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Véazené kolegyné a kolegové, studentky a studenti,

Veterinarni univerzita Brno prostfednictvim Interni grantové agentury
univerzity poskytuje uc¢elovou podporu na projekty vyzkumu provadéné studenty pii
uskute¢niovani akreditovanych doktorskych nebo magisterskych studijnich programii,
ktery je bezprostiedné spojen s jejich vzdélavanim. V roce 2022 bylo na urovni
univerzity fteSeno celkem 29 studentskych projektd a jejich vysledky byly
prezentovany na zavérecné konferenci Interni grantové agentury Veterinarni
univerzity Brno konané dne 13. prosince 2022.

Sbornik obsahuje pifispeévky zpracované tesiteli projektli pro ucely prezentace
na konferenci a obhajoby svych projektli, a pfedstavuje tedy vysledky vyzkumu
studentt VETUNI financovaného z prostiedki ucelové podpory na specificky
vysokoskolsky vyzkum MSMT na rok 2022.

Dé&kuji tesitelskym tymim, ¢lenim komise IGA VETUNI, oponentiim a vSem
dalSim pracovniktim, ktefi se podileli na zajisténi letoSniho ro¢niku IGA VETUNI, za

odvedenou praci.

prof. Ing. Eva Voslarova, Ph.D.
ptedsedkyné komise IGA VETUNI
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Epizootologie lagoviri u zajice polniho (Lepus europaeus) v CR
David Najt!, Petr Lany*, Rastislav Jur¢ik?, Juraj Salaj®, Peter Supuka®
Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni univerzita
Brno i; Odbor malych hospoddrskych zvierat, Vyskumny ustav Zivocisnej vyroby Nitra, Narodné
polnohospoddrske a potravindrske centrum SK ?; VETSERVIS, S.R.0. SK 3

Uvod

Ve druhé poloviné 70. let minulého stoleti byl zaznamenan vyrazny pokles stavu zajeci zvéie

po celé Evropé. Nezanedbatelnym faktorem ovliviiujicim populaci zajicii je zdravotni kondice,
poptipad¢ rizna infekéni onemocnéni. Jednou =z pfi¢in mize byt promoteni zajeci populace
kaliciviry.
Hemoragické onemocnéni kraliki (angl. rabbit haemorrhagic disease — RHD) a syndrom zajice
polniho (angl. European brown hare syndrom — EBHS) jsou zpisobeny dvéma velice pfibuznymi,
ale fylogeneticky odlisnymi viry patiicimi do rodu Lagovirus, ¢eled’ Caliciviridae. Infekce zptisobené
RHDV a EBHSV byly omezeny na specifické hostitele — pfirozen¢ i experimentalné¢ (Lenghaus et
al., 1994; Lavazza et al., 1996; Bergin et al., 2009).

Ve Svédsku byla v 80. letech 20. stoleti zaznamenana hemoragicka nakaza u zajice polniho
(L. europaeus). Jedna se o kontagiozni onemocnéni s vysokou morbiditou i letalitou. Onemocnéni
bylo charakterizovano poSkozenim jater nezndmého pivodu. Az v roce 1989 byly nalezeny pfi
vySetieni elektronovym mikroskopem viry podobné RHDV (Abrantes, et al. 2008).

Prvni zminka o hemoragickém onemocnéni kraliki pochazi z roku 1984 z provincie Jiangsu
v Cing. Jedna se o vysoce kontagiozni onemocnéni, doprovazené vyraznou hepatitidou s fatalnim
pribéhem. Viry zptsobujici toto onemocnéni jsou geneticky variabilni. V roce 2010 ve Francii zacali
nahle hynout za piiznaki RHD i oc¢kovani jedinci ve vykrmu. Le-Gall-Reculé et al., (2011) zde
prokéazali novou antigenni variantu RHDV, ktera se liSila od pfedchozich ptedev§im tim, Ze
nevyvolavala zkfizenou imunitu s diive zndamymi variantami RHDV a proto byla oznacena jako
RHDV?2. Tato nova antigenni varianta se pomé&rné rychle rozsitila po celé Evropé — Finsko, Svédsko,
Polsko (Le-Gall-Reculé et al., 2011).

Ve Spanélsku a pozdéji v Italii byl zjistén mezidruhovy ptenos RHDV?2 a to u uhynulych zajicti
polnich (L. europaeus) (Velarde et al., 2016).

Material a metodika

Vzorky zaje¢ich sér ze SR z let 2016 — 2019, vzorky zaje¢ich sér z CR z roku 2017 a 2022,



ELISA kit na prikaz protilatek EBHSV (Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia
e dell'Emilia Romagna, Italy), ELISA kit na priikaz protilatek RHDV?2 (Istituto Zooprofilattico
Sperimentale della Lombardia e dell'Emilia Romagna, Italy).

Vysledky

Celkové bylo testovano 230 zajedich sér z 23 lokalit Ceské republiky a Slovenské republiky
metodou ELISA na prikaz protilatek EBHSV a RHDV2.

Protilatky EBHSV byly detekovany u 223 jedinct (98,686 %, n=230). U 175 zajict byly zjistény
protilatky proti RHDV2 (76,087 %, n=230). Pro porovnani podobny projekt probéhl i v Polsku, byly
uzity stejné ELISA kity a séroprevalence EBHS byla zjisténa 87,6 % (n=113), avS§ak u RHDV?2 byla
ptitomnost protilatek nulova (Fitzner et al., 2022). V tabulce ¢. 1 jsou piehledné shrnuty jednotlivé
vysledky v pribéhu let v Ceské republice a Slovenské republice.

Porovnani vyskytu protilatek proti RHDV2 u testovanych zajict ve tfech slovenskych lokalitach

vV rozmezi let 2016 — 2019 je znazornéno v Grafu €. 1.

Vyvoj séroprevalence RHDV2 u zajicu
ve vybranych slovenskych lokalitach
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Graf ¢. 1: Vyvoj séroprevalence RHDV2 u zajict
Vysvétlivky: NT — netestovano



Tabulka €. 1: Vysledky testd ELISA
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Vysvétlivky: NT — netestovano

Zavér
Ve vySetfovanych vzorcich sér zajict ze slovenskych lokalit se prevalence protilatek proti EBHSV
pohybovala v rozmezi 91 — 100 %, z ¢eskych lokalit byla stoprocentni. prevalence protilatek proti
RHDV2 se ve slovenskych lokalitach pohybovala v rozmezi 68 — 88 %, v ¢eskych lokalitach se

prevalence pohybovala mezi 20 — 69 %.
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Experimentalni ¢elenzZni model pro hodnoceni infekei vyvolanych Flavobacterium
psychrophilum
Véra Vaibaroval, Alois Cizek!
Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita

Brno?!

Uvod
Flavobacterium psychrophilum je celosvétoveé rozsifenym piivodcem onemocnéni lososovitych ryb,
které se manifestuje dvéma riznymi formami: cytofagéza lososovitych ryb a anemicky syndrom
pladku pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) (1). Mortalita v chovech mtze dosahovat podle
ruznych zdroj az 90 % a jedna se tak o ekonomicky velmi vyznamné onemocnéni (2). K ovéfovani
ucinnosti postupu terapie, prevence a profylaxe, stejné tak jako k hodnoceni virulence jsou potiebné
vhodné experimentalni ¢elenzni modely (3). Cilem této prace bylo zavést a ovéfit experimentalni
¢elenzni model na pstruhu duhovém, ktery se jevi jako potiebny pro vybér linii odoInéjsich k infekci
F. psychrophilum a k ovéfeni alternativnich metod profylaxe a 1é¢by, které by mohly nahrazovat

dosud pouzivanou antibiotickou terapii.

Material a metodika

Ryby

Celkem byly v ramci projektu provedeny tii experimentalni infekce. Pfed dovozem byl vzorek 4 ryb
kultivacné vysetfen na pfitomnost patogennich bakterii, zejména piitomnost F. psychrophilum. Pro
prvni pokus byly dovezeny 5-gramové ryby z komeréniho chovu. Pro druhy a tfeti pokus byly
dovezeny 50-gramové ryby z odchovného zatizeni Mendelovy univerzity v Brné. V piipadé prvniho
a tretiho pokusu probihala po pievozu do prostor uZivatelského zatizeni Ustavu ekologie a chorob
zoozvirat, zvéfe, ryb a v€el VETUNI 7-denni aklimatizani fidze za tcelem navyknuti ryb na
podminky prostfedi. V druhém pokusu byla infekce provedena bezprostiedné po dovozu ryb. Ryby
byly krmeny komerc¢nim krmivem Efico Enviro 921, denni krmna davka byla vypocitana na 1,7 %

hmotnosti obsadky a podavana ve dvou dil¢ich davkach.

Bakterialni kmeny

Dva riizné izolaty F. psychrophilum z vlastni sbirky byly vybrany pro experimentalni infekci. Prvni
izolat oznaceny 2500s je zastupcem nejcastéjSiho sekvenéniho typu v Evropé, ST2 (4, 5, 6), sérotyp
Th. Druhy izolat 98247s je zastupce nove popsané¢ho sekvencniho typu ST386 (7), sérotyp Fd. Oba

kmeny byly uchovavany pti -80°C v protektivnim zamrazovacim mediu s glycerolem. Pied infekci



byly rozmrazeny a nakultivovany na TYES agar s obsahem 5 % fetalniho bovinniho séra a
kultivovany pti 17 °C 72 hodin. Kultura byla 1x subkultivovana a poté byla 1 kolonie pienesena do
5 ml TYES bujonu a kultivovana pii 17 °C, 72 hodin. Kultura byla promichéna, stocena pii 5000
rpm, 8 minut, promyta ve sterilnim PBS, resuspendovana v 5 ml PBS a denzita byla upravena na 8,5
°McFarland. Kultivaéné byla stanovena koncentrace 1,10 x 10° CFU/ml (2500s) a 1,02 x 10° CFU/ml
(98247s). Poté byla kultura upravena na koncentraci 108 az 10% pro prvni pokus, 10° pro druhy pokus

a10%az 10" pro tfeti pokus.

Experimentalni infekce

Pted infekci byla provedena anestezie ryb v hiebickovém oleji o koncentraci 33 mg/1 (8). V prvnim
pokusu bylo kazdé fedéni bakterie (108-10% CFU/mI) v mnozZstvi 50 pl aplikovano intraperitonealng
vzdy 7 rybam. Stejné velké kontrolni skupiné bylo aplikovano 50 pl sterilniho PBS. V druhém pokusu
bylo 10 rybam aplikovano 500 pl suspenze 10° CFU/ml a stejné velké kontrolni skuping byl aplikovan
sterilni PBS. V tfetim pokusu bylo vzdy 7 rybam aplikovéano intraperitonealné kazdé fedéni (10°-107
CFU/mI) v mnozstvi 500 ul a stejn¢ velké kontrolni skupiné bylo aplikovano sterilni PBS. Poté byl
po dobu 21 dnti sledovan rozvoj klinickych ptiznakd, poptipadé umrtnost. Uhynulé ryby byly pitvany
a byla provadéna bakteriologickd kultivace na TYES agar ze sleziny, zaber, poptipadé dalSich
patologicky zménénych organti. Béhem pokusu byly pravidelné méteny parametry vody jako teplota,
pH, obsah rozpusténého kysliku ve vodé¢, koncentrace dusitanti, dusi¢nanli, amoniaku a chloridi.
Akvéria byla obden kompletné ¢iSténa, ve zbyvajici dny bylo obménovano 80 % vody. Zbylé ryby
byly na konci pokusu utraceny predavkovanim hiebickového oleje.

Celenzni koupel vzhledem k neptesvédéivym vysledktim v predpokuse nebyla provadéna.

Vysledky
V prvnim pokusu (5-gramové ryby) béhem aklimatiza¢ni faze uhynula 1 ryba, slezina a Zabra byly
kultivaéné negativni na pfitomnost bakteridlni infekce. Behem 21 dntli sledovani byl tthyn pouze
minoritni (18. den — ST2 10°%; 20. den — ST2 10 ST2 10° ST386 108) a bez kultivaéniho prikazu F.
psychrophilum. Kontrolnim i infikovanym rybam byla okamZité po utraceni na konci pokusu
odebrana krev pro stanoveni pfitomnosti protilatek ELISA metodou. Dodate¢né bylo totiz zjisténo,
ze v chovu pivodu byla dfive zjisténa infekce F. psychrophilum, Ize se proto domnivat, Ze ryby
pouzité pro pokus se s bakterii v minulosti setkaly a doSlo tak k jejich pfirozené imunizaci, proto
nebylo docileno ocekévané reakce na experimentalni infekci. Analyza nam rovnéz poskytne data o
elevaci protilatek po experimentalni infekci dvéma testovanymi bakteridlnimi kmeny. Vysledky této

analyzy zatim nejsou k dispozici.



V druhém pokusu (50-gramové ryby z odchovného zatizeni MENDELU, bez aklimatizace) byla
provedena infekce pouze izolatem ST2 za Ucelem ovéfit funkénost infekce na 50-gramovych
jedincich. V infikované skupiné byla od prvniho dne zfetelnd inapetence v porovnani s kontrolni
skupinou. Ryby v infikované skupiné zacaly hynout 3. den po infekci a tmrtnost se zvySovala az do
9. dne, kdy mortalita doséhla 70 %. Kumulativni mortalita je zobrazena v grafu 1. Kultiva¢né bylo u
uhynulych ryb zjisténo ve sleziné masivné F. psychrophilum. V kontrolni skupin¢ uhynula jedna
ryba, jednalo se pravdépodobné o diisledek traumatu béhem manipulace; kultivacni vysetteni bylo
negativni na bakteridlni infekci. Pokus byl ukoncen po 10 dnech z diivodu vysoké dosazené

kumulativni mortality v infikované skuping¢, ¢imz byla funk¢nost infekce ovétfena.

2. pokus - i.p. aplikace bez aklimatizace,
kumulativni mira Umrtnosti ST2
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Graf 1: Kumulativni mira Umrtnosti pfi druhém pokusu experimentdlni i.p. infekce sekvenénim typem ST2 (modrd) a
aplikace sterilniho PBS jako negativni kontroly (Zluta).

V tretim pokusu (50-gramové ryby z odchovného zafizeni MENDELU, po aklimatizaci) byly pro
infekci pouzity ryby ze stejné kohorty, jako v pfipadé druhého pokusu, ale po 7-denni aklimatizaci.
Uhyny béhem fize sledovani byly nepravidelné a pro vypocet LD50 nepouzitelné. Kultivaéni

vySetieni 2 uhynulych neinfikovanych ryb bylo negativni. Vysledky jsou znazornény v grafu 2 a 3.



3. pokus - i.p. aplikace po aklimatizaci,
kumulativni mortalita ST2
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Graf 2: Kumulativni mira Gmrtnosti pfi tfetim pokusu experimentalni i.p. aplikace, infekce tfemi riznymi fedénimi ST2
a aplikace PBS jako negativni kontrola.

3. pokus - i.p. aplikace po aklimatizaci,
kumulativni mortalita ST386
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Graf 3: Kumulativni mira Umrtnosti pfi tretim pokusu experimentalnii.p. aplikace, infekce tremi riznymi redénimi ST386
a aplikace sterilniho PBS jako negativni kontrola. Mortalita skupin ST386 10® a ST386 107 byly totoiné a kFivky se
prekryvaji.

Béhem experimentd byly GspéSné nastaveny podminky chovu tak, aby sledované parametry vody
byly udrzovany v pfijatelnych mezich. pH vody se bez ohledu na frekvenci ¢isténi pohybovalo pii
horni hranici vhodné pro chov lososovitych ryb (8,7), je to ddno tinikem COz2 béhem provzdusiiovani
vody a jedinym feSenim je okyselovani vody, které by vSak vzhledem k frekvenci ¢isténi vody bylo
velmi problematické.

Resitelka béhem listopadu 2022 absolvovala stdz v ramci IMA projektu na DTU AQUA, Dénsko, za

ucelem ucasti na experimentalnich infekcich pstruhii, které na pracovisti probihaji. Na zéakladé



zkuSenosti a poznatkll ziskanych béhem staze se ukazalo, ze ve vlastnich experimentech byla patrné

nevhodné zvolena velikost infikovanych ryb; pro uspésné a reprodukovatelné infekce F.

psychrophilum, na rozdil od jinych bakteriadlnich piivodci, se na DTU Aqua osvédéily pouze ryby

velikosti 1-3 gramy. Stejné tak je zapotiebi snizit teplotu vody, ktera se v ramci vlastnich experimentt

pohybovala kolem 16 °C.

Zavér

Pro UspéSné zavedeni infekéniho modelu bude zapotiebi dalSich pokusii s vyuZzitim znalosti a

poznatkt ziskanych béhem dosavadnich experimentélnich infekci a také béhem staze na DTU Aqua.
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Prospektivni studie zanéti zevniho zvukovodu psi s atopickou dermatitidou: vyhodnoceni
otoskopickych, cytologickych a kultiva¢nich vySetieni

Katetina Chvatalova, Dagmar Kotlikova

Oddeleni vnitinich chorob, Klinika chorob psiu a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterindarni

univerzita Brno

Uvod
Otitis externa (OE) je Casty zanétlivy stav zevniho zvukovodu, ktery postihuje 10 az 20 %

pst. Primarni pficiny OE zahrnuji alergické a endokrinni poruchy, cizi télesa a ektoparazity.
Nejcastéjsi primarni pii¢inou OE uvadénou v mnoha studiich jsou alergie, pticemz az 75 % diagnoz
OE byva provazeno atopickou dermatitidou. Vétsina ptipadi OE je spojena s proliferaci bakterii
a/nebo kvasinek, z nichz zejména S. pseudintermedius a Malassezia pachydermatis, jsou uvadény
jako ¢asté sekundarni ptic¢iny OE. Mezi dalsi patii Pseudomonas aeuruginosa, Corynebacterium spp.,
Streptococcus spp. aj.. Nedavné metagenomické studie rovnéz zjistily, Ze ve zdravém zvukovodu
mohou byt pfitomny riizné druhy bakterii véetné stafylokokii a koryneformnich bakterii. Na zdkladé
téchto zjisténi se predpoklada, Ze pestry mikrobiom zvukovodu je pro zdravé psy optimalni a lokalni
pouziti antimikrobialnich latek ma potencidl vyvazeny mikrobiom narusit. Proto je dulezité
identifikovat 1écebné strategie, které se vyhybaji zbyte€nému pouZiti antimikrobik. Ovsem u
rekurentnich chronickych ptipadit OE byva opakovana antibiotickd terapie nevyhnutelna a jejim
moznym negativnim diisledkem se stava selekce rezistentnich kment bakterii a kvasinek. Napftiklad
izolaty S. pseudintermedius byly u 10 az 48 % piipadi OE rezistentni vic¢i meticilinu (MRSP),
pfi¢emz jedna studie ukdzala, Ze vSechny izolaty MRSP byly soucasné rezistentni vii¢i dvéma nebo
vice tfidam antimikrobik (Lynch and Helbig, 2021; Zur et al., 2016). Rovnéz existuji dikazy
o rezistenci M. pachydermatis vii¢i azolovym antimykotikim (Kano et al., 2019). Nartstajici
antimikrobidlni rezistence (AMR) se v soucasnosti stdva globalni hrozbou pro lidi a zvifata. Pfenos
rezistentnich bakterii mezi zvifata a lidmi je velmi sledovanym rizikem pro vetejné zdravi (WHO,
2015), proto jsou ve veterinarni mediciné stale Castéji prosazovany postupy uvazlivého nakladani
s antimikrobiky a podporovdny snahy ovéfovat alternativni piistupy terapie, které by vedly
k omezovani spotieby antimikrobik. Tyto snahy jsou uplatiovany i pii 1é¢bé OE (Jin et al., 2021,
Sadeghi et al. 2021; Seo et al., 2021; Vercelli et al., 2021).

Tento projekt si kladl za cil provést pilotni studii hodnoceni otoskopickych, cytologickych
a kultivacnich nalezl z ptipadi OE pst s atopickou dermatitidou a kontrolni skupiny zdravych pst.

V navazujici studii pak u vybraného souboru izolatu S. pseudintermedius a M. pachydermatis ovéfit
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formou experimentt in vitro G¢innost vybranych antimikrobik a pfipravkil na bazi koloidniho stfibra,

studené atmosférické mikrovinné plazmy a ptipadn¢ dalSich alternativ k antimikrobiktim.

Material a metodika

Klinické, otoskopické a cytologické vySetfeni. Od majitelt pst, jez pfichdzi do vSeobecné
ambulance KCHPK s typickymi piiznaky otitits externa, byly odebrany nacionale a pecliva
anamnéza. Nasledovalo otoskopické vySetfeni pro posouzeni stavu zvukovodu a bubinku. Nalezy
byly standardizovany a peclivé zaznamendvany. Nasledné byly provedeny stéry z obou zvukovoda
vatovym tamponem a pieneseny na podlozni sklicko. Po zaschnuti byl preparat obarven metodou
DifQuick® a cytologicky hodnocen. Hodnocena byla zejména ptitomnost, morfologie a pocty
bakterii a kvasinek. Z cytologie byly pofizovany zaznamy. Zvukovody jsme dale vytieli odbérovymi
tampony a ty byly vlozeny do zkumavky s transportnim mediem dle Amiese.

Mikrobiologické ~ vySetfeni. V diagnostické laboratoti Ustavu infekénich  chorob
a mikrobiologie byly vzorky vytéri zevniho zvukovodu kultivovany na Columbia agar (Oxoid, VB)
S5 % ov¢i citratové krve a na Sabouraudiv agar s chloramfenikolem (Oxoid, VB) a nasledné
inkubovany 1-5 dnt pfi teploté¢ 37 °C. Béhem inkubace byly posuzovany ristové vlastnosti
primokultur bakterii a kvasinek a provadény subkultivace za ucelem ziskani Cistych kultur. Ty byly
identifikovany na zdklad€ zhodnoceni riistovych vlastnosti, mikroskopie a vySetienim hmotnostni
spektrometrii MALDI TOF (Bruker, Némecko). Identifikované bakterialni kultury byly vySetfeny na
citlivost vii¢i vybranym antimikrobiktim diskovou difusni metodou. Kultury byly nasledn€ uchovany
v kryoprotektivnim médiu pii -75 °C pro dalsi vySetfeni. Ziskané izolaty bakterii byly vysetieny
diskovou difusni metodou (CLSI, 2018) a byla stanovena jejich citlivost vici vybranym
antimikrobikam.

Vysledky

Celkem bylo do studie zatazeno 55 pst riznych plemen, stafi a pohlavi. U kazdého zvitete
evidujeme anamnestické tidaje o rozvoji klinickych ptiznakl, ptipadn€ bez klinickych ptiznaka.
Vysetieno bylo celkem 110 vzorkd, tedy otoskopie usniho kanalu, cytologické vysetfeni a kultivace
se stanovenim citlivosti vli¢i 12 vybranym antibiotikim.

Z uvedenych 55 pst bylo 29 samic a 26 samcii. Cast&jsi incidence onemocnéni byla zaznamenana
u fen, a to v poméru 20:14. Primérny vek pacienta s otitis je 6,5 let.

Nejcastejsim cytologickym nalezem (32 %) byla ptitomnost velkych kokovitych bakterii,
nasledoval jej vyskyt kvasinek (30 %), malych kokovitych bakterii (26 %). Jako dalsi byly
detekovany epitelie, neutrofily / lyzované neutrofily ¢i erytrocyty. Patologicky nalez nebyl

zaznamenan u 49 (45 %) ptipadu.
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Vsech 110 vzorkl bylo odeslano ke kultivaénimu vysetfeni na Columbia agar (Oxoid, VB)
S5 % ovéi citratové krve a na Sabouraudiv agar s chloramfenikolem (Oxoid, VB) a nésledn¢
inkubovany 1-5 dnu pfi teploté 37 °C. Bakteriologické kultury byly vykultivovany a typizovany z 65
(59 %) vzorkd, kvasinkové pak z 26 (23 %) vzorki. Nejcastéji detekovanymi patogeny byly sestupné
nasledujici: Staphylococcus pseudintermedius (30), Malassezia pachydermatis (14), Stereptococcus
canis (6), Corynebacterium auriscanis (7), Pseudomonas aeruginosa (4), Staphylococcus schleiferi
(6),Wesella confusa (3), E. coli hemolyticka (2), Enterococcus spp.(2), Streptococcus helichoeri (2),
Staphylococcus intermedius (2), E. coli spp. (1), Pasteurella multocida (1), Proteus mirabilis (1),
Staphylococcus chromogenes (1), Streptococcus dysgalactiae (1), Streptococcus spp. (1). U vsech
izolovanych kmeni bakterii byla stanovena citlivost vii¢i vybranym 12 druhim antibiotik. Jednalo se
o amoxicilin klavulanat (AMOX), cefalexin (CF), clindamycin (CL), colistin (COL), doxycyklin
(DOX), enrofloxacin (ENR), florfenikol (FF), gentamicin (GEN), marbofloxacin (MAR), neomycin
(NEO), rifaximin (RF), sulfametaxazol trimetoprim (STX).
Staphylococcus pseudintermedius, ze 30 vzorka bylo 30 citlivych na RF, AMOX, CF, GEN, NEO,
DOX a FF, 26 citlivych a 4 rezistentni na STX, 29 citlivych a 1 rezistentni na MAR, 29 citlivych a 1
rezistentni na ENR, 20 citlivych a 10 rezistentnich na CL, 26 citlivych a 4 rezistentni na COL.
Stereptococcus canis, z 7 vzorku bylo 7 citlivych na RF, AMOX, CF, FF, DOX, CL, COL, 6 citlivych
a 1 rezistentni na GEN, 5 citlivych a 2 rezistentni na STX, MAR, ENR. Corynebacterium auriscanis,
ze 7 vzorkl bylo vSech 7 citlivych na RF, GEN, FF, STX, NEO, DOX, 4 citlivé a 3 rezistentni na
AMOX, CF, 5 citlivych a 2 rezistentni na MAR, CL, 3 citlivé a 4 rezistentni na MAR, 6 citlivych a 1
rezistentni na COL), Pseudomonas aeruginosa, bylo z celkem 5 vzorkt 5 citlivych na COL, a vSech
5 rezistentnich na AMOX, CF, FF a DOX, 3 citlivé a 2 rezistentni na GEN, 2 citlivé a 3 rezistentni
STX, NEO, 3 citlivé a 2 rezistentni na ENR, 1 citlivy a 4 rezistentni na MAR a CL. Staphylococcus
schleiferi, z 6 vzorka byly vSechny vzorky citlivé na vSechna testovana antimikrobiotika. Wesella
confusa, z celkem 3 vzorkl byly vSechny 3 citlivé na témét vSechna antimikrobika, s vyjimkou CF a
STX, kde byla rezistence u vsech 3 vzorku. E. coli hemolyticka byla ve vSech piipadech citliva na
témef vSechna uvedend antimikrobika, aZ na GEN, kdy 1 kmen byl citlivy a 1 rezistentni.
Enterococcus spp. byl v obou vzorcich citlivy na 11 antimikrobik, oba vzorky rezistentni na STX.
Streptococcus helichoeri, oba vzorky byly citlivé na 11 z uvadénych typt antimikrobik, 1 citlivy a 1
rezistentni na NEO. Kolonie Staphylococcus intermedius vykazovaly citlivost na veskera testovana
antimikrobika. E. coli spp. byla citliva na vSechna testovana antimikrobika, az na DOX. Pasteurella
multocida je citliva na vSechna uvadéna antimikrobika, vyjma COL, CL. Proteus mirabilis vykazuje

rezistenci na DOX, CL a COL. U Staphylococcus chromogenes byla prokazana citlivost na vSech 12
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testovanych antimikrobiotik. Kolonie Streptococcus dysgalactiae byla rezistentni na NEO.
Streptococcus spp. vykazoval citlivost viaci vsem 12 antimikrobikam.
Zavér

Bylo potvrzeno, ze v souvislosti s OE byly nejéastéji izolovany Staphylococcus
pseudintermedius a Pseudomonas aeruginosa a Malassezia pachydermatis. Vysledky stanoveni
citlivosti potvrdily, ze P. aeruginosa je multirezistentni a oproti tomu nebyl zjistén predpokladany
vyskyt multirezistence u izolati S. pseudintermedius. Testovani citlivosti izolatd Malassezia
pachydermatis  vac¢i antimykotikim kvantitativni metodou dosud nebylo zatim dokonéeno.
Provedenim studie byla ziskdna data a izolaty bakterii a mikroskopickych hub k dalSimu vyzkumu
alternativnich pristupti k feSeni terapie otitis externa, ktery probiha ve spolupraci s VUT Brno,

Fakulta chemicka, Ustav fyzikalni a spotiebni chemie.
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Uvod

Capnocytophaga canimorsus je komenzalni bakterie dutiny Gstni pst a kocek. U této bakterie je
znamo, ze infekce kousnych ran mize u ¢lovéka zplsobit Zivot ohrozujici stavy (Gaastra and Lipman,
2010) a predstavuje tak zoonotickou infekci. Mezi rizikovymi faktory téchto stavi byly
identifikovany imunosuprese u pacientd po transplantaci nebo s anatomickou/funkéni asplenii
(Shahani and Khardori, 2014). Nékolik ptehledovych ¢lankli vSak upozornuje také na infekce u
imunokompetentnich pacienti (Mader et al., 2020). Experimenty in vitro prokazaly odolnost téchto
bakterii vii¢i fagocytoze a imunitni modulaci s nizkou prozanétlivou sekreci makrofagt. Celkové
imunologické rizikové faktory béhem infekce jsou zatim nedostate¢né objasnény. Infekce se mulize
vyvinout v klinicky obraz podobny sepsi, ktery vede k tézké diseminaci intravaskularni koagulace,
multiorganové selhani s fatdlnim koncem. Vyskyt infekei u lidi je celkové podhodnocen diky
naroénosti Kultivace a identifikace téchto bakterii. V CR byly doposud popsany a publikovany dva
ptipady téchto infekci (Hloch at al. 2014; Prasil et al., 2020). Zajimavé je, ze také C. canis a C.
cynodegmi byly popsany jako druhy zptsobujici Zivot ohroZujici infekce, i kdyZ s nizkou incidenci
ve srovnani s C. canimorsus (Taki et al., 2018). S ohledem na vzrustajici poéty publikovanych
piipadu infekci v souvislosti s poranénim psem nebo kockou (29 publikaci za obdobi 2017-2021,
WoS) je tieba, aby veterinarni 1ékafi vénovali vice pozornosti osvété mezi majiteli zvifat a méli
k dispozici vhodna preventivni opatieni, ktera by branila vzniku infekci zejména u
imunokompromitovanych chovatelti psti a koc¢ek. Pfedmétem tohoto projektu bylo zjistit zastoupeni
C. canimorsus a C. cynodegmi v mikroflofe dutiny ustni pst a oveéfit moznosti jejich dekolonizace.
To je také jeden z diskutovanych cilti globalniho konsorcia The global Capnocytophaga Consorcium,
které zahdjilo ¢innost v zati 2021.

