprofloxacinu na ryby se zaméirenim na vybrané markery oxidativniho stresu

Dana Zivna, Lucie Plhalova, Lucie Chromcova, Jana Blahova, Petr Margélek, Stanislava gtépénové,

Zdenka Svobodova

Ustav verejného veterindrstvi, ochrany zvirat a welfare, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Antibiotika jsou lé¢iva pouZzivana pro 1é€bu a prevenci mikrobidlnich chorob. Bylo zjisténo, Ze
Vv téle jsou po podani metabolizovana z 30 — 90% a poté vylou¢ena moci v aktivni formé (Rang et
al., 1999). Tyto latky se odpadnimi vodami dostavaji do &isticek odpadnich vod (COV), kde by
mélo dojit k jejich odbourani. Mnozstvi studii vSak ukézalo, Ze ke kompletnimu odbourani téchto
latek v COV nedochazi a jejich rezidua jsou v nizkych koncentracich nalézana v povrchovych
vodach, kde predstavuji riziko pfedevsim pro vodni organismy (Golet et al., 2002, 2003; Fick et al.,
2009).

Ciprofloxacin (CIP) je Sirokospektralni antibiotikum patfici do skupiny fluorovanych chinolonti. Je
pouzivan jak vhumanni tak i veterinirni medicin¢ a jeho rezidua jsou casto nachdzena
v povrchovych vodach. Koncentrace CIP zjisténé v povrchovych vodach ve Svycarsku byly 62 -
106 ng/l, zatimco v Indii byly zjistény hodnoty az 14 mg/l (Golet et al., 2002; Fick et al., 2009).
Nezadoucim ucinkem CIP, stejné jako ostatnich fluorochinolont, je chondrotoxicita pro juvenilni
jedince (Stahlmann and Lode, 1999). Proto byla provedena série testl toxicity, jejichz cilem bylo
posouzeni subchronickych u¢inkt CIP na embryonalni a juvenilni stadia ryb.

Vliv CIP na ryby byl posuzovan ptedevs§im na zakladé stanoveni markera oxidativniho stresu, které
byly pouzity v fad¢ studii k hodnoceni G¢inkti xenobiotik (Pamplona et al., 2011; Plhalova et al.,
2011; Stepanova et al., 2013). Stanoveni téchto markerti pfedstavuje moznost, jak sledovat a
hodnotit miru oxidativniho stresu, ktery vznikd v disledku nerovnovahy mezi tvorbou a eliminaci
reaktivnich forem kysliku (ROS). Vysledkem této nerovnovahy je vzestup koncentrace ROS, ktery
mize vést K naruSeni bunécného metabolismu a poskozeni ¢asti bunék (Lushchak, 2011). Pro
posouzeni miry oxidativniho stresu byla vna$i studii méfena aktivita antioxidaCnich a
biotransformacnich enzymii a produktti lipidni peroxidace. Byla hodnocena aktivita enzymu
glutathion-S-transferasy (GST), glutathion peroxidasy (GPx), glutathion reduktasy (GR), katalazy
(CAT) a mnozstvi latek reagujich s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS), které jsou méfeny pro

zjisténi miry lipidni peroxidace.
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Material a metodika
Za ucelem posouzeni subchronickych uc¢ink CIP byly provedeny testy toxicity dle metodik OECD
215 (Fish, Juvenile Growth Test) a OECD 210 (Fish, Early-life Stage Toxicity Test).
Pro test provadény dle metodiky OECD 215 byly pouzity ryby Danio. rerio ve véku 30 dnt. Ryby
byly umistény po 50 kusech do 30 litrovych akvarii. Testované koncentrace byly 0.7, 100, 650,
1100 a 3000 pg/l. Testovani kazdé skupiny probihalo duplicitng. Test probihal 28 dni v prato¢nych
nadrzich s obménou roztokli po 12 hodinach. Ryby byly krmeny 2x denné suSenou Zabronozkou
solnou (Artemia salina).
Pro test provadény dle metodiky OECD 210 byly pouzity oplozené jikry kapra obecného (Cyprinus
carpio), které byly po 100 kusech umistény do krystaliza¢nich misek. Testované koncentrace byly
1, 100, 500, 1000 a 3000 pg/l. Kazda skupina byla testovana triplicitné. Test probihal 33 dni a byl
provadén semistatickou metodou s obménou roztokti po 12 hodindch. Larvalni stadia byla krmena
Cerstve vylihlymi naupliemi Zabronozky solné (A. salina).
K meéfeni jednotlivych marker oxidativniho stresu byl pouzit celotélovy homogenat. Aktivita GST
byla zaloZena na spektrofotometrické detekci tvorby konjugatu mezi redukovanym glutathionem a
substratem 1-chloro-2,4-dinitrobenzenem (Habig et al., 1974). M¢feni aktivity GPx a GR bylo
zalozeno na katalyze prfemény oxidovaného glutathionu na redukovany glutathion za spotieby
NADPH, ktera byla detekovana spektrofotometricky. Méfeni aktivity CAT vychéazelo ze schopnosti
tohoto enzymu rozkladat za poklesu absorbance peroxid vodiku na vodu a kyslik. Tento pokles byl
1984). Pro

stanoveni rozsahu lipidni peroxidace byl pouzit TBARS test. Tato metoda je zaloZena na

nasledn¢ stanovovan spektrofotometricky ve specialnich mikrokyvetach (Aebi,

spektrofotometrickém stanoveni barevnych adduktt vznikajicich reakci produktt lipidni peroxidace
s kyselinou thiobarbiturovou (Livingstone et al., 1989; Surai et al., 1996; Uchiyama and Mihara,
1978).

Vysledky
Vysledky stanoveni markert oxidativniho stresu ze vzorkl ziskanych z testl toxicity provadénych

dle metodik OECD 215 a OECD 210 jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Kontrola 0.7 g/l 100 ug/l 650 g/l 1100 pg/l 3000 g/l
GST 114.02 £10.94 140.52 £23.42** | 132.73 + 14.70** 107.69 £ 8.94 107.56 + 14.48 108.83 £7.23
GR 10.15+1.07 10.11+1.80 10.79£0.71 8.97+£1.71 8.35+1.39* 8.38 £ 1.36*
GPx 41.89 +£10.89 26.82 £7.19** 49.44 + 1455 30.80 £5.77* 28.43 £ 6.46** 2559 £ 4.77**
CAT 88.01 £4.98 78.86 £ 2.36 86.33 £3.02 83.89 £2.98 85.61 £5.66 92.66 £ 4.07
TBARS 20.51+5.22 19.53+2.45 14.99 + 2.15** 19.10 £ 3.03 22.14+3.22 19.64 + 3.56
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Tabulka 1: Hodnoty markerd oxidativniho stresu u vzorki ziskanych z riistového testu toxicity na
D. rerio po 28 dnech expozice CIP (xx p < 0.01, * p < 0.05, prumér + SEM). Aktivita GST
(nmol/min/mg protein), GPx (nmol NADPH/min/mg protein), GR (nmol NADPH/min/mg protein),

CAT (pumol H,0,/ min/ mg protein) a obsah TBARS (nmol/g vzorku).

Kontrola 1 ug/l 100 pg/l 500 pg/l 1000 pg/l 3000 g/l
GST 101.80 £2.47 98.41 £251 97.08 £ 2.46 91.18 £1.89** 95.83+£1.33 88.99 £ 1.97**
GPx 22.17+0.68 34.85+£2.10** | 34.21+1.15** | 33.58 +1.63** | 35.89 £1.54** | 32.65+0.87**
GR 6.04 £0.16 6.32 +0.53 6.48 +0.38 4,79 £ 0.30* 6.92 +0.30 4.88 +0.36
CAT 19.67 + 0.59 23.17 £ 1.05 2529+ 1.07** | 26.26 +1.53** | 27.65+ 1.58** 24.62 £0.93*
TBARS 17.96 + 2.90 7.76 £0.71** 6.31 + 0.59** 4.77 £ 0.55** 6.73 £0.78** 4.25+0.27**

Tabulka 2: Hodnoty markerti oxidativniho stresu u vzorka ziskanych z embryolarvalniho testu
toxicity na kapru obecném po 33 dnech expozice CIP (xx p < 0.01, * p < 0.05, primér + SEM).
NADPH/min/mg protein), GR (nmol
NADPH/min/mg protein), CAT (umol H,O,/ min/ mg protein) a obsah TBARS (nmol/g vzorku).

Aktivita GST (nmol/min/mg protein), GPx (nmol

Zavér

Na zaklad¢ vyse uvedenych vysledkili byla pro CIP stanovena hodnota LOEC 0.7 pg/l pro juvenilni
ryby D. rerio a 1 pg/l pro larvalni stadia kapra obecného. Vysledky z obou testi prokazaly, ze i
koncentrace CIP bézné detekované v povrchovych voddch mohou mit vliv na larvalni a juvenilni
stadia ryb. Hodnoty jednotlivych markert ziskané v ramci téchto testli se vSak mezi sebou znacné
lisi. Tyto rozdily mohou byt zpiisobeny rozdilnou druhovou citlivosti nebo rozdilnou citlivosti
larvalnich a juvenilnich stadii ryb va¢i pusobeni CIP. Rozdilné vysledky aktivit markert
oxidativniho stresu u ruznych vyvojovych stadii ryb byly zjistény i v dalSich studiich (Domingues
et al., 2010; Oliveira et al., 2013). Mechanismy ptsobeni CIP na jednotlivé antioxidacni a
biotransformac¢ni enzymy a lipidni peroxidaci nejsou presné zndmy. Pro poznani jejich ptesnéjsich a
detailnéjsich ucinku je nutné provest dalsi studie.

Vyzkum byl financovan z projektu IGA 4/2014/FVHE.

Seznam literatury:

Seznam pouzité literatury a citovanych zdroju je k dispozici u autora.
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Kolostrum jako zdroj vyznamnych biomolekul a jejich dynamika v pribéhu laktace

Lucia Hodulové®, Ivana Borkovcova', Romana Kostrhounova!, Lenka Vorlova®, Jitka Langova’,
Zofie Bulandrova', Adela Hriadelova'
YUstav hygieny a technologie mléka, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod
Kolostrum je prozatim nejznaméjsi piirodni komplex sloucenin podporujicich imunitni systém. Je
vyznamnéj$im zdrojem bilkovin, imunoglobulini (Ig), neproteinového dusiku, tuku,
popelu, vitamini a minerald nez zralé mléko. Nekteré vitaminy nepiechazi placentarni bariérou
aproto je kolostrum primarnim a esencialnim zdrojem lipofilnich vitamini. Imunomodula¢ni
molekuly aimunoglobuliny chrani organizmus v prvnich dnech Zivota pred virusovymi
a bakterialnimi infekcemi. Kolostrum je vybornym zdrojem laktoferinu, ktery ma schopnost poutat

Zelezo a tim inhibovat rast a mnoZeni bakterii (Uruakpa, 2002).

Material a metodika
Odebirané vzorky
Celkem bylo analyzovano 181 vzorkd mleziv ptezvykaveu — koz, skotu a ovci. Mlezivo bylo
oddojené ru¢né v prub¢hu prvnich 120 hodin po porodu. Vzorky kozich mleziv v poctu 81 byly
odebirané od koz bilych kratkosrstych na Klinice chorob ptfezvykavci, VFU Brno, ovéi mlezivo
pochézelo ze soukromé farmy PejSkov, plemeno ¢erné vychodofrijské v poctu 45 mleziv a mlezivo
kravské, Eervenostrakaty skot 55 vzorkii ze SZP Nové Dvory. Ke kazdému mlezivu bylo odebrano i
mléko, cca mésic po porodu.
Zakladni chemické parametry (bilkoviny, tuk, sacharidy) byly zméfeny rutinni laboratorni metodou
pomoci NIR spektrofotometra asuSina byla stanovena gravimetricky pouzitim halogenového
analyzatoru vihkosti.
Metody extrakce lipofilni slozky
K extraktu lipofilnich vitamind (A,D,E) a cholesterolu byla pouZita alkalicka saponifikace a pfima
extrakce do hexanu. Pro polarni lipidy byla vyuZita metoda Bligh- Dyerovej lipidové extrakce.
Metody extrakce hydrofilni slozky
K analyze vitaminu Bl se vyuzila derivatizace na thiochrom po ptfedchozim uvolnéni z vazeb
pomoci enzymu ,,Clara diestasa“
K extrakci proteinové slozky (laktoferin, alfa a beta laktalbumin) a vitaminu B2 se vyuZila kysela

hydrolyza pomoci kyseliny octové do hodnoty izoelektrickeho bodu bilkovin.
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Analyticka koncovka

Pro lipofilni slozku bylo UHPLC s UV detekci a konfirmace pomoci UHPLC/MS/MS.
Pro polarni lipidy byla pouzita HPLC/MS/MS ve spolupréci s VUVeL Brno.

Hydrofilni sloZzka mleziva byla analyzovana pomoci HPLC s fluorescenéni detekei.

K zpracovani vysledki byl pouzit MS Ecel 2010 a ke statistickému zpracovani program Unistat for

Exel 6.0.
Vysledky
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Graf ¢.2: Dynamika vybranych proteinti koziho kolostra
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Graf ¢.4: Dynamika koncentrace vit. A a E v mlezivu

Graf ¢€.6: % zastoupeni polarnich lipida v kozim mléce
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Zavér

Vétsina védeckych publikaci je zamétena jenom na rizné druhy mléka. O kolostru, kterého vyuziti
jako potravinového dopliiku je podporovano také Natfizenim Komise (ES)¢. 1662/2006 a Vyhlaskou
¢. 225/2008 Sb. k Zakonu ¢. 110/1997 Sb. je omezeny pocet informaci. Vysledky z nasi studie je
mozné nejlip srovnat s mlékem jednotlivach prezvykavci. Z nutricniho hlediska ma kolostrum az
témeét 10krat vysSsi obsah vybranych vitamini v prvnim nadoji. Nejvyrazngj§i zmény vsSech
komponent nastavaji po prvnich 12 hodinach porodu a statisticky jsou vyznamné do 48 hodin po
porodu. Nevyhodou ovc¢iho kolostra je vyssi obsah tuku oproti mlezivu kozimu a kravskému a tedy
i vysoky obsah cholesterolu. Nékteré potravinové dopliky z mleziva se vyrdbi z mleziva
odtu¢néného i na ukor ztrat daleZitych antioxidanti — retinolu a tokoferolu. V prvnich hodinach po
porodu jsou viditelné nejvétsi odchylky mezi jednotlivymi vzorky, které se po dvanacti hodinach
vyrovnavaji. Zajimavosti je zména percentualniho zastoupéni polarnich lipidia. Mezidruhové rozdily
nejsou patrneé, ale mlezivo ma vyssi zastoupeni fosfatidyletanolaminu o 10 %. Kozi a kravské
mlezivo maji témet stejny obsah vybranych biomolekul a z nutriéniho hlediska kromé cholesterolu
vybornym pfirodnim zdrojem vitaminu a imunomodul¢néch latek v nadoji béhem prvnich 48 hodin
porodu.

Seznam literatury:

Uruakpa F.O., Ismond M.A.H., Akobundu E.N.T. (2002): Colostrum and its benefits: a review.

Nut. Research, 22, s. 755-767.

Georgiev, Penchev 1. (2005): Alterations in Chemical Composition of colostrum in relationship to
post-partum time. Bulgarian Journal of Veterinary Medicine, 8, s. 35-39.

Kehoe, S. I., Jayarao, B. M., Heinrichs, A. J. (2007): A Survey of Bovine Colostrum Composition
and Colostrum Management Practices on Pennsylvania Dairy Farms. Journal of Dairy Science, 90,
4108-4116.

Podékovani

Prace vznikla za finan¢ni podpory Interni grantové agentury IGA VFU Brno 25/2014/FVHE.
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Moznosti terapie nematodozy lososovitych ryb chovanych v recirkulaénim systému danského

typu
Zdeiika Soukupova’, Petr Mar$élek?, Veronika Doubkova®, Miroslava Palikové', Stépan Lang®

. . vy v 11 4 v .o .y ’ rv 2
Ustav ekologie a chorob zvére, ryb a vcel”, Ustav verejného veterindrstvi, ochrany zvirat a welfare®,

Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Ustav zoologie, rybdistvi, hydrobiologie a véelarstvi, Agronomicka fakulta, Mendelova univerzita

V Brné®
Uvod

Infekce parazitickymi cervy (helmintézy) patii k castym onemocnénim. Vyvoj nékterych
parazitickych druhti je jednoduchy, u jinych velmi slozity a probiha za ucasti mezihostitelti. Ryby
mohou byt hlavnim hostitelem, ale i mezihostitelem paraziti. Hostiteli a mezihostiteli byvaji také
vodni ptéci a jini vodni Zivocichové. V disledku slozitého vyvoje je terapie a prevence helmintdz
n¢kdy velmi problematickd (Svobodovd a kol., 2007). K 1écbé ryb jsou v soucasné dobé
registrovany pouze tfi antibiotické léCebné piipravky. Registrované antiparazitikum neni
k dispozici, ackoli parazitdzy jsou nejcastéjSimi diagnézami v chovech ryb. Jako vhodné 1é¢ivo pro
tlumeni helmint6z u ryb se jevi pouZziti praziquantelu (Ishimaru a kol., 2013; Sudova a kol., 2010).
Farmakokinetické studie mimo jiné poukazuji na to, Ze 1écba praziquantelem je vysoce efektivni a
relativné bezpecna (Ishimaru a kol., 2013). Dals$i variantou je pouziti preparatu s ucinnou latkou
fenbendazolum. V piipravcich pro veterinarni pouziti se obvykle fenbendazol kombinuje
s praziquantelem. Cilem predkladané studie bylo zhodnotit i€innost praziquantelu a fenbendazolu
na hlistici Raphidascaris acus a dale rychlost metabolizace a eliminace praziquantelu, fenbendazolu
a jejich kombinovaného podani v riznych ¢astech organismu lososovitych ryb a z vyskytu rezidui

zjistit, zda na uplné vylouceni latky z téla postacuje doba zdkonné ochranné¢ lhiity.
Material a metodika

Experiment probihal v jarnim obdobi (duben, kvéten). Modelovym druhem pro tento experiment
byl siven americky (Salvelinus fontinalis). Do pokusu byli zafazeni jedinci s hmotnosti cca 200 g.
Celkem bylo pro analyzy pouzito 158 kusi ryb, které byly rozdéleny do ctyt kruhovych nadrzi.
K experimentalni terapii byly vybrany pfipravky Praziquantel EP 100g v praskové formé (G€¢inna
latka praziquantel) — dovezen na vyjimku povolenou SVS CR a Panacur 25 mg/l, p.o. suspenze
(a¢inna latka fenbendazolum). Skupiny byly oznaCeny jako kontrolni, skupina s aplikaci

fenbendazolu, skupina s aplikaci praziquantelu a skupina s kombinovanou aplikaci (praziquantel +
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fenbendazol). Ob¢ Iléciva byla aplikovana jicnovou sondou do gastrointestinalniho traktu,
jednorazové v ¢ase t0, v mnozstvi 50 mg/kg Zivé hmotnosti. U kombinované expozice v mnoZstvi
25 mg/kg z.hm. kazd¢ latky. Pro sledovani farmakokinetiky byly provadény odbéry po 6 kusech ryb
v Case t24 (24 h po aplikaci 1éCiva), t48, t120, t312, t480, t648, t816, t1008. Pokusnym zviratim
byla odebrana krev. Poté byla zvifata zdkonnym zpisobem usmrcena vykrvenim po piedchozim
omraceni tupym uderem do hlavy, bylo provedeno parazitologické vySetfeni a odebrany vnitini
orgény (jatra, ledviny, svalovina) pro dalsi analyzu. Koncentrace praziquantelu a fenbendazolu byly
stanoveny metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) spojené s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Pfiprava vzorku spocivala v extrakci do metanolu a nasledné extrakci na

pevné fazi.
Vysledky a diskuse

Parazitologickym vySetfenim jsme zjistili pfitomnost larvalnich staddii i dospélct hlistic
Raphidascasris acus v pylorickych ptivéscich, ve stieve i v jatrech, v prubéhu celého experimentu
témet u vSech vysetiovanych ryb. Zvolena koncentrace pouzitych 1é¢iv (50 mg/kg z. hm.), at’ uz
V samostatném nebo kombinovaném podani, néméla zadny vliv na larvalni stddia ani na dospélce
hlistic. Sudova a kol. (2010) naopak prokazali, ze davka 50 mg/kg z. hm. je G¢inna pfi eliminaci
stievnich paraziti — tasemnic u kapra obecného. Koncentrace praziquantelu a fenbendazolu

Vv prib&hu experimentu ve sledovanych matricich jsou uvedeny v Tabulce ¢. 1.

Z vysledkt testovani je patrné, Ze v pfipad¢ praziquantelu i fenbendazolu jejich nejvyssi
koncentrace v téle dosahuji maxima do 24 hodin po podani. V dalSich 24 hodinach jejich
koncentrace prudce klesaji (viz. Graf ¢. 1, 2 a 3). Vrchol koncentrace v séru je u ¢lovéka (ale i u
opic a potkanli) dosazen za 1-2 hodiny po podani 50 mg/kg té€lesné hmotnosti u zdravych dospélych
jedincti (Leopold a kol., 1978, Pearson a Guerrant, 1983). Testy na zvifatech dale ukézaly, ze
toxicita praziquantelu je velmi nizka, jak v akutnich tak v dlouhodobych experimentech (Frohberg,
1984). Mutagennimi studiemi na bakteridlnich, kvasinkovych a sav¢ich systémech se neprokazalo
Zadné riziko genotoxicity (Kramers a kol., 1991, cit. dle Cioli a Pica-Mattocia, 2003). Tento fakt je
diilezity zejména pro hodnoceni vyskytu ptipadnych rezidui u potravinovych zvifat. Az na vyjimku,
kdy se vyskytovala stopova mnozstvi obou latek v krevni plazmé, doslo k jejich Uplnému odbourani
a eliminaci z t¢la. V dob& ukonceni pokusu jsme dosahli ochranné lhiity odpovidajici 497,6 dennich
stupnd (viz. Tabulka ¢. 1). Lze tedy fici, Ze doba zdkonné ochranné lhlty pro trzni ryby byla

V tomto piipad¢ dodrZena.
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Koncentrace praziquantelu a Koncentrace praziquantelu a Koncentrace praziquantelu a
fenbendazolu v jatrech fenbendazolu ve svaloving benbendazolu v krevni plasmé
500 10 25 \
\ e Praziquantel 6 \ e Praziquantel — 15 \ e Praziquantel
g 300 \ === Fenbendazol g \ e Fenbendazol £ \ e====Fenbendazol
(=2} (=2} (=)
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Graf ¢. 1, 2, 3. Koncentrace praziquantelu a fenbendazolu v jatrech, svalovin¢ a v krevni plazmé.

Jatra Krevni plazma Svalovina
D° Doba [h] Prazi. [ug/kg] | Fen. [ug/kg] | Prazi. [ug/kg] | Fen. [ug/kg] | Prazi. [ug/kg] | Fen. [ug/kg]
20,24 124 416,42 45,27 22,67 0,82 3,49 8,05
29,71 48 9,11 7,64 0,15 0,71 0,88 1,82
59,37 1120 0,18 0,16 0 0 0,84 0,91
132,89 t312 0 0,07 0 0 0,48 0,58
223,79 1480 0 0,03 0 0,43 0 0,13
309,95 1648 0 0,1 0 0,09 0 0
400,77 1816 0 0 0 0 0,36 0
497,6 t1008 0 0 0,06 0,06 0 0

Tabulka ¢. 1: Koncentrace praziquantelu a fenbendazolu v jatrech, krevni plazmé a svaloviné v
¢asech odbéru vzorku v porovnani se souvisejicimi dennimi stupni (D°).
Zavér
Predpokladany ucinek praziquantelu, fenbendazolu a jejich kombinace na hlistice Raphidascaris

acus se v tomto experimentu neprokazal.

K analyze rezidui 1é¢iv byla pouzita vysoce citliva metoda HPLC, coZz ndm umoznilo detekci
jesté velmi malych mnozstvi xenobiotik v télesnych tekutinach i tkénich. Vysledky testu potvrdily
pfedchozi poznatky - praziquantel i fenbendazol vykazuji vysokou rychlost metabolizace a
eliminace z organismu ryb. Obé¢ latky by se na zakladé soucasnych znalosti o 1é¢ebném ucinku daly
dobfte uplatnit k terapii helmint6éz, nebot’ splituji podminky ochranné lhity dle zakona ¢. 166/1999
Sb., o veterinarni péci.

Podékovani: Studie byla finanéné podpotena projektem IGA 24/2014/FVHE.

Seznam literatury: Seznam pouZzité literatury je k dispozici u autorky.
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Rozsifeni a diverzita IncX plazmida nesoucich geny rezistence ke klinicky
vyznamnym antibiotikiim u Enterobacteriaceae
Hana Dobia$ova?, Jiii Vojtéch®, Monika Dolejska'?
YWUstav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a
farmaceuticka univerzita Brno; 2Stiedoevropsky technologicky institut (CEITEC), Veterindrni a

farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

V poslednich desetiletich doSlo u Gram-negativnich bakterii k vyraznému rozsifeni gend
rezistence k cefalosporintim, karbapenemim a fluorochinolontim, které patii mezi nejvyznamnéjsi
skupiny antibiotik humanni i veterinarni mediciny."? Pfi rozsifovani genii rezistence k antibiotikiim
hraje u Gram-negativnich bakterii nejvyznamnéjsi roli horizontalni pfenos plazmidﬁ.1

Az do soucasné doby byly rozpoznavany pouze dv€é podskupiny plazmida skupiny
inkompatibility X (IncX), IncX1 a IncX2. Na zaklad¢ srovnani primarni struktury konzervativniho
genu taxC byla tato skupina konjugativnich plazmidi s tzkym spektrem hostitelii rozsitena o dalsi
podskupiny, IncX3-X5.2* Rozmanité geny rezistence k antibiotikim, v&etnd genii rezistence
k chinolontim, gend Sirokospektrych beta-laktamaz a karbapenemaz, byly detekovany na vsech
podskupinach IncX plazmidia.** Z tohoto divodu se IncX plazmidy mohly u Gram-negativnich
bakterii vyznamné podilet na rozsiteni geni rezistence ke klinicky vyznamnym antibiotikéim.>

Cilem této studie bylo prozkoumat diverzitu IncX plazmida ziskanych z izolata ¢eledi
Enterobacteriaceae rezistentnich k cefotaximu nebo se snizenou citlivosti k ciprofloxacinu

Z riznych zdroji a zemé ptivodu a identifikovat nejrozsifené;jsi linie téchto plazmida.

Material a metody

IncX plazmidy byly testovany pomoci PCR u 1800 izolatd ¢eledi Enterobacteriaceae
rezistentnich k cefotaximu (> 2 mg/l) nebo se snizenou citlivosti k ciprofloxacinu (> 0,05 mg/l),
které byly ziskany ze zvitat, ¢lovéka i Zivotniho prostfedi z Evropy, Afriky, Austrélie, Severni a
Jizni Ameriky v letech 2006-2012. Geny rezistence k beta-laktamim a chinolonim byly u t&chto
izolatl detekovany pomoci PCR a sekvenovani. Izolaty byly identifikovany pomoci API 10 S
(bioMérieux, Francie) nebo MALDI-TOF. Piibuznost izolati byla stanovena pomoci pulzni gelové
elektroforézy (PFGE) a software BioNumerics (Applied Maths, Belgie). IncX plazmidy byly
studovany pouze u izolatl s unikatnim makrorestrikénim profilem nebo u nahodné vybraného
zastupce skupiny identickych izolati. Horizontalni pfenos IncX plazmida byl testovan pomoci

transformace chemicky kompetentnich bun¢k E. coli DH5a nebo ToplO a konjugace na
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bakteriologickych filtrech. Velikost IncX plazmidt byla stanovena $t€penim S1-nukleazou a PFGE.
Ptibuznost IncX plazmidd byla hodnocena restrikéni analyzou a hybridizaci se znacenymi sondami
pro geny rezistence K antibiotikim a gen taxC. Primarni struktura vybranych IncX plazmida byla
stanovena pomoci 454 sekvenovani (GS Junior, Roche). Anotace sekvenci IncX plazmidi byla

provedena pomoci bioinformatickych databazi a nastroji (GenBank, Geneious, RAST, IS Finder).

Vysledky

Alespoit  jedna podskupina IncX1-X4 byla prokdzéna u 190 izolatd celedi
Enterobacteriaceae (10,6 %, n=1800) rezistentnich k cefotaximu nebo se snizenou citlivosti
k ciprofloxacinu pochézejicich z riznych geografickych oblasti i zdroji. Nejéastéji byly detekovany
podskupiny IncX1 (107 izolatd) a IncX2 (47 izolatd). Podskupina IncX4 byla detekovana u 28
izolatl,, podskupina IncX3 u 17 izolatd. Celkem bylo ziskdno 46 transformanti (TF) nebo
transkonjugantii (TC) nesoucich pouze jeden IncX1 plazmid, 22 TF/TC nesoucich pouze jeden
IncX2 plazmid, 5 TF/TC nesoucich pouze jeden IncX3 plazmid zizolatd s unikdtnim
makrorestrikénim profilem. IncX4 plazmidy byly pieneseny do recipientnich kmend spolecné
s dalSimi plazmidy, proto nebyly dale charakterizovany.

IncX1 plazmidy nesly nejéastéji gen rezistence K chinolonim gnrS1, ktery byl detekovan na
44 (96 %, n=46) IncX1 plazmidech. Pomoci restrikéni analyzy a hybridizace se specificky
znaCenymi sondami bylo identifikovano 37 identickych nebo piibuznych IncX1 plazmida (35-50
kb) nesouci gen gnrS1 a blatem-1/-1-ike- TYtO plazmidy pochazely z izolatd z volné Zijicich zvifat,
zvitat chovanych v zoologickych zahradach, domestikovanych zvitat a prostiedi véetné odpadnich
vod z Ceské republiky, Polska a Australie. Sekvenace ndhodn& vybraného zastupce této linie
plazmidii pochazejiciho z E. coli z havrana polniho (Ceska republika) poukéazala 99% identitu
nukleotidové sekvence s IncX1 plazmidem zaclenénym do IncHI1 plazmidu pEQ2 (GenBank
KF362122.2).

IncX2 plazmidy byly nejcastéji spojeny s geny rezistence k chinolonlim, konkrétné qnrS1
(19 plazmidi), gnrS2 (1) a qnrB (1). Nejcastéji detekovana linie IncX2 plazmidu (35-40 kb) s geny
gnrS1 a tetA(A) byla nalezena u 9 izolati E. coli pochazejicich z kachen divokych (Anas
platyrhynchos) z Ceské republiky a havrana polniho (Corvus frugilegus) z Polska. Sekvenace
nahodné vybraného zastupce této linie plazmidii pochéazejiciho z E. coli z kachny divoké (Ceské
republika) poukéazala na 99% identitu nukleotidové sekvence s IncX2 plazmidem pEBG1 (GenBank
KF738053.1).
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Pét IncX3 plazmidt pochazelo z nepiibuznych izolatt E. coli a E. cloacae z racki, havrana
polniho, &lovéka a odpadnich vod z Ceské republiky a Némecka. Tyto plazmidy byly variabilni
z hlediska velikosti (40-80 kb) a gent rezistence (blasyy-12, blanpm-4, blatem-1, qnrS1 a gnrB).

Zavéry

IncX plazmidy byly Siroce rozsifené u enterobakterii izolovanych z volné zijicich zvitat a
prostiedi véetné odpadnich vod, coz mize poukazovat na jejich mozny zdroj. IncX plazmidy byly
nejcastéji spojeny s geny rezistence k chinolonim, piedevSim qnrS1. Identické nebo piibuzné
IncX1 a IncX2 plazmidy byly detekovany u izolati s unikatnim makrorestrikénim profilem
pochézejicich z riznych zdroji a zemé puvodu. Tyto vysledky ukazuji na Siroké rozsifeni ur¢itych
linii IncX plazmidi u enterobakterii. Vyssi variabilita IncX2 a IncX3 plazmidi poukazuje na
evoluéni zmény, kterymi tyto molekuly prochazi. Studium diverzity IncX4 a IncX5 plazmidi by

mohlo byt namétem dalSich studii.

Podékovani
Vznik této studie byl finan¢n¢€ podpoten projektem IGA VFU Brno (13/2014/FVHE).
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Skryta hrozba Zelvich klist’at? Virus krymsko-konZské hemoragické horecky v kliStatech
Hyalomma aegyptium
Matej Kautman®, Pavel Siroky"
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Uvod
Virus krymsko-konzskej hemoragickej hortcky (dalej len CCHFV - Crimean-Congo
haemorrhagic fever virus) patri do rodu Nairovirus (¢el'ad’” Bunyaviridae). Virus bol izolovany
z mnohych stavovcov a najmenej z 31 druhov kliestov. Hlavnym vektorom virusu su klieste rodu
Hyalomma. Cielom prace bolo zistit’ pritomnost’ a prevalenciu CCHFV na lokalitach v Turecku,
Gruzinsku, Irane a Severnej Afrike. Okrem virusu CCHF sme diagnostikovali aj pritomnost’

baktérii Anaplasma phagocytophilum a Coxiella burnetii.

Material a metodika

Vzorky kliestov (izoldcia RNA a DNA)

Analyzovali sme 485 jedincov H. aegyptium z 30 lokalit (Turecko, Syria, Iran, Gruzinsko, Maroko,
Alzirsko). RNA bola izolovana z polovic pozdizne delenych klieitov kitom RNeasy MiniKit —
Qiagen (Germany). DNA (na diagnostiku A.phagocytophilum a C. burnetii) bola izolovana
z rovnakych jedincov (druha polovica kliestov) kitom NucleoSpin Tissue - Macherey-Nagel
(Germany). Izolovand RNA a DNA bola uchovavana pri teplote -20°C.

Primery

K diagnostike CCHFV sme testovali niekol’ko sad primerov z publikovanych prac: S-segment
(Schwartz et al. 1996): F2; F3; R2; R3. M-segment (Chinakar et al.2004): P5; P3. S, M, L-segment
(Deyde et al. 2006): CCHF-SF; CCHF-SR; CCHF-MF; CCHF-MR; CCHF-L1F; CCHF-L1R;
CCHF-L2F; CCHF-L2R. Na diagnostiku Anaplasma phagocytophilum sme pouzili primery ge3a;
gel0r; g9f a g2 kt. amplifikuju fragment 16S rDNA podl'a Majlathovej et al.(2011)

Na diagnostiku Coxiella burnetii sme pouZili C.B.1 a C.B.2 primery (Syridaki et al.1998)

RT-PCR a PCR

Pri RT-PCR sme pouzili reverznu transkriptazu: M-MLV reverzni transkriptdza (Top-Bio, CZ).

Ako pozitivnu kontrolu sme pouzili najprv pozitivne vzorky z pilotnej tidie (Siroky et al. 2014),
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ktoré ale vykazovali znamky degradacie RNA. Neskoér nam pozitivnu kontrolu vo forme cDNA

poskytla prof. Anna Papa (Aristotelova Univerzita, Thessaloniki).

CCHFV: Program u nested PCR S-segmentu prebichal podl'a Schwarz et al. (1996) s modifikéaciou
anneal. teploty. Dalsie fragmenty boli amplifikované programami podla programov autorov.
Objemy reakcii boli 25 pl: 12,5 pl PPP Combi MasterMix (Top-Bio, CZ), 1ul RT, 0,875 pl
z kazdeho primeru a 7,75 pl PCR-H,0, ku kaZdej reakcii sa pridali 2l RNA.

Anaplasma a Coxiella: amplifikaciu 16S rDNA fragmentu u A. phagocytophilum bola pouzita
nested PCR o celkovom objeme 25 pl: 12,5 pul Combi PPP MAsterMix (Top-Bio, CZ); 1 ul
kazdého primeru; 8,5 ul PCR-H,O 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
amplifikaciu fragmentu superoxid-dismutazy u C. burnetii sme pouZili celkovy objem 25 pl: 12,5
pl Combi PPP MAsterMix (Top-Bio, CZ); 8,5 ul PCR-H,0; 0,5 ul z kazdého primeru a 3 pl DNA
s nasledovnym PCR programom: 94°C — 5min; 40x(94°C - 45s; 50°C — 30s; 72°C — 1min); 72°C -

10min.

Diagnostika a sekvenovanie

Diagnostika CCHFV, C. burnetii a A. phagocytophilum prebiehala porovnanim dizky amplif.
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

CCHFV: zo vSetkych vysSie uvedenych metodik na diagnostiku CCHFV sa nadm podarilo
opakovane amplifikovat’ iba S-segment (Schwarz 1996). Okrem pozitivnej kontroly sa nam zatial’
nepodarilo osekvenovat (zla kvalita amplikonov aj vyslednych sekvencii) pozitivnu vzorku
CCHFV, ateda diagnostika je zatial zalozena na porovnani dizky amplikénov s pozitivnou
kontrolou a vel’kostnym Standardom. Vysledky su uvedené v Tab. 1.

C. burnetii aA. phagocytophilum: vzorky boli rovnako diagnostikované porovnavanim dizky
amplifikovanych fragmentov s pozitivnou kontrolou a velkostnym $tandardom. Vybrané vzorky
boli osekvenované a pozitivne urcené porovnanim s databdzou NCBI GenBank metédou BLAST.
Vysledky st uvedené v Tab. 1. Pozitivnych vz. Na C. burnetii bolo viac ako 70%, preto budi

podrobené opakovanej analyze.
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Tab. 1.

krajina n RNA | npoz. CCHFV n dub. vzorky n DNA n poz.vz.
Anaplasma

Turecko 112 10 2 112 2
Syria 16 - - 16 0
Irdn 146 4 5 146 2
Gruzinsko 61 0 0 61 6
AlZzirsko 74 0 0 74 0
Maroko 74 0 0 - -
spolu 483 14 7 409 10

Pod’akovanie: Praca vznikla za finan¢nej podpory IGA15/2014/FVHE
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Escherichia coli ST131: molekularné-biologické srovnani epidemiologicky vyznamného,
multirezistentniho klonu z riiznych zdroja
Ivana Jamborova', Pavla Julinkové', Monika Dolejska™?, Ivan Literak'?
Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a
farmaceutickd univerzita Brno', Stiedoevropsky technologicky institut, Veterindrni a farmaceutickd

univerzita Brno (CEITEC VFU Brno)?

Uvod
Escherichia coli sekven¢ni typ 131 (ST131) je v soucasnosti jednou z nejvyznamnéjSich
bakteridlnich klonalnich linii zna¢ného klinického vyznamu, podilejici se na globalnim Sifeni
Sirokospektré beta-laktamazy (ESBL) CTX-M-15 . Tento klon je charakteristicky vysokou virulenci
a pritomnosti celé¢ fady plazmidové prenaSenych geni antibiotické rezistence. Pravé kombinace
vysoké virulence a schopnosti nést mobilni genetické elementy vyznamné ptispiva k selekénimu
Gispdchu a pandemickému rozsifeni tohoto klonu po celém svéts.* E. coli ST131 je spojovéna se
vznikem nozokomiélnich infekcei u lidi, zahrnujici zejména infekce mocovych cest, bakteriémie a
neonatalni sepse. V poslednich letech je vSak stale castéji dokumentovana u domadcich,
hospodafskych a volng Zijicich zvifat i v potravinach. Objev této vyznamné multirezistetni bakterie
v jidle, vodg¢, prostiedi a nehuménnich zdrojich poukazuje na zcela neprobddanou komplexnost cest
pfenosu, kde synantropni migrujici ptaci a Cistirny odpadnich vod mohou sehravat vyznamnou roli
v cirkulaci a distribuci téchto klonii mezi riiznymi geografickymi oblastmi a ekologickymi nikami.®
Podstatou této studie byla komparativni analyza fenotypovych, genotypovych a klonalnich
charakteristik 168 kment E. coli ST131 izolovanych z riznych zdroju: volné Zijici zvifata (n=19),
odpadni vody (19), komunitni i nozokomialni izolaty (130), ve snaze zjistit, zda voln¢ Zijici zvitata
sdileji identick¢é kmeny humanniho plivodu a tim dokumentovat Sifeni klonu ST131 do volné

piirody.

Material a metodika
Analyzovan byl soubor 168 izolata E. coli ST131 identifikovanych v ramci rtznych studii a
ulozenych ve sbirce kment Ustavu biologie a chorob volné Zijicich zvifat. Izolaty byly testovany
pomoci PCR na p¥itomnost subklonti H30 a H30Rx, * genti kodujicich rezistenci k beta-laktamiim
(blactx-m, blatem, blaoxa, blasqy)® a chinolontim (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, aac(6’)-1b-cr,
gepA and ogxAB),® 52 genii virulence (pap, papA, papC, papEF, papG, allele I, allele I', allele I,
allele 111, sfa/foc, sfaS, focG, afa/draBC, afaE8, iha, bmaE, gafD, f17, clpG, fimH, hra, hlyD, cnfl,
cdtB, sat, astA, hlyF, pic, tsh, vat, fyuA, iutA, iroN, ireA, kpsM 11, kpsMT K1, kpsM K2, kpsMT 111,
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kfiC, kpsM, rfc, cvaC, iss, traT, ompT, ibeA, H7 fliC , usp, malX , uidA, clbB, clbN),** integrond® a
replikont®. Zatazeni do klonalni linie ST131 bylo ov&feno u vybranych zastupcii metodou multi-
locus sequence typing (MLST). Geny kodujici beta-laktamazy a geny pro rezistenci k chinoloniim
byly nésledné sekvenovany pro zjisténi konkrétni varianty genu. Integrony byly analyzovany
metodikou polymorfismu délky reskricnich fragmenti (RFLP). Citlivost k 32 antimikrobidlnim
latkam byla stanovena kombinaci diskové difuzni metody a mikrodiluéni metody.” Piibuznost
izolatd byla urGena na zékladé Xbal pulzni gelové elektroforézy (PFGE),” a jednotlivé
makrorestrikéni profily byly analyzovany pomoci BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Gent, Belgie) a

na zaklad¢ ziskanych dat byl kalkulovan dendrogram.

Vysledky
Komparovany soubor zahrnoval 151 ESBL-pozitivhich a 17 ESBL-negativni kmenii E. coli ST131.
VétSina (99%) kment byla multirezistentni (rezistence ke tfem a vice latkam) a to predevsim
k antimikrobialni latkdm chinolonové povahy, cefalosporinim, aminoglykosidim, makrolidim a
tetracyklinim. Majorita izolati nesla gen blactx-m-15 (n=106, 70%) ¢&i blactx-m-27 (42, 28%)
kodujici ESBL fenotyp a dalSi geny rezistence charakteristické pro tento pandemicky klon (blatem,
blaoxa, aac(6’)-1b). Sto deset (65 %) izolatl pattilo mezi velmi rychle se rozsifujici subklon H30-
Rx, ktery se vyznaduje vysokou mirou rezistence.” Vét§ina zastupci tohoto subklonu (93%) nesla
gen blacrtx-m-15. Zbyvajicich 58 (35%) izolatt nalezelo k subklonu H30R a neslo pfevazné gen
blactx-m-27 (42, 72%). Totozny profil jedenacti faktoru virulence (afa/dra, iha, fimH, sat, fyuA, iutA,
kpsll, traT, usp, ompT, malX) byl nalezen u 74 (45%) kmenu E. coli ST131, z nichZ naprosta
vétsina nesla gen blacrx-m-15 (72, 97%) a néleZela k subklonu H30-Rx. Druhy nejéastéjsi virulentni
profil (iha, fimH, sat, fyuA, iutA, kpsll, kii, kpsM 11-K5, traT, usp, ompT, malX) byl identifikovan u
H30R subklonu (35, 80%) s produkci CTX-M-27. Vétsina izolatt (98%) nesla FIA replikon, ¢asto
v kombinaci s FIB replikonem (31%) a 125 (77%) izolati neslo integron tiidy 1 o velikosti
variabilni oblasti 1.7 kb a genovymi kazetami dhfrl7 a aadA5. Pomoci PFGE byly identifikovany
kmeny se stejnymi pulznimi profily piivodem od ¢lovéka, odpadnich vod a volné zijicich zvitat.
Krom¢ identického makrorestrikéniho profilu fada izolati sdilela dalsi vySe uvedené fenotypové a
genotypové charakteristiky, podporujici hypotézu Sifeni kmenti humanniho ptivodu do prostredi.
Na&mi identifikované kmeny z volné Zijicich zvitat a odpadnich vod byly shodné s celosvétove

roz$ifenymi nozokomialnimi pulzotypy 968 a 812.
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Zavér

Nase studie prokazala, Ze vysoky podil E. coli ST131 izolovanych z lidi, odpadnich vod a voln¢

ey

zijicich zvifat, vykazuje spole¢né genetické vlastnosti, poukazujici na moznost Sifeni tohoto

pandemického klonu mezi riznymi prostiedimi, vCetné volné Zijicich Zivocicht. Z klonalnich

charakteristik izolath vyplyva, Ze volné Zijici zvifata a prostiedi sdileji identické kmeny spolu

s lidmi a mohou tak pfispivat ke globalnimu Sifeni tohoto klonu. Vzhledem k tomu, Ze rozsiteni

této klonalni linie ma zéasadni dopad na lidské zdravi, zamezeni jejiho Sifeni do prostfedi a

eliminace rezervoarii by mélo byt prioritou v oblasti vetejného zdravi.

Tato prace vznikla za financni podpory IGA VFU Brno ¢. 12/2014/FVHE.
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VyuZiti metody RT-PCR p¥i vyhodnoceni vlivu vybranych 1é¢iv na genovou expresi u dania
pruhovaného (Danio rerio)
Radka Dobsikova, Marta Bartoskova, Vlasta Stancova, Gabriela Zelinska
Ustav verejného veterindrstvi, ochrany zvirat a welfare, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

Primérnim zdrojem kontaminace vodniho prostiedi 1éCivy a jejich metabolity jsou lidé a zvifata,
resp. nemocnice a subjekty chovajici zvifata, zvlaSt€ intenzivni velkochovy. Léciva jsou
prostfednictvim splaskovych vod transportovana do Eistiren odpadnich vod, kde mnoho z nich neni
z diivodu své stability degradovano a dostava se do vod povrchovych (1). Rezidua farmakologicky
aktivnich latek mohou vyznamné ovliviiovat fyziologické funkce ryb a dalSich vodnich Zivocicht.
Pfi zjistovani miry exprese specifickych cilovych geni u ryb vystavenych plisobeni 1€Civ je
vyuzivana metoda kvantitativni real-time PCR (QRT-PCR), umoziujici ptimou kvantifikaci exprese
gentl v redlném cCase (2).

Cilem prace bylo sledovat vliv dvou lécivych latek, kyseliny acetylsalicylové, ktera patti do
skupiny nesteroidnich antiflogistik, a fluorochinolonového chemoterapeutika ciprofloxacinu, na
expresi vybranych genti zajmu (CYPIA a CYP3C4) u dania pruhovaného (Danio rerio). Mira
exprese je v praci vyjadiena jako hodnota tzv. relativni exprese, tj. exprese sledovaneho genu zajmu
vuci expresi tzv. housekeepingového genu, tj. genu, u néhoz je experimentalné prokazano, ze za
riznych podminek prostiedi vykazuje stabilni miru exprese. V nasi studii byl jako housekeepingovy

gen vyuzit gen pro betal actin (actbl).