Materialy a metodika
Mikrobiologické vySetieni:
(i) Studie vyskytu Capnocytophaga spp.
Tamponové stéry sliznice dasni a povrchu zubtli byly odebrany do transportniho média dle Amiese.
Kultivace byla provedena na Heart Infusion agaru (Oxoid, VB) s 10 % sterilni koniské krve a 25 mg
gentamicinu na litr média. Inkubace probihala v atmosféte 10 % COz2 pii 37 °C po dobu 2 az 5 dndg.
Suspektni kolonie byly identifikovany hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF s nastavbou Biotyper
(Bruker, Némecko) s aktudlni databézi profilli bakterialnich kultur rozsifenou o spektra kmenta C.
canimorsus DSM19204 , C. cynodegmi DSM19736 a C. canis DSM101831. Ziskané kultury byly
uchovany v kryoprotektivnim médiu pfi — 80 °C pro dalsi typizaci.
(i1) Stanoveni citlivosti ke koloidnimu roztoku nanocdstic stiibra a slouceninam s antiseptickym
ucinkem (chlorhexidin apod.)
Ke stanoveni citlivosti byly vyuzity metodiky mikrodilu¢niho stanoveni MIC a MBC (VETO1, CLSI,
2020; Zadrazilova et al., 2015). Vychozi roztok nano stiibra (5000 p.p.m.) a dalSich testovanych
substanci byl reciprocné fedén v Mueller-Hintonové bujonu (Oxoid, VB) v mikrotitra¢nich
destickach a zao¢kovan multiinokulatorem na denzitu 1 x 10° KTJ piislusného bakteridlniho kmene
v&etnd kontrolnich kment E. coli ATCC®25922 a Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853 (VETO1,
CLSI). Hodnoty MIC byly odec¢teny jako nejnizsi koncentrace potlacujici mnozeni testované kultury.
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testovanych latek, které devitalizovaly vSechny buiiky inokula.
(iii) Ovéreni dekolonizace a rekolonizace sliznice DU

Na zaklad¢ vysledki MIC byly k aplikaci vybrany dva komercni mukoadkezivni gely, jeden
s u¢innou latkou ve formég aktivniho stiibra a druhy s chlorhexidinem. Ty byly aplikovany u téch pst,
kteti byli v pfedbézném testovani pozitivni na C. canimorsus. Kontrolni odbéry (stéry dasni a zubu)
byly provadény pred aplikaci gelu a nésledné 4., 7. a 10. den aplikace. Tyden po ukonceni aplikace
byl odebran posledni kontrolni stér. VSechny odbéry byly podrobeny kultivaénimu prikazu
ptislusnych agens a soucasné byla izolovana DNA k jejich prikazu ve vzorcich metodou PCR.

Vysledky
Celkem bylo na pfitomnost C. canimorsus otestovano 130 psii obou pohlavi, rizného véku a patiicim
k riznym plementim. Z tohoto souboru bylo C. canimorsus pozitivnich 90 psu (69 %), na C.
cynodegmi 103 psu (79 %).

Majitelé pozitivnich psti, ktefi pfi uvodnim testovani projevili zajem o ucast v dalSim
testovani, byli pozadani o dodéani kontrolniho vzorku. Po potvrzeni pozitivity do dalsiho testovani
vstoupilo 11 pst, ktefi byli rozdéleni do 2 skupin. Jedné skupiné byl aplikovan mukoadhezivni gel s
obsahem aktivniho stiibra, druhé s obsahem chlorhexidinu. U obou latek byl v testech in vitro
potvrzen inhibi¢ni ucinek vué¢i C. canimorsus. U aktivniho stfibra odpovidala MIC (minimalni
inhibi¢ni koncentrace) in vitro 0,000015% roztoku, u chlorhexidinu 0,00062% roztoku. Vybrané
komeréné¢ vyrabéné mukoadhezivni gely obsahovaly 0,02 % nanocastic stiibra a 19,8 %
chlorhexidinu. Majitelé psti nasledné dle instrukci aplikovali gel a odebirali vzorky pro stanoveni
ptitomnosti C. canimorsus.

Ve skupiné psti, u kterych byl aplikovan mukoadhezivni gel s aktivnim stfibrem, doslo pii
opakované aplikaci gelu u 5 pst k eliminaci C. canimorsus. U 1 psa z této skupiny se efekt G¢inné
latky neprojevil a jeho vzorky byly po celou dobu aplikace gelu C. canimorsus pozitivni.

Ve skupiné s aplikaci mukoadhezivniho gelu s obsahem chlorhexidinu se inhibi¢ni efekt
ucinné latky projevil u 2 pst — u jednoho doslo k eliminaci C. canimorsus jiz do doby druhého
kontrolniho odbéru (4. den aplikace gelu), u druhého se projevil do odbéru ctvrtého (10. den aplikace
gelu). U zbylych 3 pst se inhibi¢ni efekt chlorhexidinu neprojevil a jejich vzorky byly po celou dobu
aplikace gelu C. canimorsus pozitivni.

V ptipadé C. cynodegmi Se in vivo inhibi¢ni G¢inek obou ucinnych latek ukazuje spise jako
zanedbatelny.

Vyskyt C. canimorsus a C.
cynodegmi u testovanych psu

150
100

50

B Testovani psi C. Canimorsus + C. cynodegmi +
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Ucinek gelu s Ucinek gelu s

nanocasticemi stribra chlorhexidinem
1
3
m Dekolonizace C. canimorsus = Bez Gcinku m Dekolonizace C. canimorsus = Bez Ucinku
Nanocastice stfibra

Odbér pred

aplikaci 4. den 7.den 10. den 17. den
Pes | Kultivace | PCR | Kultivace | PCR | Kultivace | PCR | Kultivace | PCR | Kultivace | PCR
1 + + + + + + + + + +
2 + + - + - - - - - -
3 - + - - - - - - - -
4 - + - + - - - - - -
5 - + - - - - - - - -
6 - + - - - - - - - -

Chlorhexidin

Odbér pred

aplikaci 4. den 7.den 10. den 17. den
Pes | Kultivace | PCR | Kultivace | PCR | Kultivace | PCR | Kultivace | PCR | Kultivace | PCR
1 + + + + + + + +
2 + + + + + + - - - -
3 + + + + + + +
4 + + + + + + -
5 + + - - - - - - - -

Zavér

Nanocastice stiibra se v dekolonizaci C. canimorsus z dutin Gstni pst jevi slibngji nez chlorhexidin.
Ve studii by se mélo nadale pokracovat s vétSim poctem pst a v del§im ¢asovém horizontu. Vhodné
by bylo také vyuzit RT PCR pro kvantifikaci kolonizace dutin ustnich. V ptipadé bakterie C.
cynodegmi se in vivo inhibi¢ni u¢inek obou uc¢innych latek ukazuje spise jako zanedbatelny.
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MOZNOSTI INHIBICE KORONAVIRU ANTIVIROTICKYMI LATKAMI
POSSIBILITIES OF CORONAVIRUS INHIBITION BY ANTIVIRAL AGENTS
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Uvod

Do ¢eledi coronaviridae nalezi RNA viry vyvolavajici respira¢ni a sttevni onemocnéni savci a ptaku.
Tato prace se zamétuje na kmen CCoV, neboli psi koronavirus. Na zéklad¢ védeckych studii bylo
prokazano, ze je (canine corona) rozsifren zejména v chovatelskych stanicich nebo utulcich. Zakladni
charakteristikou tohoto viru je pfedev§im nizk4 mortalita, av§ak vysokd morbidita infikovanych
jedincti (Esposito et al.,2020). Dle studie Decaro et al.,2008 dospély pes vyznacujici se silnym
imunitnim systémem, muize byt infikovan virem, avSak nemusi mit Zadné klinické ptiznaky a stava
se tak pfimym popiipad¢ nepiimym vektorem viru zejména pro jedince se slabou imunitou. Virus se
muze do organismu dostat pies dutinu nosni, kdy napada respiracni systém a kde nasledné¢ muiize
zpusobit akutni poSkozeni plic, nebo se dostava do téla pres dutinu ustni, kdy napada travici systém
a zpusobuje masivni zancty (Maumud MS et al.,2021).
Svétova organizace pro zdravi zvifat (WOAH) oznacila Covid-19 jako ,,emerging disease®, tedy se
jednd o novou infekci zpisobenou zménou jiz existujiciho patogenu. Soucasnid svétova
epidemiologicka situace zvySuje snahu o nalezeni U¢inné antivirové terapie, ktera by zlepsila Sance
infikovanych jedinct prekonat klinicky vzrustajici koronavirovou infekci. Snaha o nalezeni realné
fungujiciho antivirotika stale intenzivné€ probiha na trovni klinickych studii.
Naptiklad latky ze skupiny kanabioindi, se dle védecké studie Decaro et al.,2008 vyznacuji ucinky
podporujici imunitni systém organismu zasazené¢ho onemocnénim Covid-19. Konkrétné se jedna o
sekundarni metabolity produkované rostlinou Canabis sativa — CBD - canabidiol a CBG -
canabigerol, které potlacuji vstup viru do buiiky down-regulaci bunéénych receptoria. CBD mimo jiné
zmiriiuje nekontrolovatelnou produkci cytokinind, které zptsobuji akutni poskozeni plic a ma téz
inhibi¢ni potencial pro postcovidové fibrozy (Costela-Ruiz, et al.2020; Lowe et al. 2017).
Cilem této prace je stanoveni inhibi¢ni aktivity vybranych latek, které tlumi replikaci psiho
koronaviru in vitro.

Material a metodika
Antivirotickd aktivita testovanych latek byla provedena na modelu psiho koronaviru (sbirkovy kmen
- ATCC; VR-2068; canine coronavirus modified), kultivovaného na bunééné kulture CRFK (Crandel-
ress feline cells — ko¢i¢i ledvinové buriky).
V planovanych experimentech byl testovan vliv rostlinnych cytokinint, jejich derivati a

kanabinoidd. Testované substance byly testovany v n¢kolika pfedem stanovenych fedéni. U kazdého
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fedéni testované latky byla nejprve stanovena urovenl cytotoxicity pro pouzitou bunécnou linii.
Stanovend netoxickd koncentrace testované substance byla nasledné aplikovdna na bunécny
monolayér. Po hodinové inkubaci v termostatu pii 37 °C a za ptitomnosti 5 % COz2, byly bunky
infikovany virem. Po 48 — 72 hodinach inkubace byl pozorovan cytopaticky efekt viru, ktery byl
porovnan s pozitivni a negativni kontrolou. Inhibice viru byla nasledné¢ kvantifikovana
prostiednictvim RT-qPCR a stanoveni hodnoty TCIDso.

Vysledky
V experimentech byly testovany nasledujici substance: CBD; CBG a intern¢ oznacené fytohormony
HM a KT, které byly ziskany od spolupracujiciho pracovisté. Kanabinoidy se vyznacovali pomérné
vysokou cytotoxicitou a na zéklad¢ jejiho stanoveni byla nalezena bezpecna koncentrace: CBD 8 uM
a CBG 10 uM. CBD prokazateln¢ zpomaloval mnoZeni viru ve srovnani s kontrolou, zejména po 48
hod. inkubaci. Po dalSich 24 hodinach byl tento rozdil vyrovnan. V ptipadé¢ tentované substance HM,
byla stanovena bezpecna koncentrace 200 uM a v ramci testovani inhibice replikace viru prokazatelné
inhibuje replikaci

Graf ¢.1: Porovnani Cthodnot kanabidiolu (CBD) s pozitivni kontrolou

8 uM CBD + CCoV 103
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= CBD 6 8uM + CCoV 10-3 0 CCoV 10-3

Po 24 hodinové kultivaci v pfitomnosti kanabidiolu doslo k poklesu titru viru 10°x ve srovnani s

kontrolou, avsak do ttetiho dne byl titr viru s kontrolou srovnatelny.
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Graf ¢.2: Porovnani Cthodnot kanabigerolu (CBG) s pozitivni kontrolou
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Po 24 hodinové kultivaci v ptitomnosti kanabigerolu doslo k mirnému poklesu titru viru ve srovnani

s kontrolou, avSak do tfetiho dne byl titr viru s kontrolou srovnatelny.

Graf ¢.3: Porovnani Cthodnot HM s pozitivni kontrolou
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Béhem 72-hodinové kultivace v ptitomnosti HM doslo k poklesu titru viru 1,2 - 10® x ve srovnani

s kontrolou.

Zaveér

Na zaklad¢ dosavadnich vysledk, 1ze konstatovat, ze zkousené latky ze skupiny kanabinoidi (CBG;

CBD) vykazuji slaby antiviroticky ucinek. Rostlinné cytokininy se jevi mnohem zajimaveéjsi,

konkrétné substance interné oznacena HM 0 koncentraci 200 uM.
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Uvod
Makrorabdodza je celosvétove rozsifené onemocnéni gastrointestindlniho traktu ptakd kvasinkového
puvodu (Tomaszewski et al. 2003). Bylo popsano u ptaka v zajmovych i produkénich chovech a
rovnéz u mnoha voln¢ zijicich druhii (Phalen 2014). Incidence onemocnéni se zvysSuje (Marlier et al.
Puvodce onemocnéni Macrorhabdus ornithogaster (MO) kolonizuje proventrikulus a ventrikulus
ptakd. Zmény, které zde pisobi, vedou predevsim k maldigesci, malabsorbci, postupnému chiadnuti
a uhynu ptakt. Nebyl popsan v jinych orgénech, u savcii ani volné v pfirod¢ (Hanafusa et al. 2013).
Kinfekci dochdzi orofekdlné a krmenim mlad’at. Nepravidelné vylucovani plvodce trusem
znesnadnuje intravitalni diagnostiku. Za diagnosticky standard je povazovano postmortalni vySetieni
zaludku (Phalen 2014). Kultivace je narocna a pro béznou diagnostiku se nevyuziva (Hannafusa et
al. 2007). Metoda kvantitativni PCR (qPCR) trusu v porovnani s bézn¢ v ambulancich vyuzivanym
mikroskopickym vySetfenim trusu umoziuje intravitaln€ zachytit jedince, ktefi by unikli diagnostice
(Sulivan et al. 2017, Vrbasova et al. 2020). Diky vysoké senzitivité umoznuje sledovat odezvu na
1é¢bu. To se jevi jako vyznamny aspekt z divodu €astého vyskytu rezistentnich kment (Phalen 2014).
Material a metodika

Pro verifikaci metody qPCR trusu pro intravitalni diagnostiku Macrorhabdus ornithogaster
pozitivnich jedinci bylo vySetfeno celkem 100 kadavert. Kadavery pochazely z 11 chova (6 MO
pozitivnich, 5 0 nezndmé epizootologické situaci). Sledovana skupina byla slozena z 8 ptac¢ich druhti
(fad Psittaciformes 83, ¥ad Passeriformes 17 jedincii). Zastoupeni pohlavi v souboru bylo 46 samcii
54 samic. U vSech kadavera bylo provedeno cytologické vySetfeni trusu, cytologické vySetieni otisku
zaludku a qPCR vysetteni trusu. Po odeéteni qPCR trusu byla u v§ech negativnich vzorkut (46 vzorkit)
provedena qPCR stéru zaludku. Pro ovéfeni pouzité metody bylo také 20 kadaverti pozitivnich
(stanoveno metodou qPCR trusu) podrobeno parovému qPCR vysetieni stéru zaludku.

Pitva, odbér vzorku a cytologické vysetfeni byly provedeny na pitevné a v ambulanci Kliniky chorob

ptakd, plazli a drobnych savcl Veterinarni univerzity Brno. U kazdého jedince byl zhotoven natér
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trusu a otiskovy preparat sliznice zaludku. Vzorky byly fixovany plamenem, obarveny (Diff-Quick)
a vySetfeny optickym mikroskopem s imerzi (zvétSeno 1000x). Od kazdého kadaveru byl rovnéz
odebran vzorek trusu a proveden stér zaludku pro qPCR (vzorky skladovany pii teploté -18 °C).
Izolace a purifikace DNA pro gPCR a qPCR stanoveni probéhlo v laboratofich Ustavu infekénich
chorob a mikrobiologie Veterinarni univerzity Brno. Pro extrakci DNA z trusu bylo pouzito 180 mg
vzorku. K izolaci a purifikaci DNA byl pouzit kit NucleoSpin DNA (Machery-Nagel, Némecko)
podle navodu vyrobce. Pro extrakci DNA ze stérti zaludecni sliznice byl pouzit kit NucleoSpin DNA
blood (Machery-Nagel, Némecko). Stér zaludku byl vlozen do zkumavky s 500 pl fosfatového pufru
(PBS), vortex 5 sekund, dale bylo postupovano podle ndvodu vyrobce. Do kazdé sady byla vlozena
negativni kontrola pro prubéznou kontrolu kontaminace. Extrahovana DNA byla uchovana pii -18
°C. Slozeni reak¢ni smési na jeden vzorek: 10 ul Luna® Universal gPCR Master Mix (New England
BioLabs, USA), 6 ul PCR H20, 400 nM forward primer (Sekvence 5’-
3’'GGGATCGGGTGGAGTTTAAATAG), 400 nM reverse primer TTTCAGCCTTGCGACCATAC
(produkt: pozice 1016-1110, 94 bp), 2 ul templatové DNA. Reakce probihala v termocykleru
LightCycler 480 Real Time PCR Instrument (Roche, Svycarsko) dle programu: avodni denaturace
95 °C 3 minuty, 40 cykll, denaturace 95 °C 5 sekund, annealing a extenze 60 °C 30 sekund ukonc¢eno
chlazenim 40 °C 30 minut). Pro kazdé¢ vySetfeni byla pouzita negativni a pozitivni kontrola. U vSech
vzorki byla odectena amplifikaéni kiivka a ovéfen bod denaturace pomoci kiivky tani porovnanim
S pozitivni kontrolou.

Vyuzitelnost starSiho (suchého) trusu pro screening ptitomnosti MO v z4jmovych chovech drobného
ptactva byla ovéfena porovnanim vysledkti qPCR u 25 pozitivnich parovych vzorkl cerstvého a
suchého trusu (skladované po dobu 2 let pii pokojové teplot¢).

Monitoring rozsifeni MO v zajmovych chovech v Ceské republice, byl proveden retrospektivng.
Vzorky trusu odebrané na Celonarodni vystavé kanard, kiizencu a evropského ptactva K1 Brno 2018
byly vysetieny metodou qPCR. Z 391 bodovacich kleci byl ndhodné odebran trus od 102 (26 %)
jedincti. Soubor zahrnoval 32 z celkového poétu 39 chovii (85 % chovii) ze 17 okresti a 7 krajii CR.
Metody qPCR trusu a mikroskopického vySetieni natéru trusu bylo pouzito ke kontrole 1é¢by v chovu
kanart s klinicky probihajici makrorabd6zou. V prvni fazi byly podavany: 1. Acidomid 10 ml/l, 2.
benzoan sodny v pribehu tydenni adaptace v davee 1 g/l, dale v davce 2,5 g/l vody, 3. terbinafin 250
mg/250 ml pitné vody. Bez ohledu na zvoleny rezim ptaci dostdvali probiotika, vitaminy a
imunoglukany. Po 8 tydnech byla provedena kontrola trusu. S ohledem na neuspokojivy vysledek
bylo ptistoupeno k druhé fazi, ve které byl vSem jedinctim podavan ve vodé rozpustny amfotericin B

(Fungizone suspenze 100 mg/ml v davce 1 ml/l vody). Kontrola trusu probéhla po 6 tydnech.
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Abychom ovéftili pfenos ptivodce z rodicli na potomstvo, bylo u 16 qPCR trusu pozitivnich chovnych
part vzdy od jednoho z mlad’at v dobé odstavu odebran a vysetien trus.
Normalni rozloZzeni proménnych v souboru dat bylo testovano pomoci testu Shapiro-Wilk.
Nenormalné rozlozené proménné byly analyzovany pomoci Wilcoxonova parového testu. Cetnosti
vyskytu pozitivnich zachyti MO byly analyzovany pomoci chi-kvadrat testu metodou kontingenc¢nich
tabulek. VSechny analyzy byly provedeny s pomoci statistickych softwarti Unistat verze 6.0.07 a
Statsoft Statistica v.12.

Vysledky
Pro verifikaci metody qPCR trusu pro intravitalni diagnostiku MO pozitivnich jedinct bylo
vySetieno 100 kadavert. Ze 100 vzorki trusu byla cytologickym vySetfenim potvrzena pfitomnost
MO u 34 vzorkl, metodou qPCR u 54 vzorkt. Metodou gPCR trusu byla pravdépodobnost zachytu
puvodce statisticky vyznamné vyssi nez cytologickym vySetfenim natéru (p < 0,01). Cytologickym
vysetfenim otisku sliznice zaludku (diagnosticky standard) bylo diagnostikovano 50 pozitivnich
vzorki. U vSech 46 kadaveri s negativnim VvySetienim trusu (metodou qPCR) bylo nésledné
provedeno vysetfeni qPCR stéru zaludkt. VSechny vzorky negativni metodou gPCR trusu byly
negativni také metodou qPCR stéru zaludku (100 %). VySetfeni qPCR stéru zaludku bylo
provedeno rovnéz u 20 kadavert s pozitivnim zachytem MO v trusu metodou gPCR. Vsech 20
vySetienych vzorki bylo pozitivni také pti vySetieni qPCR stéru zaludku. Z vysledka studie
vyplyva, ze qPCR trusu bylo schopno v 100% diagnostikovat pozitivni jedince v nami

v

vySetfovaném souboru. Jevilo se byti spolehlivéjsi metodou nez mikroskopie otisku zaludku, kterou

bylo zachyceno 92,59 % (50/54) pozitivnich jedincu (p = 0,6711) (Tab.¢.1a,b).

Tab. la. Vysledky diagnostiky Macrorhabdus ornithogaster stanoveno riznymi metodami.

Mikroskopické vySetfeni gPCR vySetreni Mikroskopické vySetieni
trusu trusu Zaludku
Kategorie n Pozitivni Negativni Pozitivni Negativni Pozitivni Negativni
VSechny 100 34 66 54 46 50 50
kadavery
Samcl 46 13 (28,26 %) | 33 (71,74 %) 21 (45,65 %) | 25 (54,35 %) 18 (39,13 %) | 28 (60,87 %)
Samic 54 21 (38,89 %) | 33 (61,11 %) 33 (61,11 %) | 21 (38,89 %) 32 (59,26 %) | 22 (40,74 %)
Psittaciformes 83 24 (28,92 %) | 59 (71,08 %) 40 (48,19 %) | 43 (51,81 %) 36 (43,37 %) | 47 (56,63 %)
Passeriformes 17 10 (58,82 %) | 7 (41,18 %) 14 (82,35 %) | 3 (17,65 %) 14 (82,35 %) | 3 (17,65 %)

stéru zaludku.

Tab. 1b. Ovéfeni spolehlivosti qPCR vySetfeni trusu pro diagnostiku M

acrorhabdus ornithogaster pozitivnich jedincti porovnanim s JPCR vysetienim

gPCR vysetfeni trusu

Mikroskopické vysetfeni

gPCR vysetfeni stéru zaludku

Mikroskopické vysetfeni

trusu Zaludku
Kategorie n Pozitivni Negativni Pozitivni Negativni Pozitivni Negativni
VSechny 46 0 46 (100 %) 0 46 (100 %) 0 46 (100 %)
negativni vz.
Vybér 20 11 (55 %) 9 (45 %) 20 (100 %) 0 16 (80 %) 4 (20 %)
pozitivnich vz.

U vybranych 25 qPCR pozitivnich vzorka vlhkého (Cerstvého) trusu, u kterych byly metodou gPCR
vySetieny také parové vzorky suchého (star§iho) trusu, neovlivnil statisticky vyznamné zpiisob

zpracovani a uchovani trusu vysledek vysetteni (p = 0,2783) (Tab. ¢€.2).
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Tab. 2. Stanoveni Macrorhabdus ornithogaster metodou qPCR v parovych vzorcich vlhkého (Eerstvého) a suchého (star§iho) trusu stanovenim
hodnoty Ct (kvantifikace v cyklech, umozfiuje citlivé zachytit rozdil v mnoZstvi patogenu ve vzorcich, ¢im diive zaéne kiivka nartstat, tim vice
patogenni DNA bylo v ptivodnim materialu).
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Screening rozsifeni kvasinky MO v zajmovych chovech v Ceské republice (retrospektivni stanoveni
zroku 2018), prokdzal MO metodou qPCR trusu u 25,5 % (26/102) vySettenych jedincu.
Promotenost vySettenych chovi byla 53,1 % (17/32). MO byl prokazan ve 13 z celkového poctu 17
vySetfenych okrest a v 6 z vySetfenych 7 krajt.

Metodou qPCR trusu a cytologickym vySetienim natéru trusu byly vyhodnoceny nalezy pied a po

1é¢bé pii pouZiti 4 terapeutickych protokoli (Tab.¢.3).