Material a metodika

Odebirané vzorky

Pii realizaci projektu byly pouzity vzorky hepatopankreatu dania pruhovaného (Danio rerio),
exponovaného testovanym 1é¢iviim, a vzorky ziskané od kontrolnich ryb. Testované ryby byly
v souladu s metodikou OECD 215 (Fish, Juvenile Growth Test) po dobu 28 dnd vystaveny
pusobeni riiznych koncentraci 1€¢iv ve vodé. Testované koncentrace kyseliny acetylsalicylové byly
0,004 mg/l (environmentalni koncentrace), 0,40 mg/l, 40 mg/l a 120 mg/l. Pro ciprofloxacin byly
testovany nasledujici koncentrace, a to 0,70 pg/l (environmentalni koncentrace), 100 pg/l, 650 pg/I
a 1100 pg/l. Testy byly provedeny v pratocném systému 301 akvarii s obménou vody lkrat za 12
hodin. Na konci testu byly ryby usmrceny a z ryb uréenych pro qRT-PCR byl okamzité po usmrceni
odebrén a zamrazZen vzorek hepatopankreatu.

Izolace MRNA a reverzni transkripce na cONA
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Vzorky o primémé hmotnosti 5 mg byly pfed vlastni instrumentdlni analyzou individualné
zhomogenizovany v komerénim pufru (Lysis/Binding Solution, Applied Biosystems), vzniklém
smichanim podilu Lysis Binding Solution Concentrate a p-merkaptoetanolu. Homogenaty byly
nasledné prevedeny do 96jamkové desticky a po pfidani 60 pl 100% isopropanolu pouZity pro
instrumentalni izolaci mRNA na pfistroji MagMax s vyuzitim komeréniho izola¢niho kitu
MagMAX™-96 Total RNA Isolation Kit (Applied Biosystems). VVzorky izolované mRNA byly
nasledné reverzni transkripci pfevedeny na cDNA, a to s vyuzitim komer¢niho setu High Capacity
RNA-to-cDNA Kit od firmy Applied Biosystems, a to za nasledujicich podminek: 37°C/60 min.
(reverzni transkripce), 95°C/5 min. (denaturace enzymu transkriptazy) a 4°C/10 min. (zchlazeni

produktu).

PouZité primery
Ve studii byly vyuZity jako geny zajmu (GOlI, ,,gen of interest”) geny pro CYP1A a CYP3C4. Jako
housekeepingovy gen byl vyuZzit gen pro betal actin (actbl). VSechny testované primery byly

dodéany ve form¢ komercnich kitti od firmy Applied Biosystems.

Polymerazova fetézova reakce
Vlastni qRT-PCR byla provedena za nasledujicich podminek: poc¢ateéni denaturace pii 94°C/7:40
min., 40 cykli hybridizace (dosednuti) primeru, tzv. annealingu pii 62°C/25 sek. a néslednd

elongace 72°C/25 sek. se zavére¢nou denaturaci dsDNA pii 95°C/30 sek.

Analyza vysledkt

Cilem prace bylo vyhodnotit miru exprese vybranych genli zajmu, tj. CYP1A a CYP3C4. Vysledky
jsou vyjadreny jako tzv. relativni inhibice/stimulace exprese, kdy jsou hodnoty exprese genti z4jmu
vztazeny v poméru k hodnotam exprese genu housekeepingového, v nasem piipadé genu pro betal
actin, actbl. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny programem Unistat 5.6 (Unistat Ltd., GB)
s vyuzitim Tukey testu. Za statisticky vyznamnou byla povaZzovana hladina vyznamnosti P < 0.05.

Vysledky
Vysledky relativni exprese geni zdjmu (CYPIA a CYP3C4) z gqRT-PCR analyzy vzorki
hepatopankreatu dania pruhovaného (Danio rerio) exponovaného ciprofloxacinem jsou uvedeny
v grafu 1 (CYP1A) a grafu 2 (CYP3C4). Vysledky pro kyselinu acetylsalicylovou jsou momentalné
zpracovavany.

Graf 1. Relativni exprese CYP1A u déania pruhovaného vystaveného ucinku ciprofloxacinu
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Graf 2. Relativni exprese CYP3C4 u dénia pruhovaného vystaveného ucinku ciprofloxacinu
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Zavér

Ve studii byla sledovana mira exprese genti pro cytochromy CYP1A a CYP3C4, vyjadiena jako tzv.
relativni exprese (v porovnani s mirou exprese housekeepingového genu, tj. genu pro beta 1 actin,
actbl). Sledovanymi geny zdjmu byly geny pro vybrané cytochromy, které jsou soucasti tzv.
cytochromoxidazového systému hladkého endoplazmatického retikula bun€k, podilejiciho se na
prvni fazi detoxikace xenobiotik v organizmu (3). Z grafii relativni exprese genti vyplyva, Ze u obou
gent doslo ke statisticky nevyznamnému (P > 0.05) zvySeni jejich exprese v porovnani s kontrolou.
Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 3/2014/FVHE
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Distribuce a biodiverzita babesii v klistéti obecném (Ixodes ricinus) na jizni Moravé
Markéta Rybatova, Pavel Siroky

Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni a

farmaceuticka univerzita Brno
Uvod

Babesie jsou protozoarni krevni parazité obratlovcl patfici do fadu Piroplasem. Jejich Zivotni
cyklus castecné probiha v erytrocytech hostitele. Jsou pienaSené klistaty, ktera jsou zaroven jejich
definitivnimi hostiteli, probiha v nich sexudlni rozmnoZovani parazita. Babesie maji vysokou
hostitelskou specifitu na urovni vektora. Jako prvni byla babesidéza popsana u skotu (Uilenberg
2006). Jedna se o hemolytické onemocnéni, které bez véasné a adekvatni terapie mize koncit

fatalné. Vyskytuje se u pfezvykavci, Selem a v neposledni fadé ma i zoonoticky potencial.

Humanni babesiéza v Evropé je zptsobovana druhy B. divergens, B. microti a neddvno popsanym
druhem B. venatorum. Vsechny tyto druhy jsou pfenaseny klistétem obecnym (l. ricinus) (Yabsley
a Shock 2013). Na tizemi Ceské republiky byla doposud zdokumentovana p¥itomnost pouze
B. microti (Rudolf et al. 2005). Souc¢asnym veterinarnim tématem je psi babesidéza. Tu ve stfedni
Evropé zpusobuje B. canis, kterou pienasi pijak luzni (Dermacentor reticulatus). I pfes pfitomnost
tohoto vektora dosud neni zdokumentovan Zadny piipad autochtonni infekce na uzemi Ceské

republiky.

Cilem nasi prace bylo zmapovat vyskyt piroplasem v klist'atech obecnych na izemi jizni Moravy.
Vzhledem k navyseni finan¢nich prostiedku jsme rozsitili sledovanou oblast i na zapad Slovenska,
¢imz jsme pokryli cel¢ tizemi geomorfologického celku Dolnomoravsky uval. Pro doplnéni
celkového obrazu jsme vySetfili i klistata Haemaphysalis concinna z téchto oblasti. Tietim
vyznamnym druhem, ktery se v této oblasti vyskytuje je D. reticulatus, tato klist'ata byla vySetiena

fesitelkou v roce 2013 v rdmci diplomové prace.
Material a metodika

Vysetieno bylo celkem 1458 klistat 1. ricinus a 87 klistat H. concinna. Tato klistata byla sbirana
vlajkovanim na jizni Moravé a zapadnim Slovensku Vv letech 2009-2011 a nasledné uchovavana

v 96% ethanolu v mrazicich boxech.

DNA z ¢eskych klistat byla izolovana alkalickou hydrolyzou (Rijpkema et al. 1996). Nasledné jsme
zavedli modifikovanou metodu dle Chomczynskiho (1993), ktera je zaloZena na pouziti fenolu a
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guanidin thiokyanatu. DNA izolaty byly uchovavany pti -20 °C aZ do zpracovani. PCR diagnostika
probéhla nested metodou dle Jefferiese a kol. (2007), kterd amplifikuje cca 750 bp dlouhy Usek
genu 18S rRNA. Pro sniZzeni specifity jsme zde sniZili annealingovou teplotu na 55°C. U
pozitivnich vzorkti probéhla i druha PCR reakce pro amplifikaci 550 bp dlouhé casti genu pro
COX3 metodou dle Tiana a kol. (2013). Analyzy jsme doplnili o amplifikaci 550 bp dlouhého
useku genu pro COB (Tian et al. 2013b). Ziskané produkty jsme po piecisténi komerénim kitem
nechali osekvenovat (Macrogen, Nizozemi). Zpracovani sekvenci probihalo v programu MEGA5
(Tamura et al. 2011).

Vysledky

Cast 18S podjednotky specifické pro piroplasmy jsme amplifikovali u 22 kli§tat I. ricinus a u
6 klistat H. concinna z celkem 14 lokalit. Zjisténa prevalence dosahuje hodnoty 1,5 % u . ricinus a

7 % u H. concinna.

Analyza sekvenci ukazala, Ze dva ze ziskanych izolata patii k druhu B. venatorum a ostatni jsou
geneticky blizké B. canis. Amplifikace genu pro COX3 probéhla pouze u dvou vzork, stejné jako
amplifikace genu pro COB. U jednoho vzorku se nam podafilo ziskat sekvence 18S, COX3 i COB.

Sekvence byly vlozZeny do databdze GenBank.
Zavér

Pfestoze naSe studie neprokazala pfitomnost B. microti na Uzemi jizni Moravy, zdokumentovali
jsme zde ptitomnost jiného druhu se zoonotickym potencidlem. Nalez B. venatorum by nemél byt
podcenén, bylo by vhodné tyto analyzy rozsifit na celé uzemi Ceské republiky pro zji§téni souéasné
situace. Piekvapivy byl i nalez parazita blizkého B. canis v klistéti obecném. Nicméné pro B. canis
je specifickym vektorem pijak luzni D. reticulatus. ProtoZe na uzemi Ceské republiky zatim nebyl
hlasen piipad autochtonni psi babesiozy, miizeme piedpokladat, Ze se jednd o odliSny velice blizky

druh nepatogenni pro psy.
Prdce byla financovdna v ramci projektu IGA 11/2014/FVHE
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Uvod
Zéstupci rodu Haemogregarina Danilewsky, 1885 jsou heteroxenni intracelularni parazité,
jimiz ve volné piirod¢ byvaji ¢asto infikovany vodni zelvy (Mihalca, 2002; Telford et al. 2009;
Davis and Sterrett, 2011; Hossen et al. 2013). Jejich vyvojovy cyklus zahrnuje gamogonii a
sporogonii probihajici v pijavkach a erytrocytarni a exoerytrocytarni merogonii v Zelvim
hostiteli (Desser, 1993; Siddall, 1995). Haemogregariny byly diive povazovany za vysoce
hostitelsky specifické, a proto kazdy parazit z nového hostitele vedl k popisu nového druhu. Z jizni
a vychodni Asie existuje mnoho zaznamu o téchto parazitech popsanych z krve Zelv, ale vétSina
znich pochazi z doby pied vice nez 100 lety. Nicméné, doposud nejsou k dispozici Zadna
molekularni data pro haemogregariny z této oblasti.
V ramci naSi studie jsme vySetfili vzorky zpéti druhi vodnich Zelv pochazejici
z jihovychodni Asie na pfitomnost druhit Haemogregarina, provedli jsme jejich morfologické
srovnani, fylogenetickou analyzu a zhodnotili jejich hostitelskou specifitu s vyuZitim dostupné

literatury Kk revizi druhti Haemogregarina z Orientalni zoogeografické oblasti.

Material a metodika

Odebrané vzorky, mikroskopie

Celkem jsme vysSetfili 21 krevnich vzorkd z 5 druhd zelv (2 Cuora galbinifrons, 13
Malayemys subtrijuga, 2 Platysternon megacephalum, 1 Sacalia quadriocellata a 3 jedinct
Leucocephalon yuwonoi) importovanych z Ciny, Indonésie, Thajska a Vietnamu. VySetfované
krevni natéry byly fixovany absolutnim metanolem a obarveny Giemsovym barvivem (fedéni 1:10
Vv pufrované vod¢, pH 7) po dobu 15 minut. Parazitémii jsme stanovili pod imerzi pii zvétSeni
1.000x. N¢kolik kapek krve z kazdého vzorku bylo vzdy fixovano v 96 % etanolu pro néaslednou

molekularné genetickou analyzu.
Izolace DNA, PCR metoda, analyza dat

Pro extrakci DNA z fixované krve byl pouzit NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel,

Némecko). Kvantifikace DNA probihala spektrofotometricky pomoci ptistroje Nanodrop ASP-3700
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(ACTGene, USA) a poté skladovana pti — 20°C. Specifické primery (Kvicerova et al. 2008) pro
metodu seminested PCR amplifikovaly u pozitivnich vzork ptiblizné¢ 1500bp dlouhy fragment 18S
rDNA. Reakce probihala v objemu 25 pl, mnozstvi slozek reakéni smési a reakéni podminky byly
pfevzaty z ¢lanku Dvotakova a kol. (2014). Amplikony byly vizualizovany elektroforeticky na
1,2% agar6zovém gelu za pouziti Midori Green (Elisabeth PHARMACON, Ceska republika).
Pozitivni PCR produkty byly nésledné purifikovany pomoci Gel/PCR Fragments DNA Extraction
kitu (Geneaid Biotech Ltd.,, Taiwan) a odeslany ksekvenaci DNA specializovanou
laboratoti (Macrogen, Holandsko).

Ziskaneé sekvence byly identifikovany s pouZzitim aplikace BLAST a upraveny pomoci
souboru programti DNASTAR (DNASTAR Inc.). Alignment byl vytvofen pomoci programu
BioEdit (Hall, 1999) v algoritmu Clustal W (Thompson et al. 1994). Pro fylogenetické analyzy byla
vybrana Bayesianska analyza (BI), metoda Maximum Likelihood (ML) a Maximum Parsimony
(MP). BI probéhla v programu MrBayes 3.1.2. v nastaveném GTR modelu pro 10’ generaci
(Ronquist & Huelsenbeck 2003). PHYML 2.4.4. (Guindon & Gascuel, 2003) byl pouzit k
provedeni ML analyzy v GTR modelu, bootstrap byl vypoéten z 1000 opakovani. Pro vypocet MP
jsme pouzili program PAUP 4.0b10 (Swofford, 2001) s podporou bootstrap opét vypoctenou pro
1000 opakovani.

Vysledky a Zavér

Krevnimi parazity bylo infikovano 6 (28.6%) z 21 studovanych Zelv (Tab. 1). Nejvyssi mira
parazitémie - 4.58 % byla stanovena pro S. quadriocellata, nasledovana 0.88 - 0.02 % v M.
subtrijuga a 0.01 % pro P. megacephalum. Haemogregariny nalezené na krevnich natérech 3
jedincti M. subtrijuga z Thajska, jednoho M. subtrijuga z Vietnamu a P. megacephalum z Ciny byly
identifikovany jako Haemogregarina pellegrini Laveran & Pettit 1910. Haemogregarina sp.
nalezena na krevnich natérech S. quadriocellata je dosud nepopsanym druhem.

Fylogenetické analyzy (BI, ML a MP) nabidly identickou topologii evolu¢nich linii (Obr. 1).
Haemogregarina sp. z S. quadriocellata reprezentuje sestersky druh k haemogregariné izolované
z tereky maranovy (Pelusios marani) z Gabonu. Haemogregarina pellegrini byla diagnostikovana v
M. subtrijuga z Vietnamu a v P. megacephalum z Ciny. Vsechny izolaty byly geneticky identické a
tvofi samostatnou vétev monofyletického taxonu Haemogregarina.

Kromé zachytu nového druhu rodu Haemogregarina u vodni Zelvy jsme zaznamenali
krevniho parazita Haemogregarina pellegrini Laveran et Petit, 1910 po vice neZ sto letech od jeho
puvodniho popisu. Studie také potvrdila nizkou hostitelskou specifitu parazitd rodu

Haemogregarina vzhledem k jejich mezihostitelim - Zelvam.
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Tabulkal  Vysledky mikroskopického a PCR vysetieni

Pocet pozitivnich jedinct
Druh Pocet odebranych jedincii (Haemogregarina sp.)
Cuora galbinifrons 2 0
Malayemys subtrijuga 13 4
Platysternon megacephalum 1
Sacalia quadriocellata 1 1
Leucocephalon yuwonoi) 0
Celkem 21 6

Cryptosporidium serpentis AF093499 (Fantherophis guttatus)
Adelina dimidiata DQ096835 (Scolopendra cingulata)

Dactylosoma ranarum HG224958 (Rana esculenta)

Haemogregarina stepanowi KF257927 (Mauremys rivulata)

05960

Haemogregarina balli HQ224959 (Chelydra 5. serpentina)
0.96/52

Haemogregarina sp. KF257924 (Pelusios marani)

100100/ 100

Haemogregarina sp. (Sacalia quadriocellata)

Gl Haemogregarina pellegrini (Platysternon megacephalum)

[t Haemogregarina pellegrini (Malayemys subtrijuga)

Hepatozoon ursi EU041717T (Ursus thibetanus japonicus)

=4[ 10008 Hepatozoon felis AY620232 (Felis cafus)

Dol Hepatozoon americanum AF176836 (Canis lupus . familiaris)
0B

Hepatozoon canis AY461378 (Canis lupus f. familians)

Hemolivia sp. KF9927 14 (Rhinoclemmys pulchernma manni)
0.80/%/54

Hemolivia sp. KF992713 (Rhinoclemmys pulcherrima manni)
1.00/100/98

Hemolivia mariae KF992711 (Egermia stokesir)

0.94/62/69

Hemolivia mauritanica KF992710 ( Testudo graeca)

1.00/96/67

o71rF| Hepatozoon sp. Boiga AF297085 (Boiga irregularis)

1.00/100/99
Hepatozoon ayorgbor EF157822 (Lamprophis fuliginosus)

TOUTARG Hepatozoon sipedon JN181157 (Nerodia s. sipedon)
0.81/94/89 Hepatozoon clamatae HQ224962 (Rana clamitans)
1.00/100¢ 1uu|
0.1 Hepatozoon catesbianae AF130961 (Pantoea agglomerans)

Obrazek 1. Fylogeneticky strom znazoriiujici postaveni detekovanych haemogregarin vytvofeny na

zakladé srovnani sekvenci 18S rDNA pomoci BI, ML a MP metody
Podékovani

Préce vznikla za finan¢ni podpory IGA 6/2014/FVHE.
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Uvod

Enterokoky su stiCastou beznej ¢revnej mikroflory, niektoré kmene v§ak mozu byt’ dolezitymi oportunitnymi
patogénmi, zodpovednymi za vazne ochorenia l'udi a za nozkomialne infekcie (Simjee et al., 2006). Vyvoj a
Sirenie antibiotickej rezistencie u enterokokov sa stal vyznamnou klinickou a epidemiologickou otazkou,
pricom rezistencia k vankomycinu je povazovand za jednu z najzavaznejSich rezistencii. Vyskyt
vankomycin-rezistentnych enterokokov (VRE) je zdvaznym problémom v nemocniciach v USA (Desphande
et al., 2007), anadobuda stile viA¢si vyznam aj v eurdpskych nemocniciach. V Ceskej republike doslo
v poslednych rokoch k nérastu prevalencie VRE z 1,6% v roku 2001 na 11,5% v roku 2012 (EARSS, 2014).
Ako zavazny problém sa ukazuje aj vyskyt VRE v &istickach odpadovych vod (COV), ktoré su vdaka
interakciam baktérii a priaznivym podmienkam prostredia idedlnym miestom pre vznik a Sirenie
rezistentnych baktérii. Odpadové vody po preCisteni s vypustané do riek, aumoziiuji tak Sirenie

rezistentnych baktérii do Zivotného prostredia.
Material a metodika

Pocas projektu bolo odobranych 284 vzoriek kloakalnych vyterov cajky smejivej (Chroicocephalus
ridibundus) z vodnej n&drze Nové Mlyny, 81 vzoriek z infekéného oddelenia Fakultnej nemocnice v Brne
(21 sterov z prostredia, 49 rektalnych vyterov od pacientov all od personalu) a 37 pravidelne (v tyzdiovych
intervaloch) odoberanych vzoriek z ¢isticky odpadovych véd v Brne Modficich. Vzorky boli kultivované na
Slanetz-Bartley agare s vankomycinom (32 mg/l), inkubované pri 37 °C 48 hodin. Suspektné koldnie boli
druhovo identifikované pomocou MALDI-TOF MS a sekvenaciou sodA génu. U VRE bola otestovana
miniméalna inhibi¢na koncentracia vankomycinu a citlivost’ k 14 rdznym antibiotikam. Pomocou PCR bol
preukazany vyskyt génov rezistencie a virulencie. Na zistenie epidemiologickej pribuznosti izolatov bola

pouZzita pulzna gélova elektroforéza a MLST (multilocus sequence typing) (Oravcova et al., 2014).
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Vysledky
Kultivacia

VRE boli njdené u 32 (86 %) vzoriek odpadovej vody, u 72 % hospitalizovanych pacientov a na réznych
miestach nemocnicného prostredia (podlaha, postel, prenosné WC, klucka na dverdch, invalidné choditko,
vozik so zdravotnickym materialom, ale aj izba po dezinfekcii), oSetrujuci personal viak nebol kolonizovany
VRE. VRE neboli najdené ani vo vzorkach z cajky smejivej. Na zdklade odberu morfologicky odlisnych
kolonii sme z odpadovych vod ziskali celkom 49 izolatov - Enterococcus faecium (44 izolatov), E.
gallinarum (2), E. casseliflavus (2) a E . raffinosus (1). Izolaty z pacientov patrili k druhu E. faecium (34),

E. faecalis (4) a E. raffinosus (2), a z nemocnicného prostredia k E. faecium (3) a E. faecalis (3).

Antibioticka rezistencia a virulencia

VSetky izoldty E. faecium boli multirezistentné s rezistenciou k pdt a viac antibiotikam. Rezistencia
k vankomycinu bola koddvand génom vanA, kerytromycinu génom ermB, Kk tetracyklinu génmi tet(M)
a/alebo tet(L) a ku gentamicinu génmi aac(3)-111a a/alebo aac(6')-aph(2''). Celkom 35 izolatov z COV (71
%, n=49) nieslo gény virulencie hyl a/alebo esp. Zo 40 humannych izolatov sme detekovali gény virulencie u

35 (87%), u E. faecium sa jednalo o gény esp a hyl, u E. faecalis o gelE, cylA a asal.

Epidemiologicka pribuznost

Na zaklade MLST analyzy boli izolaty E. faecium zaradené do sekvencnych typov (ST) z klinicky
vyznamnych klonalnych komplexov 17 — ST17 (10 izolatov z COV + 4 z nemocnice), ST555 (2+0); 18 —
ST18 (9+8), ST262 (1+6), ST273 (3+0), ST275 (1+0); a 78 — ST78 (5+0), ST549 (2+0). Ostatné izolaty
patrili do ST19 (0+1), ST323 (3+0) a jeho novej single locus varianty ST884 (7+17). Vysledky a pribuznost
ST je zobrazena veBURST diagrame (Obrazok 1). lzolaty E. faecalis pochadzali iba z pacientov
a nemocnicného prostredia a vSetky patrili do klinicky vyznamného ST6. Pomocou metédy PFGE sme

preukdzali pritomnost identickych izolatov v COV a vo Fakultnej nemocnici Brno.
Zaver

VRE sa vyskytujii takmer permanentne vo vode vypustanej z COV, a moézu predstavovat riziko
environmentélnej kontaminécie. Preukazali sme vyskyt identickych izolatov v cisticke odpadovych vod

a u hospitalizovanych pacientov.
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Obrazok 1: eBURST diagram izolatov E. faecium zostaveny na zaklade MLST analyzy. Kazdy ST je
zobrazeny ako bod, ciary spéjaju ,,single locus varianty**. Zvyraznené su ST najdené v nasej Studii.

Tato praca vznikla za financnej podpory Interni grantové agentury VEU Brno ¢. 17/2014/FVHE.
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Uvod

Metalothioneiny (MTs) patii do skupiny nizkomolekularnich intracelularnich proteint charakterizovanych
vysokym obsahem cysteinu. Vyznacuji se vysokou afinitou k nékterym esencialnim i toxickym kovim. Za
jejich schopnost vazat kovy jsou odpovédny thiolové skupiny (-SH) cysteinu. Touto vazbou je eliminovan
toxicky ucinek kovu na intracelularni proteiny a enzymatické funkce (1). MTs maji vysokou afinitu
piedevsim k médi (Cu), zinku (Zn), kadmiu (Cd), rtuti (Hg) a nékterym dal$im kovim. Jejich hlavni
biologickou funkci v organismu je piedev§im udrzovani homeostdzy a hospodaieni s kovy, slouzi jako
zasobarna pro metaloenzymy. Dle nékterych studii jsou MTs fazeny mezi reaktanty akutni faze (2,3). Od
objevu MTs v roce 1957, jako kadmium vazajicich proteinti objevenych v konskych ledvinach, je soustavné
studovana jejich struktura i vlastnosti (4,5,10). Detoxika¢ni mechanismy MTs byly studovany pfedevs§im u
ryb exponovanych vysokym koncentracim tézkych kovli ze zneCi§téného vodniho prostfedi (6). Ryby
z takovych lokalit mohou ve svych tkanich, predevsim ledvinach, jatrech, zabrech i svaloviné kumulovat
zna¢né mnozstvi toxickych kovu (7,8). Zvysena koncentrace kadmia ve vodnim prostiedi, ale i fada dalSich
faktori navozuje indukci syntézy MTs (11,12). Bunky, které obsahuji vyssi koncentrace MTs, se 1épe

Vyrovnavaji s toxickymi ucinky kovi (9).

metoda (13). Stejné i1 dalsi instrumentalni metody (ELISA, HPLC, GC, RIA, dalsi elektroforetické metody)

jsou narocné na laboratorni pfistrojové vybaveni.

Cilem této studie bylo zavedeni a optimalizace spektrofotometrické metody ke stanoveni MTs jako
indikatorové biomolekuly u ryb.

Material a metodika

Principem metody je spektrofotometrické stanoveni koncentrace MTs ve tkaniovém homogenatu Ellmanovou
reakci (14,15,16). Priprava tkanového homogenatu vyzaduje pouziti homogenizatoru s nekovovym pistem.
Homogenizace musi probihat v ledové vodni lazni pti 0 - 2 °C, aby nedoslo k destrukci proteinti. Po
precipitaci MTs chlazenym absolutnim etanolem (96%) a odpaieni vzorki je za pouziti denatura¢niho pufru

precipitat resuspendovan. Reakei s Ellmanovym ¢inidlem dojde k vytvotfeni barevného komplexu, ktery je
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stanoven spektrofotometricky pii vinové délce 412 nm. V pribéhu celého procesu je nutné manipulovat se

vzorkem za ptisn€ chlazenych podminek a chranit homogenat pted oxidaci a G¢inkem proteas.

Pro stanoveni koncentrace MTs u ryb byly pouZity vzorky jater a svaloviny ryb odlovenych na odlisnych

lokalitach.
Vysledky

Metoda byla pouZita ke stanoveni koncentrace MTs ve 32 vzorcich svaloviny a 32 vzorcich jater odebranych
od karasa stiibtitého (Carassius gibelio) z ptirozené lokality a 16 vzorkd jater kapra obecného (Cyprinus
carpio) z chovu. K vyhodnoceni koncentrace MTs a vypoctu jejich obsahu ve tkanich ryb byla sestrojena
standardni kalibrac¢ni kfivka - Fig. 1. Bylo pfipraveno 5 koncentracnich bodt standardniho roztoku 4 mM
redukovaného glutathionu, ktery byl poté piepo¢ten na koncentraci MTs. Vysledky analyz (koncentrace MTs

ve tkanich) se vyjadiuji po pfepocétu na koncentraci celkovych proteinti v analyzované tkani.

0.6
0,5 /,
E 0.4
i
= 0,3
g
=
'.E 0.2
] R*=0,097
=L
01
y=0,006x-0,029
a
a 20 40 &0 280 100
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Fig. 1. Kalibra¢ni kiivka MTs

Metoda byla pouzita pro stanoveni MTs u karasa stfibfitého a kapra obecného pochazejicich z odlisnych
lokalit. Limit detekce stanoveni MTs ve tkanovém homogenatu je < 0,2 nM. Tato metoda je dostateéné
citlivd pro stanoveni koncentrace MTs u ryb. Ovéfeni této metody pouzitim standardniho referenc¢niho

materialu je dostatecnou zarukou specificity a sensitivity metody pro jeji pouziti ve tkanich ryb.
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Zavér

Metalothioneny u ryb jsou vyuzitelné z n€kolika divodii. Poskytuji informace o zdravotnim stavu ryb ve
vztahu k udrZeni homeostazy a hospodafeni organismu s kovy. Jako rychly marker jsou vyuzitelné pro
informaci o mozné kontaminaci ryb téZkymi kovy a s tim souvisejici bezpecnou konzumaci ryb jako
vyznamné slozky potravy ¢lovéka. Nasim cilem bylo zavést a optimalizovat spektrofotometrickou metodu
jako pomérn¢ jednoduchy a rychly test pro stanoveni koncentrace metalothioneind ve tkani ryb jako markeru

rutinné pouzitelného pro odborny odhad hygienické kvality ryb pochazejicich z riznych ptirodnich lokalit

Préce byla financovana v rdmci projektu IGA 34/2014/FVHE.
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Vliv T-2 toxinu na parametry oxidaéniho stresu u pstruht duhovych (Oncorhynchus mykiss)
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Cerlikova
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Uvod

T-2 toxin patii mezi trichothecenové mykotoxiny, toxické sekundarni metabolity
mikroskopickych hub produkované plisnémi rodu Fusarium. Fusariové mykotoxiny jsou nej¢astéji
se vyskytujici mykotoxiny v rtznych c¢astech Evropy (Schatzmayr and Streit, 2013). Ke
kontaminaci zemé&délskych plodin trichotheceny dochazi béhem péstovani, proto byvaji oznacovany
jako predskliziové polni mykotoxiny. Mezi nejvyznamnéjsi trichoteceny patii deoxynivalenol
(DON), T-2 toxin, HT-2 toxin a diacetoxyscirpenol (DAS). V ramci skupiny trichothecent se
nejcastéji a v nejvyssich koncentracich vyskytuje DON, T-2 toxin vSak patii mezi nejvice toxické
trichotheceny (Bryden, 2012).

V soucasnosti se do krmnych smési pro dravé ryby vzhledem k vysoké cené rybi moucky stéle
vice vyuzivaji obiloviny a jejich vedlejsi produkty. Dravé ryby jsou pfitom velmi citlivé na
pusobeni mykotoxinii (Manning and Abbas, 2012).

Zatimco pro DON existuji v ramci EU doporucené limity pro jeho obsah v krmivech, limity pro
obsah T-2 toxinu dosud nebyly navrzeny. Uginky T-2 toxinu u savci a ptakdl byly studovany, u
dravych ryb byl dosud pouze hodnocen vliv T-2 toxinu na pfijem a konverzi krmiva.T-2 toxin
v krmivu v koncentracich vyssich nez 2,5 mg.kg™ zptsobuje u pstruhii sniZeni ristu a pijmu
krmiva, koncentrace vy$si nez 10 mg.kg™ zpiisobuji zvySenou mortalitu (Poston et al., 1982).
Negativni ucinky T-2 toxinu na nékteré parametry oxidac¢niho stresu byly pozorovany u kapra
(Cyprinus carpio) v koncentraci 2,45 mg.kg™ krmiva (Balogh et al., 2009).

Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) je hospodaisky vyuZivanym druhem ryb s velkym
ekonomickym vyznamem. Roéné se v akvakulturich CR vyprodukuje vice nez 500 tun pstruhd.

Znalosti o u¢incich T-2 toxinu v krmivu pfisp&ji k navrhu limitt pro tento mykotoxin a prohloubi

poznatky o jeho plisobeni na organismus ryb.
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Popis a metodika FeSeni projektu

V ramci piedlozeného projektu probeéhl subchronicky 28 denni test toxicity na pstruzich
duhovych. Pstruhtim bylo podavano dvakrat denné krmivo s p¥idavkem T-2 toxinu v koncentraci 1
az2mg kg'l. Test se uskuteénil v recirkulaénim systému Ustavu ekologie a chorob zvéfe, ryb a véel
VFU Brno. Po ukonceni testu byla rybam odebrana krev, ryby byly usmrceny a pii pitvé byly
odebrény orgéany (jatra a zadni ledvina) na stanoveni jednotlivych markeri oxida¢niho stresu.
Ziskana plazma a tkané byly zmrazeny.

V druhé fazi projektu byly stanoveny nasledujici parametry oxida¢niho stresu: aktivita glutathion
peroxidazy (GPx), glutathion reduktazy (GR), glutation S-transferazy (GST), katalazy (CAT) a
lipidni peroxidace (TBARS). Stanoveni uvedenych parametri ve vzorcich jater, a zadni ledviny

bylo provedeno spektrofotometricky s vyuzitim multifunkéniho readru Varioskan Flash.

Vysledky a diskuze

Vysledky markert oxidaéniho stresu (GPx, GR, TBARS, CAT) a aktivita detoxika¢niho enzymu
(GST) v jatrech a zadni ledving pstruha duhového jsou uvedeny v tabulce 1.

Ze ziskanych vysledkd je ziejmé, Ze koncentrace T2-toxinu 1 mg.kg™ a 2 mg.kg™ krmiva ma
vliv na oxidac¢ni stres U pstruha duhového. Nejvyraznéjsi zmény v aktivitdch ukazateli oxida¢niho
stresu byly zaznamenany v jatrech. Toxicky efekt T2-toxinu se projevuje ptedev§im v jatrech a
v zaZzivacim traktu (Wu et al. 2014), zfejmé proto v na$i studii zmény V ledvinach byly mén¢
prukazné.

U savcu a ptaku T2-toxin inhibuje proteosyntézu a snizuje aktivitu enzymut nezbytnych pro
detoxikaci cizorodych latek a zvySuje lipidni peroxidaci a aktivitu glutation S-transferdzy (Kalantari
and Moosavi 2010). Tyto zavéry potvrdily i vysledky ziskané v naSi studii u pstruhtt duhovych

v nizkych koncentracich T-2 toxinu v krmivu.

Tabulka 1: Aktivita katalazy (CAT, umol H,O,/min/mg protein), glutation reduktazy (GR, nmol
NADPH/min/mg protein), glutation peroxidazy (GPx, nmol NADPH/min/mg protein), glutation S-
transferazy (GST, nmol /min/mg protein) a lipidni peroxidace (TBARS, nmol/g ww™) v jatrech a
zadni ledving pstruha duhového po 28 dennim piisobeni T2-toxinu [1 mg.kg™ (n=36) and 2 mg.kg™
(n=40)]. Data jsou vyjadfena jako primér = SEM (nontrola = 19). Vysoce vyznamny rozdil (p <

0.01) mezi testovanymi skupinami a kontrolou je vyjadien pomoci pismen.
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Jatra Ledviny

Parametr Kontrola 1 mg.kg™ 2 mg.kg™ Kontrola 1 mg.kg™ 2 mg.kg™
433,57 + 28.40% 345.64 + 15.74° 316.84 + 16.69" 26.60 £ 1.13° 27.16 + 0.86°° 25.62 + 0.90%
11.50 + 0.53% 12.14 + 0.53° 11.86 + 0.57° 43.40 £ 1.63% 43.02+1.09" 44.09 +0.89%
26.57+1.68°  28.84+1.04"°  27.49+0.81° 50.22 + 1.80° 55.47 + 1.11°° 54.45 + 1.25%
467.65 + 28.46% 479.62 +21.67° 500.93 + 22.52° 196.22 + 9.63% 203.60 + 5.08° 214.52 + 9.45°
28.77 +5.35° 26.61 + 1.56° 36.92 + 2.34° 7.56 + 0.38° 776 £0.58°  7.12 +0.45°

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 31/2014/FVHE
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Vztah mezi funkci rodiny p53 a 8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosinem
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Uvod
Oxidativni stres a zvySena hladina reaktivnich forem kysliku hraje dilezitou roli v onkogenezi a
ukazuje se, ze nadorova suprese prostiednictvim rodiny p53 je také zprosttedkovana redukci Grovné
ROS a zesilenim antioxida¢ni obrany. Produkce ROS je kromé karcinogeneze spojena take
s protinddorovou terapii. Jednim z Siroce pouzivanych a efektivnich biomarkert pro oxidativni stres
i karcinogenezi je 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxodG). Jako transkrip¢ni faktory se
proteiny rodiny p53 uplatiuji v regulaci cilovych genli odpovédnych za rozmanité bunééné reakce,
zahrnujici i opravu DNA. Bylo zjisténo, p53 je schopen interakce s DNA obsahujici 8-oxodG a
poukazano na souvislost mezi regulaci reparaéni aktivity hOGG1 a funkénosti p53 (1). V naSi préaci
jsme se zam¢étili na studium souvislosti mezi proteiny rodiny p53, 8-oxodG a repara¢nim enzymem

hOGG1 prevazné u oxidacniho stresu zpisobeného cytostatiky, H,0; ¢i tézkymi kovy.
Material a metodika

Byly pouZity linie nadoru tlustého streva (HCT116p53**, HCT116p53", HCT116p537%*%) a
glioblastomové linie (U251, U87, Ondal0 a Ondall) vyznacujici se riznym statusem genu TP53.
Bunky byly pro detekci modifikace DNA 8-0xodG ovlivnény pisobenim 5 uM cisplatiny, 0,5 uM
doxorubicinu, 25 puM 5-FU, 50 uM temozolomidu, ptipadn¢ 100 uM H;,0; ¢i ionty piechodnych
kovi. Detekce exprese p53 a cilovych gend na proteinové trovni byla provedena dle (2). Detekce
exprese cilovych geni na trovni MRNA byla provedena pomoci RT-PCR dle (2,3). Bunétné
prezivani a test MTT/WST1 byl proveden dle (2). Detekce vazby proteinti rodiny p53 byla
provedena pomoci metody ELISA nebo EMSA dle (3,4). Detekce 8-oxodG byla provedena pomoci
kompetitivni ELISA s pouzitim komer¢nich kita a ELISA readeru Cytation 3 (BioTek),
elektrochemické metody (dle(5)) a HPLC/MS (Agilent 1100 Series LC/MSD Trap, YMC-Triart
C18).

Vysledky
Vliv 8-0x0dG na funkci proteint rodiny p53 jsme sledovali na nékolika urovnich, na urovni

rozpoznani modifikované DNA 8-oxodG, exprese cilovych gentu rodiny p53 (hOGG1, PUMA a
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dal$i) a na drovni detekce modifikace 8-oxodG genomové DNA po pusobeni oxidativniho stresu.
Vzhledem ke schopnosti proteinu p53 rozpoznavat poSkozenou DNA jsme sledovali vazbu
standardniho a mutantnich proteinti p53 a homologl p63 a p73 na DNA modifikovanou 8-0xodG.
Nejprve byly pfipraveny rekombinantni proteiny wtp53, mutp53 a centralni domény p63 a p73 a
byly provedeny zakladni studie: vliv oxidativniho stavu proteint, vliv ionti pfechodnych kovi (4),
vliv teploty a to predevsim na specifické sekvenci pS3CON at’ jiz v oligonukleotidu ¢i fragmentu
DNA. Vazba na 8-oxodG modifikovanou DNA byla srovnavana s vazbou sekvencné specifickou.
Pro eliminaci vlivu specifické sekvence jsme studovali vazbu na repetitivni G-bohatou DNA
modifikovanou 8-0xodG v raznych polohach (Obr. 1). Z vazby p53 na takto modifikovanou DNA a
srovnani s nemodifikovanou DNA vyplyvd, Ze jedind modifikace dG v rdmci duplexu neovliviiuje

vyrazné schopnost p53 rozpozndvat DNA

nemaodifikovana pozice 4 pozice 9 pozice 14 , .
A S S S — zatimco Vv ptipadé jednoietézcové ano. Obr. 1

Vazba p53 na DNA modifikovanou na pozicich

DNA 4914 a srovnani svazbou na DNA

— - - - - L - -
—— TT—— T T— 53

nemodifikovanou pomoci EMSA.

Déle byl zkouman vliv oxidativniho stresu na expresi genli spojenych s nadorové supresorovou
funkci proteint rodiny p53. Ke studiu byly vybrany jiz zminéné linie s riznym statusem genu TP53.
Jako zdroje oxida¢niho stresu byla vybrana cytostatika, H,O; a ionty tézkych kovu. Zjistovali jsme
vliv statusu TP53 na bunécnou odpovéd’ na urovni proteinli i mRNA, kde jsme se predevsim
zaméfili na geny PUMA a hOGGL. Z piedeslych studii vyplyvalo, ze ionty zinku mohou ovliviiovat
konformaci mutantnich proteini p53 a mohli by tak vyrazné¢ ménit expresni profily zvlasté po
pouZziti testovanych cytostatik, proto jsme studovali jejich vliv také v kombinaci s ionty zinku.
Zjistili jsme, Ze hladina exprese geni hOGG1, PUMA a dalSich na trovni mRNA byla ovlivnéna
kombinaci ZnCl, a cytostatika. U linie HCT116™* reagovala zvy3enou expresi hOGG1 predeviim
na DOX a dale pak CIS jen v kombinaci s ZnCl, (Obr. 2A). U linie U251 byly pozorovany
vyraznéj$i zmény exprese tohoto genu u DOX i temozolomidu také ptedev§im v kombinaci se

ZnCl;, (Obr. 2B).
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Obr.2 Exprese genu hOGGL1 v busikdch HCT116™* a U251 (mutp53 R273H) po pusobeni cytostatik
Posledni oblasti vyzkumu byla vlastni detekce 8-oxodG ve vzorcich ziskanych z nadorovych linii

po puisobeni vyse zminénych ptivodct oxidacniho stresu. Byla provadéna optimalizace detekce 8-
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oxodG pomoci nékolika metod: kompetitivni ELISA, pfimé immunodetekce na membrang,
elektrochemicke detekce (5) a HPLC/MS. Bohuzel mez detekce poslednich tfi zminénych metod
nebyla pro nase ucely vyuzitelnd, proto prezentujeme vysledky ziskané metodou kompetitivni
ELISA analyzou $tépené genomové DNA ziskané z bunéénych linii odvozenych od linie HCT116

+/+

po pusobeni vybranych pivodct oxidativniho stresu. V ptipad¢ linie HCT116™" obsahujici funkéni
protein p53, byla pfevazna cast 8-oxodG reparovana a odstranéna z DNA, na rozdil od linie
HCT116™, kterd p53 neobsahuje. Z pouzitych cytostatik nejvétsi mnozstvi 8-oxodG bylo
p0zorovano u pusobeni cisplatiny, pomér mezi hladinou 8-0xodG pied a po piisobeni cisplatiny byl
vyrazné vy$si u linie HCT116” (Obr. 3) na rozdil od linie HCT116™*. V obou pfipadech byly
hladiny 8-oxodG srovnatelné s piasobenim 100 uM H,0, (Obr. 3). Také vtomto ptipad¢é nas
++

zajimal vliv ZnCl, na pusobeni cytostatik, v piipad¢ linie HCT116
hladinu 8-oxodG ().
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HCT -/- HCT -/- 5FU HCT-/-cPt  HCT-/-DOX HCT-/-TMZ HCT-/- H,0, HCT +/+ HCT +/+5FU  HCT +/+cPt HCT +/+ DOX HCT +/+ TMZ HCT +/+ H,0,

relativni hladina 8-oxodG

Obr. 3 Detekce hladiny 8-oxodG pomoci kompetitivni ELISA v relativnim vyjadieni
Zavér

Zjistili jsme, Ze proteiny rodiny p53 rozpoznavaji i DNA modifikovanou 8-oxodG. Na
zakladé ziskanych vysledkd nabunééné urovni piedpokladame, Zze ZnCl, ma pozitivni vliv na
funkci proteint p53, na transkripéni trovni pozitivné ovlivnil hladinu hOGG1 a tim i jeho aktivitu.
Pozorovali jsme podporu reparace poSkozeni DNA po pusobeni zine¢natych iontd v pfitomnosti
proteinu p53 prostiednictvim detekce hladiny modifikace 8-oxodG genomové DNA pomoci
kompetitivni ELISA.

Prace byla financovana v rdmci projektu IGA 67/2014/FAF.
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Uvod

Predbézné experimenty ukazaly, Ze méd’naté komplexy na principu Schiffovych bazi s riznymi
ligandy mohou vykazovat antiradikalovou a antidiabetickou aktivitu [1]. Schopnosti komplextu
inaktivovat radikdly vznikajici v Zivém organismu by bylo moZné vyuZit pii terapii nékterych
civiliza¢nich chorob. Méd'naté komplexy by tedy mohly plsobit protektivné na B buiiky pankreatu
atim ovliviiovat produkci inzulinu. Cilem projektu bylo otestovat v podminkach in vivo u mysi

potencialni hypoglykemizujici, resp. cytoprotektivni u¢inek latek.

Material a metodika

Testované slouceniny byly syntetizovany na Farmaceuticke fakult¢ UK v Bratislavé
a zprostiedkovany k testovani na Farmaceutické fakult¢ VFU Brno. Celkem jsme testovali
5 origindlnich médnatych komplexti typu Schiffovych bazi a porovnavali jejich ucinek se
standardem troloxem, coZ je hydrofilni forma antioxidantu o-tokoferolu (vitamin E). Oznaceni

novych testovanych latek je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1 Oznaceni testovanych latek

Oznaceni V2 ZP27 ZP30 ZP45 95
Komplex Cu(sal- Cu(sal- Cu(sal- Cu(sal- Cu(Hsal-
L-a-Ala)(H,0) DL-a-aB)(H,0) B-AB)(H,0) GABA)(H,0) L-a-Ala)(H,0)

K pokusu byli pouZiti samci laboratornich mysi. V rdmci experimentu bylo pouZito celkem
85 zvirat. Pokusna zvifata byla rozdélena do deviti skupin a skupiny byly oznaceny fimskymi
Cislicemi (I-1X). Skupinam | az V (skupiny po 10 mysich) byl prvni den navozen diabetes pomoci
i.v. aplikace alloxanu. Testované médnaté komplexy byly podany skupindm | az V i.p.
profylakticky 3 h pied podanim alloxanu [2]. Skupiné VI (skupina o 10 mysich) byl aplikovan

alloxan a obdobné profylakticky podana referenéni latka s antiradikalovym ucinkem trolox. Skupiné
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VII (skupina o 5 mysich) byl vyvolan diabetes alloxanem bez profylaktické aplikace dalSich latek.
Skupina VI (skupina o 10 mysich) slouZila jako intaktni kontrola (bez aplikace latek). Skupina IX
(skupina o 10 mysich) slouZila jako pozitivni kontrola. U této skupiny byl misto alloxanu nebo
testovaneé latky aplikovan pouze fyziologicky roztok.

V pribéhu experimentu byla u vSech mysi ze vSech skupin po dobu 5 dni pravidelné sledovana

hladina glykémie pomoci analyzatoru Accutrend. Glykémie byly méfeny po laénéni v trvani 10 h.