Tab. 3. Posouzeni vysledku 1é¢by metodou qPCR a mikroskopického vySetieni trusu pii pouziti Gyt terapeutickych protokold.

Pouzity ptipravek Vysetfovaci metoda Pied 1é¢bou Po lécbe
pozitivni (ks) pozitivni (%) pozitivni (Ks) pozitivni (%)

Acidomid Mikroskopie trusu 4 66,67 6 100,00

n==6 qPCR trusu 6 100,00 6 100,00
Benzoan sodny Mikroskopie trusu 7 53,85 10 76,92

n=13 gPCR trusu 13 100,00 11 84,62
Terbinafin Mikroskopie trusu 3 37,50 6 75,00

n=8 qPCR trusu 8 100,00 6/6 100,00
Amfotericin B Mikroskopie trusu 14 43,75 5 15,63

n=32 gPCR trusu 32 100,00 5 15,63

Vysetienim souboru 16 mlad’at pozitivnich part (od kazdého paru bylo v dobé odstavu vySetfeno
jedno mladé) byl metodou gPCR trusu puvodce potvrzen u 81,25 % (13/16), mikroskopicky v trusu
u 43,75 % (7/16) mlad’at (p = 0,0679).
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Klasifikace a prevalence melanocytirnich tumori u koni v Ceské republice
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Uvod

Equinni melanocytarni tumory jsou ¢asto feSenym problémem u béloust vyssiho véku, ale mohou
se vyskytnout u koné jakéhokoliv v€ku a barvy. Dle jedné Casto citované studie udajné az u 80 %
belousi, kteti dosdhnou vysokého veéku, dojde k vyvoji jednoho nebo vice melanocytarnich tumort
(McFadyean, 1933). V knize Equine Dermatology je udavano, ze equinni melanocytarni tumory
predstavuji 5,4-13,9 % ze vSech koZnich nadorovych onemocnéni u koni (Scott, a dalsi, 2011). Pfesna
data o vyskytu tohoto nadorového onemocnéni u koni v Ceské republice chybi a prevalence uvadéna
Vv riznych literarnich zdrojich je vypoctena z idaji uzce specifikovanych ¢asti svétové populace koni.

V epidemiologické studii provadéné na populaci 264 Camargskych koni byla u tohoto plemene
zjisténa prevalence vyskytu melanocytarnich tumort 31,4 %, ve vékové kategorii nad 15 let byla
prevalence 67 % (Fleury, a dalsi, 2000). V dalsi studii zaméfené na 296 koni plemene Lipican byla
zjisténa prevalence vyskytu melanocytarnich tumorti 50 %. Plemeno Lipican je vysledkem 400 let
pfibuzenské plemenitby, narozdil od plemene Camargsky kin sledovaného v piedchozi studii, jehoz
populace je vice heterogenni. Zjistény dédi¢ny faktor byl 0,36, coz poukazuje na pravdépodobnou
existenci dédi¢né predispozice (Seltenhammer, a dalsi, 2003).

Histopatologicka klasifikace equinnich melanocytarnich tumort se v soucasné dobé¢ stale provadi
prevazné podle klasifikacniho schéma navrzeného Dr. Valentine, v této studii byly vySetfovany
melanocytarni tumory u 53 koni. Vysledky studie popisuji 4 rizné formy equinnich melanocytarnich
tumorti: (1) melanocytarni névus; (2) dermalni melanom; (3) dermalni melanomatéza a (4)
anaplasticky maligni melanom. Tyto formy se rozliSuji na zaklad€é odliSnych klinickych a
histologickych charakteristik a odliSného biologického chovani. Dermalni melanomy a
melanomatdza se od sebe histologicky téméf nelisi, k rozliSeni té€chto tvou forem dochéazi na zékladé
klinickych odlisnosti. Ve studii se objevily 2 ptipady, které vSak nebylo mozné dle této klasifikace
zafadit a ziistaly tak neklasifikované (Valentine, 1995). Rada recentnich publikaci ale poukazuje na
fakt, ze toto klasifikani schéma nedostatecné reflektuje progresivni povahu a biologické chovani
téchto tumort u koni (Moore, a dalsi, 2013). Pfesnd histopatologické klasifikace melanocytarnich
tumort u koni je zdsadni kviili posouzeni vztahu histologickych charakteristik téchto neoplazii,

ucinnosti zvolené terapie a stanoveni progndzy onemocnéni.
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Material a metodika

Pro tucely histopatologické klasifikace equinnich melanocytarnich tumort byly do vyzkumu
zatrazeny bioptické a nekroptické vzorky koni klinicky diagnostikované jako melanocytarni tumory.
Odbér bioptickych vzorka byl provadén na zakladé Zadosti majiteltt koni na Klinice chorob koni
Veterinarni univerzity Brno nebo v misté ustdjeni koni terénnimi veterinarnimi lékafi. Odebrané
bioptaty byly nasledné dodany na Ustav patologické morfologie a parazitologie Veterinarni
univerzity Brno, bud’ osobn¢ nebo postou. V ptipad¢ utraceni nebo tthynu kon¢ s melanocytarnimi
tumory na Klinice chorob koni Veterindrni univerzity Brno byla pitva provedena na Ustavu
patologické morfologie a parazitologie, kadavery byly néasledn¢ neskodné odstranény v asanaénim
ustavu. Koné nikdy nebyli utraceni kvili vyzkumu, ale pouze z divodu nendvratné naruSené¢ho
zdravotniho stavu (vétSinou z divodu jiného onemocnéni). Nasledna pitva byla provadéna za ucelem
odbéru nekroptatlh melanocytarnich tumorl a zjiSténi ptipadnych metastdz. Odebrané bioptaty a
nekroptaty byly fixovany v 10% formalinu a zpracovany parafinovou technikou pro nésledné
histopatologické vySetfeni. K zakladnimu histopatologickému vySetieni bioptati a nekroptati bylo
vyuzito barveni hematoxylinem a eozinem a béleni vysoce pigmentovanych 1¢ézi peroxidem vodiku.
Dale bylo u vySetfovanych vzorkli provedeno imunohistochemické barveni s vyuZitim vybranych
protilatek (PNL-2, S100 protein, Ki-67, vimentin, RACK1) za tGéelem potvrzeni diagnézy u
novotvard, u kterych nebylo moZné za zakladé piehledného barveni stanovit pfesnou diagndzu (napf.
Spatné pigmentované 1éze) a dale za ucelem snahy o zjisténi, zda je nékterd z vybranych protilatek
vhodna pro posouzeni benignity a malignity vySetfovanych neoplazii.

Pro ucely vypoétu prevalence vyskytu melanocytarnich tumorti u koni v Ceské republice byla
vyuzita data piipadd vySetfenych na Ustavu patologické morfologie a parazitologie Veterinarni
univerzity Brno. Byla provedena selekce piipadii, do vypoétu byly zahrnuty pouze nekropsie a biopsie
koni od roku 2020. Data pouzitd pro vypocet prevalence zahrnovala nacionale koni (jméno, pohlavi,
vék, plemeno, barva), geografickou lokalitu ustijeni koné¢ a pfitomnost ¢i nepfitomnost
melanocytarnich tumort. V pfipadé ptitomnosti melanocytarnich tumorti dale doba riistu, pocet,
velikost a lokalizace téchto neoplazii a piipadné fotografie 1€zi. U ziskanych vysledkt je provadéno

statistické vyhodnoceni a zpracovani za vyuziti zakladnich statistickych analyz.

Vysledky
Pti zakladnim histopatologickém vySetfeni byly sledovany nésledujici znaky: (1) Lokalizace,
velikost, tvar, ohraniceni a buné€nost 1éze a typ ristu; (2) popis vzhledu neoplazie a stroma; (3)
morfologické znaky neoplastickych buné€k; (4) pocet mitdéz a (5) dalsi nalezy (vaskuldrni invaze,

nekrézy, krvaceniny, ptipadné dalsi 1éze). Prehled ptipadd s diagnézami viz Tab. 1 nize. Prvni
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sloupec diagnodz je uréeny podle vyse zminénych znakti v kombinaci s klinickym nalezem (lokalizace
tumord, celkovy zdravotni stav). Dale byly neoplazie klasifikovany dle Valentine (1995), diagnéza
byla stanovena na zéklad¢ ptevazujicich znak typickych pro jednotlivé typy. U vétSiny neoplazii se
ale vyskytovaly ve variabilnim mnoZstvi znaky pro vic neZ jeden typ. Z tohoto pohledu by dle naseho
nazoru bylo vhodné uvazovat o upravé/rozsiteni stavajici klasifikace.

V ramci pitevnich vysetfeni bylo v nékolika ptipadech odhaleno, Ze pfitomnost nalezu drobnych
1ézi v perineu, nevylucuje ptitomnost rozsahlych vnitinich lozisek novotvart. Ptikladem je pacient €.
15, u kterého byl nélez pifi vné&j$im ohledani makroskopicky nevyrazny (oproti nékterym jinym
pacientim, napt. pacient ¢. 21 s rozsahlymi splyvajicimi masami v perineu a na ventralni strané
ocasu) — pozorovana tuha, mirné prominujici nodualrni 1éze pted levym uSnim boltcem, >5 mirné
prominujicich drobnych (do 4 mm v priméru) nodulérnich 1ézi na ventralni stran¢ ocasu a palpaéné
hrbolaty konec ocasu. V prubchu pitevniho vySetfeni byl u tohoto pacienta ale v panevni oblasti
detekovan rozsédhly melanom velikosti 15x21 cm, ktery zptsoboval klinicky kulhéni a vyraznou
svalovou atrofii pravé panevni koncetiny. Déle byly zjistény mnohoc¢etné masy v oblasti parotidealni
zlazy, v podkoZi poslednich 10 cm ocasu a ¢etné vnitini metastazy v miznich uzlinach, pojivové tkani
kolem ledvin a v priibéhu meziZebernich cév.

Data o pripadech equinnich nadorovych a nenddorovych onemocnénich vysettenych od roku 2020
do fijna 2022 na Ustavu patologické morfologie a parazitologic VETUNI byla zpracovana do
excelové tabulky a graficky znazornéna pomoci grafii. Equinni melanocytarni tumory piedstavuji 10
% viech vysetfovanych 1ézi a 18 % viech nadorovych 1ézi vysetfenych na Ustavu patologické

morfologie a parazitologie VETUNI v dob¢ od roku 2020 do tijna 2022.

2% 2% 205 2% 2% ameloblastom
204 GIST
3% leiomyosarkom
3% papilomatoza
thékom
4% hemangiom
= adenokarcinom
adenom
hyperplasticky polyp
lymfom
osifikujici fibrom
12% sarkoid
= kozni melanom

5%

5%

= skvamocelularni karcinom
= tumor ovaria z bun¢k granulosy

Graf 1: Prehled diagnéz nadorovych onemocnéni koni u piipadil vysetfovanych na Ustavu

patologické morfologie a parazitologie v dob¢ od roku 2020 do fijna 2022.
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Diagnoza dle

Cislo Plemeno Pohlavi Barva | Vék Lokalizace Diagnoza Valentine (1995)
fascie m. cutaneus, parenchymatdzni organy, serézy v DB, MU, masa Diseminovany malieni
1 Al/l valach bélous 17 kaudalné za pravou ledvinou, glutealni svalovina LPK, levy maseter, 3. Y g neklasifikovano
s - . . . . o melanom
vicko, spojivka levého oka, mozkové pleny, kosti spodiny lebe¢ni
2 ST klisna bélous 14 neznama Kozni melanom MN
3 ¢T Klisna | belous | 2 | ocnivicko Kozni melanom nizkého MN
stupné malignity
. P . S Kozni melanom stiedniho
4 arab klisna bélous 25 perineum, parotidedlni oblast N . DMT
stupné malignity
5 teplokrevnik klisna bélous 17 ventralni strana ocasu Kozni melanom, benigni DM
. - M Kozni melanom stfedniho
6 chladnokrevnik valach bélous 4 rameno, bedra, bok, Sourek, lopatka, hlezno, stehno . .. MN
stupné malignity
7 neznamé klisna bélous 16 horni vi¢ko, vulva, perianalni oblast NONSM Bo_msoi nizkého DMT
stupné malignity
8 WPBR Klisna | belous | 1,5 | kofen ocasu Kozni melanom stredniho MN
stupné malignity
9 ST valach bélous 21 ventralni strana ocasu, perianalni oblast, svalovina na boku Metastaticky maligni melanom DMT
; o g1 "y R Kozni melanom stfedniho
10 arab klisna bélous 27 perianalni oblast, ventralni strana ocasu, pojivova tkai kolem MM M . DMT
stupné malignity
11 PRE klisna bélous 20 perianalni oblast, mlécna zlaza Metastaticky maligni melanom DMT
12 AL Kisna | belous | 10 | béze ocasu Kozni melanom stfedniho MN
stupné malignity
13 CT klisna bélous 12 perianalni oblast WONE< Eo_m:oi stredniho MN
stupné malignity
14 CT valach bélous 10 antebrachium pravé hrudni konéetiny Noﬁ:( 5@5:0? stredniho MN
stupné malignity
15 frisky kan valach vranik 14 zadni mezinozi pod anusem Anaplasticky maligni melanom AMM
16 A1 valach belous 13 ommmv.@ozmsm_:_ oblast, parotidealni oblast, ser6zy (velky melanom v Metastaticky maligni melanom DMT
panvi), MU
P o Kozni melanom nizkého
17 Al/l valach bélous 13 ventralni strana ocasu < o DMT
stupné malignity
. - . Kozni melanom nizkého
18 Shagya klisna bélous 8 krk, kongetiny, plece N L MN
stupné malignity
19 lipican ktizenec klisna bélous 16 periandlni oblast, ocas, ,,specks* u baze usnich boltcii WONE< Eo_m:oﬁ nizkého neklasifikovano
stupné malignity
20 Welsh Cob klisna perlino 9 ventralni strana ocasu Kozni melanom, benigni MN
21 mgaowwm&w:umwv\ klisna bélous 17 ventralni strana ocasu, oblast vulvy WON:w Bo_wsog nizkého DMT
bélous stupné malignity
22 andaluzsky kun valach bélous 13 ventralni strana ocasu, perianalni oblast Kozni melanom stfedniho DMT
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Imunofenotypizace lymfocyti u psi s lymfocytézou a lymfopenii

Pavla Hamouzova, LibuSe Poldova, Zuzana Vlasata

Ustav fyziologie, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni univerzita Brno

Uvod
Imunofenotypizace lymfocyti je vyuzivana v humanni mediciné, ale v praxi malych zvifat zatim
vyraznéjSiho rozSifeni nedosahla. Analyza subpopulaci lymfocytl vSak ma potencial stat se
vyznamnym parametrem pro hodnoceni imunitni kompetence jedince a stanoveni prognozy
onemocnéni (1). Proto je tieba ziskat dostatecné znalosti o subpopulacich lymfocytii u pst s co
nejsirsi Skalou riznych onemocnéni. Imunofenotyp lymfocyti u nejCastéji se vyskytujicich
lymfopenii a lymfocyt6z vSak zatim nebyl studovan, coz je limitujici z hlediska mozného SirSiho

vyuziti pritokové cytometrie u psu.

Pro orienta¢ni klasifikaci lymfopenii a lymfocyt6z je mozné vyuzit koncentraci C-reaktivniho
proteinu (CRP). Sekrece CRP jatry je stimulovana prozanétlivymi cytokiny, jeho koncentrace v
plazmé se proto vyrazné zvysuje zejména pii akutnich infekcich (2). Koncentraci CRP neovliviiuje
plemennd pfisluSnost ani 1écba kortikoidy (2). Plazmaticka koncentrace CRP je proto slibnym

kritériem pro klasifikaci lymfopenii a lymfocyt6z riznych pficin.

Material a metodika

Vzorky

K analyze byla vyuzita zbytkova Cerstva krev stabilizovand EDTA z rutinnich hematologickych
vysetieni provadénych Klinickou laboratoii pro mala zvirata FVL VETUNI za ucelem diagnostiky.
Jednalo se o vyuziti odpadniho materidlu zbylého z béZnych analyz, na psech tedy nebyly provadény
zadné experimenty. Analyzovany byly vzorky, u nichz byl hematologickym analyzatorem Sysmex
XT-2000iV Hematology Analyzer (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) zjistén a) pocet lymfocyti
vy$§inez 5,0x10%1 (lymfocytdza), b) pocet lymfocytli nizsi nez 1,2x10%1 (lymfopenie). Celkem bylo
analyzovano 47 vzorkd lymfopenii (pomér fen ku psiim byl 1,2:1) a 19 vzorkd lymfocytéz (pomér
fen ku pstiim byl 1,4:1). V obou skupinach byly vzorky dale rozdéleny na zakladé zvysené (>10 mg/l)
¢i bazalni (<10 mg/l) plasmatické koncentrace C-reaktivniho proteinu stanovené analyzatorem
Information and Communication Technology Module (Architect c4000; Abbott Laboratories, Abbott
Park, Illinois, USA) s vyuzitim kitu Turbidimetric Canine CRP (Tridelta Development Ltd, Ireland).
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Priutokova cytometrie

Vzorky byly inkubovany s primarnimi protilatkami: CD3e (clone CA17.2A12, FITC, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA), CD4 (clone YKIX302.9, RPE-Cy7, Bio-Rad, Hercules, USA), CD5
(clone YKI1X322.3, APC, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), CD8 (clone YCATES5.9, FITC,
Bio-Rad, Hercules, USA), CD21 (clone CA2.1D6, PE, Fisher Scientific, Waltham, USA), CD45
(clone YKIX716.13, eFluor™ 450, eBioscience™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) a
CD79a (clone HM57, ALEXA FLUOR® 700, Bio-Rad, Hercules, USA). Kazdy vzorek byl
analyzovan ve tfech zkumavkach: (1) CD45, CD3e, CD4, CD5, (2) CD45, CD21, CD79a, (3) CD45,
CDS5 a CDS8. Pro detekci intracelularniho antigenu CD79a byla provedena fixace a nasledna
permeabilizace pomoci Leucopermu (Bio-Rad, Hercules, USA). Do kazdé zkumavky 1 a 3 byl po
inkubaci a promyti PBS pfidan lyza¢ni roztok (VersaLyse Lysing Solution, Beckman Coulter, USA)
k odstranéni erytrocyti. Vzorky byly promyty PBS, odstiedény (RCF 400 g, 5 minut) a analyzovany
pratokovym cytometrem CytoFLEX B5-R3-V2 (Beckman Coulter, Indianapolis, USA) pomoci
softwaru CytExpert (Beckman Coulter, Indianapolis, USA).

Statistika

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny v programu MedCalc statistical software. Byly porovnany
vysledky jednotlivych skupin (lymfopenie se zvySenym CRP, lymfopenie s bazalnim CRP,
lymfocytozy se zvySenym CRP, lymfocytozy s bazalnim CRP) a vysledky u riznych plemen, pohlavi
a vékovych kategorii. Na zakladé vysledku Shapiro-Wilkova testu byla analyza provedena pomoci

Mann-Whitneyho testu. Hladina vyznamnosti byla stanovena jako P<0,05.

Vysledky
Bylo zjisténo, Ze lymfopenie se Castcji Vyskytuji spolecné se zvySenym CRP (72,7 %) nezZ u stavi,
kdy se hodnota CRP nezvysuje (27,3 %). 79,5 % lymfopenii se objevilo u psu starSich 7 let. Vliv
pohlavi ¢i plemene zaznamenan nebyl. Procento subpopulaci lymfocyttd (% T lymfocyti, % B
lymfocytd, % Th lymfocyti a % Tc lymfocyti) @ hlavni lymfocytarni poméry (T : B a Tn : Tc) se
nelisily mezi skupinou s bazalnim a zvysenym CRP (P>0,05). V zadném z analyzovanych parametri
nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi psy s bazalni a zvySenou hladinou CRP v plasmé

(P>0,05).

Celkem 54,5 % lymfocytdz bylo doprovazeno zvySenym CRP, u 45,5 % lymfocytdz byla koncentrace
CRP normalni. 81,8 % lymfocytoz se vyskytlo u pstt ve véku do 1 roku. Vliv pohlavi ¢i plemene
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zaznamenan nebyl. Procento subpopulaci lymfocyti (% T lymfocytt, % B lymfocyti, % Th
lymfocytd a % Tc lymfocyttl) a hlavni lymfocytarni poméry (T : B a Th : Tc) se nelisily mezi skupinou
s bazalnim a zvySenym CRP (P>0,05). V zadném z analyzovanych parametri nebyl zji$tén statisticky
vyznamny rozdil mezi psy s bazalni a zvySenou koncentraci CRP v plasmé (P>0,05).

U lymfopenii byl zjistén vysoce vyznamné niz§i pomér Th : Tc nez u lymfocytoz (P<0,01). Pii

béznych lymfopeniich tedy dochazi k nejvyraznéjSimu poklesu v zastoupeni Th lymfocytt.

Lymfopenie Lymfocytozy

CRP>10mg/l | CRP<10mg/l | CRP>10mg/l | CRP <10 mg/l
Cetnost [%] 72,7 27,3 54,5 45,5
Vek [roky] 9,0 +£3,80 1,8+1,03
Median véku [roky] 9,5 0,75
Pocet lymfocytd [x10%1] 0,85 + 0,05 0,95 + 0,08 6,19+ 0,70 6,57+ 0,40
T:B 2,9+0,82 3,1+£0,62 29+1,03 4,8+3,05
Th:Te 1,5+0,24 1,4£0,19 2,4+ 0,45 2,0+0,33

Tabulka 1 Vysledky imunofenotypizace lymfocytii u lymfopenii a lymfocytdéz (primér + stiedni

chyba priméru, SEM)

Zavér

Lymfopenie se vyskytuji pfevazné u pstt od 7 let véku a jsou Casto doprovazeny zvySenou
plasmatickou koncentraci CRP. Vliv rostouciho véku na klesajici pocet lymfocytd je znam (3),
dosavadni studie vSak neuvadély presnou hranici 7 let véku. Dle naSich poznatkii se lymfopenie u
jedinct mladsich 7 let vyskytovaly vzacné (s vyjimkou §ténat trpicich parvovirézou). Nizky pomér
Th: Te zjiStény u lymfopenii miiZze mit souvislost se starnutim pst, jelikoZ byl zaznamenan u zdravych
starnoucich pst jako negativni prognosticky ukazatel vyvoje zdravotniho stavu (4). Mezi
zastoupenim lymfocytarnich subpopulaci ¢i hlavnimi lymfocytarnimi poméry a plasmatickou
koncentraci CRP u lymfopenii ani u lymfocytdz neni statisticky vyznamna souvislost. U lymfopenii
byl prokazan vysoce vyznamny pokles v zastoupeni Th lymfocytt. Tato studie pfinasi nové poznatky

0 charakteru a vyskytu béznych lymfopenii a lymfocyt6z u psi.
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Vliv dlouze piisobici nesteroidni protizanétlivé latky mavacoxib na vybrané parametry ledvin
a jater u psi s osteoartritidou
Michal Rado, Iva Trojanova, Cubica Hanuskova
Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterinarni a farmaceutickd univerzita

Brno

Uvod

Osteoartritida (OA) je nejbéznéjsi formou artritidy u pst, kterd postihuje pfiblizné ¢tvrtinu populace.
Jde o chronické kloubni onemocnéni charakterizované ztratou kloubni chrupavky, ztluSt€énim
kloubniho pouzdra a vznikem periartikularni degenerativni osteoprodukce (osteofytéoza) a v
konecném dusledku vede k trvalym nasledkiim z divodu bolestivosti a dysfunkci koncetiny. Vétsina
OA u pst se vyskytuje sekundarné k primarnimu ortopedickému onemocnéni, jako je naptiklad
poskozeni kranialniho zktiZzené¢ho vazu, meniskd, dysplazie kyc€elniho kloubu, dysplazie lokte, OCD,
luxace ¢ésky nebo intraartikuldrnich zlomenin. U malé podskupiny psii se OA vyskytuje bez zjevnych
primarnich pficin a miiZze souviset s genetikou a vékem. Mezi dalsi faktory pfispivajici k OA patii
zvySena télesna hmotnost, obezita, pohlavi, zatéz pacienta a strava. Vzhledem k nemoznosti kurativni
1é€by onemocnéni je vramci zlepSeni kvality Zzivota téchto pacientll pfistoupeno k tlumeni
bolestivosti spojené s degenerativnimi OA zménami. Medikamentdzni management osteoartritidy
spociva casto v dlouhodobém podévani nesteroidnich antiflogistik. Mavakoxib je jediné depotni
nesteroidni antiflogistikum, které 1ze po uvodnim intervalu dvou tydni aplikovat pouze jednou
meési¢né (Cox SR, 2010). Predstavuje tak pro pacienty i jejich majitele komfortni zptisob aplikace a
udrzeni stabilni davky Gc¢inné latky pfi jejim dlouhodobém uzivani. Nesteroidni protizanétlivé latky
vSak mohou mit mimo zadoucich uc¢inkt také fadu u¢ink nezadoucich, mezi které patii negativni
pusobeni na zazivaci trakt, ledviny, jatra nebo srazlivost krve (Zambraski EJ, 1995). Incidence vyse
uvedenych nezadoucich reakei je v literatufe Casto zminovana u kratce pisobicich nesteroidnich
protizanétlivych latek, informace o situaci u dlouze pisobicim mavakoxibu vsak v literatufe
upfesnéna neni nebo je posuzovand pouze z toxikologického hlediska nebo z pohledu ucinnosti
terapie. Konzervativni pfistup mtize zpomalit progresi onemocnéni a mnoho psit mize po diagnoze
zit pohodlné nékolik let. OA je vSak progresivni onemocnéni a bude se ¢asem 1 nadale zhorSovat.

Cilem prace bylo zjistit mozné nezadouci ucinky dlouhodobé ptisobici nesteroidni protizanétlivé
latky mavakoxibu na funkce ledvin a jater s ohledem na posouzeni vhodnosti podavani mavacoxibu

u pacientl s nefropatiemi nebo hepatopatiemi.
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Material a metodika
Odebirané vzorky
Celkem bylo do studie zatazeno 20 dospélych pacientdt VETUNI KCHPK Brno o hmotnosti 15 - 60
kg bez jinych soucasnych komorbidit. U vSech pacientl byla odebrana krev a mo¢ v den 0 pred
nasazenim mavacoxibu (Trocoxil, Pfizer Italia s.r.l). Krev byla odebirana zv. jugularis do

heparinizované zkumavky, moc¢ byla odebirand spontdnni mikci majitelem.

Metodika

Po zahajeni 1écby mavacoxibem doSlo u pacientli k vyraznému snizeni klinickych projevi
osteoartritidy. VSechna vySetfeni byla provadéna v ramci klinického vySetfeni pacientli, proto
nemusel byt zpracovan projekt pokusti. U v§ech pacientti byla davka mavacoxibu dle pokynii vyrobce
stanovena na 2 mg/kg. Pacientlim byla podana tvodni davka v den 0, davka byla zopakovana za 14
dni, v souladu s pfibalovou informaci. Nasledujici davka byla podana vzdy po 30 dnech. Odbér
vzorkl byl opakovan v 2., 4., 6. a 10. tydnu od nasazeni medikace. Vzorky byly vyhodnocované

Vv centralni laboratofi pro mala zvifata VETUNI Brno.

Sledované parametry

Jako sledované parametry biochemického vySetteni krve byly zvoleny rutinné sledované markery
ledvin a jater. Hodnocené jaterni parametry byly: celkova bilkovina, albumin, bilirubin,
alaninaminotransferaza (ALT), aspartataminotransferaza (AST), gamaglutamyltransferdza (GGT) a
alkalicka fosfataza (ALP). Sledovanymi parametry ledvin byly urea a kreatinin. U vzorki moc¢i jsme
stanovovali hustotu, osmolalitu, kreatinin, bilkovinu, sodik, GGT, ALP. Déle jsme u vzorkli moci ze
zméfenych parametrii hodnotili vypoctené poméry: bilkovina/kreatinin, GGT/kreatinin, ALP/

kreatinin.