Vysledky

Namétené prumérné hodnoty glykémii podle skupin testovanych latek v jednotlivych dnech jsou
znazornény v grafech na Obr.1. Hodnoty glykémii z prvniho dne byly naméfeny pied aplikaci latek
po deseti hodinovém la¢néni. VSechny tyto hodnoty se pohybovaly kolem 8 mmol/l. Do tfetiho dne
od podani testovanych komplexti hodnoty glykémii klesaly téméf u vSech latek s vyjimkou
komplexu ZP 27, kde hodnota glykémie druhy den prudce vzrostla. Od tfetiho dne mély hodnoty
glykémii u vSech testovanych komplext rostouci charakter. Ve srovnani se skupinou zvifat, které
byl podan pouze alloxan, viz Obr. 2, je ziejmé, ze testované komplexy maji od tietiho dne
statisticky vyznamny vliv na sniZzeni hladiny glykémie. Pro statistick¢ vyhodnoceni vysledkti byl

pouzit jednovybérovy studentiiv t-test na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
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Glykémie (mmol/l)
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—e—JV2 —e—7P 27 ZP30 —e—ZP45 95

Obr 1: Primérné hodnoty glykémie po aplikaci hodnocenych komplexu a alloxanu v jednotlivych
dnech experimentu.
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Obr 2: Hodnoty glykémie skupin mysi premedikovanych testovanymi latkami ve srovnani
s hodnotami kontrolni alloxanoveé skupiny.

Zavér

VSechny hodnocené méd’naté komplexy, podané preventivné mySim 3 h pied aplikaci alloxanu,
potvrdily schopnost snizovat hodnoty glykémie métené v intervalu nasledujicich péti dnd, a to
v porovnani s kontrolni skupinou. Kontrolni skupiné byl navozen diabetes pomoci latky alloxan.
Dalsi vyzkum se zamé&fi na posouzeni efektu testovanych komplexti na stav B-bunék pankreasu
vystavenych toxickému ucinku alloxanu.

Podékovani
Vyzkum byl podpoten projektem IGA VFU - 2014, ¢islo projektu 65/2014/FaF.
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Eucalyptus globulus — blahoviénik kulatoplody je rostlinou tradi¢né¢ vyuzivanou v lidovém
1éCitelstvi Australie a Tasmanie. Pivodni obyvatelé¢ téchto oblasti jej pouzivali pii 1écbé
hore¢natych stavi, bolesti, zanétu, prijmu ¢i hadiho ustknuti [1]. Diky bohatému spektru
obsahovych latek patii blahovicniky mezi fytochemicky intenzivné zkoumané rostliny. Doposud
znamy profil obsahovych latek zahrnuje jak latky prchave, které jsou obsazeny v silici, tak latky
neprchave, znichZz pfevazuji zejména acylfloroglucinoly, flavonoidy, tiisloviny ¢i terpenické
slouceniny [2]. Silice a latky fenolické povahy maji bohatou biologickou aktivitu. Byl prokazan
analgeticky a antiflogisticky efekt extraktu a silice, fenolickym slouc¢eninam byva pfipisovana i

aktivita antioxidacni a antibakterialni [3].

Ustav piirodnich 1é¢iv FaF VFU Brno se vénuje analyze obsahovych latek rostlin s potencialnim
terapeutickym vyuzitim. Mezi né patii i Eucalyptus globulus. Diky dostatku rostlinného materialu
bylo moZné provést separaci, izolaci a identifikaci majoritnich i minoritnich obsahovych latek.

Vétsina latek byla ziskana také v mnozstvi dostate€ném pro testovani biologické aktivity.
Material a metodika

Rostlinny materiél a extrakce:

Jako rostlinny material byly pouzity listy a tenké listonosné vétve Eucalyptus globulus ziskané
v Centru 1é¢ivych rostlin Masarykovy univerzity. Tento rostlinny materidl o hmotnosti 2406 g byl
extrahovan 96% ethanolem (3 x 24 hod). Extrakt o hmotnosti 567,259 g byl délen v soustavé
vzajemné nemisitelnych kapalin a ze ¢étyf ziskanych podilia byl pro dal$i praci pouzit podil

chloroformovy (82,919 g) a ethylacetatovy (50,113 g).

Chromatograficka separace:

Sloupcovéa chromatografie

Chloroformovy podil byl délen na koloné délky 85 cm a praméru 2 cm. Jako stacionarni faze byl
zvolen silikagel, mobilni fazi byla smés chloroform:benzen:methanol v poméru 8:1:1 (v/v/v). Byly

jimény frakce o objemu 120 ml, které byly nasledné dle vysledki TLC a HPLC spojeny do
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vyslednych 27 frakci. Z téchto frakci byly pro dalSi separaci zvoleny frakce EGCHII/3, EGCHII/4,
EGCHII/5-6, EGCHII/12. Tyto frakce byly nasledné déleny sloupcovou chromatografii pfi pouziti

mobilnich fazi benzen, ethylacetéat, hexan, aceton v rizném sloZzeni a poméru.

Ethylacetatovy podil byl rozpustén v methanolu a separovén s vyuZzitim molekuloveho sita
Sephadex LH-20 o hmotnosti 250 g. Sloupec o délce 40 cm a pruméru 6 cm byl promyvan
methanolem a byly jimany frakce o objemu 100 ml. Eluat byl analyzovan pomoci TLC s UV a
chemickou detekci a spojen do vyslednych 11 frakci. Latky pfitomné ve vybranych frakcich se dale
separovaly na Sephadexu LH-20, resp. silikagelu. Pro dalSi separaci byly vybrany frakce C (1,8 g) a
K (1,2 g). Jako eluéni smési byly zvoleny kombinace benzenu, acetonu, ethylacetatu a methanolu

v raznych pomérech dle polarity a pohyblivosti délenych latek. Jimané objemy eulatu byly 10 ml
(frakce C), resp. 5 ml (frakce K). Pro dal$i analyzu byly zvoleny frakce C3 a K3.

Semipreparativni a analytické HPLC

Ziskane subfrakce byly déleny, pfipadné pieCistovany pro ucely identifikace pomoci
semipreparativni HPLC. K separaci byly pouzity pfistroje YL 9100 HPLC Systém (Young Lin) se
sbéradem frakci FOXY R2 (Teledyne Isco) a semipreparativni kolona Ascentis™ RP-Amide 25 cm
x 10 mm, velikost zrn 5um (Sigma-Aldrich) a ptistroj Dionex UltiMate 3000 s toutéz kolonou. Jako
mobilni faze byl pouzit gradient redestilovaného acetonitrilu a 0,2 % kyseliny mravenci s rostoucim
zastoupenim acetonitrilu pfi prittoku Sml/min a nasttiku 20 pl. Cistota latek byla ovéfovana pomoci
analytické HPLC (Agilent 1100 Series, DAD UV-VIS detektor, kolony SUPELCOSIL ABZ+PLUS
15 cm x 4,6 mm, velikost ¢astic 3 um a Ascentis RP-Amide 15 cm x 2,1 mm, velikost Céstic

2,7um),

Identifika¢ni metody:

Identifikace probihala za soufasného vyuziti ¢ty spektralnich metod, zahrnujicich UV-VIS
(Lambda25, PerkinElmer Instruments), IC (Nicolet Impact 400 D FT-IR), MS (ESI-TOF, Mariner,
PE Biosystems; Agilent HP 1100 LC/MSD Trap VL Series) a NMR (*H-NMR, 2D HSQC, 2D
HMBC, 2D COSY, 2D NOESY, 2D TOCSY; Bruker Advance 400 Ultrashield, Bruker ).

Vysledky

Separaci chloroformového a ethylacetatového podilu pomoci opakované sloupcové chromatografie
a semipreparativni HPLC bylo ziskano celkem 12 latek, jejichz Cistota ptesahovala 95 % a mohly
tak byt podrobeny identifikaci. Latky z chloroformového podilu byly identifikovany v ramci
zahranié¢ni studijni stdZe na Universita degli Studi di Padova. Pomoci UV-VIS, IC, MS a NMR byly
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tyto latky identifikovany jako grandinol (EGCHII/5-6/9-11/13-17/9-10/A, EGCHII/5-6/9-11/13-
17/11-14/A), 8-desmethyleucalyptin  (EGCHII/5-6/9-11/13-17/5-6/A, EGCHII/5-6/12/17-19,
EGCHII/3/12), identifikovana byla také jedna latka nova (EGCHII/3/14-16/13-16). Frakce
EGCHII/5-6/9-11/19-20, EGCHII/5-6/12/25-27, EGCHII/4/11/C a EGCHII/12/11-12/17 nebyly
doposud identifikovany, ale pravdépodobné se bude jednat o latky typu euglobalti a makrokarpalt,
tedy aduktl acylfloroglucinolu s terpeny (EGCHI1/5-6/9-11/19-20), terpeny (EGCHII1/5-6/12/25-27,
EGCHII/4/11/C) ¢i flavonoidy (EGCHII/12/11-12/17). Frakce ziskané z podilu ethylacetatového
byly identifikovany na zakladé porovnani se znamymi standardy a dle MS spektrometrie. Dvé
majoritni latky z frakce K3 byly identifikovany jako kyselina gallova a methylester kyseliny
gallove, latky z frakce C lze definovat jako glykosidni slouceniny s aglykony od chrysinu a

kvercetinu.
Z.avér

Z vybranych frakci chloroformového a ethylacetatového podilu ethanolického extraktu listi E.
globulus se podatilo izolovat celkem 12 latek rizného biosyntetického ptivodu. Doposud bylo
identifikovano 5 latek, z nichZz jedna nebyla doposud popsana Vv literatufe (viz. obrazek ¢.1). U

vybranych izolath probiha v soucasné dob¢ stanoveni antiflogistické a antibakteridlni aktivity.

CHO
HO HO
\ CH,
O/
CH,
OHC
CH,
OH CH,
H.c” CH

3

Obrazek ¢.1: Nova latka izolovana z E. globulus

Prace byla financovana v rdmci projektu IGA 57/2014/FAF.
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Uvod

Schizofrenie je zavazné neuropsychiatrické onemocnéni projevujici se nejcastéji
symptomaticky jiz vmladém véku, a jejiz farmakoterapie je stale neuspokojiva. V terapii
schizofrenie jsou v souasnosti vyuZivana zejména antipsychotika 2. generace, tzv. atypicka
antipsychotika (AAP), kterd postradaji zavazné extrapyramidové nezadouci u¢inky 1. generace.
Piesto je 1é¢ba témito antipsychotiky i pies vyborny bezpec¢nostni profil oproti starSim generacim
spojena s fadou nezadoucich, pfedev§im metabolickych G¢inku. ZvySené riziko vzniku obezity,
dyslipidémie, hypertenze a diabetes mellitus Il. typu vedouci v koneéném dusledku az k rozvoji
metabolického syndromu patii k nejc¢astéjsim komplikacim dlouhodobé terapie AAP. Metabolicka
dysbalance je nejcastéji pozorovana v souvislosti s terapii multireceptorovymi AAP ze skupiny
MARTA, napi. s olanzapinem, které vykazuji vysokou afinitu k fadé receptorti ovliviiujicich
energeticky metabolismus. Mechanismus vzniku metabolické dysregulace v souvislosti s terapii
AAP je v8ak nadale nejasny. Pochopeni vzajemného vztahu mezi antipsychotickou terapii a jeji
schopnosti navodit celkovy metabolicky rozvrat by mohlo pfispét K vyvoji novych antipsychotik
s niz8im potencidlem k negativnimu ovlivnéni metabolismu.

Cilem této prace bylo hodnoceni vlivu podavaného atypického antipsychotika olanzapinu na
metabolické zmény u experimentalniho zvifeciho modelu schizofrenie. Sledovan byl efekt
hypertu¢né diety na nartst hmotnosti, pfijem potravy a vliv na serové koncentrace zakladnich
klinicko-biochemickych ukazateli lipidového metabolismu a relevantnich adipokint, hormond a
prozanétlivych cytokinii vyznamné se podilejicich na metabolickych regulacich a energetické

homeostéaze.
Metodika

Experiment byl proveden na 70-ti laboratornich mySich kmene CD-1 sami¢iho pohlavi o
hmotnosti 31,6 + 2,67 g. Zvitata byla ziskana z komer¢niho chovu z LF MU, kde bylo 30 z nich
prenataln¢ vystaveno pusobeni imunostimulaéni latky poly I:C (i.v. aplikace matky davkou 5
mg/kg). Tato latka byla pouzita za ucelem experimentalniho navozeni modelu schizofrenic u
exponovanych zvitat. Pokus probihal v laboratofi spliiujici zasady Spravné laboratorni praxe a byl

schvélen a kontrolovan odbornou komisi VFU Brno, v souladu se zakonem &.246/1992 Sh., na
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ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdé¢jSich piedpisi, a s vyhlaskou ¢.419/2012 Sb., o ochran¢
pokusnych zvifat. Po tydenni aklimatizaci byla zvifata rozdélena metodou nahodného vybéru do 7

experimentalnich skupin:

Skupina N-kontrola: kontrolni skupina, bez medikace, normalni strava (n=10)
Skupina N-kontrola-T: kontrolni skupina, bez medikace, tu¢na strava (n=10)
Skupina N-olanzapin: kontrolni skupina, olanzapin, normalni strava (n=10)
Skupina N-olanzapin-T: kontrolni skupina, olanzapin, tu¢na strava (n=10)
Skupina SH-kontrola: model schizofrenie, bez medikace, normalni strava (n=10)
Skupina SH-olanzapin: model schizofrenie, olanzapin, normalni strava (n=10)

Skupina SH-olanzapin-T: model schizofrenie, olanzapin, tu¢na strava (n=10)

Lécenym skupindm byl i.p. aplikovan olanzapin v davce 4 mg/kg/den a soucasné i p.o.
v davce 4 mg/kg/den (ve vodé€). Zvitata byla chovana v akreditovaném zvifetniku, byla krmena
standardni (normalni) krmnou smési a vybrané skupiny byly krmeny specialni (tu¢nou) krmnou
smési s vys$§im obsahem cholesterolu a sacharézy (dodavatel Biokron s.r.o.) za uc¢elem navozeni
metabolické dysbalance. Voda i strava byla podavana ad libitum. Zvitata byla jednou tydné vazena
za ucelem zhodnoceni hmotnostniho piirtstku a rovnéz bylo vaZzeno mnozstvi spotiebovaného
krmiva. Experiment byl ukoncen po 9 tydnech, zvifata byla usmrcena po 12-ti hodinovém la¢néni
dekapitaci s naslednym odbérem krve (exsanguinaci ze srdce), kterd byla poté upravena pro
biochemické vysSetieni centrifugaci (10 min pii 3500 otackach) za konstantni laboratorni teploty.
Ziskané krevni sérum bylo odpipetovano, zamrazeno a nasledné¢ pouzito k biochemickému
vySetteni.

Biochemické parametry lipidového metabolismu (celkovy cholesterol, HDL-cholesterol,
LDL-cholesterol, triglyceridy, glukéza) byly stanoveny spektrofotometricky na automatizovaném
biochemickém analyzatoru Dimension Xpad Plus za pouziti setd firmy Siemens, relevantni
adipokiny (adiponektin, leptin, rezistin) byly stanoveny na Bio-Plex® readeru za pouziti sett firmy
Bio-Rad. Pro porovnani rozdili biochemickych parametrii byl pouzit F-test a neparovy Studenttv t-

test. Data jsou uvadéna jako priméry = SD (smérodatné odchylka).
Vysledky

V pribéhu chronické aplikace olanzapinu v ddvce 4 mg/kg/den i.p. a soucasné i p.0. po dobu
9 tydni nedoslo ke statisticky vyznamnému narGstu hmotnosti, ani ke zvySené spotiebé krmiva.
Vysledky zmén zékladnich klinicko-biochemickych ukazateld lipidového metabolismu a

relevantnich adipokint jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.
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Tabulka ¢. 1: Hladina zékladnich klinicko-biochemickych parametri metabolického syndromu

N-kontrola N-kontrola-T N-olanzapin N-olanzapin-T SH-kontrola SH-olanzapin SH-olanzapin-T

Celkovy cholesterol (mmol/l) 1,91+043 3,58+ 0,53 *** 2,72 £ 0,57 *** 3,54 +£0,52 *** 2,44 +0,56 * 2,35+0,67 3,56 + 0,67 ***
HDL-cholesterol (mmol/l) 2,17+0,31 3,60 + 0,33 *** 2,88 0,53 *** 3,48 +0,36 *** 2,63+0,62* 2,53+0,70 3,56 + 0,46 ***
LDL-cholesterol (mmol/I) 0,21 + 0,05 1,39 £ 0,51 *** 0,27 £ 0,05 ** 1,19 £ 0,20 *** 0,17 £ 0,07 0,24 £ 0,06 1,11+ 0,09 **
Triglyceridy (mmol/I) 1,60 £0,41 1,16 £ 0,28 * 1,48 + 0,55 1,03 £ 0,30 *** 2,23+0,96* 1,51+0,35 0,78 £ 0,24 ***

Adiponektin (ng/ml)
Leptin (pg/ml)

Rezistin (pg/ml)

2014,89 + 460,83
2304 + 2165
93466 + 24888

3189,53 + 2402,66
3782 + 2939
88743 + 18571

2791,64 + 2462,53
1724 + 999

141865 + 44831 **

2506,85 + 2324,88
1984 + 1252
134206 + 24520 ***

1145,32 + 552,12 **
2192 + 1317
164799 + 67559 **

2354,14 + 1428,59
2762 + 1899
183836 + 88120 **

2207,15 + 1628,74
3765 + 2700
177479 + 40523 ***

Data jsou uvadéna jako priiméry ziskanych hodnot = SD; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001; Lécené skupiny jsou
porovnavany se skupinou kontrolni

Zavér

Predkladana studie potvrzuje naruSeni lipidového metabolismu a dyslipidémii
indukovanou chronickou aplikaci olanzapinu u experimentalniho modelu, a to 1 bez soucasného
vzestupu hmotnosti a bez zvyseni spotieby krmiva.

Aplikace olanzapinu vedla Kk signifikantnimu zvySeni plazmatické koncentrace celkového
cholesterolu, HDL-cholesterolu a LDL-cholesterolu v porovnéni s kontrolni skupinou bez
medikace. Podobny trend v porovnani s kontrolni skupinou bez medikace byl taktéz pozorovan u
experimentalniho zvifeciho modelu schizofrenie (POLY - IC, SH-kontrola), u néhoz doslo navic i
k rozvoji mirné hypertriglyceridémie. Chronicka aplikace olanzapinu u skupiny schizofrenni (SH-
olanzapin) neprokazala zadné signifikantni zmény lipidového spektra, v porovnani se schizofrenni
skupinou bez medikace.

Byly prokézany alterace endokrinni funkce tukové tkané na Urovni sekrece relevantnich
adipokinti — adiponektinu a rezistinu - které se mohou podilet v etiopatogenezi metabolického
syndromu a zvySeného rizika kardiometabolickych komplikaci asociovanych s terapii atypickymi
antipsychotiky. Plazmaticka koncentrace adiponektinu byla signifikantn¢ snizena u schizofrenni
skupiny bez medikace v porovnani se skupinou kontrolni. Zaroven bylo zjisténo v experimentalnim
modelu schizofrenie zvySeni plazmatické koncentrace adiponektinu u skupiny medikované v
porovnani se skupinou schizofrenni kontrolni. Aplikace olanzapinu u vSech experimentalnich
skupin vedla k signifikantnimu zvySeni plazmaticka koncentrace rezistinu v porovnani se skupinou
kontrolni. Experimentalni model schizofrenie bez medikace také vykazoval statisticky zvySenou
hladinu rezistinu vii¢i kontrolni skupiné. Pfi vzdjemném porovnani vSech experimentalnich skupin
v modelu schizofrenie nebyla zjisténa statisticky vyznamna zména v plazmatické koncentraci
rezistinu. Plazmaticka koncentrace leptinu nevykazovala statisticky vyznamné zmény mezi
experimentalnimi skupinami.

Vysledky tohoto experimentu potvrzuji negativni efekt dlouhodobé 1é¢by olanzapinem, jenz
navenek nemusi vést k vyraznému piirustku hmotnosti, a pfesto mize akcelerovat pozd&jsi rozvoj
metabolického syndromu. Tento trend je navic vyznamné zhorSen u schizofrenniho modelu. Ptesto
zlstavaji otdzky tykajici se objasnéni mechanismu vzniku nezddoucich metabolickych uc¢inkl a
jejich naslednych komplikaci po podani APP nadéle predmétem intenzivniho vyzkumu fady
soucasnych studii.

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 48/2014/FAF.
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Antiuredzova aktivita Rhus typhina

Petra Hiibovéa®, Eva Zajasova'

Ustav prrodnich lé¢iv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno®

Uvod

Uredzova aktivita piedstavuje zdvazny problém pfi infekci H. pylori a ureolytickymi
bakteriemi zpusobujicimi zanéty mocoveého traktu. Eradikace téchto bakterii antibiotiky je spojena s
castymi neZadoucimi uc¢inky a vznikem rezistence bakterii k antibiotikam. Alternativni inhibitory
ureazy maji za cil eradikovat tyto patogeny a neposSkodit organismus. Cilem prace bylo najit
potenciélni inhibitory uredzy v extraktu z listi Rhus typhina, u kterého se pfi skriningu desitek

rostlin projevila velmi vysoka inhibi¢ni aktivita.

Material a metodika
Rostlinny material

Listy z Rhus typhina byly shirany v ¢ervenci roku 2013 v arboretu MZLU Brno a suSeny na
vzduchu pti laboratorni teploté. Materil identifikoval doc. Zemli¢ka z Ustavu prirodnich lé¢iv FaF
VFU Brno.

Metody extrakce

Z drcenych lista byly pripraveny dva typy extraktu. Material byl opakované extrahovan v 60%
methanolem za podpory ultrazvuku, rozpoustédlo bylo odpareno na vakuové rotacni odparce a
zbyla voda byla odstranéna lyofilizaci. Pro separaci s pouZitim Sephadexu jako stacionarni faze byl
piipraven acetonovy extrakt, kdy byl rostlinny material opakované extrahovan v 60% acetonu za
podpory ultrazvuku, rozpoustédlo bylo odpaieno na vakuové rotacni odparce a zbyla voda byla

odstranéna lyofilizaci.

Sloupcovéa chromatografie a preparativni HPLC

Extrakt rozpustny v mobilni fazi nebo v methanolu byl aplikovan na kolonu obsahujici adsorbent

silikagel nebo Sephadex LH-20 jako stacionarni fazi. Jako mobilni faze byla pouZita sm¢s
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vhodnych rozpoustédel v ptipad¢ silikagelu a methanol v ptipadé Sephadexu. Frakce byly jimany
do banék a zahustény na vakuové rotacni odparce. Suché frakce byly uchovany pti 4 °C pro dalSi

pouZiti.

Pro preparativni HPLC byl pouzit systtm Young Lin (Korea) s autosamplerem, kvaternarni
pumpou, DAD detektorem a sbéra¢em frakci. Priatok mobilni faze byl 5 ml/min, kolona RP-Amid
30 cm, teplota kolony 40 °C. Mobilni faze byla sloZzena ze smési acetonitrilu (ACN) a 0,2%
kyseliny mraven¢i (HCOOH) s pouZitim gradientové eluce. Detekce probihala pti vinovych délkéch
254 a 280 nm.

Testovani antiureazove aktivity

K testovani antiuredzové aktivity byla vyuZita indofenolovd metoda upravena pro Multiplate reader
(Synergy HT BIOTEK, USA). Reakéni smés obsahovala 60 ul roztoku uredzy a 60 ul roztoku
inhibitoru. Po 3 minutové inkubaci pii 27°C bylo ptidano 60 ul roztoku urey a inkubovano po dobu
7 minut pii 27°C. Déle se do reakce piidalo 60 ul roztoku A (1% fenol + 0,005% nitroprusid sodny)
a 60 pl roztoku B (0,5% hydroxid sodny + 0,1% chlornan sodny). Absorbance byla sledovana pfi
630 nm. Reakce byly provedeny v triplikatu v kone¢ném objemu 300 ul a pro statistické zpracovani

byl pouzit Excel 2010. Procento inhibice bylo vypo¢itano pomoci tohoto vzorce:

U1(%) = 100-(Atest jamka/Actn)*100

Vysledky

Antiuredzova aktivita byla stanovena pro frakce po separaci na silikagelu. Frakce s nejvyssi
aktivitou byla separovéna na dalSi kolon¢ naplnénou silikagelem. Byla zisk&na frakce RT4-7-sub8
obsahujici c¢istou latku s molekulovou hmotnosti 180 D a UV maximy 222 a 272 nm. Tato latka

vykazala velmi slabou antiureazovou aktivitu.

Z kolony s pouzitim Sephadexu byla ziskana frakce RTac/w-3 obsahujici velmi polarni latku a
frakce RTac/w-13 obsahujici dvé polarni latky, z nichz druhou v porfadi se podatilo ziskat jako
¢istou pomoci preparativniho HPLC. Aktivita téchto frakci byla asi 10krat slabSi nez u standardniho

inhibitoru kyseliny acetohydroxamové.
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Frakce RTac/w-40 obsahujici ¢istou latku o0 molekulove hmotnosti 470 D s UV maximy 224 a 278
nm vykazala velmi slibnou inhibi¢ni aktivitu proti uredze. Struktura latek bude objasnéna pomoci

NMR analyzy.

Tabulka 1 Antiuredzova aktivita izolovanych frakci

Seznam literatury

concentration % inhibition £ % SEM
mg/ml RTac/w-3 Rtac/w-13
1.67 96.2+4.7 94.7+2.4
0.83 46.8 £3.5 11.1+1.3
0.42 no inhibition no inhibition
0.21 no inhibition no inhibition
0.10 no inhibition no inhibition
mM RTac/w-40 RT4-7-sub8 (methyl gallate?)
3.0 (2.0) 99.9+2.7 13.9+1.8
2.0(1.5) 99.6+2.6 1.1+1.7
1.0 93.5+1.7 no inhibition
0.5 14.8 +4.8 no inhibition
0.1 no inhibition no inhibition
1 mM acetohydroxamic acid 72.6+3.6

Krajewska B. 2009. Ureases. I. Functional, catalytic and kinetic properties: a review. J Mol Catal B:
Enzym. 59:9-21.

Thomas B, Tolley D. 2008. Concurrent urinary tract infection and stone disease: pathogenesis,
diagnosis and management. Nat Clin Pract Urol. 5:668-675.

Weatherburn M. 1967. Phenol-hypochlorite reaction for determination of ammonia. Anal Chem.
39:971-974.

Tento projekt byl podporen grantem IGA VFU Brno 2014 ¢. 54/2014/FaF.

128



Syntéza amidi kyseliny kynureninové jako biologicky aktivnich latek

Josef Jampilek, Michaela Hruba, Marie Moravcova

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

Uvod

Vzristajici rezistence patogend vuci stavajicim 1é¢ivam, resp. zvysujici se vyskyt infekci
zpusobenych multirezistentnimi kmeny podtrhuje vyznam hledani novych protiinfekénich
a protiinvazivnich chemoterapeutik. Zakladni strategii pfi vyvoji novych antimikrobialnich 1é¢iv
je pfiprava analogu jiz pouzivanych latek, u kterych by na zaklad¢ studia vztahti mezi strukturou
a biologickou aktivitou (SAR) doSlo ke zlepSeni terapeutického indexu, zvySeni aktivity viaci
rezistentnim kmenim ¢i zlepSeni biologické dostupnosti. DalSim feSenim tohoto problému
je syntéza latek s novou strukturou a novym mechanismem téinku [1-5].

Chinolin je mozno pokladat za tzv. privilegovanou strukturu [6]. Derivaty 8-hydroxychinolinu
vykazuji vyznamné antimikrobialni vlastnosti [7-9]. Piedmétem této studie je piiprava série
substituovanych amida kyseliny kynureninové (4-hydroxychinolin-2-karboxamidut), viz Schéma 1,
s pfedpokladanou antimikrobialni aktivitou jako polohovych izomert 8-hydroxychinolint. Derivaty
esterti 4-0x0-1,4-dihydrochinolin-2-karboxylové kyseliny byly v minulosti popsany jako potencialni
prokazaly ucinky na CNS [11]. Nicmén¢ dle vyse uvedenych studii SAR je vtomto projektu
navrhovana néhrada karboxylu amidovou skupinou zcela nova a unikatni. Amidova skupina
simuluje peptidovou vazbu a slouceniny s timto fragmentem se mohou snadno vazat na enzymy
a vyvolavat jejich zmény [12], coz je pro nové potencialni 1é¢ivo nesporna prednost. Jednoduché
amidy jako malé molekuly vykazuji Siroké spektrum biologickych uéinki od protiinfekénich
a antineoplastickych az po herbicidni aktivitu [13,14 a ref. zde].

Material a metodika
VSechny chemikélie byly zakoupeny u spole¢nosti Sigma-Aldrich nebo Merck. TLC bylo
provadéno na hlinikovych deskdch pokrytych silikagelem 40 F254 (Merck). Teploty tani byly
stanoveny pomoci bodotavku Kofler HMK (Franz Kustner Nacht KG). IC spektra byla méfena
na Smart MIRacle™ ATR ZnSe Nicolet™ Impact 410 FT-IR spektrometru (Thermo Electron
Corporation). Vdechna 'H- a *C-NMR spektra byla méfena na Agilent 300 MHz VNMR
spektrometru (299,96 MHz pro 'H a 75,43 MHz pro *C; Agilent Technologies) v DMSO-ds.
Hmotnostni spektra byla méfena pomoci LTQ Orbitrap Hybrid Mass Spectrometer (Thermo

Electron Corporation) s pfimym nastiikem do APCI zdroje (400 °C) v pozitivnim modu.
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Obecny postup syntézy 4-hydroxychinolin-2-karboxanilida (1-8c): Kynureninova kyselina
(5,3 mmol) a odpovidajici anilin (5,3 mmol) byly suspendovany v bezvodém chlorbenzenu (30 ml),
byl ptidan chlorid fosfority (2,65 mmol) a reakéni smés byla zahtivana 20 min v mikrovinném
reaktoru pii 500 W a 130 °C. Nasledné bylo rozpoustédlo odpafeno za sniZzeného tlaku, pevny

zbytek promyt roztokem 2M HCI a surovy produkt rekrystalizovan.

Vysledky
Amidy kyseliny kynureninové byly syntetizovany na zaklad¢ diive popsané metodiky [13,14],
viz Schéma 1, ale konkrétni reakéni podminky musely byt optimalizovany vzhledem
ke specifickym  vlastnostem pouZivané kynureninové kyseliny. Jednotlivé substituenty
na anilinovém kruhu byly voleny dle z&sad Toplissovy modifikace struktury. Struktura a Cistota
syntetizovanych latek byly ovéteny pomoci NMR, IC a HRMS spektroskopie. Po charakterizaci
byly latky pfedany napracovisté, kde Vv soucasnosti probihaji hodnoceni antibakterialni,
antimykobakteridlni a antifungélni aktivity. Doplitkové je u vSech studovanych latek hodnocena
schopnost inhibice fotosyntetického pienosu elektronu (PET) v chloroplastech Spenatu (Spinacia
oleracea L), kterd odrazi inhibici vyvoje kysliku. Ze ziskanych vysledkt budou nasledné vyvozeny

vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou.

Schémal.  Struktura a syntéza 4-hydroxychinolin-2-karboxanilidi 1-8c.

NH
|N\ COOH @ POl chlorbenzen _ |N\ NN '
_ _ MW 7
g H

R =H (1), OCHj (2a C) CH; (3a €) F (4a Cy Cl (5a C) Br (6a Cy CFj(7a C) NO, (8aC)

Zavér
Mikrovinnou syntézou bylo pfipraveno celkem 22 novych 4-hydroxychinolin-2-

karboxanilidi, které byly strukturné charakterizovany a pfedany na biologické hodnoceni.

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 37/2014/FAF.
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Syntéza potencialnich 1é¢iv s vlivem na CNS s fragmentem
omega-laktamu a in-vitro hodnoceni
Jakub Kana, Irena Macku, Oldfich Farsa
Ustav chemickych léciv, Faf, VFU Brno, Palackého 1/3, 612 42, Brno

Uvod
Peptidové neuromediatory v CNS, které se podili na tvorbé a pfenosu vzruchti, $§tépi mimo
jiné i aminopeptidasa-N, a domnivame se, Ze jednim z moZnych mechanismt fungovani kognitiv je
inhibice aminopeptidas vcetn¢ aminopeptdidasy-N, ¢imz se docili vysSich hladin neuropeptidu.
Aminopeptidasu je moZné inhibovat i nékterymi aminokyselinami, napf. prolinem, jemuZ jsou
omega-laktamy strukturné podobné a lze tedy ocekévat, Zze obménami tohoto skeletu se podaii

ziskat u¢inny inhibitor Aminopeptidasy-Nl.

Material a metodika

Nitrofenolaty sodné byly alkylovany 3-chlropropan-1,2-diolem. Po rozpusténi sodiku v
propanolu byl pifidan piislusny nitrofenol a chlorpropandiol, smés byla udrzovana ve varu pod
zpétnym chladicem a argonovou atmosférou. Vysledny produkt byl ptekrystalizovan z toluenu.
Hyrogenace byla provedena v methanolu s pfidavkam palladia na aktivnim uhli, vodik byl dodan ze
zasobni lahve s pfidavnym ventilem, kde tlak byl zajistén vhodnym polohovanim vodniho sloupce.
Pro vytvoreni hydrochloridu byl pouzit nadbytek methanolického chlorovodiku. Nové slouceniny
byly testovany in-vitro. Byly pfipraveny vzorky obsahujici aminopeptidasu-N, mikrosomalni enzym
z praseCich ledvin (Sigma-Aldrich), 4mM L-leucyl-p-nitroanilid jako substrat a ménici se
koncentrace potencidlnich inhibitord, vse v 0,01M TRIS pufru o pH 7,5 o celkovém objemu 300ul.
Smés se nechala inkubovat 45 minut pii teplot¢ 37°C a poté byla pfi 405 nm na UV/Vis
spektrofotometru proméifena absorbance vzorkli. Z namétenych dat byla pomoci MS Excel a GraFit

5 (Erithacus Software) spoc¢tena hodnota ICsq. Pro srovnani ICsy bestatinu je 0,67 mmol/dm?.

+ -
NO, NO2 NH, NH3 CL
\ OH | \—O OH \ \
- = _ - | o OH — | —J0° OH
— < A\ E = \_g
HO HG HO
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Vysledky:

Pii syntéze bylo ptipraveno celkem 9 sloucenin v3echny otestovany in-vitro na potencialni
aktivitu, pfi¢emz u 0-,m-,p-aminofenoxypropan-1,2-diolti ve form¢ rozpustnych hydrochloridi byla
stanovena ICso: 1,4; 1,3 a 1,7 mmol/dm®, sloueniny viak zatim neobsahuji omega-laktamovy
fragment.

Zavér:
Byly piipraveny 3 slouCeniny vykazujici inhibi¢ni aktivitu na aminopeptidasu-N,
pravdépodobné kovalentni vazbou na aktivni misto enzymu, prace poskytla podklady pro moznou

strukturu inhibitortt aminopeptidasy-N odli$né od struktury prolinu.

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 60/2014/FAF.

Seznam literatury:
'BAuvois, B. AND D. DAUZONNE, AMINOPEPTIDASE-N/CD13 (EC 3.4.11.2) INHIBITORS:
CHEMISTRY, BIOLOGICAL EVALUATIONS, AND THERAPEUTIC PROSPECTS. MEDICINAL

RESEARCH REVIEWS, 88-130
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Hodnotenie antiprolifera¢nych uc¢inkov novo substituovanych chinazolinovych derivatov na

Pudskych nadorovych bunkach.
Stanislava Keltosova®, Peter Kollart

Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka

univerzita Brno*

Uvod

Vaznym problémom v ramci terapie onkologickych ochoreni je neadekvétna terapeuticka
odpoved’, ktora je spdsobend rezistenciou organizmu na pouzivané chemoterapeutikd. Prave to je
dévodom neustalej snahy vyhl'adavat’ nové protinadorové a¢inné lieciva.

Na Ustave chemickych lie¢iv Farmaceutickej fakulty VFU v Brne bola syntetizovana nova skupina
4-aminoaryl-2-styrylchinazolinov. Chinazoliny sa vyznacuju Sirokym spektrom biologickych
u¢inkov — antibakteridlnymi, antimalarickymi, antiflogistickymi, ai. (1, 2, 3). Mnoho lieéiv z tejto
skupiny sa pouZziva v ramci protinadorovej terapie ako inhibitory tyrozinkindz (TKI) — napr.
gefitinib, lapatinib, niektoré s inhibitory dihydrofolat reduktazy (DHFRI), niektoré interaguju
s tubulinom, iné ovplyviuju bunkovy cyklus alebo pdsobia ako induktory apoptézy (4). Cielom
prace bolo zistit' in vitro antiprolifera¢nt/cytotoxickd aktivitu troch novych 4-aminoaryl-2-
styrylchinazolinov (JF-derivatov) na THP-1 bunkovu liniu, analyzovat’ bunkovy cyklus prietokovou

cytometriou a zistit’ spdsob bunkovej smrti indukovanej danymi latkami.

Material a metodika

K realizacii projektu bola pouzita THP-1 linia T'udskych monocytarnych leukemickych buniek.
Testovanymi latkami boli 4-aminoaryl-2-styrylchinazolinové derivaty (JF-131, JF-132, JF-134).
Ako rozpustadlo bolo pouzité DMSO (dimethylsulfoxid), ktorého vyslednd koncentracia pri
aplikécii latok k bunkdm nikdy nepresiahla 0,5 %.

Antiprolifera¢ny ucinok bol zistovany WST-1 analyzou a priamym pocitanim bunieck. Na WST-1
analyzu boli pouzité komer¢ne dostupné kity presne podla pokynov vyrobcu (Roche Applied
Science, Nemecko). Metdda priameho pocitania bola vyuzita aj na hodnotenie viability buniek —

stanovenie cytotoxicity testovanych latok. Pocitanie buniek (v hemocytometri) nasledovalo po
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farbeni erythrosinom B - viabilné bunky (ostavaju nezafarbené) a usmrtené bunky (Cerveno

sfarbene).

Na hodnotenie vplyvu latok na bunkovy cyklus a uréenie typu bunkovej smrti indukovanej latkami
bol pouzity prietokovy cytometer Cell Lab Quanta (Beckman Coulter, USA). Pre kone¢nti analyzu
dat z prietokového cytometru boli pouzité software MultiCycle AV (Phoenix Flow Systems, USA)
a Kaluza Analysis Software (Beckman Coulter, USA). Na analyzu typu bunkovej smrti

prietokovym cytometrom bol pouzity Annexin V Kit.

Vysledky st priemerné hodnoty troch nezévislych experimentov a ziskané data boli podrobene
Statistickej analyze (neparametricky one-way ANOVA test v kombin&cii s Dunnettovym testom).

Vysledky

Z troch derivatov (JF-131, JF-132, JF-134), testovanych v koncentraénom rozsahu 0,5 — 30 pmol/I,
vykazal antiproliferaéna aktivitu iba JF-131. Hodnoty ICsq boli v rozsahu od 9,8 do 12,5 pmol/l
v roznych ¢asoch posobenia latky (24, 48 a72h). Vysledky su zhrnuté vtab. 1. V rozmedzi
efektivnych koncentrécii vykazoval derivat JF-131 cytotoxické ucinky, ktoré sa prejavili poklesom

viability buniek. Efekt bol ¢asovo a koncentracne zavisly.

Tab. 1: Hodnoty ICsq JF-derivatov ur¢ené WST-1 analyzou a priamym pocitanim.

24 hod 48 hod 72 hod
ICs0 (umol/I)
WST-1 11,4+0,3 11,3+0,3 11,1+£0,2
Hemocytometer 12,5+0,8 11,1+£0,3 9,8+0,7

Uvedené I1Csq st priemery +SD z troch nezavislych experimentov.

Vysledok analyzy bunkového cyklu (BC) ukazuje, Ze derivat JF-131 ovplyvnuje distribiciu buniek
v jednotlivych fazach BC a zaroven sa od urCitych koncentracii javi ako potencialny induktor

apoptozy, ¢o bolo dokazané aj farbenim s vyuZitim kitu Annexin V.
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Tab. 2: Vplyv derivatu JF-131 na profil bunkového cyklu THP-1 buniek po 24 hodinach.

Kontrola | 8 pmol/l 10 pmol/l | 12 pmol/l | 15 pmol/l PC
Go/Gy 46 51 56 51 43
S 31 25 21 19 14
G2/IM 23 24 23 30 43
sub-G; 2 1,5 6 12 20 38

PC = pozitivna kontrola (cis-Pt v koncentrécii 10 pg/ml)

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 44/2014/FAF.
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Uvod

Crohnova choroba (CD) pfedstavuje chronické zéanétlivé onemocnéni, jehoz prevalence
vykazuje v poslednich desetiletich vysoky narist a to piedev§im v ekonomicky vyspélych zemich.
Perspektivnim farmakologickym pfistupem vterapii CD je biologicka 1é¢ba vyuzivajici
monoklondlni protilatky. Jako prvni z této skupiny byl pro terapii CD registrovan infliximab. Jeho
ucinnost byla v dlouhodobych studiich potvrzena u 70 % pacientd, u ostatnich pacientl vSak
nedochazi k navozeni remise onemocnéni'. Z tohoto ditvodu jsou hledany diagnostické postupy
umoznujici identifikovat pacienta, u kterého je vysokd, ¢i naopak nizka pravdépodobnost
terapeutické Géinnosti®®. Zda se, Ze urcity predikéni potencidl by mohla mit detekce genovych
polymorfismi ovliviiujicich expresi a aktivitu proteint G¢astnicich se procesu signalizace TNF-alfa

a ovliviuyjicich tak vlastni G€¢inek infliximabu.

Biologicka aktivita TNF-alfa je zprostfedkovana jeho interakci s TNF-receptory (TNFR).
Existuji dvé zakladni rodiny téchto receptorti (A, B), jejichZ aktivace vede k rozdilnym biologickym
u¢inktim. Interakce TNF-alfa s receptorem TNFRA vede k expresi dalSich pro-zanétlivych cytokind,
zatimco aktivace receptoru TNFRB vede k indukci apoptozy a celkovému utlumu zanétlivé reakce.
Souvislost mezi mechanismem tu¢inku infliximabu a signalni drahou zprostfedkovanou TNF-alfa
spociva prave v inhibici exprese téchto pro-zanétlivych cytokint a zaroven v indukci apoptozy via
TNFRB*. Tato price se zam&fuje na polymorfismy v oblasti kodujici exon 3 a 4 TNFRI1B,
které mohou ovlivnit nativni konformaci proteinové domény, narusit proces interakce
s receptorovym ligandem a ovlivnit tak schopnost indukce apoptdzy. Pfitomnost polymorfismu
Vv téchto exonovych oblastech pak vede k translaci odlisné aminokyselinové sekvence, dochazi
k naruSeni vzajemnych interakci s TNF-alfa a zaroven se posiluje, ¢i oslabuje schopnost infliximabu

indukovat apoptozu®.

Material a metodika
V této studii bylo genotypizovano 109 pacienti s diagnézou CD, u kterych byl indikovan

infliximab. Vsichni jedinci vstupujici do studie vyslovili svlij souhlas s genotypizaci podpisem
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Informovaneého souhlasu. Studie byla schvalena etickou komisi (FN Ostrava, ¢.j. 289/2013).
Efektivita terapie byla hodnocena po deseti tydnech podavéani infliximabu. Na zaklad¢ klinickych
kriterii (zména CDAI, endoskopické vySetieni) byli pacienti rozdéleni na skupinu primarnich
responderd (n=93) a skupinu primarnich non-respondera (n=16). Mezi pacienty- respondery,
byli dale rozliSovani pacienti s klinickou i morfologickou odpovédi (n=47) a pacienti s klinickou
odpovédi, u kterych v8ak nedoSlo k morfologickému zhojeni 1ézi (n=46). Pro detekci genovych
polymorfismi jsme pouzili metodu PCR doplnénou o sekvenovani. Navrhli jsme sekvence primert
a po nasledné optimalizaci jsme vytvofili PCR metodiku pro amplifikaci genomové DNA v oblasti
3. a 4. exonu genu TNFRSF1B. V rdmci genové sekvence byly vybrany 3 oblasti, ktere kdduji
primarni strukturu proteinu v oblastech vyznamnych pro vazbu ligandu ¢i aminokyseliny
vyznamnym zpusobem ovliviiujici sekundarni a terciarni strukturu. Celkem jsme navrhli 3 PCR
reakce, zahrnujici 3 rtzné oblasti a uréili sekvence Casti genu o velikosti cca 1200bp. Produkt
amplifikace byl verifikovan gelovou elektroforézou a po precisténi byl podstoupen sekvenovani. Za
pouZiti této metody jsme byli schopni detekovat alelovou variantu u 50 znamych SNP.
Vysledky byly statisticky hodnoceny Fisherovym testem a vypoétem Odds ratio. Hodnoty P<0,05
byly povaZzovany za statisticky vyznamne.
Vysledky

Z celkového pocétu 109 subjekti hodnoceni bylo u 93 jedinci (85 %) dosazeno
terapeutického efektu. Mezi skupinami responderid a non-responderti nebyla nalezena signifikantni
souvislost mezi sledovanymi klinickymi parametry onemocnéni a efektivitou terapie infliximabem
ani mezi témito parametry a vyskytem sledovanych variantnich alel. Celkem jsme sledovali genotyp
u 50 znamych SNP. Ve vétsing ptipadt se jednalo o vyskyt pouze standardni alely. Ve sledovaném
vzorku populace byl popsan vyskyt (frekvence) variantnich alel polymorfismi rs1768642 (43,1 %),
rs1061622 (43,1 %), rs5746026 (2,8 %), rs5746016 (10,1 %), rs472093 (35,8 %), rs498906 (44 %),
rs653667 (67 %) a rs150721544 (1,8 %). Prokazali jsme, Ze variantni alely rs1768642 a rs1061622
se vyskytuji vzdy ve vazbé€. Analyza soubori subjektii hodnoceni na zakladé terapeutické efektivity
terapie ukazala, ze u pacientd-nositeli variantni alely rs1768642 a rs1061622 castéji dochazi
k selhani terapie (P=0,0486). Taktéz nositelé variantni alely rs498906 jsou signifikantn¢ cCastéji
rezistentni k infliximabu (P=0,0486).

Diskuze a zavér

Frekvence vyskytu variantnich alel odpovidaji frekvencim jejich vyskytu u kavkazske
populace. Variantni alely TNFRSF1B rs1768642 a rs1061622 se vyskytovaly ve sledovaném
souboru ve vazbé s frekvenci 43,1 %. U nositelt téchto alel dochazi také Castéji k selhani terapie

(P=0,0486). Zminované polymorfismy lezi v oblasti 3. exonu v tésné blizkosti sekvence kodujici
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misto Stépeni TACE, enzymem, ktery zajiStuje odStépeni extracelularni domény receptoru a tim
funkce jeho solubilni formy (napf. pro-apopticky efekt). Je mozno piedpokladat, Ze nukleotidova
zaména v této oblasti, vedouci ke zmén¢ primarni struktury aminokyselinového fetézce také ovlivni
jeho sekundarni a terciarni strukturu a tim omezi piistup TACE ke $t€pnému mistu. Takto by bylo
mozno vysvétlit snizenou schopnost pro-apoptické indukce u zanétlivych bunék a tim i snizenou
uéinnost infliximabu u nositeld variantniho genotypu. Variantni alela rs498906 byla taktéZ v naSem
souboru popsana castéji u pacientli nereagujicich na terapii (P=0,0486). V tomto piipade je
polymorfismus pfitomen v intronové oblasti t€sné sousedici s exonem 4. Nelze tedy piedpokladat
piimy vliv na strukturu proteinu receptoru. Polymorfismy v oblasti spojeni intron/exon vSak casto
ovliviiuji nativni protein (kvalitativné ¢i kvantitativn€) pozménénym splicingem v ramci procesu
transkripce a translace. Vyskyt ostatnich polymorfismi, u kterych byla nalezena v testovaném
souboru variantni forma genu, byl velmi nizky, coz neumoznovalo statistickou analyzu.