Vysledky
Do studie bylo zahrnuto celkem 20 pst s OA 1é¢enych konzervativné mavacoxibem. U 13 pacient
(65 %) se jednalo 0 OA kycelnich kloubti, u 5 pacientt (25 %) o OA v souvislosti s kolennim kloubem
a u 2 pacienti (10 %) o OA loketniho kloubu. Z plemen byli zastoupeni labradorsky retriever (n=6),
zlaty retriever (n=1), némecky ov¢ak (n=4), cane corso (n=1), kavkazsky pastevecky pes (n=1),
pitbulteriér (n=1), bordeaux doga (n=1) a kiizenec (n=4). Primérna hmotnost pacienta byla 43,6 kg
(SD + 12,0), pramérny ve€k 8,7 rokt (SD + 1,7). Sledované parametry byly u vSech pacienti
Vv referenénim rozmezi, pouze u 2 pacienti byla zjisténa elevace jaternich parametrii souvisejici

s konkurenénim onemocnénim. K statisticky vyznamnym zménam doslo v tfech sledovanych
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parametrech: ALP/Kreatinin, GGT/Kreatinin v mo¢i

sledovanych obdobich udévaji nasledujici grafy.

Pomér ALP/Kreatinin v modi
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Zavér

V nami testované skupiné pacientll nedoslo k statisticky vyznamnym zménam v sledovaném

biochemickém panelu v krvi s vyjimkou mocoviny, ale doslo k statisticky vyznamnému snizeni

aktivity ALP a GGT v mo¢i. Divodem statisticky vyznamného snizeni mize byt nesourodost

Vv ¢asovém odbéru moci béhem dne a mozné korelace s piijmem tekutin pted vySetfenim. Statisticky

vyznamné zvyseni koncentrace mocoviny v krvi miiZze naznacovat klinicky nesignifikantni vliv

mavacoxibu na ledviny. Pro lepsi validitu vysledka si téma vyZzaduje rozsahlejsi dlouhodobou studii

na vétsi skuping pacientd.
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Sledovani zmén koncentrace cholesterolu v séru u psi s portosystémovym zkratem
Jana Lorenzov4, Veronika Fojtikova, Tereza Lorenzova

Klinika chorob psii a kocek, Fakulta veterinarniho lékarstvi, Veterindrni univerzita Brno

Uvod

Portosystémové vaskularni anomalie zahrnuji aberantni cévy, které umozuji portalni krvi, kterd
odvadi krev z organt (zaludek, stfeva, slinivka bfisni a slezina), prochézet pfimo do systémového
obé&hu, aniz by nejprve prochazela ¢asti nebo celou jaterni tkani'2. Krev s sebou nese metabolity
Z traviciho traktu - toxiny, hormony, ziviny, které jsou v jatrech za normalnich okolnosti
zpracovavany, ale také hepatotropni latky®4. Tyto mechanismy jsou u pacientli s portosystémovym
zkratem (PSS) naruseny.

Cholesterol je typ lipidu odvozeného z triacylglyceridl, ktery se nachéazi predevSim v tkdnich
zivoc¢isného pavodu. Je dilezitou slozkou bunéénych membran a je klicovym prekurzorem mnoha
molekul, napf. steroidnich hormont, vitaminu D a Zluovych kyselin®. Cast&ji nez cholesterol se
upst a kocek pouzivd k hodnoceni funkce jater stanoveni hladiny sérovych zlucovych kyselin
a amoniaku v krvi ®, nicméné i cholesterol odrazi syntetickou funkci jater. U pacientt s tézkou jaterni
insuficienci, ktera mize byt zplisobena i ziskanym nebo vrozenym portosystémovym zkratem, mize
v diisledku poruchy jaterni syntézy dojit ke snizeni koncentrace cholesterolu v séru®.

Cilem této studie bylo prokazat, ze dojde ke zmén¢ koncentrace cholesterolu v krvi u pacientti s PSS
po chirurgickém feseni, kdy se ptredpoklada, ze po operaci dochazi k obnové priutoku krve jatry, a tim

k obnoveni syntetické funkce jater.

Material a metodika
Do této prace byli zahrnuti pacienti Kliniky chorob psti a kocek, kterym byl diagnostikovan
portosystémovy zkrat (PSS). VSechna vySetfeni byla provadéna v ramci standartniho pfedopera¢niho
a pooperacniho vySetfeni pacientd sPSS. Vramci diagnostiky bylo provadéno klinické
vySetieni, biochemické a hematologické vysetfeni krve, a také sonografické vySetfeni dutiny bfiSni.
Ptipadné pro uptesnéni typu portosystémového zkratu bylo pouzito vysetfeni pocita¢ovou tomografii.
Nasledné po potvrzeni diagndézy bylo provedeno chirurgické oSetieni za pomoci ameroidniho
konstriktoru. U téchto pacientii byla sledovana koncentrace cholesterolu v krvi. Odbéry krve
probihaly v Casech: pred operaci (T0), 2 dny po operaci (T1) a nasledné 8 tydnii po operaci
(T3). Studie svym rozsahem nepiekrocila bézn¢ provadéné vykony, proto nebyl vyzadovan projekt

pokusu. Ke zhodnoceni dat byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) a Dunnettiv test (p < 0,05)
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Vysledky
Do této prace bylo zahrnuto celkem 9 pacientii s portosystémovym zkratem, ktefi byli chirurgicky
oSetfeni ameroidnim konstriktorem na naSem pracovisti. Z téchto 9 pacienti bylo 6 fen a 3 psi.
Nejvice zastoupené plemeno ve sledovaném souboru byl yorkshirsky teriér (n = 7), ¢ivava a border
kolie. Priimérny vk téchto pacientl byl 4,1 + 2,13 let a jejich primérné vaha byla 3,85 + 3,40 kg.
Koncentrace cholesterolu v krvi byla v ¢ase TO stanovena u vSech 9 pacientd, v ¢ase T1 a T2
u 8 pacientii. Graf ¢. 1 znazornuje nartist koncentrace cholesterolu v krvi v Case pied operaci, dva dny
a 8 tydnil po operaci. Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil (p <0,01) mezi odbérem pied operaci
a nasledn¢ 8 tydnii po operaci ameroidnim konstriktorem. Mezi odbérem pted operaci a nésledné

2 dny po operaci nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil.

Graf ¢.1: Kolisani koncentrace cholesterolu ve sledovanych ¢asech (TO = hodnota pted operaci;
T1 = hodnota 2 dny po operaci; T2 = hodnota 8 tydntli po operaci; body oznacuji pramér;

usecky smérodatnou odchylku; * oznacuje statisticky vyznamny nértst oproti TO)
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Zavér

V této studii bylo prokdzano, ze dochazi ke statisticky vyznamnému nariistu koncentrace cholesterolu
v krvi 8 tydnli po operaci ameroidnim konstriktorem u pacientii s onemocnénim PSS. Stanovovani
koncentrace cholesterolu by se tak mohlo stat soucasti bézného ptedoperacniho a pooperacniho
vySetieni krve u pacientii s PSS, jelikoz stanoveni koncentrace cholesterolu v krvi je metodicky

pristupnéjsi nez stanoveni koncentrace amoniaku.
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Ultrasonografické vySetieni paranalnich vacki u psi a kocek
Ivana Pirkova, Karolina Vagnerova, Patrik Predny

Klinika malych zvirat, Fakulta veterindarniho lékarstvi, Veterindrni univerzita Brno

Uvod

Paranalni vacky (sinus paranalis) jsou parové kozni vchlipeniny pfitomné u vétsiny masozravca [1].
Jejich funkce spociva v socialni a teritorialni identifikaci nebo mohou byt vyuzity v ramci obrany [1,
2]. Nékterymi autory jsou fazeny i mezi pridatné organy travici soustavy psa [3]. Obtize spojené
s onemocnénim paranalnich vacka jsou jednim z béznych divodi navstévy veterinarniho 1ékare [4,
5]. Castgji se s nimi setkdvame u pst nez kocek [6, 7]. Diagnostika onemocnéni vackd se obvykle
zaklada na prezentaci pacienta a jeho klinickém vysetfeni zahrnujicim i rektalni vysetieni. Klinické
ptiznaky a variabilni obsah vacka nejsou diagnosticky specifické [2], a proto jsou zapotiebi nové,
diagnosticky ptinosnéjsi metody [8]. V posledni dobé se jako slibny diagnosticky nastroj jevi
ultrasonografické vysetfeni [8]. Hlavnim cilem naSi prace byl popis béznych nalezti pii

ultrasonografickém vysetfeni paranalnich vackt u pst a kocek.

Material a metodika

Do studie byli prospektivné zatazeni psi a koCky prezentovani na Oddé€leni zobrazovacich metod
Kliniky malych zvifat Veterinarni univerzity Brno. Pacienti byli vybrani ndhodné, bez anamnézy a
klinickych zndmek onemocnéni paranalnich vackl. Vysetieni vackl bylo provadéno v ramci jinych
vySetieni. U psil se jednalo o pacienty podstupujici ultrasonografické vySetieni dutiny bfisni, bez
nutnosti sedace. U kocek byla vzhledem k jejich povaze upiednostiiovana sedace a jednalo se

0 kocky podstupujici rentgenologické vysetieni kycli a pldnované kastrace. Sedace a anestezie
pacientl probihala dle standartnich protokolt. U vSech pacientd byly k dispozici informace o
plemeni, pohlavi, véku a hmotnosti. VSechna vySetfeni byla provedena jednim veterinarnim
Iékafem z Odd¢leni zobrazovacich metod (fesitelem prace) na ultrasonografickém ptistroji Samsung
RS85 (Samsung Medison CO., LTD., Korea). Ziskana data byla ulozena do Picture Archiving and

Communication System a nasledné vyhodnocena.
Ptiprava a vySetfeni pacienta
U pst bylo vySetieni provadéno na stojicim zvifeti, u kocek v pozici na zadech s vyuzitim

polohovacich pomticek (kolébka). K vySetfeni byla pouzita mikrokonvexni (4-9 MHz) a linearni
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sonda (4-18 MHz). Perinealni oblast byla vysetfena v transverzalni a sagitalni rovin€ se zamétenim
na parandlni vacky. Ve studii byla pouzita data namétena v transverzalni roving (tvar, velikost a

obsah vacku).

U kazdého pacienta jsme subjektivné hodnotili vzhled obou vack, a to pojmem homogenni (=
vacky byly stejn¢ veliké a mély stejny nebo obdobny obsah) nebo heteroechogenni (= vacky byly

rozdilného obsahu nebo velikosti).
Tvar a velikost vacku

U kazdého vacku jsme hodnotili zvIast’ jeho délku a Sitku. Psi byli dle hmotnosti rozdéleni do dvou
podskupin: psi do 15 kg, psi nad 15 kg. Tvar vacku byl definovan jako kulovity nebo ovalny na
zaklad¢é poméru stran. Kulovity tvar vacku byl definovan jako pomér jedné a druhé strany roven

jedné.
Obsah vacku

U kazZdého pacienta jsme subjektivné hodnotili obsah obou vack, a to pojmem anechogenni (=
¢erny), hypoechogenni (= mirn€ celularni) nebo echogenni (= celularni). V ptipadé kombinace
jednotlivych obsahil jsme pouzili termin heteroechogenni. Celularni obsah byl definovan jako
hyperechogenni reflexe nebo zformovany sediment bez akustického stinu, volny plyn jako

reverberacni artefakt a pfitomnost konkrementu jako hyperechogenni 1éze s akustickym stinem.

Vysledky

Vstupni kritéria do této ¢asti studie splnilo 138 psti a 131 kocek. Normalni nalez byl popsan u 101
pst (73,2 %) a 122 kocek (93,1 %), abnormalni nalez u 37 psti (26,8 %) a 9 kocek (6,9 %).
Homogenni vzhled vacka byl popsan u 129 pst (93,5 %) a 125 kocek (95,4 %). Velikost vack je
uvedena v tabulce 1 a vykazuje zavislost na hmotnosti pacienta. Tvar vacku byl u obou druhi
shodny. Nej¢astéjsim abnormalnim nalezem byla u obou druhti rozdilna velikost vacki a jejich
obsah. U psa se ojedinéle jednalo o ptitomnost plynu (2/37) nebo mineralizace v lumen vacku
(1/37). U obou druhtt dominoval hypoechogenni obsah s celularnim obsahem reprezentovanym

hyperechogennimi reflexemi nebo zformovanym sedimentem.
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Tabulka 1: Velikost vackit u psa a kocky

Zakladni statistické charakteristiky (cm)

Sledované velikosti

vacki - _ é} éci g gzé (8%_ (E,J
B (e8| L | 2 | § ==
e . 3 = 8
délka sin. 84 1 127 | 070 | 200 | 028
Psi do 15 Sifka sin. 84 1 0,78 0,40 1,50 0,22
kg délka dx. 84 1 126 070 | 200 | 029
Sitka dx. 84 1 080 | 040 | 150 @ 0,24
délka sin. 53 0 164 09 = 250 | 036
Psinad | Sifka sin. 53 0 1,03 | 040 = 1,70 | 029
15kg délka dx. 53 0 160 = 080 | 250 | 040
Sitka dx. 53 0 099 = 040 | 180 0,30
délkasin. | 131 0 077 | 050 | 140 | 017
Sitka sin. 131 0 048 | 030 | 09 | 012
Kocky
délka dx. 131 0 076 = 050 | 120 015
sitka dx. 131 0 048 | 030 & 08 | 011

Zavér

Ultrasonografické vySetieni paranalnich vackl u psa a kocky je ve veterinarni praxi bézné dostupné,
neinvazivni a neklade zvysSené naroky na zkusenosti vySetiujiciho. Ndhodny zachyt abnormalnich
nalezil 1 u asymptomatickych jedinct tak podporuje fakt, ze by se mohlo jednat o slibny nastroj

Vv diagnostice a v€asné detekci onemocnéni parandlnich vackl. Z vySe popsanych vysledk je
patrné, Ze nejCastéjSim nalezem u kocek a psi jsou vacky homogenniho vzhledu, stejného tvaru a
hypoechogenniho obsahu dominantné s celularnim obsahem. Ndhodnym nélezem u pst byla

ptitomnost plynu a mineralizace v lumen vacku.
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Vliv premedikace na zmény télesné teploty v pribéhu celkové anestezie u psi
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Uvod

Mezi ¢asté komplikace celkové anestezie patii hypotermie (1). Jejim disledkem byva prodlouzené
probouzeni pst z anestezie a dalsi komplikace (2). Té€lesna teplota se u zdravého psa pohybuje mezi
37,8 — 39,2 °C (3). Kpoklesu teploty dochazi pti nadmérnych tepelnych ztratdich — primarni
hypotermie, pii patologickych procesech nebo vlivem aplikovanych latek vcetné anestetik —
sekundarni hypotermie (4).

Medetomidin je alfa-2 adrenergni agonista s vyraznym ucinkem na kardiovaskularni systém (5).
Tlumi termoregulac¢ni centrum, medetomidinem navozend periferni vasokonstrikce vSak tepelné
ztraty omezuje. Acepromazin je neuroleptikum (6) pusobici pokles télesné teploty utlumem
termoregulacnich mechanismi a zvySenymi tepelnymi ztratami navozenou vasodilataci. Fentanyl je
opioidni analgetikum podavané pfi bolestivych vykonech. Termoregulaci ovliviluje minimalné (7).
Cilem této studie bylo posoudit rozvoj sekundarni hypotermie — zjistit, jak rychle se méni télesna
teplota po podani medetomidinu s fentanylem, acepromazinu s fentanylem nebo fentanylu samotného
pro premedikaci celkové anestezie. Piedpokladali jsme, Ze pii pouziti medetomidinu bude pokles
télesné teploty pomalejsi ve srovnani s acepromazinem, po kterém by méla hypotermie nastupovat
rychleji. Tato studie navazuje a rozviji predchozi projekty IGA VETUNI 106/2020/FVL a IGA

VETUNI 109/2021/FVL zamé&fené na sledovani vlivu anestezie na télesnou teplotu.

Material a metodika
Do studie bylo zatazeno 60 zdravych psti — klinickych pacientii o hmotnosti 5 — 30 kg podstupujicich

stomatologické oSetfeni v celkové anestezii. Studie svym rozsahem odpovidala bézn¢ provadénym
vykonim, proto nebyl vyzadovan projekt pokusu. VSichni psi byli pted anestezii klinicky vySetteni,
byl jim zaveden intravenozni katétr a zmétena tepova a dechové frekvence, krevni tlak a rektalni.
Byla zmétena také okolni teplota.

Projekt probéhl formou randomizované "dvojité slepé" studie. Psi byli rozdéleni do 3 skupin — MED-
FEN, ACE-FEN a FEN. Psi skupiny MED-FEN (n = 20) byli premedikovani medetomidinem
(Domitor 1 mg/ml, Orion Pharma) v davce 0,005 mg/kg podanym intravenézné spole¢né v jedné
stiikacce s fentanylem (Fentanyl Torrex 50 pg/ml, Torrex Chiesi) v davee 0,01 mg/kg. Psi skupiny
ACE-FEN (n = 20) byli premedikovani acepromazinem (Sedan 10 mg/ml, Bioveta a.s.) v davce 0,01
mg/kg podanym intravenozné spole¢né v jedné stiikacce s fentanylem v davce 0,01 mg/kg. Psi

skupiny FEN (n = 20) byli premedikovani fentanylem v dédvce 0,01 mg/kg podanym intraven6zné.
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Uvod do anestezie byl proveden propofolem (Proposure 10 mg/ml, Axience) v davce 1 — 2 mg/kg
intravendzné. Davka propofolu byla zaznamenana. Anestezie byla vedena smési kysliku a vzduchu
s isofluranem (Vetflurane, Virbac). Psi byli po celou dobu anestezie pro udrzeni normokapnie umeéle
ventilovani a byl jim kontinudlné aplikovan fentanyl v ddvce 0,01 mg/kg/h. VSechna zvifata byla
umisténa ve hibetni poloze a byla ptikryta vzduchem vyhtivanou pokryvkou temperovanou horkym
vzduchem na 37,8 °C. Thned po napojeni na inhala¢ni ptistroj (TO) a nasledné v desetiminutovych
intervalech po dobu 60 minut (T10 — T60) jim byly méfeny a zaznamenavany hodnoty jicnové a
rektalni teploty, srde¢ni frekvence a stfedniho arteridlniho krevniho tlaku, byla zaznamenavéna také
okolni teplota.

Jicnova teplota (T-ESO) byla méfena ¢idlem zavedenym oralné do jicnu k srdec¢ni bazi. Rektalni
teplota (T-REK) byla méfena Cidlem zavedenym rektalné. Okolni teplota (T-OKO) byla métena
¢idlem digitalniho teploméru (SWS 1500 B, Sencor) umisténym ve vzdalenosti 50 cm od téla zvitete.
Srde¢ni frekvence (SF) byla sniména tfisvodovym EKG s elektrodami umisténymi na obou hrudnich
a levé panevni koncetin€. Stfedni arteridlni krevni tlak (TKstf) byl méfen oscilometricky manzetou
piilozena na pravy metatarzus. VSechny sledované parametry byly zaznamenavany monitorem
zivotnich funkci (Cardel 9500 HD, Midmark).

Statistické zhodnoceni bylo provedeno programy GraphPad Instat 3.06 (GraphPad Software Inc.),
KyPlot 2.0 beta 15 (Koichi Yoshioka) a MS Excel (Microsoft). Pro posouzeni normality dat byl pouzit
Shapiro-Wilkuv test. Pro srovnani hodnot naméfenych uvnitt kazdé skupiny v ¢ase T10 — T60 oproti
casu TO byl pouzit Dunnettiiv nebo Steeltiv test. Pro srovnani hodnot namétenych ve stejném Case

mezi jednotlivymi skupinami byl pouzit Tukey-Kramertiv nebo Steel-Dwasstv test (p < 0,05).

Vysledky
U pst skupiny MED-FEN byla oproti psim skupiny ACE-FEN a FEN pouzita pro uvod do anestezie

signifikantné nizsi davka propofolu.

U pst skupiny MED-FEN doslo v ¢asech T10 — T60 oproti ¢asu TO k signifikantnimu vzestupu
srdecni frekvence. U pst skupiny MED-FEN byla oproti pstim skupin ACE-FEN a FEN zaznamenana
v ¢ase TO signifikantné nizsi srde¢ni frekvence (Obrazek 1).

U pst skupiny MED-FEN doslo v ¢asech T20-T60 oproti casu TO k signifikantnimu poklesu
sttedniho arteridlniho tlaku. U pst skupiny MED-FEN byl oproti psim skupin ACE-FEN a FEN
zaznamenan V ¢asech TO0, T10 a T20 signifikantn¢ vyssi stiedni arterialni krevni tlak. (Obrazek 2).
Rektalni teplota se oproti ¢asu TO signifikantn¢ snizila u pst skupin MED-FEN a ACE-FEN v ¢ase
T50 — T60, u pst skupiny FEN se oproti casu TO signifikantn¢ snizila v casech T40 — T60
(Obrazek 2).
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Jicnova teplota se oproti ¢asu TO signifikantné snizila u pst skupin MED-FEN a FEN v ¢asech T30
—T60, u pst skupiny ACE-FEN se oproti ¢asu TO signifikantné snizila v ¢asech T40 — T60. Jicnova

v

teplota byla signifikantné vyssi u psit skupiny MED-FEN oproti psim skupiny ACE-FEN v Casech
TO — T20 (Obrazek 4).

mm Hg
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Zavér

Pii pouziti premedikace medetomidinu s fentanylem, acepromazinu s fentanylem nebo fentanylu,
uvodu do anestezie propofolem a vedeni isofluranem s umélou plicni ventilaci dochazelo u psti od
50. minuty ke srovnatelnému poklesu rektalni teploty a od 40. minuty i k poklesu teploty jicnové. U
pst premedikovanych medetomidinem s fentanylem byla jicnova teplota 20 minut po tvodu do
anestezie signifikantné vysSi oproti psim premedikovanym acepromazinem s fentanylem coz

odpovida kardiovaskularnim G¢inklim pouzitych latek.
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Uvod

Fraktury dlouhych kosti jsou velmi ¢asté v humanni i ve veterindrni medicin€. Pro nejlepsi
moznou fixaci fragmentl je ve veterindrni medicing pfevazné pouzivan systém interni metody fixace.
V téchto piipadech je velmi Casto v rlznych funkcich vyuzivan jako zékladni ortopedicky prvek
kortikalni Sroub. Obdobné je v pfipadé extraskeletalnich fixatorti vyuzit zavitovy transfixacni hieb.
Obe¢ tyto komponenty, jez slouzi k vytvoreni vlastniho spojeni fixa¢niho prvku s kostnim podkladem,
vyuzivaji k upevnéni do kosti piedvrtaného otvoru. V tomto misté pak dochazi k oslabeni kostniho
podkladu s predispozici k mechanickému selhdni konstrukce. Obdobné po zhojeni zlomeniny a
nasledném odstranéni pouzitych implantétii, vznika v kostnim sloupci bikortikalni kruhovy defekt o
velikosti priméru pouzitého Sroubu, ktery predstavuje iatrogenni oslabeni kosti. Tato mista se stavaji
predilekénim mistem pro vznik refraktur a vaZznych komplikaci v procesu 1é€by zlomenin. Vyvrtany
otvor reprezentuje Ubytek kortikalni kosti a velikost takto vzniklého defektu piimo ovliviiuje
mechanickou odolnost kosti. Tyto skute¢nosti jsou popsany a v minulosti publikovany v fadé¢ studii
provadénych v humanni medicing i ve veterinarni medicin€. V této oblasti jsou prace se zamérenim
bazélniho vyzkumu jako podklad pro vystup humanni mediciny (prace provadéné u ovci, prasat)
(Edgerton et al. 1990; Ho et al. 2010) anebo prace smétujici ke klinickému vyuziti ve veterinarni
medicing (prace provadéné zejména u pst, koni). V poslednim obdobi se velmi aktualn¢ do poptedi
dostava klinickd ortopedie u malych savci a kocek, a tyto studie jsou presmérovany na tyto cilové
druhy. Mechanickd odolnost a stavba kostniho sloupce je z pohledu jednotlivych druht velmi
specifickd. U kocek a kralikd je kompaktni kost tenka, velmi tvrda a kiehkd. Tyto podminky pak
vedou ke specifickym pozadavkiim na [é€bu téchto zlomenin a v poslednich letech je tomuto odvétvi
vénovana stale vétsi pozornost. Na modelu kralika (Massie et al. 2019) bylo pozorovano, ze vzhledem
ke stavbé kosti a kiehké kompakté¢ dané¢ho druhu se riziko iatrogenniho poskozeni umérné zvysovalo

s pouzitim vétSich velikosti fixacnich systémi. Obdobné prace provedené na stehenni kosti u kocek
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vsak vykazovaly odlisné vysledky (Gibson et al. 2008; Hoon et al, 2021). V této studii jSme se
vénovali cilené modelu riznych dlouhych rourovitych kosti u kocek se zaméfenim na naslednou
klinickou aplikaci vysledkii. V takovéto §iti a souvislosti nebyla v kontextu dostupnych zdroji zatim

podobna studie publikovana.

Material a metodika

Studie mechanickych vlastnosti kosti byla provedena jako ex vivo experiment na modelech
dlouhych rourovitych kosti (kost pazni, kost vietenni, kost stehenni, kost bércova) ziskanych z
kadaverti kocek. Ze zvitfat uhynulych nebo utracenych z divodu jejich zdravotniho stavu v rdmci
1é¢by pacientt kliniky Chorob psti a kocek VETUNI byla odebrana dlouhd rourovita kost v celé délce.
Celkem byly odebrany dlouh¢ rourovité kosti z 15 kadavert.

Takto ziskany biologicky material byl v gaze vlhc¢ené NaCl uloZen v zamrazeném stavu pfi
20 °C az do doby provedeni vlastnich testii a méfeni. Po rozmrazeni vzorki pfi pokojové teploté byla
imitovana l1écba zlomenin interni metodou fixace vytvofenim iatrogenniho defektu diafyzy v riizném
pruméru. Byl vytvoren defekt kostnim vrtakem v celé Sifce kostniho sloupce a do vyvrtaného otvoru
vytvofen zavit s velikosti béZn¢ uzivanych systému fixace pouzivanych pro 1é¢bu zlomenin u koc¢ek
(1,Imm vrtak/1,5mm zavit; 1,5mm vrtdk/2,0mm zavit a 2,0mm vrtadk/2,7mm zavit). Pro kazdy
vytvofeny defekt byla zaznamenana jeho relativni velikost v procentech ve vztahu k zevnimu
praméru kosti v misté defektu, byly zméfeny zdkladni morfometricke udaje tvaru kosti a zjiSténa jeji
vaha. U kazdé kosti byl proveden nativni sken pocitacovou tomografii a potfizena fotodokumentace.
V kazdé testované skupiné velikostniho systému defektu kosti bylo 5 vzorki od kazdé rourovité kosti
(femur nl=5, tibie n2=5, humerus n3=5, radius n4=5). Ziskany model kosti byl testovan na
mechanickém lisu pro ohybové zkousky FPZ 100/1 s plynule regulovatelnym posunem ptic¢niku v
rezimu Cétyfbodového ohybu, a to az do stavu selhani kostni architektury. Lis byl osazen
certifikovanou a kalibrovanou tlakovou zatézovaci hlavou se snimacem sily o rozsahu 0-10 kN s
rozlisSenim snimani 0,001 kN. S ohledem na literaturu (Hoon et al, 2021) byla zvolena konstantni
rychlost zatéZovani s pfiristkem deformace o velikosti 3,0 mm/min. V prib&hu zatéZovani byla
kromé pusobici sily F (N) méfena i hodnota svislého posunuti pfi¢niku mechanického lisu (mm).
Svislé posunuti bylo snimdno pomoci indukéniho snimac¢em drahy ALHBORN FWAO025TR s
maximalnim méficim rozsahem 25 mm a s rozliSenim snimani 0,001 mm a opakovanou ptesnosti

0,002 mm. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena zakladni deskriptivni statistikou.

Vysledky
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V ramci projektu byly testovany ¢tyfi rizné dlouhé rourovité kosti — femur, tibie, humerus a
radius. Celkem bylo ve ¢tyfbodovém ohybu na mechanickém lisu otestovano 60 dlouhych
rourovitych kosti. Vytvofeném kostniho defektu v rozsahu cis i trans kortexu do$lu v priméru o
nasledujici oslabeni diafyzy v misté iatrogenniho defektu - pro otvor se zavitem 1,5 mm (Femur 13,5
%; Tibie 16,0 %; Humerus 14,1 %; Radius 25,0 %); pro otvor se zavitem 2,0 mm (Femur 18,5 %;
Tibie 21,9 %; Humerus 19,4 %; Radius 34,4 %); pro otvor se zavitem 2,7 mm (Femur 26,9 %; Tibie
32,2 %; Humerus 28,9 %; Radius 50,0 %).

Sledované hodnoty maximalniho zatiZeni kosti ¢tytbodovym ohybem pied momentem selhani
(N) byly v systému pouzitého zavitu 1,5 mm v praiméru nejvyssi, a to u kosti stehenni 977 N, kosti
bércové 1387 N, kosti pazni 929 N a kosti vietenni 395 N. U kostnich defektt se zavitem 2,0 mm
doslo k poklesu maximalniho primérného zatizeni u kosti stehenni o 3 %; kosti bércové 14,1 %; kosti
pazni 5,7 %; kosti vietenni 28,2 % a u kostnich defektd se zavitem 2,7 mm doslo k poklesu
maximalniho primérného zatizeni u kosti stehenni o 4,7 %; kosti bércové 29,9 %; kosti pazni 14,4
%:; kosti vietenni 51,7 %.

Pti sledovani hodnoty primérného maximalniho zatizeni kosti ¢tyfbodovym ohybem pred
momentem selhani (N) byly v rdmci jednoho pouzitého systému (zavit 1,5 mm; zavit 2,0 mm a zavit
2,7 mm) u raznych kosti dosaZeny nejvyssi hodnoty u kosti bércové (zavit 1,5 mm — 1387 N; zavit
2,0 mm — 1191 N a zavit 2,7 mm — 972 N), nasledn¢ u kosti stehenni (zavit 1,5 mm — 977 N; zavit
2,0 mm — 948 N a zavit 2,7 mm — 932 N), kosti pazni (zavit 1,5 mm — 929 N; zavit 2,0 mm — 876 N
a zavit 2,7 mm — 795 N) a nejmén¢ odolnou k maximalnimu sledovanému zatizeni je kost vietenni
(zavit 1,5 mm — 395 N; zavit 2,0 mm — 283 N a zavit 2,7 mm — 191 N). Procentudlné¢ je pak u
jednotlivych kosti oproti maximu dosazeného u kosti bércové pokles nasledujici: u kosti stehenni o
(zavit 1,5 mm — 29,5 %; zavit 2,0 mm — 20,4 % a zavit 2,7 mm — 4,2 %); u kosti pazni o (zavit 1,5
mm — 33,0 %; zavit 2,0 mm — 26,4 % a zavit 2,7 mm — 18,2 %) a u kosti vietenni o (zavit 1,5 mm —

71,5 %; zavit 2,0 mm — 76,2 % a zavit 2,7 mm — 80,4 %).

Seznam literatury:
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Zavér
Oslabeni diafyzy kosti se logicky zvysuje s velikosti defektu, ale taktéz odlisné u rtiznych
kosti v zavislosti na jejich tvaru a primeéru. Pti stejné velikosti defektu se pak jednotlivé dlouh¢
rourovité kosti chovaji odlisn€. Z vysledkt tak vyplyva, Ze nelze jen mechanicky vybrat vhodny
velikostni systém interni metody fixace dle velikosti pacienta, ale také s ohledem na charakteristiky
dané dlouh¢ rourovité kosti. Pozitivni pfinos projektu je dan ziskanim cennych poznatki v oblasti
feSeni zlomenin dlouhych rourovitych kosti u ko€ek s vysokym potencidlem vyuziti v klinické

medicing.

Tato prdce byla financovana grantem IGA VETUNI Brno 114/2022/FVL
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Vliv parenteralni aplikace vitamint na biochemické, hematologické, imunologické a
antioxidacni parametry telat holS§tynského plemene
Romana Kadek, Michaela Simonova, Jakub Barton, Natalie Kuchtova

Klinicka laborator pro velka zvirata, Fakulta veterindrniho lékarstvi, Veterindrni univerzita Brno*

Uvod
Protoze vitaminy rozpustné v tucich u ptezvykavct prechazeji placentou k plodu jen v
zanedbatelném mnozstvi, je nesmirné dileZity jejich piijem kolostrem a pozdé&ji prostfednictvim
kvalitni mlé¢né nahrazky. Vyskyt vysoké mortality telat ve stddech se ukdzal byt castéjsi ve stddech
s nizkou koncentraci alfa-tokoferolu a B-karotenu v krvi telat 2. Dnes je znamo, e vitaminy
rozpustné v tucich hraji velmi dtleZitou roli v imunitnim systému a také jako antioxidanty pro
udrzeni stability biologickych membran®. Cilem nasi prace bylo zjistit vliv parenteralni aplikace f -
karotenu v kombinaci s vitaminem E a vitaminu E v kombinaci se selenem na vybrané parametry
telat holStynského plemene.

Material a metodika

Vybrané zvirata a aplikace

Do experimentu bylo vybrano 30 klinicky zdravych telat, které byly rozdéleny do 3 skupin po 10
zvitatech. Prvni skupinou byla skupina kontrolni (K) - bez aplikace vitamint, v prvni pokusné
skupiné€ (A) byl aplikovan vitaminovy ptipravek Vita E Selen (toco alfa acetas — 25 mg, natrii
selenis 2.2 mg — odpovida 1 mg selenium; Sml/tele). Ve druhé pokusné skupiné (B) byl aplikovan
vitaminovy pfipravek Dalmavital (Betacarotenum 15,00 mg, dl-alfa tocoferol 20 mg; 1ml/tele).
Prvni odbér krve u telat probéhl ve véku 7-10 dni zivota z vena jugularis ke stanoveni
biochemickych, hematologickych, imunologickych a antioxida¢nich parametrt. Telatim pokusné
skupiny A a B byly zaroven aplikovany uvedené vitaminové ptipravky ve véku 7 - 10 dni a poté
znovu ve veku 30 dni. Dalsi odbér krve byl proveden ve véku 30 dni a posledni odbér ve véku 60
dni.

Odbér a piiprava vzorkil

Vzorky krve telat byly odebrany do zkumavek Hemos (HEMOS H-02, GAMA Group, Ceské

Budgjovice, Ceska republika) ke stanoveni parametrii z krevniho séra a plazmy. Vzorky krve
pro hematologické vysetfeni a oxidacni vzplanuti leukocytl (chemiluminiscence) byly odebrany do
odbérovych zkumavek obsahujicich kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA).
Po odbéru vzorki se sérum nechalo srazit pti pokojové teploté a nasledné€ se sérum separovalo po
centrifugaci pii 3 000 g 10 minut. Vzorky séra byly zamrazeny pfi teploté -70 °C az do analyzy.
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Laboratorni analyza

Stanoveni biochemickych parametri
Stanoveni biochemickych parametri (protein, albumin) se uskutecnilo na automatickém
biochemickém analyzatoru Konelab 20X T (Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finsko) s komerc¢nimi

soupravami BioVendor, Brno, Ceska republika.

Stanoveni hematologickych parametrt
Krev odebirand na EDTA byla analyzovana veterinarnim hematologickym analyzatorem BC—2800.
Vzorky pro hematologické vySetieni (celkovy pocet leukocytil, erytrocytli, hemoglobin, hematocrit)

byly analyzovany ihned po odbéru krve.

Stanoveni antioxida¢nich parametr a malondialdehydu (MDA)

Stanoveni celkové antioxidacni kapacity (TAS) se uskutecnilo pomoci spektrofotometrické metody
na automatickém biochemickém analyzatoru Konelab 20XT. Koncentrace vitamind A, E, B-
karotenu a MDA byly stanoveny pomoci vysokotuéinné kapalinové Chromatografie (HPLC). Aktivita

GPx byla méfena pouzitim UV metody zalozena na metodé Paglia a Valentine (1967).

Stanoveni selénu
Koncentrace selenu byla analyzovana pomoci atomové absorpcni spektrometrie (hydrid generation)

—HG AAS.

Stanoveni imunologickych parametrii

Oxida¢ni vzplanuti fagocytli v plné krvi na EDTA bylo méfeno metodou chemiluminiscence na
mikroplotnovém luminometru LM-01 (Immunotech, Ceska republika). Jako aktivatory byly pouZity
PMA (Phorbol 12-myristat 13-acetat) a Cal (vapnikovy — ionofor A23187).

Statistickd analyza

Ziskané vysledky byly testovany na homogenitu rozptyli (Hartley-Cochran-Bartlettiv test) a
normalitu distribuce (Shapiro-Wilkuv test). Data byla analyzovana statisticky pomoci jednosmérné
analyzy rozptylu (ANOVA) nasledoval Fisherv post hoc test LSD. VSechny vysledky byly
vyjadieny jako stfedni hodnota (x) + standardni odchylka (SD). Hodnota P < 0,05 byla povazovana

Za vyznamnou
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Vysledky

Vysledky biochemickych parametri a selénu:

7-10 dni po narozeni 30 dni po narozeni 60 dni po narozeni

Parametry K A B K A B K A B

Protein X 62.6 59.4 59.6 58.0¢ 62.1%# 57.58 62.3 60.7 66.2
g/l SD 757 435 5.26 3.96 3.98 433 6.96 6.84 5.19
Albumin X 31.0%¢ 33.1¢ 33.44 3244 34,770 33.0¢ 35.4° 32.3%° 30.8°
g/l SD 1.59 1.97 1.82 2.05 1.11 2.15 2.84 1.22 2.03
Selén X 198.2*° 1456 138.3° | 1735° 195.2%4 163.1* | 169.4*  141.8" 156.6
ng/l SD 42.89 21.7 18.96 18.35 22.09 24.79 14.82 21.43 13.95

X — stfedni hodnota; SD — smérodatna odchylka; signifikantni rozdily mezi skupinami v ramci daného odbéru jsou zaznamenany pomoci stejného
znadeni: a, p — P <0,05; A—P <0,01; a, b — P <0,001; K- kontrolni skupina; A — 1. pokusna skupina (vitamin E a selén); B — 2. pokusna skupina (-
karoten a vitamin E)

A4

Koncentrace proteinu, albuminu a selenu byla vyznamné vyssi (P<0.05;P<0.01) v prvni pokusné

skuping€ ve srovnani s kontrolni a druhou pokusnou skupinou v rdmci odbéru - 30 dni po narozeni.
V ramci tretiho odbéru byla naopak statisticky vyznamné vyssi koncentrace albuminu (P<0.001) a
selenu (P<0.01) u kontrolni skupiny v porovnani s prvni pokusnou skupinou.

Vysledky hematologickych parametri:

V kontrolni skupiné telat byl pozorovan vyznamné vyssi pocet (P < 0.05) celkového poctu leukocytt
(10.5*10%") ve srovnani s 1. pokusnou skupinou (8.2*10%") 30 dni po narozeni. Po aplikaci vitamin{

nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily v hematologickych parametrech mezi

skupinami telat.

Vysledky antioxidacnich parametrti (TAS a vitamind) a MDA:

7-10 dni po narozeni 30 dni po narozeni 60 dni po narozeni
Parametry K A B K A B K A B
Vit A X 045 0.36 0.30 0.36*°  0.95% 0.88° 1.0220 0.43° 0.36?
pmol/l SD 0.1 0.07 0.08 0.09 0.15 0.22 0.27 0.14 0.13
Vit E X 4397 753A 9.66° 8.86*°  3.86° 5.18° 231%A 379" 4107
pmol/l SD 223 233 260 1.95 1.91 1.70 0.76 1.45 1.28
p-karoten X 1.12 1.67° 3.272b 0.92+F  1.83¢ 1.92¢ 1.58 1.22 0.73
pmol/l SD 0.5 0.74 0.72 0.56 0.58 1.10 0.99 0.61 0.41
TAS X 049 083 0.79° 0.91¢ 1.03*F  0.91° 0.95%*  0.87" 0.81°
mmol/l SD 0.5 0.07 0.07 0.11 0.12 0.09 0.09 0.16 0.08
GPx X 841.8 810.7 774.8 8234  855.6°  743.5% 861.2 793.9 778.9
pkat/l SD 13743  96.06 122.9 88.8 9339  67.2 99.6 119.7 89.2
MDA X 1.217¢  1.243*  0.770%* | 1.172* 1.207  0.940° | 0.770**  1.103° 1.101°
pmol/l SD 0.095  0.136 0.205 0.140 0360  0.183 0.106 0.186 0.081

X — stfedni hodnota; SD — smérodatna odchylka; signifikantni rozdily mezi skupinami v ramci dané¢ho odbéru jsou zaznamenany pomoci stejného
znadeni: a, p — P < 0,05; A— P <0,01; a, b— P <0,001; K- kontrolni skupina; A — 1. pokusna skupina (vitamin E a selén); B — 2. pokusna skupina (-
karoten a vitamin E), Vit A — vitamin A; Vit E- vitamin E; TAS — celkova antioxida¢ni kapacita; GPx- glutathion peroxidaza; MDA - malondialdehyd

Vitamin A byl statisticky vyznamn¢ vyssi v obou pokusnych skupinach ve srovnani s kontrolni

Vw7

skupinou (P < 0.001). V ramci druhého odbéru byl vyznamné vyssi (P < 0.001) v kontrolni skupiné
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V porovnani s obéma pokusnymi skupinami. Ac¢koliv byl vitamin E v ramci 1. odbéru (jesté pred
samotnou aplikaci vitaminového pfipravku) vyznamné vyssi ve druhé pokusné skupiné (P < 0.001;
P<0.01) ve srovnani s kontrolni a 1 pokusnou skupinou, ve druhém odbéru tomu bylo opac¢né.
Kontrolni skupina vykazovala statisticky vyznamné vyssi vitamin E (P < 0.001) v porovnani s
obéma pokusnymi skupinami. V rameci tfetiho odbéru (60 dni véku telat) byl vitamin E zase
statisticky vyznamny u druhé pokusné skupiny (P< 0.01) ve srovnani s kontrolni skupinou.

I B-karoten byl vyznamné vyssi u 2. pokusné skupiny jesté v ramci 1. odbéru pted samotnou aplikaci
vitamind (P < 0.001) statisticky vyznamné vyssi (P < 0.05) byl 1 v ramci 2 odbéru ve srovnani s
prvni pokusnou skupinou. V ramci 3 odbéru jiz nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily
v koncentraci beta- karotenu mezi skupinami. Koncentrace TAS byla vyznamné vyssi v 1. pokusné
skupin€ ve srovnani s kontrolni a 2. pokusnou skupinou (P< 0.05) v ramci odbéru 30 dni po narozeni.
Opacny trend byl pozorovéan v ramci druhého odbéru kdy nejvyssi koncentrace TAS byla pozorovana
Vv kontrolni skupin¢ (P< 0.05) Aktivita Gpx byla statisticky vyznamné vyssi (P < 0.05) v ramci
druhého odbéru v 1 pokusné skupin€ v porovnani s kontrolni a 2 pokusnou skupinou.

Koncentrace MDA byla statisticky vyznamné vys$$i v pfipad¢ kontrolni skupiny v porovnani s druhou
pokusnou skupinou (P < 0.05) v ramci odbéru 30 dni po narozeni.

V ramci vySetieni — oxidacniho vzplanuti leukocytll byl celkové pozorovan numericky vyssi peak

chemiluminiscence (CL) pfi pouziti aktivatoru Cal a to i pro pfepoctu na granulocyty.

Zavér
Parenteralni aplikace vitaminii ovlivnila koncentrace vitaminu A, - karotenu, TAS po prvni aplikaci

(30 dni po narozeni).
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Tato prace byla financovana grantem 105/2022/FVL
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Pouziti intranazalni aplikace azaperonu pro sedaci prasat v ramci zlepSeni podminek welfare
Martin Svoboda, Jan Vasek, Adam Zacharda, Zuzana Hajkova

Veterinarni univerzita Brno, Klinika chorob prezvykavcii a prasat

Uvod

Prasata se setkavaji v podminkéch intenzivniho chovi se stresovymi podminkami, které
vyzaduji pouziti sedativ. V nasich ptedchozich projektech IGA 2019 a 2021 jsme se zabyvali
peroralni aplikaci nejCastéji pouzivaného sedativa u prasat azaperonu. V bézné praxi je sedace
prasat standardné provadéna i.m. injekci azaperonu v davce 2 mg/kg t€lesné hmotnosti. Jinou

zajimavou alternativni moznost pfedstavuje itranazalni aplikace azaperonu u selat.

Vyhodou je jednoduchost piipravy aplikace, bezbolestnost a u¢innost. Diky tomu se intranazalni
podani 1€k uplatiuje stale vice v humanni medicin€ zejména u déti (Vranikova et Gajdziok 2015).
Podobny piinos této formy aplikace lze predpokladat i pro zlepSeni welfare selat. Intranazalni
aplikace umoziuje dosahnout rychlejsi a vyssi urovné absorpce 1é¢iva z divodu vysoké
permeability, velkého prokrveni, nizké enzymatické aktivity prostiedi a tim, ze se vstiebané latky
vyhybaji tzv. metabolismu prvniho prichodu v jatrech, kdy dochazi ke snizeni koncentrace 1é¢iva
jeste diive, nez vstoupi do systémového obéhu (Xu et al. 2020). Olfaktorni oblast nosni dutiny
navic svoji blizkosti k mozku umoziuje vstiebani 1é¢iva pfimo do mozku a mozkomisniho moku
prostiednictvim ¢ichovych neuronti. Tim obchazi hematoencefalickou bariéru (Graff et Pollack,
2005). Intranazalni sedace u prasat byla zatim popsana pouze v ptipadé¢ midazolamu. Studie autorti
Lacoste et al. (2000) prokézala, Ze intranazalné podany midazolam v davce 0,2 mg/kg, je u¢inny pii
vyvolani sedace a anxiolyzy u selat. V dostupné literatufe nejsou doposud k dispozici zadné udaje
tykajici se pouziti intranazalni aplikace azaperonu za ucelem sedace prasat. Existuje pouze jedna
prace, kde byl azaperon pouzit jako soucast anestetické smési pro intranazalni aplikaci za ucelem
anestézie sajicich selat pti kastraci (Axiak et al. 2007) . V této studii nebyla samostatné hodnocena
absorpce azaperonu, nicméné autofi zjistili po intranazalnim podani vyskyt mensich vedlejsich
ucink, které jsou jinak pfisuzovany i.m. aplikaci azaperonu (zvySeny respiracni rytmus, pokles
télesné teploty). Podle téchto autor by to moznd mohlo byt vysvétleno mensi absorpci azaperonu
po intranazalni aplikaci. Nicméné objektivni udaje o vyuziti azaperonu po intranazalni aplikaci

chybi. Rovnéz tak neexistuji zadné srovnavaci tdaje tykajici se farmakokinetiky, optimalniho

davkovani a klinické i€innosti azaperonu po intranazalni aplikaci u prasat.
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Material a metodika

Pokus probihal v chovu prasat na SZP Novy Ji¢in. Celkem bylo pouZito 32 selat prasete
domaéciho po odstavu, tj. ve véku cca 28 dnll, pouze prasni€ky. Selata byla pfed zah4jenim pokusu
oznacena barevnou u$ni znamkou do pravého usniho boltce a probéhlo ndhodné rozd¢leni

(randomizace) pokusnych zvitat do 4 skupin po 8 kusech.

Skupiné A byl aplikovan azaperon (Stresnil) i.m. v ddvce 2 mg/kg Z.h. (standardni postup v praxi).
Skupiné B byl aplikovan azaperon (Stresnil) intranazalné v davce 2 mg/kg z.h. Skupin€ C byl
aplikovan azaperon (Stresnil) intranazalné v davce 4 mg/kg z.h. Skupin€ D (kontrolni) byl
aplikovan intranazalné 1ml fyziologického roztoku. Pro intranazalni aplikaci byl pouzit intranazalni
aplikator 1éki LMA MAD NASAL (Bexamed s.r.0.). Krev byla selatim odebirana pied aplikaci
azaperonu (0) a dale v intervalech 30, 90 a 240 minut po aplikaci. Vzorek krve byl odebran z vena

cava cranialis. V krevnim séru byla stanovena metodou ELISA koncentrace azaperonu.

Klinicka ucinnost rozdilnych forem aplikace azaperonu pro dosazeni sedace u selat byla hodnocena
u vSech experimentalnich skupin na zéklad¢ reakce na hlasitou stimulaci tupym uderem kovu do
kovového hrazeni. Tento ukazatel byl hodnocen kazdych 15 minut béhem prvni hodiny po aplikaci,
pak v intervalech 30 minut v nésledujicich stupnich.: 0 - reakce vysokého stupné (poskok, uték), 1 -
reakce sttedniho stupné (zadné poskoky, ale reakce — ukrok stranou, pohyb hlavy, svalové chvéni,
zvednuti usi), 2 - Zadna reakce. Déle byly posuzovany fyziologické funkce prasat (0, 30, 90, 180 a
240 minut po aplikaci), které zahrnovaly pohyb (stupné 0-1-2), stupen salivace (0-1-2) a télesnou

teplotu. Selata byla krmena standardnimi granulovanymi smésmi.
Vysledky

V ptipad¢ intramuskularné aplikovaného azaperonu (skupina A) v davce 2 mg/kg doslo k
nastupu sedace u vSech selat ve skuping jiz za 15 minut po aplikaci (reakce vysokého stupné
nezjisténa u zadnych selat) a navozena sedace trvala do 45. minuty od zah4ajeni experimentu. V 60.
minuté vykazovalo jiz 25 % selat reakci vysokého stupné. U skupin s intranazalni aplikaci (skupiny
B a C) byla zjisténa klesajici tendence intenzity odezvy na podmét se zvysujici se davkou
aplikovaného azaperonu. V piipad¢ intranazalné aplikovaného azaperonu v davce 2 mg/kg doslo k
nastupu sedace v celé skupiné selat za 60 minut po aplikaci. V 90. minuté vykazovalo jiz 25 % selat
reakci vysokého stupné. U intranazalné aplikovaného azaperonu v ddvce 4 mg/kg doslo k nastupu
sedace u vSech selat ve skupin€ za 60 minut po aplikaci a trvala v celé skupiné do 120. minuty od
zahajeni experimentu. V 150. minuté vykazovalo jiz 25 % selat reakci vysokého stupné. Dale bylo

provedeno stanoveni azaperonu v krevnim séru. Maximalni koncentrace azeperonu v krevnim séru
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byly dosazeny ve vSech skupinach 30 minut po aplikaci. Od 30. — 240. minuty doslo ve vSech
skupinach selat k signifikantnimu poklesu koncentrace azaperonu v krevnim séru. Dale byly
hodnoceny intenzita salivace a intenzita pohybu. Parametr intenzity salivace nebyl nikterak
vyznamny. Slinéni se neobjevilo u zddného selete v pribeéhu celého experimentu. V piipadé
intramuskularné aplikovaného azaperonu (skupina A) v davce 2 mg/kg byla zjisténa ataxicka nebo
méné aktivni selata od 30. do 180. minuty. Lezici selata byla zjiSténa pouze v devadesaté minut¢.
Od 180. minuty nebyla pozorovéana zadna lezici selata. U intranazalné aplikovaného azaperonu v
davce 2 mg/kg byla zjisténa ataxicka nebo méné aktivni selata také od 30. do 180. minuty. LeZici
selata byla zjiSténa také pouze v devadesaté minuté. Od 180. minuty nebyla pozorovana zadna
lezici selata. Ve skuping intranazalné aplikovaného azaperonu v ddvce 4 mg/kg byla zjiSténa
ataxicka nebo mén¢ aktivni selata také od 30. do 180. minuty. LezZici selata byla zjisténa od 30. do

180. minuty. Od 240. minuty nebyla pozorovana zZadna leZici selata.

Béhem pokusu jsme téz provadéli méteni télesné teploty. T€lesné teploty se u vSech skupin

pohybovaly ve fyziologickém rozmezi.

Zavér

NaSe vysledky ukazuji, Ze intranazaln¢ podany azaperon se vstiebava a zpiisobuje sedaci u
selat. Z naSich vysledkl je patrné, Ze zvySenim davky intranazalné podan¢ho azaperonu je doba
trvani sedace delsi. Lze uzavfit, Ze k vyvolani adekvatni Grovné sedace srovnatelné se standardnim
zpisobem aplikace tj. 2 mg/kg z.hm. i.m. je zapotiebi intranazalni podani azaperonu v davce 4

mg/kg tél. hm.
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Geneticka struktura luniakii hnédych, luiidki ¢ervenych a rozsah jejich hybridizace
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Ustav biologie a chorob volné Zijicich zviFat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

univerzita Brno

Uvod

Lunak hnédy (Milvus migrans) a lunidk ¢erveny (Milvus milvus) jsou v Cesku vzacni dravci
zpravidla dobte rozliSitelni na zakladé morfologickych znak, chovani a migra¢ni ekologie. Jedinci
v evropské populaci lunaka ¢erveného jsou morfologicky uniformni na rozdil od lunaka hnédého, u
néhoz se v Evropé setkavame se zastupci poddruhd Milvus migrans migrans a Milvus migrans
lineatus, jakoz i jejich hybridd. Navic se v Evropé muzeme setkat i s mezidruhovymi hybridy lunakt
hnédych a lunaki cervenych (1). Geneticka struktura populaci lunaka byla v Evropé (i ve svéte)
studovana dosud jen velmi limitné stejné jako rozsah hybridizaci mezi poddruhy lunaka hnédych a
mezi lundkem hnédym a lunakem cervenym (2).

Mikrosatelitové markery jsou ¢asto pouzivany ve studiich popula¢ni struktury kvuli jejich
vysoké rychlosti mutaci (3). Ziskani zcela nové sady mikrosatelitovych markeri je nakladné a Casove
struktura populace lunakt Cervenych v Némecku byla neddvno charakterizovana praveé analyzou
DNA pomoci mikrosatelitt (4).

Hlavnim cilem prace bylo zavedeni metodiky pro hodnoceni specifickych mikrosatelitovych
markert u lunaka rodu Milvus a charakterizace jejich genetické struktury v Evropé a Sifeji v celé
palearktické oblasti.

Material a metodika

Vzorky pro genetickou analyzu byly jsou odebrany v letech 2014 az 2021. Na 15 vzorcich z
nasi kolekce izolatit DNA z lunakut bylo testovano 33 primerovych pard navrzenych pro studie dravct
piibuznych lunakim, a 4 primerovych part které jsme navrhli pro toto studium (Tabulka 1). 15 z 33
paru primera (Tabulka 1) bylo tspésné amplifikovano a pouzili jsme je pro vSech 407 vzorki.
Schopnost amplifikace mikrosatelitnich lokust byla otestovana pomoci PCR za uziti komeréniho PPP
Master Mixu (Top-Bio, s.r.0.). Produkty PCR byly naneseny na 2 % agarézovy gel a pomoci
elektroforézy separovany.