Prokazali jsme tedy, Ze vyskyt 3 riznych polymorfismi v genu pro TNFR1B souvisi s efektivitou
terapie infliximabem. Pro jednozna¢né vymezeni moznych genetickych markertt G¢innosti terapie

infliximabem je bezesporu potieba dalsich studii na velkém poctu pacientt.

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 42/2014/FAF.
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Tvorba biorelevantni disolu¢ni metody pro kontrolu kvality tablet s obsahem warfarinu
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Uvod
Byla navrzena rozliSujici a biorelevantni disoluéni metoda pro hodnoceni 1ékli s okamzitym
uvolnovanim lé¢ivé latky ve formé soli slabych kyselin, které z hlediska jejich Spatné rozpustnosti
obvykle nelze testovat v kyselém zalude¢nim prostiedi. Jedna se o bifazickou metodu, skladajici se
ze spodni vrstvy, simulujici kyselé zalude¢ni prostiedi, a vrchni oktanolové vrstvy, simuluji
membranové lipidy. Na tabletdch s rozdilnou koncentraci modelového 1é¢iva klatratu sodné soli
warfarinu (1 mg a 10 mg) s odlisnou distribuci velikosti ¢astic, se za pouziti faktoru podobnosti f;, a
rozdilnosti f1, podafilo prokazat statisticky vyznamny vliv téchto parametrii na disoluéni profil. Tim
se potvrdil i rozliSujici charakter metody. Popsana bifazicka disolu¢ni metoda je vyuzitelna pti
vyvoji Iékové formy véetné odhadu IVIVC (In vivo — In vitro Correlation), pti klinickém hodnoceni

Sarzi a pii rutinnim hodnoceni v ramci QC (Quality Control).

Material a metodika
Ptiprava tablet
Za ucelem vyvoje biorelevantni disolu¢ni metody byly ze spoleéné smési pfipraveny metodou
piimého lisovani tablety s obsahem API 1 mg a 10 mg. Od kazdé¢ sily tablet byly pfipraveny dvé
Sarze, které se liSily rozdilnou distribuci velikosti ¢astic API, a to Sarze s obsahem API 1 mg nebo
10 mg a uzkou distribuci ¢astic (Sarze WI1A a W10A) nebo Sirokou distribuci velikosti ¢astic (Sarze
WIB a W10B). Slozeni tabletovych smési a postup pfipravy vychazi z patentu VFU Brno [1], a
literarnich zdroju [2].
Slozeni tabletovych smési v procentech bylo: 70 % hydrogenfosforecnanu vapenatého (Di-cafos;
Budenheim KG), 25 % mikrokrystalické celulosy (Avicel PH 101; FMC BioPolymer), 2 % sodné
soli kroskarmelosy (Ac-Di-Sol; FMC BioPolymer), 1 % stearanu hote¢natého (Peter Greven) a 2 %
warfarinu sodné soli klatratu (Dgp=10,3 pm nebo Dgp=234,3 um). Jednotlivé latky byly piesitovany
sitem o velikosti oka 250 mikronti a miseny 10 minut bez stearanu hotecnatého, ktery bylo piidan
nasledné a miseni pokra¢ovalo dal§ich 5 minut. Miseni probihalo v homogeniza¢nim zatfizeni
Turbula (T2C, Switzerland) rychlosti 40 ot./min. Hmotnost jedné SarZe byla 500,0 g.
Tablety s obsahem 1 mg mély hmotnost 54,2 mg, byly ploché o priiméru 5 mm, tvrdost byla okolo
100 N. Tablety s obsahem 10 mg mély hmotnost 542,0 mg, byly ploché o priméru 10 mm, tvrdost
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byla okolo 100 N. VSechny SarZze byly vyrobeny s vyuzitim ekcentrického lisu EKO (Korsch EKO,

Germany).

Podminky zkousky disoluce

Disoluce probihaly na zafizeni SOTAX (AT 7 Donau Lab, Switzerland). Bifazicka disoluce byla
provedena s pouzitim 900 ml 0,1 M HCI a 70,0 g 1-oktanolu pfi teploté 37.0 &= 0.5 °C, s vyuZitim
padel pii 50 ot./min. Disolu¢ni médium (organicka faze) bylo odebirano po 1, 2, 4 a 8 hodinach.
Vzorky z disoluénich testi byly zfiltrovany pfes membranovy filtr o velikosti pord 0,45 pum a
nasledné analyzovany pomoci kapalinové chromatografie. Vysledky jsou udévany jako primér a

smérodatna odchylka z 6 tablet kazdé SarzZe.

Vysledky

Za ucelem vyvoje rozlisujici a biorelevantni disolu¢ni metody, vhodné zejména k hodnoceni 1é¢iv
charakteru soli slabych kyselin, byly ptfipraveny tablety s obsahem klathratu sodné soli warfarinu o
Vzhledem k tomu, Ze fyzikalni charakter API muze ovlivnit farmakokinetiku 1é¢iva, byla jako
kvalitativni parametr zvolena rozdilna distribuce velikosti ¢astic ucinné latky (Dgo = 10,3 pm nebo
234,3 um). Tyto proménné byly zvoleny s ohledem na to, Ze optimélni disolu¢ni metoda by méla
postihnout zmény v kvalité ptipravku a zaroven byt pouzitelna pro celou skélu jeho sil.

U léciv ve formé soli slabych kyselin, jejichZ kysela forma je Spatné€ rozpustna ve vode¢, se jevi jako
optimalni vyuziti bifazické disolucni metody, pficemz podminky zkousky by meély co nejvice
simulovat redlné podminky v gastrointestindlnim traktu. Z tohoto dtivodu byla zvolena jako vodna
faze 0,1 M HCI (simulace prostiedi zaludku) a jako organicka faze 1-oktanol (simulace prostupu
pies biologické bariéry). Dalsi podminky zkouSky disoluce jako objem vodné faze, teplota nebo
rychlost otacek padel byly prevzaty z ¢lanku USP pro disoluce sodné soli warfarinu ve vodé (USP
<29>). Objem organické faze byl zvolen co nejmensi, tak aby tloustka organické vrstvy
umoznovala bezproblémovy odbér vzorkli a aby byly v pribéhu zkousky disoluce splnény ,,sink
podminky* pro vSechny sily testovanych tablet.

Pfi pohledu na disoluéni kiivky pofizené bifazickou metodou lze pozorovat, Ze disoluéni profily se
navzajem lisi. Pfi pouziti faktoru podobnosti f, a rozdilnosti f; ke statistickému posouzeni
rozdilnosti téchto disoluc¢nich profila bylo zjisténo, ze statisticky vyznamné se lisi disolu¢ni profily
tablet s rozdilnym obsahem ucinné latky, pokud obsahuji API s Sirokou distribuci velikosti ¢astic
(f2=40,9; £;=29,3). Disolucni profily tablet s rozdilnym obsahem ucinné latky, ale s obsahem API s
uzkou distribuci velikosti ¢astic jsou statisticky odlisné na zakladé srovnani vypoctené hodnoty f;

(f1=16,5). Na zaklad¢ vypoctu f, nebyla statisticky vyznamna odli$nost téchto profila prokézana,

142



hodnota f, se vSak blizi kritické hodnoté 50. Z uvedeného vyplyva, ze za zvolenych podminek
bifazické zkousky disoluce ma tato metoda rozliSujici charakter s ohledem na obsah G¢inné latky v
tableté. Pfi statistickém porovnani disolu¢nich profili tablet se stejnym obsahem API a s rozdilnou
distribuci velikosti ¢astic 1é¢iva byla na zakladé¢ vypoctenych hodnot f, a f; zjisténa podobnost
téchto disolu¢nich profili. Nicméné z Ciselnych hodnot f, a fi Ize pozorovat, Ze vliv distribuce
velikosti ¢astic na disolu¢ni profil ma vétsi efekt u tablet s vy$sim obsahem API (f,=54,5; f1=11,7),
nez u tablet s nizSim obsahem API (f,=76,7; f1=4,3). Z uvedeneho vyplyva, Ze rozdilny obsah API
v jednotlivych tabletach vede k vétSim rozdiliim v disoluci nez kvalita resp. velikost ¢astic pouzité
substance.
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Obrazek 1. Disoluéni profily tablet s obshem warfarinu v biorelevantnim médiu; (o) W10A, (o)
W1A, (w) W10B, (®) W1B
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Syntéza a ovéreni katalytické aktivity chiralnich bifunkénich thiomocovinovych (CBTU) a
selenomocovinovych organokatalyzatori u asymetrické Henryho adice.
Jan Oteviel, Lucie Brunclikova, Pavel Bobal’

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

Uvod
Henryho (nitroaldolova) reakce je adice nitroalkanu na karbonylovou slou¢eninu vedouci ke vzniku
B-nitroalkoholu, ktery je eduktem pii piiprave fady organickych molekul.!Y! Diky moznosti piipravy
opticky obohacenych B-nitroalkoholu piitahuje asymetricka Henryho reakce pozornost organickych
chemiki a stala se predmétem jejich intenzivniho studia.l Jednou z moznosti asymetrického vedeni
Henryho reakce je pouziti chiralniho bifunkéniho thiomocovinového organokatalyzatoru.*™!
V asymetrické organokatalyze Henryho reakce dosahly znac¢né ucinnosti organokatalyzatory
obsahujici bis(thiomocovinovy) fragment.®* Nevyhodou soucasnych organokatalyzétord je viak
pouziti chirdlnich fragmentt, jejichz pfiprava je pfili§ obtizna a mnohdy vychazi ze silné
karcinogennich vychozich latek, dalSim nedostatkem je sloZitd resoluce a nemoZnost snadné
chemické obmény chiralniho skeletu. Pravé tyto nevyhody pfekonavaji chiralni bifenyly, kterym se

v chemické literatuie doposud nevénovala velka pozornost.

Material a metodika
Dva enantiomery organokatalyzatoru (10R a 10S) byly ziskany linearni syntézou ilustrovanou na

nasledujicich schématech.

1. NaNO,

1. HNO; 2.Kl, H,0
Ac,0 2. Witt-Utermann sol. HCI 3. NaHSO3, H,0
NO, > NO, = NO,
NH, % ® O

—
HN_ _O HN__O |
\f NO, \f NH5CI
2 4

2 S
T

3

DMF NO,  MeOH NH,
—_— —_—
NO, NO, NH,
| J g
8

6 7
Jako vychozi latka byl zvolen 2-methylanilin (1), ktery po acetylaci a nitraci poskytnul dva

regioisomery 3 a 4. Separace probihala na zakladé rozdilné rozpustnosti ve Wittové—Utermannové

roztoku, ve kterém se isomer 4 rozpousti, zatimco isomer 3 nikoli. Po hydrolyze amidické funkce
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(5), diazotaci a jodaci (6), nasledovala Ullmanova reakce, ktera vedla ke tvorb¢é bifenylu (7).

Redukce bifenylu (7) vodikem na palladiu poskytla diamin (8), jenZ se podrobil resoluci s D- nebo

CF
J@ N
A 1
9 NHCSNH CF;
_— =
— NH; NHCSNH CF3
THF
o J
@ ox,
NH, DLTA 8R or 10R
- | 3
NH» EtOH CFy
~ C e sHle!
NH, 9 NHCSNH CF5
l NH THF O NHCSNHE ;[/CF"
CFy
8s 108

L-vinnou kyselinou a reakci s isothiokyanatem (9). U piipravenych slou¢enin byla naméfena
spektralni data, optické otacivosti a teploty tani (sekce vysledku). Podle ziskanych hodnot jsou oba
enantiomery chiralniho bifunk¢niho bis(thiomo¢ovinového) organokatalyzatoru piipraveny ve vice
nez 99% enantiomernim piebytku, coz ilustruji chromatografické zaznamy nize. V soucasné dob¢
se pracuje na optimalizaci podminek organokatalyzované asymetrické Henryho reakce a na

modifikaci struktury katalyzatorti za u¢elem maximalizace jejich katalytické aktivity.

Vysledky
10RAC: *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz) &: 1,98 (s, 6H); 7,27 (d, J = 6 Hz, 2H); 7,37 (t, J = 7,5 Hz,
2 H); 7,53 (d, J =9 Hz, 2 H); 7,71 (s, 2 H); 8,00 (s, 4 H); 9,15 (s, 2 H); 9,95 (s, 2 H).
13C NMR (DMSO-dg, 75 MHz) &: 19,79; 117,3; 123,14 (q, “Jrc = 271,5 Hz); 123,76 (q, “Jrc =
1,5 Hz); 125,50 (q, *Jec = 3 Hz); 126,18; 127,92; 129,87 (q, 2Jec = 33 Hz); 132,78; 136,74; 137,69;
141,25; 179,93.
IC (Zn/Se ATR, cm%): 3151w, 2968w, 1520m, 1466w, 1377m, 1344w, 1274s, 1170m, 1127s, 995w,
889m, 700w, 631m.
LC MS (ESI) m/z 755,2 [M+H]".
10S: [a]o® —137 (¢ = 1,00, Me,CO), t. t. 114-116 °C.
10R: [a]p® +136 (c = 1,00, Me,CO), t. t. 112-114 °C.
Nésledujici zaznamy vizualizuji vysledky chirélni separace na HPLC (kolona Chirex, 20 °C, prutok
1 ml/min, isokraticka eluce 'PrOH-HXx, 20 : 80).
10RAC (tr1 = 9,72 min; tgz = 13,95 min) , 10S (tr = 13,52 min) a 10R (tg = 9,57 min).
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SEPARACE ISOMERU INOSITOLU POMOCI HPLC V MODU HYDROFILNI
INTERAKCNI CHROMATOGRAFIE (HILIC)
S DETEKTOREM ELSD
Jifi Pazourek, René Rak

Ustav chemickych léciv, Fakulta farmaceuticka, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Inositol (cyklohexan-1,2,3,4,5,6-hexol) je znam pod fadou oznaceni: meso-inositol, i-
inositol, faseomannitol, nucitol, Bios I, vitamin B nebo B8. V téle se vyskytuje vdzany na
fosfolipidy do komplexi oznacovanych jako fosfatidyl-inositoly, které piisobi jako vnitini signal
(nékdy oznacované jako druhy posel), ovliviluji vyznamné 1 aktivitu nervovych bunck.
Nejbéznéjsim isomerem je myo-inositol; dalSi biologicky aktivni jsou D-chiro-inositol, epi-inositol,
scyllo-inositol. Myo-inositol je slozkou nékterych potravinovych doplnkt, piidavad se take do
kojeneckych vyZiv.

Hydrofilni interak¢éni kapalinovd chromatografie (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography, HILIC) se v soucasnosti pouziva pro separaci (nederivatizovanych) sacharidd,
obvykle na aminopropylsilylové stacionarni fazi s mobilni fazi acetonitril/voda. V tomto piipadé
vSak byla pouzita kolona Lichrosphere100 DIOL (Merck), detekce byla provadéna detektorem
ELSD (Evaporative Light Scattering Detector) [1].

Material a metodika

Experimentéalni podminky

Kolona: Merck LiChrospher100 DIOL 125x4 mm; 5 um; V,=1,6 mL. Mobilni faze: isokraticka
eluce — acetonitril a voda 90% + 10% (v/v).

Systém HPLC Young Lin YL 9100 (Soul, Jizni Korea). Ovladani pfistroje bylo realizovano pomoci
software Clarity 3.0.6 (DataApex, CZ), v tomto programu byly také vyhodnocovany zaznamy
analyz. Teplota termostatu: 10/25°C, objem nastfiku 10 ul, pratok 2 ml/min. ELSD: teplota 40°C,
gain 6, filtr 5s, tlak dusiku 3,0 bar. Rozsah kalibrace 0,4 — 4,0 mg/ml.

Piiprava vzorku
INOSITOL, Vitamin B (Nutristar, CR)

50 mg prasku z tobolky rozpusténo do 50 ml vody, roztok 5 minut v ultrazvuku, 1 ml filtrovano do

vialky

147



NOSIFOL (Axonia, CR)

50 mg prasku ze sacku rozpusténo v 10 ml vody, roztok 5 minut v ultrazvuku, 1 ml filtrovano do
vialky

INOCELL (Biopol GN, Kanada)

Tableta rozdrcena v tifeci misce, 100 mg suspendovano do 1 ml vody, do mikrozkumavky
Eppendorf odebrano 0,5 ml, pfidano 1,0 ml acetonitrilu, 15 minut centrifugovéano pfti 14 000 ot/min,

odebréno 1 ml supernatantu do vialky

Vysledky

Cilem prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu pro stanoveni inositolu v potravinovych

doplicich. Vzhledem k vysoké selektivité separacni metody bylo zjiSténo, Zze majoritnim izomerem

vvvvvv

obrézcich 1 a 2 a v tabulce 1.
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Obr.2 Analyza vzorki (25°C)
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Inositol Nosifol

(Vitamin B)
Vytéznost metody 90% 108%
Deklarovany obsah 79,0% 36,4%
Stanoveno 74,9% 40,3%
Opakovatelnost metody (n=7) 8,2% 8,3%

Tabulka 1 Parametry vyvinuté metody, vysledky stanoveni ve vzorcich potravinovych doplikt

Zavér

Byla vyvinuta metoda v modu HILIC (kolona DIOL, acetonitril 90%, voda 10%). K separaci
izomeru inositolu dochazi do 10 min, limit detekce (LOD) je 5 — 9 mg/ml v zavislosti na pouzité
teploté. Pro myo-inositol byla zjisténa vysoka selektivita vici isomertm D-chiro a allo-: 12 a 5,

také byla zjisténa vysoka selektivita myo-inositolu vii¢i neéistotam podle CL (mannitol, glycerol).

Podékovani

Tato prace byla uskutecnéna s podporou grantu 46/2014/FaF IGA VFU Brno.
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Vyvoj pH zavislé disolu¢ni metody pro kontrolu uvoliiovani glukosy z pelet s Fizenym
uvoliiovanim pro prevenci hypoglykémie
Dana Sabadkova, Ales Franc, Jan Muselik, Eva Vecefova, Cubica Pdsova

Ustav technologie lékii, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno

Uvod

Hypoglykémiu mozno z laboratorneho hl'adiska definovat’ ako stav charakterizovany poklesom
hladiny glukézy v krvi pod 3,9 mmol/l (1). KedZe sa pacienti obavaji hypoglykémie, v rdmci
prevencie Casto prijimaju nadmerné mnozstvo sacharidov ,,do zasoby“, o naopak spdsobi
hyperglykémiu, ktora moze vyustit do vaznych chronickych komplikacii. RieSenim tychto
problémov je liekovad forma tvorena inerthym jadrom vo forme pelety sobsahom glukdzy,
obalenym membranou, ktora uvolfiuje glukozu az scasovym odstupom pri prechode
gastrointestindlnym traktom. Takto je mozné docielit’ bezpecné hladiny krvného cukru po potrebni
dobu bez naruSenia reZzimu diabetika.

Pocas pasaze zazivacim traktom dochadza k zmene pH, o moze mat’ vplyv na priestupnost’ obalu
pelety arychlost’ uvolnovania glukézy. Cielom tejto prace bolo vyvinut kontinudlnu disolué¢nu

metodu, pocas ktorej dojde k zmenam pH behom testovania disolucie.

Material
Na pripravu peliet bola pouZitad bezvoda glukéza (Dr. Kulich Pharma), mikrokrystalicka celuléza
(Avicel PH 101®; FMC Biopolymer), zmes mikrokrystalickej celulézy a sodnej soli karboxymetyl
celulézy (Avicel RC 591%; FMC Biopolymer), sodna sol kroskarmelézy (Ac-Di-Sol®; FMC
Biopolymer), makrogol 6000 (Merck), sodna sol’ karboxymetyl skrobu (Vivastar® P 5000; JRS
Pharma). Polopriepustnd membréna bola pripravené z vodnej disperzie etylcelulézy (Surelease® typ
B NF; Colorcon). Disolu¢nym médiom bola 0,1 mol/l HCI s postupnym pridavkom dodekahydratu

fosfore¢nanu sodného.

Metodika
Priprava peliet
Bolo navazenych 100 g praskovej zmesi podl'a zloZeni v tabul’ke 1. Suroviny boli preosiate cez sito
250 pm a zmiesene v mixéri. Pridavkom vlhé¢iva (Cistend voda) bola vytvorena plasticka hmota,
ktord bola pomocou dopravnika pretlaéena cez radialnu extraznu priehradku priemeru 0,6 mm. Po
dokonceni extruzie bol extrudat vlozeny na rotujici tanier sféronizéra po dobu 5 minut. Vzniknuté

pelety boli vysuSené v teplovzdusnej susiarni pri teplote 40 °C po dobu 2 hodin.
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Zlozenie 1 2 3 4
Glukdza 80,0 | 75,0 | 75,0 | 80,0
Avicel PH 101 15,0 - - 15,0
Ac-Di-Sol 5,0 - - -
Avicel RC 591 - 25,0 - -
Makrogol 6000 - - 25,0 -
Karboxymetyl Skrob - - - 5,0

Tabul'ka 1. Jednotlivé zloZenia pripravenych peliet (v g)

Priprava obalu
Jadra peliet boli fluidne potiahnuté 15 % vodnou disperziou etylcelulézy Wursterovou metédou.
Koneény pot’ah tvoril 35 % (zlozenia 2 a 4), respektive 50 % (zlozenia 1 a 3) z celkovej hmotnosti

peliet. Obalené pelety boli vysuSené v teplovzdusnej suSiarni pri teplote 60 °C po dobu 4 hodin.

Disolucia

Skuska disolucie bola prevedena na disolu¢nom aparate (Sotax AT-7) koSikovou metodou
(aparatura 1) pri rychlosti otacok 100 rpm a teplote 37 + 5 °C. NavéZka vzoriek bola 1,0 g. Na
zaciatku disolucie bola disolu¢na kvapalina tvorena 1000 ml 0,1 mol/l HCI. Postupne bol na zmenu
pH pridavany dodekahydrat fosfore¢nanu sodného. Po odobrati vzorky v 60. minute bolo pridanych
18,15 g s upravou pH na 4,5. Po odobrati vzorky v 120. minute bolo pridanych 6,35 g s Gpravou pH
na 6,8. Vzorky boli odoberané po 60, 120, 240, 360, 540 a 720 min. Obsah glukdézy bol stanoveny
metdédou HPLC-ELSD na kolone LICHROSPHER 100 DIOL. ZloZenie mobilnej fazy bolo 90 %
acetonitrilu (A) a 10 % vody (B) pouzitych s nasledujacim gradientom: 90 % (A), 10 % (B) do 4,5.
minaty; 50 % (A), 50 % (B) do 5. minuty; 50 % (A), 50 % (B) do 10. minuaty; 90 % (A), 10 % (B)
do 10,5. mindty. Celkova dizka analyzy bola 15 mindt.

Vysledky
Bola vytvorena pH zavisla disolu¢na metdda, ktord je vyuzitelna pri vyvoji peliet s riadenym
uvolnovanim. Behom disolucie boli pouzité celkom tri pH, ktoré zodpovedaju Castiam zazivacieho
traktu — pH 1,2 (oblast’ zaltdku); pH 4,5 (oblast duodena) a pH 6,8 (oblast’ tenkého creva) (2).
Priebeh pH zavislej disolucie, ktory je zndzorneny na obrazku 1, bol porovnany s priebehom
disolucie rovnakych vzorieck vo vode za rovnakych disolu¢nych podmienok (obrazok 2). Pri
porovnani disolu¢nych profilov mozno pozorovat, ze pH prostredia do istej miery ovplyviuje
uvolfovanie glukézy zo vzoriek 1 a2 najma z hladiska pozorovanych lag time. Vo vzorke 1,
obsahujucej sodnu sol’ kroskarmeldzy, je to pravdepodobne spdsobené tym, Ze kroskarmel6za

rychlejSie napuciava v kyslom prostredi, ¢im sa lag time zniZuje (3). V pripade sodnej soli
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karmel6zy v nezosietovanej forme obsiahnutej vo vzorke 2 sa prejavuje jej nekompatibilita so
silnymi  kyselinami, kedy dochadza kjej protonizacii, ¢o v porovnani svodou zrejme
vyvola spomalenie napudiavania a zaroven predizenie lag time (4). Uvolfiovanie glukézy zo
vzoriek 3 a4 nie je ovplyvnené zmenou pH a disolu¢né profily su totozné. Z tohto dévodu boli
vzorky nasledne vybrané pre d’als$i vyskum (overenie vysledkov in vivo), ktory je planovany
v nasledujdcom roku.

Mnoistvo uvolnenej glukozy (%)

¥
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Obrazok 1. Disolu¢né profily jednotlivych vzoriek pri zmene pH
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Obrézok 2. Disolu¢né profily jednotlivych vzoriek vo vode
Prace byla financovana v ramci projektu IGA 61/2014/FAF.
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I1zolace obsahovych latek Nasa triphylla a stanoveni jejich antiflogistické aktivity
Daniela Vesela, Karel Smejkal

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

Uvod
Nasa triphylla je rostlina z ¢eledi Loasaceae pochazejici z jihu Severni Ameriky, Stiedni
Ameriky a severni casti Jizni Ameriky v podhiii And. Obsahové latky rostliny doposud nejsou
podrobné prozkoumany, N. triphylla je vSak v lidovém I1écitelstvi Kostariky vyuzivana pro své
protizanétlivé uc¢inky. Z tohoto duvodu byla jiz dfive zkoumana antiflogistickd aktivita vodného

extraktu, u n¢hoz byla zjisténa antiflogisticka aktivita srovnatelna s indomethacinem. [1, 2]

Material a metodika

Rostlinnym materidlem byla celd suSena rostlina N. triphylla, sesbirana roku 2013 v zahradé
1é¢ivych rostlin VFU. Identifikaci provedl Mgr. Filip Zpurny, Ph.D. (kurator Botanické zahrady
Teplice). Vzorek je pod nazvem NTO02 uchovan v herbariu Ustavu ptirodnich 1é¢iv (FaF VFU).

Rostlinny material byl rozdélen na podzemni (37,2 g, oznaceni radix = R) a nadzemni (300 g,
oznac¢eni herba = H) ¢ast rostliny. Rostlinny material byl extrahovan ethanolem a byly ziskany dva
extrakty oznacené NT2R (1,2 g) a NT2H (21,1 g). Extrakty byly déleny na zaklad¢ rozdilné polarity
vytfepavanim mezi nemisitelné kapaliny na podil hexanovy (NT2R-hex (0,16 g) a NT2H-hex
(3,24 g)), chloroformovy (NT2R-CH (0,32 g) a NT2H-CH (3,17 g)), ethylacetatovy (NT2R-EtAc
(0,04 g) a NT2H-EtAc (0,4 g)) a vodny (NT2R-H,0 (0,32 g) a NT2H-H,0 (7,85 g)).

Pro dal3i separaci byl vybrdn hexanovy a chloroformovy podil z nadzemni ¢asti rostliny.
Chloroformovy podil byl analyzovan pomoci HPLC, kterd byla provedena na koloné
SUPELCOSIL TM ABZ+Plus (15 cm x 4,6 mm, velikost ¢astic 3 um). Jako metoda byla pouZita
gradientova eluce, sloZzeni mobilni faze je zapsano v tabulce ¢. 1, pratok byl 1 ml/min, teplota
kolony 40 °C, DAD detekce byla provadéna pii 254 a 280 nm (metoda 1). Kvuli vyssi lipofilité
hexanového podilu bylo tieba pro analyzu tohoto podilu pouZit jinou kolonu a tedy i metodu. HPLC
analyza byla provedena na kolon¢ Ascentis® Express C8 (15 cm x 2,1 mm, velikost ¢astic 2,7 um)
gradientovou eluci se sloZzenim mobilni faze zapsanym v tabulce ¢. 2, s pratokem 0,3 ml/min,
teplotou kolony 40 °C, DAD detekce probéhla pii 254 a 280 nm (metoda 2).

Podily NT2H-CH a NT2H-hex byly dale déleny pomoci sloupcové chromatografie. Jako
stacionarni faze byl pouzit silikagel s velikosti ¢astic 0,040-0,063 mm, sloZeni mobilni faze zvolené
dle TLC analyzy se liSilo dle separovaného podilu. Pro NT2H-CH se mobilni faze skladala

z chloroformu, benzenu a methanolu v poméru 7:3:1 (v/v/v), pfi separaci se postupné zvySoval
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obsah methanolu a na zavér byl sloupec promyt ¢istym methanolem. Frakce byly sbirany piiblizné
po 100 ml a ziskéano bylo 31 frakci. V piipadé NT2H-hex byla mobilni faze sloZzena z benzenu a
ethylacetatu v poméru 10:1 (v/v), podil ethylacetatu byl postupné zvySovan a na zavér byla kolona
promyta methanolem. Frakce byly opét odebirany piiblizné po 100 ml a vysledkem bylo 60 frakci.
Frakce byly analyzovany pomoci TLC a HPLC a spojeny na zakladé podobnosti.

Déle jsme se zabyvali frakcemi NT2H-hex28-32, NT2H-CH15-16 a NT2H-CH7-8. Prvni dvé
frakce byly rozdéleny na dvé ¢asti na zakladé rozdilné rozpustnosti v methanolu, takto byly ziskany
Cisté bilé latky oznacené jako NT2H-hex28-32/B a NT2H-CH15-16/B (v MeOH malo rozpustné).
Frakce NT2H-CH7-8 obsahovala ¢istou latku.

Ziskané latky byly identifikovany pomoci UV/Vis spektrometrie (méfeni spektra pti HPLC
analyze), IR spektrometrie (Nicolet Impact 400 D FT-IR), MS (Agilent HP 1100 LC/MSD Trap VL
Series) a NMR (Bruker Avance 400 Ultrashield).

Tabulka ¢. 1: SloZeni mobilni faze Tabulka ¢&. 2: SloZeni mobilni faze pro analyzu
pro analyzu chloroformové frakce hexanové frakce
Minuta ACN 0,2% Minuta ACN 0,2% MeOH
(%) HCOOH (%) (%) HCOOH (%) (%)
0,00 10 90 0,00 62 23 15
36,00 100 0 25,00 90 0 10
40,00 100 0 25,01 100 0 0
29,00 100 0 0
Vysledky

Ethanolické extrakty byly rozdéleny pomoci vytfepavani mezi nemisitelné kapaliny na podil
hexanovy, chloroformovy, ethylacetatovy a vodny. Jednotlive podily byly testovany s cilem
stanovit protizanétlivou aktivitu pomoci méfeni aktivity NF-kB a stanovenim koncentrace TNF-a
metodou ELISA. Chloroformovy a hexanovy podil vykazovaly aktivitu srovnatelnou s kontrolou
prednisonem, diky ¢emuz byly vybrany pro dalsi zpracovani.

Podily NT2H-hex a NT2H-CH byly podrobeny sloupcové chromatografii, byly ziskany frakce,
ktere byly analyzovany a spojeny dle podobnosti. Byly ziskany a identifikovany 3 cisté latky:
NT2H-hex28-32/B (v soucasné dobé probiha identifikace, jedna se pravdépodobné o a- ¢i B-
amyrin), NT2H-CH15-16/B (16-hydroxybetulinova kyselina) a NT2H-CH7-8 (skopoletin). Ptesto,
Ze vSechny latky byly diive izolovany z pocetnych rostlinnych druht, z N. triphylla dosud ziskany
nebyly.
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a- i B-amyrin (viz obrazek ¢. 1 a 2) vykazaly ve studiich antiflogistické [3], hepatoprotektivni
[4] a gastroprotektivni [5] ucinky.
protinadorové, antidepresivni ¢i antihyperglykemické. [6]

Kyselina 16-hydroxybetulinova (viz. obrazek ¢&. 4) byla dosud izolovana pouze z péti
rostlinnych zdroju a jeji biologicka aktivita nebyla zkouména. Izolovano bylo mnozstvi dostate¢né
nejen pro identifikaci latky, ale i pro testovani biologické aktivity, coz bude objektem dalSiho

zkoumani.

Obrazek ¢. 1: Obrazek ¢. 2: Obrazek ¢. 3: Obrazek ¢. 4:
a-amyrin B-amyrin skopoletin 16-hydroxybetulinové kys.

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 63/2014/FAF.
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Polymerni filmy s obsahem nesteroidniho antiflogistika pro lokalni terapii bolesti v rané

Lenka Vinklarkova, Ruta Masteikova

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

Uvod

Bolest je jednou z hlavnich charakteristik u akutnich i chronickych ran. SniZit ji lze Setrnym
oSetfovanim nebo potlacit farmakologickou cestou, ktera spo¢ivd v systémovém nebo topickém
podani analgetik [1]. Systémova terapie ma fadu nezadoucich ucinki. Vyhodnou alternativou je
lokalni terapie, kde jsou nezadouci u¢inky minimalni v porovnani s 1écbou systémovou. Na
soucasném trhu je jen nékolik malo ptipravkt uréenych K terapii bolestivych ran pievazné
polotuhého charakteru. Jediné kryti predstavuje Biatain lbu — polyuretanova péna s ibuprofenem
[2]. Jeho primarni tlohou je sorpce exsudatu, proto je urcen pievazné pro stfedné az siln€ exsudujici
rany. Pro rény snizkou tvorbou exsudatu by se vice hodilo kryti filmového charakteru, kde
k aktivaci uvoliovani 1é¢iva je postacujici malé mnozstvi ranné kapaliny. Filmové kryti je navic
prahledné, umoznujici kontrolu pribéhu hojeni rany bez sejmuti kryti. V soucasné terapii ran Se
filmy uplatiuji bud’ k ochrané rany (syntetické polymery) nebo k vytvoieni vlhkého prostiedi pro
suché €i jen mirné exsudujici rany (hydrogely). Filmy schopné uvoliiovat aktivni latku do rany
zatim na trhu nejsou.

Karboxymethylcelulosa (CMC) patii mezi polosyntetické polymery s vybornymi filmotvornymi
vlastnostmi. Samotna nebo v kombinaci s dal$imi latkami se pouziva rovnéz k vyrob¢ kryti na rany
[3], coz potvrzuje jeji kompatibilitu s lidskymi tkanémi. Proto byla zvolena K piipravé filmu

s obsahem nesteroidniho antiflogistika.

Material
Na piipravu filmt byla pouZita textilni forma sodné soli karboxymethylcelulosy (NaCMC) se
stupném substituce 0,35 (Holzbecher, spol. s. r. 0. Zli¢) jako filmotvornd latka, ibuprofen (Fagron)
jako u¢inna latka, aceton a makrogol 300 (Fagron) jako pomocné latky; polyesterova sitka Sanatyl

(Tylex Letovice a. s.) slouZila k zlepSeni aplikac¢nich vlastnosti filmu ve vihkém stavu.
Metodika

Pro piipravu vSech filmu byla pouzita vodna disperze NaCMC obsahujici 1 % NaCMC a 2 %

makrogolu 300 jako zmékcovadlo. Filmy obsahovaly ibuprofen ve dvou koncentracich — 0,5
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mg/cm? nebo 1 mg/cm?. Zapracovéani ibuprofenu probhlo dvéma zptsoby — s pouZitim roztoku
ibuprofenu v acetonu nebo suspendovanim ibuprofenu do disperze NaCMC. Vrstvené filmy se
ptipravovaly metodou odpafeni rozpoustédla, jako podklad pro vyliti filmu slouzily nerezové tacky
o rozmérech 11x15 cm.

Prvni krok byl u pfipravy vSech filma stejny — na nerezovy tacek se nalilo 45 g NaCMC disperze,
na povrch se ihned polozZil Sanatyl o stejnych rozmeérech, jako tacek, a takto vytvofena vrstva se
piedsusila v horkovzdusné susarné pii teploté 70 °C. Nasledné se na predsuseny povrch nalilo 8,25
g 1% resp. 2% roztoku ibuprofenu v acetonu, rozpoustédlo se odpafilo v digestofi, pak se nalilo 60
g NaCMC disperze, vse se nejdiive susilo 1 hod. v susarné pfi teploté 70 °C a nasledné pii teploté
mistnosti po dobu 24 hod. (filmy 0,5-lbu-1 a 1,0-lbu-1). U druhého zplsobu zapracovani
ibuprofenu se pfedem dtikladné rozdrobnény ibuprofen suspendoval do NaCMC disperze pomoci
homogenizagniho piistroje ULTRA-TURRAX® T 25 (IKA®, Némecko) — 60 g takové disperze pak
obsahovalo 82,5 mg resp. 165 mg ibuprofenu. Ta se nalila na ptedsuSeny povrch z prvniho kroku a
film se ususil stejnym zpusobem jako ptedchozi (filmy 0,5-1bu-2 a 1,0-l1bu-2). Hotové filmy se
sundaly z povrchu tacki a byly uchovavany v uzaviené nddob¢. Pro kontrolu, se stejnym zptisobem
piipravily filmy bez u¢inné latky a pro mikroskopické pozorovani struktury i filmy bez Sanatylu.
Hodnoceni filmi se provadélo organolepticky, mikroskopicky, stanovenim obsahové
stejnomérnosti, povrchového pH a bobtnavosti (oboji na umélém modelu rany s pouZitim
fyziologického tlumivého roztoku o pH 7,2), méfenim mechanickych vlastnosti na texturometru a

sledovanim uvolnovani ibuprofenu v ¢ase s pouzitim Franzovych bunék.

Vysledky

Ptipravené filmy mély pti organoleptickém hodnoceni homogenni vzhled, byly pruzné a prihledné.
Pfi mikroskopickém pozorovani byla zifetelnd mikrofibrilarni struktura (vldkna Céstecné
substituované NaCMC), coz ptispélo k zachovani soudrznosti filmu po namoceni do kapalin
imitujicich prostfedi v ran¢. Rovnéz bylo zjisténo, Ze metoda suspendovani ibuprofenu do disperze
NaCMC (lbu-2) poskytuje mensi ¢astice a jejich rovnomérnéjsi rozptyleni na rozdil od zapracovani
z acetonového roztoku (Ibu-1), kdy vznikaji krystaly vétsi velikosti a jejich shluky.

Pti hodnoceni povrchového pH v Case se zjistilo, ze vSechny filmy s ibuprofenem mély hodnoty pH
v kyselé oblasti, coZ vytvaii piiznivé podminky pro hojeni rany. LepSi vlastnosti z hlediska udrzeni
nizsich hodnot pH mély filmy ptipravené druhym zptisobem (Ibu-2).

Z hlediska bobtnavosti nejvyssi hodnoty mély filmy bez lé¢iva, coz poukazuje na to, Ze
Vv piitomnosti ibuprofenu, ktery ma kyselou povahu, vznika vyménou iontli nerozpustna matrice

kyselé formy CMC, ¢imz se snizuje bobtnavost a nasledné to ovliviiuje i uvoliiovani léc¢iva.
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Zkouska obsahové stejnomérnosti ukdzala, ze mnohem kvalitnéjsi filmy vznikaji, kdyz je ibuprofen
suspendovan do disperze NaCMC (lbu-2). Touto metodou ptipravené filmy mély rovnéz lepsi
mechanické vlastnosti a pribéh uvoliovani lé¢iva, obzvlast’ 0,5-1bu-2 (viz obrézek dole) — z néj se
v pribéhu 8 hodin uvolnilo 70 % ibuprofenu. Patrn¢ to souvisi s men$i velikosti Castic a
rovnom&rnéj$im rozptylenim ibuprofenu ve filmové matrici. Pfevazujicim mechanismem

uvoliovani lé¢iva byla Fickova difuze.
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Zavér
Byla vypracovana technologie ptipravy vicevrstvych filma z mikrofibrilarni NaCMC s obsahem
nesteroidniho antiflogistika ibuprofenu. Ze zkoumanych zptsobt nejlepSi vysledky, hlavné
Z hlediska obsahové stejnomérnosti a pribéhu uvoliiovani 1é¢iva in vitro poskytovaly filmy, kde
ibuprofen byl zapracovan suspendovanim do disperze polymeru. Optimalni vlastnosti mély filmy
s koncentraci ibuprofenu 0,5 g/cm?.

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 53/2014/FAF.
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Studium antimikrobialnich vlastnosti nové syntetizovanych potenciilnich chemoterapeutik

Iveta Zadrazilova'?, Denisa Gl6sova®, Dobromila Mikoskova?, Sarka Pospisilova?, Valéria
Padelkova?, Barbora Smickova?®, Miroslava Vale$ova?, Josef Jampilek
Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita
Brnol,Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni

a farmaceuticka univerzita Brno?

Uvod

Rezistence mikroorganismi k soucasn¢ dostupnym antimikrobialnim latkam 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), gramnegativni bakterie produkujici betalaktamasy Sirokého
spektra, multirezistentni mykobakteria a dalsi. Jednim z klicovych feSeni problému mikrobialni
rezistence mize byt syntéza novych latek s antimikrobidlnim t¢inkem, kterd se vSak neobejde
bez nasledného zhodnoceni biologicke aktivity latek.

V piedchozim roce byl proveden screening antimikrobidlni aktivity 177 latek'>. Cilem
projektu bylo v ndvaznosti na tyto vysledky u ovétenych latek dale rozsitit spektrum hodnoceni
biologické aktivity o testovani schopnosti potencovat Géinek stavajicich antimikrobialnich latek
a studium antimikrobialni aktivity téchto latek v zavislosti na ¢ase a koncentraci. VV rdmci projektu
byla rovnéz hodnocena biologicka aktivita 54 nové syntetizovanych latek, pfipravenych na Ustavu

chemickych 1é¢iv Farmaceuticke fakulty VFU Brno.

Material a metodika

Materidl

Byl proveden screening antimikrobialni aktivity celkem 54 nové syntetizovanych
N-alkoxyfenylamida hydroxynaftalenkarboxylovych kyselin. VeSkera stanoveni byla provedena
v triplikdtech. Aktivita téchto latek byla hodnocena proti souboru referencnich sbirkovych kment
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922) a tif multirezistentnich klinickych izolath MRSA (VFU Brno, SZU Praha) a VRE (VFU
Brno). Jako modelovy druh k ovéfeni Géinku potencialnich chemoterapeutik k 1é¢bé tuberkuldzy
bylo pouZito rychlerostouci Mycobacterium smegmatis ATCC 700084 a dale zastupci pomalu
rostoucich mykobakterii Mycobacterium kansasii DSM 44162 a Mycobacterium marinum CAMP
5644. Antimykoticky ucinek byl testovan na kulturach Candida albicans ATCC 90028, Candida
krusei ATCC 6258 a Candida parapsilosis ATCC 220109.
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Metodika

Testované latky byly rozpustény v DMSO a déle se postupovalo podle standardnich metodik
CLSI (www.clsi.org). Ke stanoveni MIC byla pouzita bujonova dilu¢ni metoda. Dvojnasobnym
fedénim roztoka testovanych latek v mikrotitracni desti¢ce byla ziskana pozadovana koncentrace
v jednotlivych jamkéch (koncentracni fada 256-0.008 pg/ml), které byly zaockovany
bakteridlnim/fungalnim inokulem. Jako referen¢ni antibakterialni latky byly pouzity ampicilin
a ciprofloxacin, jako referen¢ni antifungélni latky amfotericin B a 5-fluorocytosin, jako referen¢ni
antimykobakterialni latky byly pouzity isoniazid a pyrazinamid.

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

Pro antimikrobidln¢ aktivni latky jiz diive ovéfené v ramci ptredchoziho screeningu bylo
U zastupcti multirezistentnich bakterii dale rozsiteno spektrum hodnoceni biologické aktivity téchto
latek. Schopnost potencovat ucinek stavajicich antimikrobialnich latek s naslednym vypoctem
indexu frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC) byla testovana metodou ,.checkerboard titration
technique” v mikrotitraénich destickach a metodou ,,time-kill curve® byl posouzen baktericidni
ucinek antimikrobialni latky v zavislosti na case (0, 4, 6, 8 a 24 hodin) a koncentraci (1x MIC,

2x MIC a 4x MIC).

Vysledky

N-Alkoxyfenylamidy hydroxynaftalenkarboxylovych kyselin (n = 54) neinhibovaly rist
E. coli (MIC > 256 ug/ml), avSak zajimava aktivita v zavislosti na substituci byla pozorovana proti
S. aureus, stejné tak jako proti klinickym izolatim MRSA. Hodnoty MIC u 8 latek se pro MRSA
pohybovaly v rozmezi 2-32 pg/ml. Hodnoty MIC a MBC pro MRSA byly navic srovnatelne,
piipadné nizsi nez hodnoty MIC a MBC danych latek pro referen¢ni kmen S. aureus. U 2 latek byla
zaznamenana Velice silna antibakterialni aktivita proti klinickym izolatim VRE (MIC < 2 pg/ml).
Priblizn¢ tietina téchto latek (n = 19) vykazovala rovnéz i stfedné silnou antimykobakterialni
aktivitu (MIC = 2-32 pg/ml). Antibakterialni ucinek N-alkoxyfenylamidi hydroxynaftalen-
karboxylovych kyselin byl pievazné baktericidni. Testované latky ve vétsin¢ ptipada prakticky
nevykazovaly antifungalni aktivitu s hodnotami MIC > 128 pg/ml u vSech testovanych kmend.

U celkem 5 latek ze skupiny salicylanilidi a jejich derivati, u nichz byl v ramci ptedchozich
testll prokazéan baktericidni ucinek proti MRSA, byla sledovana zavislost baktericidniho u¢inku
latky na case a koncentraci. U 2 latek ze skupiny diamida byl pozorovan baktericidni ucinek
Jiz pti koncentraci 2x MIC po 6 hodinach inkubace a pii koncentraci 4x MIC po 4 hodinach

inkubace.
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Celkem 6 latek ze skupiny salicylanilidi a jejich derivati bylo testovano pro ovéfeni
mozného potencovani U¢inku stavajicich antimikrobialnich latek — oxacilinu, ciprofloxacinu,
vankomycinu a tetracyklinu. Kombinovany tc¢inek byl hodnocen proti klinickym izolatim MRSA
a VRE. Ve vétSin¢ piipadii byl pozorovan indiferentni ti¢inek kombinace dvou antimikrobialné
ucinnych latek. V pripad¢ kombinace oxacilinu a latek ze skupiny karbamatt salicylanilidi

byl pozorovan antagonismus proti jednomu klinickému izolatu MRSA.

Zavér

Z vysledka projektu je patrné, Zze N-alkoxyfenylamidy hydroxynaftalenkarboxylovych
kyselin mohou predstavovat slibné kandidaty antibakteridlnich latek WwU¢innych 1 proti
multirezistentnim mikroorganismiim. Na zaklad¢ ziskanych dat budou, pomoci standardnich
piistupt uZivanych v projektovani 1é¢iv, dale vyhodnoceny vztahy mezi strukturou a biologickou
aktivitou SAR/QSAR, coZ je nezbytny piedpoklad pro sméfovani dalsiho vyzkumu Ustavu
chemickych 1é¢iv v oblasti syntézy potencidlnich antimikrobialnich chemoterapeutik. Velice
vyznamnym zjisténim projektu bylo dale prokazéani baktericidniho u¢inku substituovanych
N-(arylamino-oxo-alkanyl)salicylamida proti MRSA, coZ nebylo v literatuie dosud popsano.

Prace byla financovana v ramci projektu IGA 52/2014/FAF.
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