Produkty PCR pro potvrzeni pfitomnosti mikrosatelitovych markeri byly extrahovany
komer¢nim kitem pro extrakci fragmentti DNA (Geneaid Biotech Ltd.) a poté odeslany k sekvenovani

(Macrogen Inc.) k potvrzeni specificity.
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Tabulka 1. Mikrosatelitové pary primert pouzité ve studii

Locus Forward primer Reverse primer Rep_eat Length Reference
1 NVHfr34 TATTTCAGCCTGGTTTCCTAT TTTAGTATCTCAAAGACCCTGTGT ?;IE;: 148-152 (5)
2 NVH fri42 CCACCCCTCTGCCACTCA CCCCTGTCAGCTAAACACATCAC (GM)12 165-179 (5)
3  NVHfrl44-2 GGGCTTTAGGTCTTCTTATTTTC GCCTACTATTTCCGTTTACTGG (CA)is 130-142 (5)
4  NVHfr164-1 CTGTTCGGATGGTTCCTACAACTT CTCACAGGGAGGCAGGTTACTT (GM)2 126-148 (5)
5 NVHfr190-2 CCACACAAAATCCCTCCAAC GTTTTGCTACTGTTTCTCCTGCTG (CA)12 139-153 (5)
6 NVHfrl95-2 CGTACTTTAGGCTACTGAATAA TTAAGACAAAACGATAGACTGT (CA)16 156-168 (5)
7 NVH fr203 CAGACCTGGCTGCAATGAGGA GACGACCCACGGACTACAGCTTT (GT)e 194-244 (5)
8  NVH fr206 ATCTAATGGGCTTTCCTGGATTT GACATTTTCCTCATAGGCAACTGA (CA)1a 150-164 (5)
9  Hal0l GAATACACCCAGAACAGCAACC CCCAGCTGTGCTCATAACATAC (GM)wr 128-140 (6)
10  Hal02 TGGACCACAAAGTGTAAACTTCTAA  TGAATCTGCATGGTAAGCTCAG (TG)10 178-182 (6)
11 Hal03* GGGCATCCCTTCAATCTGTTAC ATGTTCCCAGCTAGCCCTTTC (CAAA)s 135-143 (6)
12 Hal05* GCCAAAACCCTGTGAGTACC GTGGTCCTGTGGGACACG (AGG)10 109-112 (6)
13 Hal09 TGAGCTTTGTAGTAGCAGTGGTG TGCAAAAATAGAGCCAATACCC (AC)17 133-151 (6)
14 Hall2 CACATGTTTGTGTGCACGTC GTGCTGCCTCTCACTGTCG (GMwo 236-238 (6)
15  Aa04* TGCAGCTCAAAAGCAAAGG CAACCCCAACTCTCACACCT (GM)2 126-130 )
16 Aa26* GCAAAGGTAAACTGCATCTGG ATGCACTATTGGTAAACAGGCA (AC)1a 145-159 @
17 Aa50 AACATGGCAATGTGTTTCGA ATTGACGCTGCAAACAGATG (TG)u 209-219 (@)
18  Aa57 AACATTAAGGCAGATGTGGACA TACTGTGGACACGGACAGGA (TG)12 113-155 )
19  BswAllow*  ATTTTGAGAGGTGAAGGTCACG CAGGTCAGTGAAGGACTCTGC (CA)18 197-233 ®)
20 BswA204w GCAGAAGGAAATGTGTTTGGTT TAAGAAACCAGGTGGCATTAGG (CA)1s 133-177 ®)
21 BswA3l7w*  CTGAAAATGTCACCACAACAAA TGAGTAAGCACAGGAGATGGAT (CA)17 369-391 ®)
22 BswD220w TAACTTTTGGTCAGCCCTGAAT TCTGTGGCACTGCAATGAAT (GAGAA)1 265-335 ®)
23 BswA303w* ACTGAATAAGCAGAGGGCAAAA TGGCACTTCCATAGTCAATCAG (CA)1s 226-250 8)
24  BswBlllaw* TCATCCCAATGCAGTTCTCA CACTGGCATGAATGGACAGA (CATC): 188-208 ®)
25  BswD234w GGAATTGCATAGGTCAAACACA CTGTGCAACATATTATTTCCCTTG (GAGAA)1 198-268 ®)
26 BswB220w* GGCTTTTCTGATTGAATTAGGG CACAAACTGTTGCCTGAACTTT (AAT)o 136-172 ®)
27  BswB221w TAACTTCGACACAGGGTAGCAA TGGGAGAGTGTTTGTGCTCTTA (AAT)4 206-224 8)
28  BswA302w* CGAAGTTGTGCAATCTCATTTC CTTGCTTTCACAATTTGCAGTC (CA)1s 201-227 8)
29  BswA312w GGCAGAAATCAGCAGCATAAAT CCACTCCCTCATGAAACAGATT (CA)z 136-168 8)
30 Bbul4 CAAATGTTCTCAACAGCTTAAGTCC TCATTACTACTGTTAGAAATAGGCTTG  (GT)7 141 9)
31  Bbulé* AGGTTTGCATCCTCATACTTTCTC TTTCCCTAACATTTACTGACTCCTG (GT)o 176 9)
32 Bbu22 GACGCTTGAGCAAAGAGAGG TGCAAGAACACTTCCAAAGC (CA)s 124 )
33 Bbu46 TGAACCCTGGAGAAAGATGC CAATTTGGGGAGACGTGATG (AC)12 168 )
34  SSR16* ATCCTGGGCCAAGAGACC CTGCTCCGAAGCAACAAC (AC)s 154-164 nae studie
35  SSR48* TTCTGTGGAATTCTGAGACAGG TGGTGCAAACAGGGAAGG (GAG)y 185-193 nae studie
36  SSR49* GACGCGCTGTCATGTCC GCCAAGGGCTGTGTGTTC (AT)u 254-284 nase studie
37 Mmid* TTCTCCAGCCCGATTTTTGT CCTCCCAGGTTTACATAACA 149-165 nase studie

* mikrosatelitové pary primert které jsme v nasich vzorcich Gspésné amplifikovali
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Délka fragmentt byla analyzovana na sekvenatoru ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) a skoérovani bylo provadéno
pomoci softwaru PEAK SCANNER v. 1 (Applied Biosystems). Pfitomnost mikrosatelitovych lokusii
je potvrzena sekvenovanim (Macrogen Inc.) omezené sady vzorku. Soubor byl formatovan do
potiebnych vstupnich souborti pomoci CONVERT 1.31. Pro kontrolu moznych pteklept, ptitomnosti
nulovych alel a genotypovych chyb byl pouzit program MICRO-CHECKER 2.2.3. Indexy genetické
rozmanitosti jsou analyzovany v ARLEQUIN 3.5.2.2. K ziskani vhledu do genetické struktury
populace a ke zjisténi, zda geograficky pivod vzorkii odpovida genetickym skupinam, byl pouzit

program STRUCTURE 2.3.4.

Vysledky
Software STRUCTURE 2.3.4. nasel dva clustery (K=2), které odpovidaji nasemu souboru dat
z lundkii hnédych a lunakt cervenych lunakt patiicich do dvou riiznych populaci (Obrazek 1).
Geograficka struktura ukazuje, Ze se lunaci hnédi hnizdi v celé Eurasii, zatimco lunaci ¢erveni jsou
omezeni na evropskou oblast. Potvrzuje se také piesun hybridni zony ze Sibife do stfedni Evropy
(Obrazek 1b a 1c).

Obrazek 1. Dva clustery (K=2) nalezeny softwarem STRUCTURE 2.3.4., lunaci hnédi jsou

oznaceni modfe a lunaci ¢erveni jsou oznaéeni ¢ervené, hybridni jedinci jsou oznaceni Sed¢.

Vsechny analyzované lokusy byly polymorfni. Po aplikaci Bonferroniho korekce nebyla detekovana
zadna vazebna nerovnovaha pro zadny par lokust. Geneticka diverzita, celkovy pocet alel (nA),
alelicka bohatost (AR) a pocet soukromych alel (np) byly vy$si v populaci lunaka hnédych ve

srovnani s populaci lunaki ¢ervenych (Tabulka 2).
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Hodnoty oc¢ekavané a pozorované heterozygotnosti byly vyssi také pro populaci lunaka hnedého.
Pokud jde o hodnoty FST, ukazaly se diferenciace mezi dvéma clustry 0.44241, coz ukazuje na

znaény stupen diferenciace mezi populacemi (Tabulka 2).

Tabulka 2. Geneticka diverzita dvou clastri STRUCTURE s vylou¢enim hybridnych jedinct.
Zkratky: n - pocet jedinct, np - pocet privatnich alel, nA - pocet alel na lokus, Ho - pozorovana

heterozygotnost, He - o¢ekavana heterozygotnost, AR - alelicka bohatost.

Cluster n Np nA Ho He AR
‘2 v 45
Lunak hnédy 138 (40.91%) 110 0.434948 0.41370 7.333
“ A x , 11
Lunak ¢erveny 255 (16.18%) 68  0.28839  0.31271  4.857
Zavér

Byli jsme schopni potvrdit a odliSit dvé samostatné populace analyzou souboru vzorkl obsahujiciho
ob¢ populace i jejich hybridy. Je potvrzeno, Ze geneticka diverzita je vétsi v populaci lunaka hnedych,
coz odpovida jejich vétsi oblasti rozsiteni. Zjistili jsme také, Ze hybridni zona se pfesunula ze sibifské
oblasti do oblasti stfedni Evropy. Ziskané vysledky poskytly nové poznatky o populacni struktute

lunakt hnédych a Cervenych, coz predstavuje zéklad pro analyzu jejich migracnich vzorci.
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Migrujici dravi ptaci - skryta hrozba Sifeni antibiotické rezistence
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Uvod

Divoka zvifata jsou stale Cast€jSimi hostiteli bakterii nesoucich geny virulence a antibiotické
rezistence. St¢hovavi ptaci maji potencial ziskat a prenést rezistentni bakterie v ramci dlouhych
migracnich cest [1]. Pfedchozi studie poukédzala na dravce jakoZto vyznamné nositele enterobakterii
rezistentnich ke klinicky vyznamnym antibiotikim [2]. Dravi ptaci maji oportunistické chovani pfi
krmeni, kdy vyuZivaji potravu z riznych pfirodnich (mali hlodavci, savci a mrSina) a antropogennich
zdroji (lidské odpadky ze skladek), aby splnily své dietni pozadavky [3]. Zminéné dlouhé migracni
cesty a potravni ndvyky délaji z dravcli mozny rezervodr antibiotické rezistence a zarovein vhodny
modelovy organismus ke studiu akvizice, prevalence a pfenosu rezistentnich bakterii v rdmci volné
zijicich ptakda.

Klinicky vyznamné bakterie, a to pfevazné kmeny Escherichia coli, nesou geny pro rezistenci
k antibiotikim pouzivanym na 1é¢bu infekci v humanni a veterinarni mediciné (cefalosporiny,
chinolony, karbapenemy a kolistin). Nejen, Ze se tyto geny mohou §ifit pomoci bakterii, ale jsou
zaroven neseny mobilnimi genetickymi elementy (MGE), které zprostfedkovavaji jejich horizontalni
ptenos mezi jednotlivymi bakteriemi [4]. Plazmidy jsou MGE, které se replikuji nezavisle na
bakteridlnim chromozomu a bakterie si je mohou vzajemné piedavat horizontalni cestou. Vzhledem
k tomu, Ze plazmidy maji zasadni vyznam pro Sifeni genll antibiotické rezistence, jsou nedilnou
soucasti epidemiologie klinicky vyznamnych kment bakterii. Pomoci plazmidil jsou rezistentni
bakterie schopné geny antibiotické rezistence predavat do ptirozené se vyskytujicich bakterii dan¢ho
organismu. Takto vzniklé rezervoary genl antibiotické rezistence se §ifi pomoci jejich hostitell
véetné migrujicich ptakd [5]. V ramci studie byl prozkouman soubor 779 kloakalnich vytért volné
zijicich migrujicich dravych ptaktt Evropy z let 2018-2021. Byla urcena prevalence rezistentnich
bakterii v€etné jejich genetického obsahu ¢itajici geny antibiotické rezistence, virulence a zastoupeni

mobilnich genetickych elementt, plazmida.
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Material a metodika

Tento projekt charakterizoval soubor kloakalnich vytéra voln€ zijicich migrujicich dravych ptaka z
Belgie (n=13), Ceské republiky (n=392), Mad’arska (n=8), Némecka (n=105), Rakouska (n=13),
Ruska (n=185), Slovenska (n=8), Spanélska (n=38) a Ukrajiny (n=17) z let 2018-2021. V letech
2018-2019 bylo sesbirano 481 vzorkl a v letech 2020-2021 celkem 298 vzorkl z dravch riznych
druhii (lundk cerveny, lundk hnédy, motdk pochop, orel kralovsky, orel moisky, aj.). Izolaty z
odebranych vzorkli byly selektovany na 4 typech médii s obsahem jednoho z nasledujicich antibiotik:
cefotaxim (2 pg/ml), ciprofloxacin (0,05 pg/ml), meropenem (0,125 pg/ml) a kolistin (3,5 pg/ml).
Selektivni kultivaci bylo ziskdno 419 izolath rostoucich na pidé s ciprofloxacinem, 200 izolati
rostoucich na pidé€ s cefotaximem, 35 na ptiid€ s kolistinem a 205 na pid¢ s meropenemem. Tyto
izolaty byly druhové ur¢eny metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Pomoci PCR byly
ovéteny geny zprostiedkovavajici rezistenci k danym antibiotikim. Izolaty pozitivni pro zminéné
geny se sestavaly z 90 rostoucich na pud¢ s ciprofloxacinem, 83 rostoucich na pid¢ s cefotaximem a
3 rostoucich na pude¢ s kolistinem a byly nédsledné vybrany k celogenomovému sekvenovani.

U vybranych izolatl byla extrahovana genomicka DNA kitem NucleoSpin Tissue (Macherey-
Nagel), ktera byla vyuzita na ptipravu knihoven kitem Nextera XT DNA Library Preparation Kit
(Illumina) a tyto knihovny byly sekvenovany na pfistroji HiSeq (Illumina). Sekvenacni data byla
assemblovana programy Trimmomatic-0.36 a SPAdes v3.13.0 a ziskané kontigy byly analyzovany
na pfitomnost genil antibiotické rezistence (ResFinder 4.1), plazmidovych replikonii (PlasmidFinder
2.1) a wurCeni sekven¢niho typu izolath (MLST 2.0) volné dostupnymi nastroji
(http://www.genomicepidemiology.org). Analyza sekvenci byla zpracovana v programu Geneious
9.1.8 za vyuziti databaze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ve spojeni s algoritmem
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). U vybranych izolatd s rozdilnym zastoupenim gent
rezistence v kombinaci s plazmidovymi replikony byla navic extrahovana genomicka DNA kitem
Nanobind HMW DNA Extraction (Circulomics), ktery poskytuje delsi fragmenty DNA, a ty byly
sekvenovany na pfistroji MinlON (Oxford Nanopore Technologies) pomoci kitu Rapid Barcoding kit
(Oxford Nanopore Technologies). Kompletni sekvence plazmidi byly nasledné ziskdny pomoci
programu Guppy Basecalling Software v4.2.2, BBDuk v38.68, Porechop v0.2.4, Ratatosk v0.4,
Unicycler v0.4.8, Racon v1.4.20, Medaka v1.2.3, Pilon v1 pfi vyuziti dat z Illumina a MinlON

sekvenovani.
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Vysledky
V ramci studie jsme vytvoftili sbirku 779 vzorkt kloakalnich vytéra dravych ptakt sesbiranych
v letech 2018-2021 z uzemi Evropy. Geny skupiny qnr (gnrB, gnrC, gnrD a qgnrS), aac(6')-lb-cr a
0gXA koédujici rezistenci k chinoloniim byly detekovany u 90 izolath rostoucich na médiu s
ciprofloxacinem, které pochéazely z dravci z let 2018-2021. Alespon jedna rezistentni bakterie
S plazmidové kdédovanym genem rezistence k chinoloniim byla prokazana u 11,6 % vySetienych
dravci. Geny blacmy-2a blactx-m u izolatu rostoucich na médiich s cefotaximem byly nalezeny v 83
ptipadech, coz predstavuje 10,7 % (n=779) z celkové vysetfenych dravci. Gen mcr-1 kédujici
rezistenci ke kolistinu byl detekovan u 3 izolatd a odpovida 0,4 % vyskytu v ziskané sbirce.Izolované
rezistentni kmeny patfily k bakterialnim rodim Escherichia coli (n=171) nej¢astéji sekvenéniho typu
(ST) 10, 115 a 162 a Klebsiella pneumoniae (n=5) ST294, ST788 nebo ST1726. Izolaty nesouci
zminéné geny rezistence pochizely z Ceské republiky (40,9 %, 72/176), Ruska (29 %, 51/176),
Némecka (14,2 %, 25/176)
Spanélska (8,5 %, 15/176),
Ukrajiny (5,7 %, 10/176) a
Rakouska (1,7 %, 3/176), a
to z naprosté vétSiny
lunakt hnédych a

cervenych (Obrazek €. 1).

Obrazek ¢ 1. Zemé

odbéru vzorku kloakalniho

fusias s jeho izolatem rostoucim

| vytéru dravce v souvislosti
5 Spain

na pudé s antibiotikem CIP
(ciprofloxacin, zelend),
CEF (cefotaxim, oranZova)
nebo  COL  (kolistin,

fialova).

Vyse zminénd  sbirka

izolath  byla  vybréna
k celogenomovému

sekvenovani. VSechny izolaty vykazovaly multirezistencni profil a mezi dalsi detekované geny
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antibiotické rezistence patfily zejména geny rezistence k beta-laktamim (napt. blactx-m, blacmy-2
blatem a blaoxa-2), fluorochinolontim (plazmidové kodované geny qnrB, gnrC, gqnrD a gnrS),
sulfonamidim (sull-3), tetracyklinu (tetA), aminoglykosidim (aac(3)-11d, aac(3)-Vla, aadA2) a
fosfomycinu (fosA). Mezi ¢asté virulen¢ni faktory u sekvenovanych izolata pattily geny entB-F, entS,
fepA-D, fepG, fimA-l1, gspC-M, ompA a ecpA-E. V jednotlivych izolatech se pak vétSinove
vyskytovaly plazmidové replikony skupin IncF-type, IncHI2, Incl, IncK, IncN, IncX1 a IncY. Na
zékladé¢ plvodu izolatu, roku odebrani, zastoupeni genti rezistence, virulenCnich faktorii a
plazmidovych replikond byly vybrany reprezentativni izolaty k celogenomovému sekvenovani
dlouhych ¢teni na platformé MinlON. Jednim z prvnich zcela uzavienych plazmida nasi sbirky byl
plazmid Incl2 nesouci gen mcr-1 z izolatu DR164-COL, u kterého byla ovéfena 1 jeho schopnost
pienosu mezi bakteriemi pomoci konjugace. Tento plazmid byl dle celosvétové databaze NCBI
detekovan i ve vzorcich pochazejici z lidi (klinické izolaty z Argentiny, Ciny a Ruska), praseéiho
trusu (Cina, USA), driibeze (Vietnam) a dal$ich. Ziskané informace poukazuji na mozny zoonoticky
potencial jednotlivych plazmidl nesouci geny rezistence ke klinicky dtilezitym antibiotikiim. Dravci,
jakozto divoka zvifata ovlivnéna antropogenni aktivitou, pravdépodobné jsou rezervodrem gent
antibiotické rezistence s moznosti jejiho dalsiho Sifeni do prostiedi.
Zavér

V ramci studie byla charakterizovdna velkd sbirka rezistentnich izolatli ziskand z populaci
migrujicich dravych ptdki z nékolika uzemi Evropy. Studie poukdzala na zavazné rozSifeni
antibiotické rezistence u voln¢ zijicich zvitat s moznosti jejiho dal$iho §ifeni do prostiedi.
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Uvod

Neustale se zvySujici antibioticka rezistence zplsobuje zavazné problémy pii 1écbé infekénich
nemoci jak lidi, tak zvifat. Rezistence enterobakterii, jako je napt. Escherichia coli, je zavazna
zejména z divodu jejich kosmopolitniho vyskytu a existence patogennich kment [1]. Rezistentni
bakterie selektované z diivodu uZivani antibiotik v humdanni i veterindrni mediciné se snadno
dostavaji do prosttedi, kde se poté z obydlenych oblasti mohou S§ifit do pfirody a kolonizovat tak
voln¢ zijici zvitata [2,3]. Dalsimu pfenosu ve volné pfirod¢ pak napomaha migrujici ptactvo, které je
schopno rezistentni bakterie roznaSet 1 do mist prostych lidského vlivu [4].

se vV mistech s pozustatky lidské ¢innosti, napf. na sklddkach. Studie ukazuji, ze racci poté byvaji
kolonizovani rezistentnimi kmeny bakterii vyskytujicimi se u lidi [5]. To je pfipad i vodni nadrze
Nové Mlyny, ktera je soucasti piirodni rezervace, ale zaroven se zde vyskytuje oblast pro rekreaci.
Studie se zaméfuje na racky bélohlavé (Larus cachinnans) hnizdici na této nadrzi a fesi komparativni
genomiku a dynamiku multirezistentni patogenni Escherichia coli kolujici v jejich kolonii. Zaroven
Vv ramci vyzkumu simulujeme prostfedi bez potencidlnich vngjSich vlivii a pozorujeme pienos
plazmidi a ptidruzenych genti rezistence mezi jednotlivymi kmeny a racky. Pro lepsi pochopeni vlivu
prostiedi a mozného pienosu z néj se soustiedime také na vzorky vody odebrané v misté hnizdni

kolonie a nékolika dalsich mist vodni nadrze.

Material a metodika

Béhem experimentu bylo ve dvou letech po sob& umisténo pét nelétavych mlad’at rackli bélohlavych
(Larus cachinnans) na 10-12 tydni do voliéry a vzorkovano v pravidelném intervalu dvou tydni.
Dohromady bylo odebrano celkem 35 kloakalnich stérti v roce 2018 a 20 stéra v roce 2019. Tyto
stéry byly poté kultivovany na médiu s cefotaximem (2 pg/ml), a v ptipadé ristu bylo z kazdé kultury
odebrano pét kolonii. V roce 2019 bylo odebrano také Sest vzorki vody z rtiznych mist nadrze, které
byly selektovany na médiu s cefotaximem (2 pg/ml), a z kazdé kultury bylo poté odebirano 20

kolonii. Vybrané kolonie byly pasazovanim ptecistény a poté u nich bylo provedeno druhové urceni
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za pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Dale jsme pracovali jen s izolaty
identifikovanymi jako E. coli.

U ziskanych izolati byl proveden PCR screening gent blactx-m, blacmy-2 a blatem kodujicich
rezistenci vii€i beta-laktamovym antibiotikiim. Pro fenotypové zhodnoceni byl pouzit komeréni test
MASTDISCS® Combi, ktery detekuje produkci beta-laktamaz, a jsme diky nému schopni odlisit
producenty Sirokospektrych beta-laktamaz (ESBL, Extended-Spectrum Beta-Lactamases) a AmpC
beta-laktamaz.

Pro zjiSténi bliz8i ptibuznosti jednotlivych izolatl bylo provedeno restrikéni $t€peni genomové DNA
enzymem Xbal nasledované separaci fragmentd pulzni gelovou elektroforézou, a na jejim zakladé a
na zaklad¢ vysledk pfedchoziho testovani byly vybrany izolaty na dalSi analyzu za pomoci
celogenomového sekvenovani kratkych ¢teni (WGS, Whole Genome Sequencing). Celogenomova
DNA byla extrahovéna pomoci kitu NucleoSpin® Tissue. Knihovny byly pfipraveny kitem Nextera
XT asekvenace probéhla na platformé¢ HiSeq (Illumina). Ze ziskanych dat byly programem
Trimmomatic odfiltrovany adaptorové sekvence a ¢teni se Spatnou kvalitou. Ziskana ¢teni byla poté
poskladana za pomoci algoritmu SPAdes. S vyuzitim MLST (Multi-Locus Sequence Typing) byl
ur¢en sekvencni typ (ST) jednotlivych bakteridlnich kment. Plazmidové replikony byly detekovany
nastrojem PlasmidFinder, geny pro rezistenci k antibiotikiim poté nastrojem ResFinder, a geny
virulence nastrojem VirulenceFinder. Vzhledem k vysledkiim byly analyzy doplnény jesté
sekvenovanim dlouhych ¢teni na platformé MinlON (Oxford Nanopore Technologies), diky cemuz
jsme byli schopni ur€it lokalizaci vyznamnych genti na chromozomu nebo na plazmidu. Vybrané
izolaty byly prozkoumény vice do hloubky, a byla u nich uréena frekvence konjugace plazmidu,

produkce kolicinu a stanoveni fitness.

Vysledky

Testovany soubor izolati byl =ziskan selekci vzorkd zkloakédlnich stéri odebranych z
nelétavych mlad’at rackti hnizdicich v kolonii u vodni nadrze Nové Mlyny na médiu s piidavkem
cefotaximu (2 pg/ml). Z 35 kloakalnich stérti v roce 2018 bylo vyselektovano 23 (66 %) rostoucich
kultur a z 20 stéri v roce 2019 celkem 12 (60 %) kultur. Odebranim péti kolonii z kazdé kultury jsme
nakonec ziskali sbirku 94 izolatt E. coli z roku 2018 a 60 izolath E. coli z roku 2019. Z Sesti vzorkl
vody ziskanych v roce 2019 jsme nakonec odebranim 20 kolonii z kazdé misky ziskali dohromady
59 izolath rostoucich na pudé s cefotaximem, z toho 42 bylo identifikovano jako E. coli.

Na datech miizeme sledovat vyrazné zmény v pfitomnosti riznych sekvencnich typil v ¢ase a jejich
prenos mezi jedinci. V roce 2018 byli béhem prvniho vzorkovani tfi racci kolonizovani E. coli

ST11893 nesouci gen blacmy-2. Tento gen pierusoval tsek spojeny s produkci kolicinu umistény na
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konjugativnim plazmidu F34:A:-B:-. Pouze jeden z racki nesl E. coli produkujici gen blactx-m-1, a to
na Incl1/ST3 plazmidu zodpovédném za produkci kolicinu, zde ale k preruseni sekvence
nedochazelo. V dal$ich odbérech puvodni kmen E. coli nesouci F-plazmid zmizel a plazmid
IncI1/ST3 se zacal §ifit do dalSich sekvenc¢nich typl s postupnym prevladnutim ST11138, coz by
mohlo byt zplisobeno prave schopnosti produkovat kolicin. Dva mésice po zac¢atku experimentu zacal

vyskyt izolatu rezistentnich k cefotaximu klesat, coz mtizeme pozorovat na Obr. 1.

Jyden 1 2 3 4 3 6 7
Racek Tyden 0 Tyden 2 Tyden 4 Tyden 6 Tyden 8 Tyden 10 Tyden 12

A (X X CO0O0OOCOOO0O o0

B 9990000 C00O@OO00000OLCLOLO o0

C ojojojeolel[eJojolo] [e)eojojeole)

D (XX CcoOe 000000000

E oee @eee (ODOOCOEO 000000000
ST11893/CMY-2 ®  ST17/ICTX-M-1 ST11138/CTX-M-1 ST919/CTX-M-1 @
ST616/CTX-M-1 ST165/CTX-M-1 ST665/CTX-M-1 ® ST12344/CTX-M-1

Pfitomny Incl1/ST3 plazmid QO

Obr. 1. Vyskyt jednotlivych sekvencnich typt a geni, které nesou, v zavislosti na case

V roce 2019 byla dynamika mezi jednotlivymi kmeny a racky méné vyraznd, a u jednoho jedince za
celou dobu nedoslo k Zadné kolonizaci rezistentnimi kmeny E. coli. V celém experimentu ptevladal
ST2325 s genem blatem-s2, ktery je zodpovédny za produkei Sirokospektrych beta-laktamaz. Tento
ST se z jednoho jedince rozsifil i do ostatnich, jen ke konci experimentu se objevily také sekvencni
typy 162 a 349, oba s genem blacmy-2 kddujicim produkci AmpC beta-laktamazy.

Co se tyka odbért vody z roku 2019, v celém souboru pievladal ST12346 nesouci gen blactx-wm,
vV malé mife jsme ale mohli také pozorovat ST2325 s geny blactx-m a blatem, ktery byl v tomto roce
pfitomny i v izolatech ziskanych z rackil. U dalSich sekvenénich typt vyrazné prevazoval vyskyt genu
blactx-m kodujiciho produkci ESBL nad genem blacwmy-2 pro produkci AmpC beta-laktamaz, ktery se

zde téméf neobjevoval.

Zavér

Nase vysledky ukazuji, Ze racci jsou ve svém gastrointestinalnim traktu schopni udrzovat rezistentni
kmeny bakterii po dobu minimalné Sesti tydnti, coz miize vést k dalSimu Sifeni rezistence. Mizeme
dokazat, ze po vyjmuti rackt z jejich pfirozeného prostiedi dochéazi k poklesu vyskytu rezistentnich

bakterii az do témet uplného vymizeni. Zaroven jsme pozorovali vyménu bakterii mezi jednotlivymi
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na ziskana data usuzujeme, Ze racci mohou slouzit jako sekundéarni zdroj rezistence pro dalsi jedince,
jind voln¢ Zzijici zvitata a pro prostiedi jako takové. DalSim dilezitym faktorem uspéSného Siteni
urcitych sekvencénich typt se zd4 byt asociace plazmidii nesoucich geny antibiotické rezistence s geny
pro produkci kolicinu. Byli jsme také schopni demonstrovat vyskyt multirezistentnich linii E. coli
Vv samotné vodni nadrzi, coz miize predstavovat riziko jak pro volné zijici zvifata, tak pro lidské

zdravi.
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Plazmidy v Sireni rezistencie k antibiotikam poslednej vol’by: vyuzitie sekvenovania novej

generacie v koncepte One Health

Katarina Stred’anskal?, Tomas Nohejl*?, Iva Sukkar?, Jana Palkovic¢oval?, Monika Dolejskal?
1Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvirat, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

univerzita Brno, 2CEITEC, Veterindrni univerzita Brno

Uvod

Liecba infekcii spdsobenych multirezistentnymi baktériami je nesmierne narocnd a nakladnd a
ohrozuje zivoty pacientov a spolocenskych ¢i hospodarskych zvierat. O prepojeni tychto odvetvi
pojednava koncept ,,One Health* [1], ktory bude podkladom pre nase hypotézy.

Je kriticky dolezité, aby sa zachovala Gc¢innost’ rezervnych antibiotik poslednej volby. Medzi tieto
antibiotika patri i skupina Sirokospektralne G€innych latok zvanych karbapenémy a kolistin. Obe
skupiny st ohrozené, nakol'ko sa zvySuje vyskyt rezistentnych baktérii. To je spdsobené najma
horizontalnym Sirenim génov rezistencie prostrednictvom mobilnych genetickych elementov, hlavne
plazmidov [2]. Odolnost’ baktérii ku kolistinu je Casto zabezpecend chromozomalnymi mutaciami,
avSak boli objavené i gény mcr, ktorych vyskyt je tizko spojeny s plazmidmi [3].

Plazmidy spolu s dalSimi mobilnymi genetickymi elementami hraji vyznamnt tulohu v
horizontadlnom S§ireni a udrziavani génov rezistencie. Medzibunkovy prenos plazmidov je zavisly na
procese konjugécie, ktory je ovplyvneny prekonanim exkliznych systémov bunky [4]. Dokladny
popis Struktury a sekvencie plazmidov a jej porozumenie je preto nevyhnutné pre hl'adanie sposobov
ako Sireniu antibiotickej rezistencie predist.

Aktualne najpokrocilejsou metodou pre identifikaciu sekvencii DNA je sekvenovanie. Kombinacia
sekvenovania s kratkymi a dlhymi Citaniami teda poskytuje nielen prehlad génov a sekvencii

pritomnych v genome sledovaného izolatu, ale tieZ obraz o ich zacleneni [5].

Material a metodika

V ramci projektu boli skimané izolaty radu Enterobacterales, najma E. coli, zo zbierky z humannych
animalnych a environmentalnych zdrojov. Z izolatov, u ktorych bola pomocou testovacej siipravy na
zistenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIKRO-LA-TEST (MIC)) potvrdena rezistencia ku
kolistinu alebo karbapenémom, bola extrahovana DNA (MaCherey-Nagel NucleoSpin). U takto
extrahovanej DNA bola urCena koncentracia (Qubit™ dsDNA HS and BR Assay Kits)
z vyhovujucich vzoriek boli pripravené sekvenacné kniznice a ndsledne bolo prevedené

sekvenovanovanie platformou HiSeq (Illumina). U obdrzanych dat prebehla kontrola kvality
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a odstranenie adaptorovych sekvencii (Trimmomatic), nasledované ich poskladanim (assembly)
algoritmom SPAdes. Vysledné sekvencie boli podrobené zakladnej bioinformatickej analyze —
uréenie bakteridlneho druhu a sekvenéného typu (MLST — Multi Locus Sequence Typing),
identifikacia plazmidovych replikénov (Plasmidfinder), ich inkompatibilnych skupin (pMLST)
a identifikécia génov rezistencie (Resfinder). Nasledne boli izolaty rozdelené do skupin podla
neseného génu rezistencie a boli zostavené fylogenetické stromy (Prokka, Roary, RAxML), na
zéklade ktorych boli vybrané reprezentativne vzorky z jednotlivych skupin. Z takto vybranych
vzoriek bola Setrne izolovana DNA (GenFind V3 — Beckman Coulter alebo Circulomics Nanobind),
vhodnéd na sekvenovanie s dlhymi ¢itaniami. To bolo prevedené na platforme MinlON (Oxford
Nanopore Technologies) za pomoci pripravy sekvenanych kniznic kitom Rapid Barcoding Kit
(Oxford Nanopore Technologies). Tieto sekvencie boli taktiez assemblované (Flye) a dalej
porovnavané medzi sebou ¢i so sekvenciami z dostupnych databaz (Geneious, GenBank). Bolo tiez
vyuzité mapovanie kratkych ¢itani na kostry z dlhych c¢itani (BRIG) pre znazornenie podobnosti

sledovanych i1zolatov, ktoré neboli sekvenované na platforme MinlON.

Vysledky

Zbierka kmenov nestcich gény pre produkciu karbapenemaz sa skladala zizolatov roznych
bakterialnych druhov a sekvenénych typov klinického povodu ziskanych v CR (324, u ktorych boli
najdené rozne typy karbapenemaz), izoldtov ziskanych z €ajok z Australie (108, produkujucich
karbapenemazu IMP-4) a troch izolatov Enterobacter asburiae s VIM-1 z odpadnych véd z Brna.

U klinickych izolatov boli najdené gény rezistencie ku karbapenémom v pocte — 49 blaoxa-4s, 6
blaoxa-244, 91 blanpm-1, 59 blanom-4, 15 blanom-s, 86 blakec-2, 6 blavim-1 a 3 blavim-4. Po vybrani
reprezentativnych vzoriek, sa vd’aka sekvenovaniu s dlhymi citaniami u mnohych z tychto génov
podarilo potvrdit’ lokalizaciu na plazmidoch r6znych inkompatibilnych skupin.

Niektoré z tychto kombindcii su typické pre rozmanité vzorky, ako napriklad IncL plazmid
nesuci gén blaoxa-4s, ktory sa Casto vyskytoval v nasich klinickych izolatoch. V databaze GenBank
sa nachadzaju rovnaké plazmidy pochadzajuce z prostredia, z okolia veterinarnej kliniky, ¢i
z klinickych izolatov. To naznacuje, Ze sa jedné o epidemicky plazmid rozSireny v r6znych zdrojoch
a oblastiach. Zaujimavym prikladom zaclenenia génu rezistencie v genome je napriklad blaoxa-244,
u ktorého sme pozorovali zaclenenie v profagovi LE1 naprie¢ réznymi typmi vzoriek (sedem
klinickych, jeden animalny, Styri environmentalne). Tento profag sa v pripade E. coli (ST38)
nachadzal prevazne na chromozoéme, avSak u Klebsiella pneumoniae bol najdeny zvicSa na
plazmidoch, a to i v pripadoch najdenych v databaze GenBank. Tento gén sa §iri naprie¢ prostredim,

¢o je spojené s klonalnym Sirenim extraintestinalnej patogénnej linie E. coli ST38.
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U génu blanpm-1 sme pozorovali vysoku variabilitu v za¢leneni, ked’ze sa nachadzal na chromozome,
ale najma na r6znych typoch plazmidov (IncR, IncC, plazmidy typu IncF a hybridné plazmidy IncHI1
s plazmidom typu IncF). Variabilita zaclenenia bola mensia u blanom-s, nachadzajucom sa na
plazmidoch skupiny IncX3, pripadne na hybridnych plazmidoch IncX3 s plazmidom typu IncF.
Plazmidy typu IncF niesli tiez gény blanowm-s, kde bol tento gén ohrani¢eny inzerénymi sekvenciami.
V nasSej zbierke sa nevyskytli izolaty z animalnych ani environmentalnych zdrojov, ktoré by niesli
jeden z tychto génov. Rovnako porovnanie s databazou GenBank naznacuje, Ze plazmidy nestce tieto
gény su typické pre klinické izolaty.

Gén Dblaime-4 bol lokalizovany na plazmidoch, a to prevazne na plazmidoch typu IncHI2.
Identifikované IncHI2 z naSej zbierky australskych cajok boli vysoko podobné s plazmidmi
ziskanymi z roznych bakteridlnych izolatov 'udského a animalneho povodu.

Gény blavim-1 sa v nasich klinickych izolatoch nachadzali na plazmidoch typu IncHI1 alebo pKPC-
CAV1193 - podobne ako u dalsich klinickych izolatov. Naopak ukmenov E. asburiae
pochadzajucich z odpadovych vod bol gén blavim-1 lokalizovany u dvoch kmenov na plazmide
skupiny IncF aujedného izolatu na netypovatelnom plazmide. Gén bol zacleneny do kazety
integronu triedy 1 spolu s génmi rezistencie k aminoglykozidom a kvartérnym amoéonnym zlic¢eninam.
Zbierka 185 izolatov nesticich gény rezistencie ku kolistinu bola reprezentovana 111 izolatmi E. coli
nesticimi mcr-1 pochddzajicimi z importovaného a domaceho, bravcového a hovddzieho maésa
a hydiny, 73 klinickymi izolatmi a jednym izolatom ziskanym z ¢ajky v CR. U klinickych izolatov
boli najéastejSie detegované gény mcr-1 (48/73) a mcr-9 (25/73). Tri izolaty niesli zarovenn gén mcr-
4 a mecr-9. Gén mcr-1 bol najcastejsie neseny plazmidmi IncX4 (125/160), Incl2 (16/160), IncH2
(14/160) au 5 izolatov bol detegovany na chromozome. Vysoka nukleotidova identita bola
pozorovand u plazmidov IncX4 pochadzajiicich zmisa 1 z huméannych klinickych izolatov.
U plazmidov IncI2 sa nase izolaty rozdelili do dvoch skupin. Jedna z nich vykazovala rovnaky profil
ako plazmid izolovany z Haje tmavej z Ruska a zahfnala izolaty z kloakalnych sterov bitinkovych
zvierat. Druhd skupina vykazovala rovnaky profil ako plazmid izolovany z importovaného krali¢ieho
masa a zahfnala izolaty z kloakalnych sterov bitinkovych zvierat, z humannych klinickych izolatov
azo vzoriek misa importovaného do CR. Vysledok mapovania kratkych G&itani na dlhé &itanie
plazmidu Incl2 z krali¢ieho misa je zobrazeny na obrazku 1. U plazmidov zo skupiny HI2 bola
vysoka variabilita, avS§ak podobna plazmidova kostra. Plazmid niesol viacero génov rezistencie k

d’al$im skupinam antibiotik, napr. sulfonamidy, amino-glykozidy, chinolony, atd’.
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Obrazok 1. Zrovnanie sekvencii
plazmidov Incl2 s génom mcr.

plazmid pMCR 1884 B3 (GenBank ¢.
MT929283.1) pochadzajuci z E. coli ST162
ako referencia — importované krali¢ie méso.
Bledomodra skupina azItd skupina
znazoriuje plazmidy pochadzajuce
z kloakalnych sterov bitinkovych zvierat.
Svetlofialova skupina predstavuje plazmidy

PMCR_1884_83

60643 bp £l i Z huménnych klinickych izolatov.
| ma Tmavofialovd skupina predstavuje Incl2

ssos plazmidy pochddzajuce zizolatov zmésa

:%EZEEE importovaného do CR. Zelenou farbou st

:;égx;i:«;: znazorené podobné plazmidy z databazy

:fﬁiié?f‘ GenBank (MH522410.1, MH522416.1,

mocose MG489944.1 a MG557851.1).

sscies) Tmavomodra farba predstavuje plazmid

 rones ziskany zizolatu z Haje tmavej z Ruska

(MK542639.1).

Zavér

Nase vysledky ukazuju podobnosti v zacleneni niektorych génov rezistencie ku karbapenémom a ku
kolistinu naprie¢ r6znymi typmi vzoriek. To naznacuje mozny prenos tychto génov prostrednictvom
mobilnych genetickych elementov, najmé plazmidov, medzi r6znymi baktériami a ich cirkulaciu u
¢loveka, zvierat a v prostredi. Smer Sirenia jednotlivych génov rezistencie bude predmetom d’alSieho
podrobného skiimania dat ziskanych v ramci tohto projektu.
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Vliv zpisobu zachazeni pred poriazkou na stres u driitbeZe
Kadlecova Gabriela, Valkova Lenka, Voslafova Eva, Sebankova Monika, Vojtkovska Veronika,
Kotianova Lucia, Hostovsky Martin, Hostovska Lucie, Blahova Jana
Ustav ochrany a welfare zviFat a verejného veterindrniho Iékarstvi, Fakulta veterindrni hygieny

a ekologie, Veterindarni univerzita Brno

Uvod

Intenzivni zemédélska produkce vyZaduje nutnost piepravy hospodarskych zvifat mezi mistem
odchovu a vykrmu a nasledné¢ na misto porazky, kdy béhem nakladky, vlastniho transportu a
vyskladiiovani dochdzi v riizné mife k stresovému zatizeni zvifat (Scott and Moran, 1993).
Manipulace spojena s prepravou je jednim z vyrazné stresujicich faktord ovliviujicich welfare
driibeze (Terlouw et al., 2008), kdy pfi zachdzeni se zvifaty dochdzi ke zranénim (Gregory et al.,
1992), ktera maji dopad také na kvalitu masa (Harkati et al., 2018). Nejcastéjsi mista vzniku zranéni
jsou v oblasti koncetin a kiidel (Saraiva et al., 2020) a také oblast hrudniku (Gerpe et al., 2021). Mezi
nekteré rizikové faktory patii naptiklad pienaSeni 2 — 3 zvifat soucasné, ¢imz se zvysuje riziko kolize
zvitat mezi sebou nebo zranéni pii vkladani do pfepravniho boxu (Gerpe et al., 2021). Gregory et al.
(1992) prokazali, ze ptenaSeni dritbeze za ob¢ koncetiny v porovnani s pfendSenim pouze za jednu
koncetinu vede ke snizeni Cetnosti zlomenin. K hodnoceni welfare v souvislosti s piepravou a
manipulaci pfi pfenaseni lze vyuzit data o vyskytu zranéni na jatkach pii ptijmu driibeze a rovnéz
stresové zatizeni sledované prostfednictvim zmény hladiny kortikosteronu a dalSich biochemickych
ukazateli v krvi (Morméde et al., 2007) nebo zmén povrchové teploty zachycenych termokamerou

(Edgar et al., 2013).

Material a metodika

Pro hodnoceni stresu u dribeze v souvislosti s pfitomnosti poranéni koncetin vzniklych pii
manipulaci a ptepravé byly pii pordzeni nosnic na jatkdch v rdmci vykrveni po omra¢eni odebrany
vzorky krve od 35 nosnic s poranénimi koncetin a 35 nosnic bez poranéni koncetin.

Pro hodnoceni stresového zatizeni driibeze pti vyskladiiovani bylo ndhodné vybrano 20 brojlerovych
kufat, ktera byla po odchytu pfendsena v inverzni poloze téla (ichopem za zadni koncetiny hlavou
doll) a 20 jedinct pfenasenych v piirozené poloze téla s hlavou nahoru (s jednou rukou pod
hrudnikem v horni ¢asti stehen a druhou rukou ptidrzujici hibet a kiidla). Kazdy brojler byl také
sniméan termokamerou ihned po odchytu a nasledné po pfeneseni na misto porazky. Vyuzita byla
termokamera testo 890-2 (Testo SE & Co. KGaA, Némecko) s parametry obrazu 640x480 pixeld,

senzitivitou < 0,04 °C, rozmezim teploty —30 az 100 °C a nastavenou emisivitou na hodnotu 0,97.
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Povrchova teplota byla sniména z neopetfené¢ho mista za vné&j$im koutkem oka ze vzdalenosti cca 0,5
metru a odectena v softwaru IRSoft (Testo SE & Co. KGaA, Némecko).

Krev byla od vSech zvifat odebrana v ramci vykrveni po omraceni do heparinizovanych zkumavek.
V ramci biochemické analyzy krevni plazmy byla stanovena koncentrace celkového proteinu,
albuminu, kyseliny mocové, glukdzy, laktatu, triglyceridd, cholesterolu, vépniku, kreatinkinazy,
fosforu a aktivita enzymi AST, ALT, ALP a LDH a u brojlerti navic kreatinin, hoi¢ik a FRAP.
Biochemické parametry byly stanoveny pomoci analyzatoru Konelab 201 (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) s pouzitim komerénich kiti (Biovendor, Brno, Ceska republika). Hladina
plasmatického kortikosteronu byla vyhodnocena metodou ELISA s vyuzitim komercnich kit
Cayman Chemical (Ann arbor, MI, USA) u nosnic a antibodies-online (Aachen, Némecko) u brojlert
s méfenim absorbance na readeru pii vlnové délce 450 nm.

Statistické zpracovani vysledkil bylo provedeno v programu UNISTAT 6.5 for Excel (Unistat Ltd.,
London, UK). Pro statistické srovnani hodnot mezi rtiznymi skupinami byl pouzit neparovy
Studentiiv t—test. Pro srovnani hodnot povrchové teploty brojlerti pfed a po pfeneseni na misto

porazky byl proveden parovy t—test. Hodnota p < 0,05 byla stanovena jako statisticky vyznamna.

Vysledky

Tabulka €. 1 zobrazuje vysledky hodnocenych biochemickych parametri v krvi nosnic a brojlert.
V ptipadé inverzni polohy hlavy pfi pfenaseni brojlert byla statisticky vyznamné zvySena (p < 0,05)
hladina laktatu a aktivita LDH a snizena (p < 0,05) aktivita ALT ve srovnani se skupinou zvirat
pfenasenych v poloze hlavou nahoru. Zplisob piendseni nemél vliv (p > 0,05) na dalsi sledované
biochemické parametry v plazmé ani na hladinu kortikosteronu v krvi. Nosnice po ukonceni snasky,
u kterych byla pfi prohlidce na jatkdch zjiSténa traumatickd poranéni koncetin, vykazovaly ve
srovnani s nosnicemi bez poranéni vyznamné vyssi (p < 0,05) koncentrace albuminu, celkové
bilkoviny a kortikosteronu a nizsi (p < 0,05) hladinu glukdzy, triglyceridi, vapniku a aktivitu ALT.
Ostatni sledované biochemické parametry nebyly ovlivnény piitomnosti poranéni na koncetinach (p
> 0,05).

Tabulka ¢. 2 zobrazuje povrchovou teplotu namétfenou na neopefeném miste za vnéjsSim koutkem oka
u brojlert dle zptisobu, jakym byli pfenaseni na misto porazky (inverzni poloha vs. ptenaseni v poloze
hlavou nahoru).

Skupina brojlerd pfenasenych hlavou nahoru méla po odchytu i po pfeneseni vyssi (p < 0,05)
povrchovou teplotu nez skupina brojlerti prendsenych v inverzni poloze (Tabulka €. 2). Béhem doby

od odchytu do pfeneseni na misto porazky nedoslo ke zméné povrchové teploty u zadné skupiny.

84



Tabulka €. 1. Primérné hodnoty kortikosteronu a sledovanych biochemickych parametrt pii riznych

zpusobech ptenaseni brojlert a vyskytu traumat u nosnic.

zpusob pienaseni - brojlefi | stav kon¢etin - slepice
Biochemicky parametr inverzni pfirozena skupina S | skupina bez

poloha hlavy | poloha hlavy | poranénim poranéni
alkalicka fosfataza (ukat/1) 3,118 3,648 2,87°¢ 3,34°¢
alaninaminotransferaza (pkat/1) 0,762 1,18° 0,18° 0,37¢
aspartataminotransferaza (ukat/l) | 6,462 5,792 8,15°¢ 7,09¢
laktatdehydrogenaza (ukat/1) 18,522 16,87° 9,38° 8,51°
kreatinkindza (ukat/1) 168,762 187,007 169,37¢ 154,03¢
celkova bilkovina (g/1) 30,59 28,99° 55,24°¢ 50,86¢
albumin (g/1) 13,542 12,807 20,05¢ 17,53¢
triglyceridy (mmol/l) 0,812 0,832 4,83¢ 8,95¢
glukéza (mmol/l) 14,172 14,06 13,04¢ 13,564
laktat (mmol/1) 8,822 5,22" 4,08° 4,71°
kyselina moc¢ova (pumol/l) 229,628 239,752 529,13¢ 446,19°
kreatinin (umol/l) 29,412 26,122 - -
cholesterol (mmol/l) 3,122 3,082 3,32¢ 3,77°
fosfor (mmol/l) 2,252 2,272 2,12¢ 2,29¢
hoi¢ik (mmol/l) 1,042 1,052 - -
vapnik (mmol/l) 2,832 2,732 3,94¢ 4,58¢
FRAP (umol/l) 1124,522 1114,8° - -
kortikosteron (ng/ml) 46,63? 45,242 6,38° 3,68¢

Odlisné indexy (*° U zpiisobu piendseni a 9 u vyskytu poranéni) v ramci Fadkii ukazuji statisticky
vyznamny ( p < 0,05) rozdil mezi dvojicemi hodnot.

AST = aspartataminotransferaza, ALT = alaninaminotransferdaza, ALP = alkalicka fosfatiza, LDH
= laktatdehydrogendza, FRAP = ferric reducing ability of plasma

Tabulka €. 2. Primérné hodnoty povrchové teploty neopefeného mista za okem brojlerti dle zptisobu
fenaseni na misto pordzky

Teplota po odchytu (°C) Teplota po pieneseni (°C)
inverzni poloha téla 40,502 40,512
pFirozena poloha téla 40,892Y 40,832Y

& stejny index v ramci radki ukazuje statisticky nevyznamny (p > 0,05) rozdil mezi hodnotami, *Y

odlisny index v ramci sloupcii ukazuje statisticky vyznamny (p < 0,05) rozdil mezi hodnotami.
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Zavér

Byl prokazan vliv traumatickych poranéni vzniklych v souvislosti s vyskladiiovanim z chovu

a pfepravou driibeze (nosnic) na jatky na jeji stresové zatizeni, kdy nosnice s traumatickymi

poranénimi koncetin vykazovaly vyssi hladinu kortikosteronu a zmény dalSich biochemickych

ukazatell stresu. Vl1iv zptisobu drzeni driibeze pii odchytu a pfenaSeni dribeze (brojlerovych kurat)

na stresové zatizeni naznacuje rozdil v hodnoté laktatu, LDH a ALT a rozdil v povrchové teplotg,

avSak hodnoty plazmatického kortikosteronu se nelisily.
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Ziakladni klinické a biochemické parametry moci chrti
Simona Kovatikova, Jana Blahova, Denisa Jurijova, Kristyna Panykova
Ustav ochrany a welfare zvirat a veiejného veterindrniho lékarstvi, Fakulta veterindrni hygieny a
ekologie, Veterinarni univerzita Brno

Uvod

PtisluSnost k urcitému plemeni mize mit vliv na vysledky hematologického a biochemického
vysetieni krve. Koncept jednotnych referencnich rozmezi pro cely zivocisSny druh nemusi byt pro
néktera plemena idealni (1). Tradi¢n¢ zminovanym plemenem s odchylkami od standardnich
referencnich intervalil je greyhound. U greyhoundt byly popsany zmény parametrii cervené krevni
fady (vyS$i poCty erytrocytli, vysSi hodnoty hematokritu, vyssi koncentrace hemoglobinu) a nizsi
pocty leukocytli a trombocyti (2,3). Greyhoundi maji také oproti ostatnim plementim vyssi
plazmatické koncentrace kreatininu a to pravdépodobné v diisledku vétsiho mnozstvi svalové hmoty.
(4) S ohledem na odchylky zjisténé u greyhoundu byla sledovana i dalsi plemena patiici do skupiny
chrtli. Greyhoundiim nejpodobnéj$i hodnoty méli whippeti, mezi ostatnimi plemeny chrtid byly
zjistény signifikantni rozdily ve sledovanych hematologickych a biochemickych parametrech (5).
Referencni rozmezi urcené pro greyhoundy se tak nehodi pro pouziti u ostatnich chrtii a kazdé chrti
plemeno by tak idedln¢ mélo mit své vlastni referen¢ni intervaly.

Cilem této prace bylo posoudit pomér proteinu ke kreatininu v moci zastupct plemen patticich do

skupiny chrtli (FCI skupina 10) a vysledky porovnat s hodnotami psti mimo tuto skupinu.

Material a metodika

Majitelé chrti byli se zddosti o poskytnuti vzorku moci kontaktovani pfimo, prostiednictvim
chovatelskych klubii nebo socidlnich siti. Ve skupiné ostatnich plemen byly vzorky moci ziskavany
také v ramci preventivnich prohlidek celkového zdravotniho stavu.

Béhem doby trvani studie bylo ziskdno pomoci spontanni mikce celkem 219 vzorkt moci od pst —
zastupct plemen paticich do skupiny chrtit FCI — skupina 10). U vSech vzorkt byla zjiSténa hustota
a chemické vlastnosti pomoci semikvantitativnich diagnostickych prouzk. Pro nasledné
kvantitativni laboratorni vySetieni byly pouzity pouze vzorky bez ptitomnosti krve nebo hemoglobinu
(bez ohledu na makroskopicky vzhled vzorku), soucasné byly také vyfazeny vzorky s nedostatecnym
objemem. Laboratorni vySetfeni tak bylo provedeno u 191 vzorkt, 28 vzorkt tak bylo vytazeno.
Kontrolni skupinu tvofilo 90 vzorkil ziskanych od pst jinych plemen neZ chrtii. Vzorky moci byly
odebirany pouze od klinicky zdravych pst.

Ve skuping chrtti bylo 104 psti (z toho 26 kastrovanych) a 87 fen (z toho 29 kastrovanych), primérny
vek skupiny byl 3,7 roku (rozmezi 6 tydnii az 14 let). Ve skupiné chrtli bylo vySetteno 50 vzorkl od
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psu plemene whippet, 31 vzorkd od plemene saluki, 27 vzorkli od plemene galgo, 21 vzorka od
plemene greyhound, 18 vzorkii od plemene italsky chrtik, 15 vzorkd od plemene barzoj, 9 vzorku od
plemene deerhound, 7 vzorkl od plemene afghansky chrt, 6 vzorkli od plemene irsky vlkodav, po 3
vzorcich od plemen azawakh a sloughi a jeden vzorek od mad’arského chrta. V kontrolni skupiné bylo
42 pst (z toho 5 kastrovanych) a 48 fen (z toho 20 kastrovanych), primérny vék skupiny byl 4,4 roku
(rozmezi 10 tydnti az 12 let).

Vzorky byly od majitelti dopravovany ve zmrazeném stavu. Po rozmrazeni byly zjistovany fyzikalni
a chemické vlastnosti. V ramci vySetfeni moci byla zjistovana hustota pomoci ru¢niho refraktometru
(RUR-5ATC). Pokud hustota piesahovala horni hranici stupnici refraktometru, byl vzorek natedén
destilovanou vodou v poméru 1:1. Nasledné byl vzorek znovu posouzen, posledni dvoj¢isli ode¢tené
na stupnici refraktometru bylo vynasobeno dvéma, a tak byla ziskana vyslednd hodnota hustoty.
Pomoci diagnostického prouzku (HeptaPHAN, Erba Lachema, Ceska republika) byly posuzovany
chemické vlastnosti vzorku (pH, bilkovina, gluko6za, krev). Nasledn¢ byly vzorky odsttedény (3 000
otacek po dobu 3 minut) a pro dalsi analyzu byl pouzit pouze supernatant. Koncentrace proteinu a
Kreatininu v moc¢i byla stanovovana fotometricky s vyuzitim biochemického analyzatoru Konelab 20i
(Thermo Fisher Scientific). Koncentrace bilkoviny byla zjistovana pomoci komeréniho kitu Abbott
s benzethonium chloridem, koncentrace kreatininu byla méfena Jaffého metodou s vyuZzitim
komer¢niho kitu of firmy Biovendor.

Pro statistické zhodnoceni ziskanych dat byl vyuzit program Unistat for Excel 6.5. Vzhledem k tomu,
ze data nevykazovala normalni rozdéleni (Shapiro-Wilkav test), byl pro dalsi testovani rozdil mezi
ptislusnymi skupinami pouzit neparametricky test — Kruskal-Wallis ANOVA. Testovani bylo
provadéno na hladin€ vyznamnosti p < 0,05. Ve skupin€ chrtii byly vytvofeny podskupiny podle
jednotlivych plemen, pro dalsi statistické vyhodnoceni byly pouzity pouze skupiny s vice nez deseti
jedinci. Kontrolni skupina byla nasledné rozdélena na dvé Casti — zastupci plemen a kiizenct
S télesnou hmotnosti do 14 kg (n=20) a nad 14 kg (n=70). S prvni podskupinou (psi do 14 kg) byli
srovnavani whippeti a ital$ti chrtici, ostatni chrti byli srovnavani s podskupinou psti s hmotnosti nad
14 kg. Pokud se koncentrace proteinu v moci nachazela pod mezi stanovitelnosti (68 mg/1), byla pro

statistické zpracovani pouzita polovina této hodnoty (tj. 34 mg/l).

Vysledky

Pti srovnani vysledka celé skupiny chrti a celé kontrolni skupiny nebyly zjistény statisticky
vyznamné rozdily v hustoté vzorkt (1,042 vs. 1,042). U chrtl byla zji$téna statisticky vyznamné vyssi
koncentrace proteinu v mo¢i (299,8 mg/1 vs. 248,8 mg/l, p = 0,045), kreatininu v moci (23,0 mmol/l
vs. 17,5 mmol/l, p <0,000) a niz§i hodnota UPC ve srovnani s kontrolni skupinou (UPC: 0,13 vs.
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0,19, p = 0,000). Byla zjisténa korelace mezi obéma metodami stanoveni proteinu v moci. Pfi
srovnavani jednotlivych plemen chrti a podskupin kontrolni skupiny nebyl zjistén rozdil mezi
hustotami vzorkii moc¢i. U whippeti a greyhoundid byla zjiSténa statisticky vyznamné vyssi
koncentrace kreatininu v moci (p = 0,016; p = 0,000). U plemene galgo byla zjisténa statisticky
vyznamné niz$i koncentrace proteinu v moci ve srovnani s kontrolou (p = 0,014). Rozdily
v hodnotach UPC pak byly zaznamenany pouze u plemene galgo a greyhound (p=0,000; p=0,010).

Vysledky jsou znazornény v grafech 1 az 3.

Graf 1: Koncentrace proteinu v moci (pramér =+ sttedni chyba praméru) u jednotlivych sledovanych
podskupin. Rozdilnd pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil, samostatné porovnani bylo

provedeno pro plemena do 14 kg a nad 14 kg.
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Graf 2: Koncentrace kreatininu v mo¢i (pramér + stfedni chyba priméru) u jednotlivych sledovanych
podskupin. Rozdilnd pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil, samostatné porovnani bylo

provedeno pro plemena do 14 kg a nad 14 kg.
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Graf 3: Hodnoty UPC (primér + stiedni chyba priméru) u jednotlivych sledovanych podskupin.
Rozdilnad pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil, samostatné¢ porovnani bylo provedeno pro

plemena do 14 kg a nad 14 kg.
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Zavér

Studie prokazala rozdily v koncentraci kreatininu a proteinu v mo¢i a hodnotach UPC u pst fazenych

do skupiny chrtl. Zmény vSak neplati pro celou skupinu, existuji meziplemenné rozdily.
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Uvod

Bakterie rodu Salmonella jsou jednou z hlavnich pii¢in alimentarnich onemocnéni v zemich Evropské
unie. Jde o druhou nejéast&ji hlasenou zoondzu v EU ve druhé dekadé 21. stoleti (1). Ceska republika
patii k zemim s trvale vysokym vyskytem salmonelézy v lidské populaci, incidence je ndsobné vyssi
nez je primér v zemich EU (2).

Nejvyssi pritomnost salmonely stale vykazuje dribezi maso, ale v poslednich letech se diky
kontrolnim programtiim v ¢lenskych statech EU ¢etnost salmonel v dribeZim mase vyrazné snizila.
Pozornost se proto zacina upinat k prasatim, kterd se na Sifeni salmonel také vyznamné podili.
Prasata, s vyjimkou driibeze, patfila v roce 2020 mezi nejvice testovana zvifata na ptfitomnost této
bakterie. Chovy prasat jsou vyznamnym zdrojem salmonel a jatky piedstavuji jedno z kli¢ovych mist,
odkud se mohou salmonely dostavat do potravinového fetézce. Kontaminované vepfové maso a
vepiové produkty jsou v mnoha zemich hlavnim zdrojem lidskych infekci salmonelou. Odhaduje se,
7e konzumace veptrového masa je v zemich EU zhruba u 15 az 23 % pftipadi pfi¢inou humanni
salmonelozy, 1 kdyz se tyto hodnoty v riiznych ¢lenskych statech 1isi (1). Hlavni pfi¢inou kontaminace
masa je infekce jateCnych zvitat. Prasata dovaZena na jatky byvaji nosi¢i plivodcti salmonely, aniz by
se u nich projevovaly klinické pfiznaky. V pribehu porazky a jatecného opracovani mize dojit
Kk pfenosu salmonel, zejména z traviciho traktu, na JUT. Jatky proto piedstavuji jedno z hlavnich mist,
kde dochazi ke kontaminaci vepfového masa salmonelami. Jate¢né upravené télo, resp. maso,
pozitivni na Salmonella spp., pfedstavuje kli¢ovy zplsob, jak se tento patogen dostava do
potravinového fetézce, ¢imz predstavuje vyznamné riziko pro bezpecnost potravin (3). SniZeni
vyskytu salmonel u porazenych prasat vede k niz§imu poctu kontaminovanych JUT, coz snizuje
riziko infekce konzumentl veptfového masa (4).

U pozitivnich zvifat jsou salmonely izolovany hlavné z mandli, stfeva a mezenteridlnich miznich
uzlin (5). Bakteriologické vysetfeni organti a obsahu stfeva prasat ihned po porazeni je dilezitym
ukazatelem pii hodnoceni rizika kontaminace JUT. S prasaty jsou nejcastéji spojeny sérovary
S. Typhimurium a S. Derby (1) a monofazicka S. Typhimurium (6). Dosavadni vyzkumy ukazuji, ze
vice nez 40 % izolath salmonel u prasat, které byly hlaSeny a podrobeny sérotypizaci v roce 2019,

obsahovalo sérovar S. Typhimurium (7).
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Material a metodika

Pro tucely této studie bylo na pfitomnost salmonel testovano 120 prasat porazenych na jatkach
v Ceské republice v obdobi &erven az Fjen. U kazdého prasete byly ihned po porazeni odebrany
mandle, mezenteridlni mizni uzliny a obsah slepého stieva. Ziskané vzorky byly pfepravovany pfi
chladirenské teplot¢ do 4 °C a analyzovany do dvou hodin od odbéru. Ke stanoveni bakterii
Salmonella spp. byly vyuzity klasické kultivaéni metody dle CSN EN ISO 6579 (Mikrobiologie
potravinového fetézce — Horizontalni metoda prukazu, stanoveni poctu
a sérotypizace bakterii rodu Salmonella) (8). Vzorky obsahu stfeva (25 g) byly homogenizovany ve
225 ml pufrované peptonové vody (OXOID, UK), vzorky mandli (15 g) a mezenteridlnich miznich
uzlin (15 g) byly homogenizovany ve 135 ml pufrované peptonové vody (OXOID, UK). Vzorky byly
inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin. Obsah stfeva byl vyockovan na 3 mista na polotuhy MSRV
agar (OXOID, UK) o celkovém objemu 0,1 ml a inkubovan pfi teploté 41,5 °C 24 hodin. Vzorky
mandli a miznich uzlin o objemu 1 ml byly pfeneseny do MKTTn bujonu (OXOID, UK)
a o objemu 0,1 ml do RVS bujonu (OXOID, UK). Tato selektivni Zivnd média byla inkubovéna pfi
37 a 41,5 °C po dobu 24 hodin. Vyockovani bylo provedeno na selektivné diagnostické tuhé pudy
(XLD agar, Brilliance Salmonella Agar Base; OXOID, UK), které byly inkubovéany pii 37 °C
24 hodin. Pti hodnoceni inkubovanych ploten byl sledovan narist suspektnich kolonii. U ziskanych
izolath byla provedena sérologickd (latexovy test; OXOID, UK) a biochemickd konfirmace
(Enterotest 24; Erba Lachema, CZ). U kment Salmonella spp. byla provedena typizace metodou
sklickové aglutinace s komer¢nimi antiséry. Sérotypizace izolatl byla provedena podle White-
Kauffmann-Le Minor schématu aglutinaci na sklicku se specifickymi séry pro O a H antigen. Pomoci

metody PCR byly detekovany geny (fljB) kodujici bi¢ikové proteiny.

Vysledky

V pokusu byly testovany vzorky (n=360) pochézejici ze 120 prasat. Salmonela byla prokazana ve
vzorcich lymfatické tkdn¢ (n=3), a to konkrétné v mandlich (n=1) a v mezenteridlnich miznich
uzlinach (n=2). V obsahu slepého stieva nebyla Salmonella spp. detekovana. Celkem bylo pozitivnich
0,8 % testovanych vzorku. U prasat byly prokazany celkem 3 rtizné sérovary: S. Derby (mandle), S.
Typhimurium (mizni uzliny) a monofazickd S. Typhimurium (mizni uzliny). Pozitivni vzorky s
nalezem S. Derby a S. Typhimurium pochazely z jednoho chovu prasat, ale od riznych jedinca.
Monofazicka S. Typhimurium (obrazek 1) pochazela z jiného chovu prasat.

Identifikované sérovary S. Derby a S. Typhimurium jsou b&ézné stanovovany v populaci prasat

v zemich Evropské unie, kdy prasata jsou ve vétSing piipadi asymptomatickymi nosici. V poslednich
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letech je na vzestupu i monofazickd varianta S. Typhimurium, ktera se 1isi od klasické (bifazické)
varianty strukturou bi¢iku (chybi faze 2 flagelarniho H antigenu).

Ziskané vysledky ukazuji nizkou prevalenci salmonel v ndmi testovanych chovech.

Obrazek 1. Salmonella spp. na XLD agaru (foto Furmancikova)

Zavér

Projekt poskytl nové poznatky o vyskytu salmonely v chovech v Ceské republice. Nase studie
prokazala vyskyt bakterii rodu Salmonella v lymfatické tkani u jatecnych prasat. Infikovana prasata
se Casto stdvaji asymptomatickymi pienaseci, proto lze tento patogen izolovat z mandli, stfev
a souvisejici lymfatickych uzlin zdénlivé zdravych zvitat. Tato infikovana lymfatickd tkan muze
slouzit jako zdroj kontaminace béhem procesu pordzky a predstavuje riziko zavleceni salmonel do
potravinového ftetézce. Legislativa Evropské unie stanovuje cile pro snizeni vyskytu lidské
salmonelézy, Cclenské stity jsou povinny piijmout ucinnd opatieni ke kontrole infekce
a kontaminace salmonelou v rdmci porazky prasat a vyrobniho fetézce veprového masa a masnych

vyrobki.
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Uvod

Naduzivani antibiotik v huménni a veterindrni mediciné vede k masivnimu rozsifeni bakterii
rezistentnich k antibiotikiim, coZ piedstavuje jeden z nejvétsich problému dne$ni mediciny®. Problém
antibiotické rezistence se netyka jenom zdravi Cloveéka a zvirat, ale ovliviiuje 1 zivotni prostiedi.
V této souvislosti se mluvi o takzvaném konceptu Jednoho zdravi (One Health), ktery upozoriiuje na
propojenost mezi viemi ekosystémy?. Vodni prostfedi piedstavuje jeden z kli¢ovych ekosystému pro
Siteni genli antibiotické rezistence z divodu jeho neustdlého zneciStovani rezidui antibiotik a
bakteriemi z mnoha antropogennich zdroja®, jako jsou &istirny odpadnich vod nebo zemédélské
aktivity (napf. vyuzivani vykalli hospodarskych zvifat k hnojeni plidy). V nedokonale precisténé
odpadni vod¢ ziistavaji jak bakterie, tak rezidua antibiotik, ktera néasledné vytvaii selekcni tlak
vedouci k horizontalnimu transferu gentt mezi riznymi bakterialnimi kmeny. Tato pfecisténd voda se
dostava do povrchovych vod, kde ovlivituje cely vodni ekosystém i Zivocichy v ném Zijici®.

Jednim z Zivo€ichti hojné se vyskytujicim na biehu fek je nutrie ¥i¢ni (Myocastor coypus). Je to
hlodavec piivodem z Jizni Ameriky, ktery byl do Ceské republiky importovan za Gi¢elem farmového
chovu na koZesiny a maso, ale z téchto chovli byl zavleéen i do volné ptirody®. Nutrie je byloZravec
a potravu si hleda hlavné v blizkosti vodnich toka®. Podnebi ve stfedni Evropé neni pro nutrie
optimalni a jejich pfeziti je zvlaSt€ v zimnich mésicich zavislé na pfisunu jidla. Proto se nutrie
postupné piesunuly na biehy fek uvnitt mést, kde maji dostatek potravy. Ve vhodnych podminkéch
muze dospéla nutrie rodit mlad’ata az trikrat ro¢né a v jednom vrhu mit az Sest mlad’at, proto se ve
meéstech rychle mnozi a jelikoz v nasich podminkach nema ptirozeného nepfitele je povazovana za
jeden z nejhorsich invazivnich druht®. Pfesunem nutrie do obydlenych oblasti pfichazi ve vétsi mife
do kontaktu s potencialnimi zdroji rezistentnich bakterii (pfecisténa voda z Cistiren, pole hnojena
hnojem hospodaiskych zvirat, pfima interakce s lidmi a jejich psy pfi krmeni) a proto mizou byt
témito bakteriemi kolonizovany’.

Cilem tohoto projektu bylo zmapovat vyskyt rezistentnich gramnegativnich bakterii z rektalnich
vytérl nutrii a ve vodnim prostiedi, ve kterém se nutrie trvale zdrzuji a popsat genetickou variabilitu

téchto bakterii.
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Material a metodika

Na vodnich tocich v Plzni a Praze byly v prib&éhu roku 2021 (Plzen) a 2022 (Praha) sbirany rektalni
vytéry z nutrie fiéni. Na tento sbér nasledn¢ navazoval odbér vody z péti lokalit v Praze. Vzhledem
k eradikaci populace na tocich v Plzni v pribéhu roku 2021 v této oblasti sbér vody neprobihal. Od
¢ervna 2022 byla voda v Praze odebirana ve dvoumeési¢nich intervalech z lokalit, kde se nutrie trvale
zdrzuji. Vzorky nutrii byly odebirany z kadaveru ziskanych béhem programu redukce jejich populace.
Pro metageneomovou analyzu bylo ziskdno 12 vzorkii vod z rtiznych terminti a lokalit a 86 vzorkt z
nutrii, ze kterych bylo pfipraveno 6 smésnych vzorkli. Z DNA izolované z téchto vzorka bylo po
ptipravé knihoven provedeno sekvenovani a vysledna data budou zpracovéana s vyuzitim Sirokého
spektra bioinformatickych ptistupti.

Zvod a sedimentu byly kultivovany bakterie na selektivnich ptidach MacConkey agar a Eosin
methylene blue agar s piidavkem jednoho ze ¢ty vybranych antibiotik: cefotaxim (2 mg/l),
meropenem (0,125 mg/l), ciprofloxacin (0,05 mg/l) a kolistin (3,5 mg/l). Cisté kultury
gramnegativnich bakterii byly druhové ureny pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
(Bruker Daltonics).

Metodou PCR byly vSechny ziskané izolaty otestovany na pfitomnost gend rezistence k riznym
skupinam antibiotik. Izolaty selektované na piidé s cefotaximem byly testovany na piitomnost genti
rezistence zahrnujici blactx-m, blatem, blasnv, blabHa, blaoxa-u, blaoxa-iv, blacmy-1 a blacmy-u. U
izolat selektovanych na ptude¢ s ciprofloxacinem byla testovana ptitomnost gend aac(6’)-Ib-cr, qnrA,
gnrB, gnrC, gnrD, gnrE1, gnrS, gepA, ogxA a ogxB. Izolaty, které jsme ziskali kultivaci na pide¢ s
meropenemem byly testovany na pritomnost gend blaoxa-s, blakec, blanom, blaive, blavim, blaivi a
blaces. Pfitomnost geni mcr-1 az mcr-10 byla testovana u izolatd selektovanych na pudé
s kolistinem. Z izolati nesoucich zajmovy gen byly vybrany zastupci na celogenomové sekvenovani
na platform¢ Illumina. Ze ziskanych sekvenacnich dat budou provedeny analyzy zalozené na
algoritmu blast oproti datim ziskanym ze sekvenovani metagenomu.

Vysledky

Z rektéalnich vytért nutrii z Plzné€ a Prahy bylo ziskano celkem 197 bakterialnich izolat. Zastoupeni
jednotlivych rodii podle lokality je uvedeno v grafu 1. Z vod a sedimentu odebiranych ve tfech
riznych terminech a z péti riznych lokalit v Praze bylo ziskdno celkem 1397 gramnegativnich
bakteridlnich izolatd. Z kazdé lokality a odbéru bylo pro kazdé antibiotikum ziskano 20-25 izolat
z vody a 10-15 izolath ze sedimentu. Ze vzorkd vody bylo na ptudé s ciprofloxacinem identifikovano
243 izolath, na pid¢ s cefotaximem 246 izolatd, na pid¢ s meropenemem 263 izolatl a na pudé
S kolistinem 203 izolatd. Procentudlni zastoupeni bakteridlnich rodt ve vzorcich vod je uvedeno

v grafu 1.
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Graf 1. Zastoupeni bakterialnich rodt ve vzorcich vod a sedimentu
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Graf 2. Zastoupeni bakteridlnich rodl v rektalnich vytérech nutrii z Prahy a Plzné
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Ze sedimentu bylo na pud¢ s ciprofloxacinem ziskano 145 izolatd, na pudé¢ s cefotaximem 111
izolatl, na pidé s meropeneme 68 izolatli a na pudé s kolistinem 118. V grafu 2 je uvedeno
procentudlni zastoupeni bakterialnich rodt ve vzorcich ze sedimentu.

Pomoci metody PCR bylo identifikovano celkem 91 bakterii selektovanych z vody na padé s
cefotaximem, které nesly zajmovy gen. Z bakterii selektovanych na pidé s ciprofloxacinem bylo 50
izolatd, které nesly gen pro rezistenci k antibiotikiim, z piidy s meropenemem bylo 25 izolatd, které

nesli gen a z pudy s kolistinem 1 izolat. Zastoupeni konkrétnich gend je uvedeno v Tabulce 1.
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Mezi bakteriemi ziskanymi ze sedimentu bylo identifikovano 12 izolatd, které nesli gen pro rezistenci
k antibiotikiim (Tabulka 2).

Tabulka 1. Zastoupeni genti resistence k antibiotikiim u izolata z vod

pudas pudas pludas pluda s
ciprofloxacinem cefotaximem meropenemem kolistinem
aac(6’)-b-cr | 11 blacy 69 bla, 4 1 mcr-7 1
gnrA 3 blacyy.1 1 blapc 3
gnrB 26 blapua 5 blayom 3
qnrD 9 blagyay 2 blagysag | 18
qnrS 9 blagga.v 5
gepA 1 blagyy, 12
blarem 21

Tabulka 2. Zastoupeni gent rezistence k antibiotiktim u izolatl ze sedimentu

pluda s plda s plda s
cefotaximem meropenemem kolistinem
blaCFX—M ‘ 3 blao)(A,;;g 2 mcr-3 | 7
Zavér

Tato studie naznacuje, Ze nutrie fi¢ni miZe je hostitelem patogennich bakterii rezistentnich k
antimikrobialnim latkam. Tyto patogenni rezistentni bakterie jsme detekovali 1 ve vodnim prostiedi,
které tyto nutrie trvale obyvaji. Pfedpokladame, ze nutrie mizou byt ptimymi Sifiteli téchto bakterii

do vodniho prostiedi, ale pro potvrzeni této hypotézy je potieba provést dalsi analyzy.
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Studium vlivu aktudlnich mikropolutanti na embryonalni a embryo-larvalni stadia ryb
Aneta Hollerova®, Denisa Medkoval?, Pavla Lakdawala!, Jana Blahova!
1Ustav ochrany a welfare zvifat a verejného veterindrniho lékarstvi, Fakulta veterindrni hygieny a
ekologie, Veterinarni univerzita Brno
2Ustav chovu zvirat, vyZivy zvirat a biochemie, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni

univerzita Brno

Uvod

Kontaminace Zzivotniho prostfedi antropogennimi mikropolutanty ptedstavuje v soucasné dobé
celosveétove zavazny problém, a to nejen z hlediska ptirodnich ekosystému, ale 1 lidské populace.
Casto detekovanymi cizorodymi latkami ve vodnim prostiedi jsou 1é¢iva a mikroplasty. Ke
kontaminaci vodniho prostiedi dochdzi napi. nedostatecnym piecisténim odpadnich vod nebo
Spatnym naklddanim s t€émito latkami.

V dnesni dob¢ jsou stale Castéji predepisovany léky k 1é€bé kardiovaskularnich chorob a diabetu.
Konkrétné se jedna o 1éciva metoprolol, enalapril a metformin. Metaprolol, fazeny do skupiny beta-
blokatori, ovliviiuje funkce srdce, jater a gonad ryb, kde jsou pfitomny tzv. beta-receptory (1).
Podobné¢ ucinky na srdce ryb miize vykazovat i enalapril, ktery je pfedepisovan k 1é¢bé hypertenze,
¢1 srdec¢niho selhani (2). Metformin je farmakem pouzivanym k 1é€b¢ diabetu. Jeho negativni G¢inky
na rand vyvojova stadia ryb jsou popisovany jako opozdéné lihnuti, ¢i ¢asty vyskyt malformaci (3).
Mimo farmaka je velice hojn¢ diskutovana problematika mikroplastovych ¢astic (< 5 mm) ve vodnim
prostiedi, negativni vliv na necilové organismy a jejich vyvojova stadia (4). Mikroplasty jsou schopny
ucpavat pory chorionti a mensi ¢astice (< 0,5 um), schopné pruniku chorionem, mohou ovliviiovat
rana stadia ryb 1 na molekularni Grovni. V Zivotnim prostfedi miZe také dochazet k adheraci dalSich
xenobiotik na mikroplasty a kombinovanému tcinku téchto latek na necilové organismy (5).

Cilem této prace je odhalit negativni G€inky rezidui jmenovanych 1éc¢iv, polystyrenovych mikrocastic
a jejich kombinaci na rana vyvojova stadia modelového organismu dania pruhovaného (Danio rerio)

a sladkovodniho zastupce kapra obecného (Cyprinus carpio).

Material a metodika

Prvni ¢ast projektu byla zamétena na vliv rezidui vybranych 1é¢iv, mikroplasti a jejich kombinace s
metoprololem na embryonalni stadia D. rerio (Mendelova univerzita v Brn¢). Lé¢iva byla dale
testovana i na embryich C. carpio (Rybnikafstvi Pohotelice, a.s.). Hodnoceni toxicity latek bylo
provedeno dle metodiky OECD ¢. 236 (6). Koncentrace testovanych 1é¢iv (Sigma-Aldrich, s.r.o.,
Ceska republika) byly zvoleny — 0,1 (metoprolol, enalapril); 1 (metformin); 10; 100; 1 000 a 100 000
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ng/L, pro polystyrenové mikro&astice (velikost 52,5 + 11,5 um; EPRUI Biotech, Cina) byly zvolené
koncentrace nasledujici — 0,01; 0,1 a 1 g/L. Kombinace obou kontaminanti byly testovany
v nasledujicich koncentracich — metoprolol + mikroplast — low (0,1 pg/L + 0,01 g/L); medium (100
ug/L + 0,1 g/L) a high (100 000 pg/L + 1 g/L), pticemz nejnizsi koncentrace se rovnala koncentraci
environmentalné relevantni. Roztoky latkem byly pfipraveny v souladu s normou I1SO 7346 (7). Test
s kazdodenni vymeénou testovacich roztokli byl ukonéen po 96 hodinach s odebranim vzorka ke
zhodnoceni exprese genti zodpovédnych za vyvoj ryb, detoxifikaci a zanétlivé procesy (napi. nfatcl,
gata6, cyp3a, illb, il6). Kazdych 24 hodin byla sledovana mortalita, morfologické zmény a Cas
lihnuti.

Druhou ¢asti testu byl embryolarvalni test toxicity dle metodiky OECD ¢. 210 (8) na C. carpio
semistatickou metodou. Testovanou latkou byl metoprolol. Byl aplikovan do krystaliza¢nich misek
ve formé roztokl v péti riznych koncentracich (0,1; 1; 10; 100 a 1 000 pg/L). Test byl ukoncen 28
dni po vylihnuti usmrcenim ryb pfedavkovanim anestetikem MS 222. U ryb byla pribézné
zaznamenavana mortalita, morfologické zmény a vyvojové abnormality. Dale byly také odebrany
vzorku k histopatologickému vySetieni, k analyze genové exprese (nfatcl, gata6, mef2aa) a markert

oxidativniho stresu a k hodnoceni vyvojovych stadii larev.

Vysledky

Studie ukazala, Ze metoprolol, metformin a enalapril ovlivnily rychlost lihnuti u embryi D.
rerio ve vSech testovanych koncentracich. Po 72 hpf se vylihlo 50% embryi, kdezto u kontrolni
skupiny bylo vylihnuto 86% embryi (p<0.05). V case 96 hpf vSak jiz statisticky vyznamny rozdil
Vv rychlosti vyvoje mezi exponovanymi skupinami a kontrolou pozorovan nebyl. U embryi D. rerio
vystavenych koncentraci 1 000 a 100 000 pg/l metoprololu a metforminu byl pozorovan zrychleny
srdecni tep (p<0.05). Enalapril zplsobil statisticky vyznamné zvyseni srde¢ni frekvence v nejvyssi
testované koncentraci (p<0.01). Enalapril vedl k vyznamnému zvySeni mortality v nejvyssi testované
koncentraci (p<0.01) a metformin v koncentracich 100, 1 000 a 100 000 pg/l (p<0.05). Testované
latky nemély vliv na mortalitu, rychlost lihnuti a vznik malformaci u embryi C. carpio, pfesto
zpusobily statisticky vyznamné zvyseni srdecni frekvence a to ve vSech testovanych koncentracich
(p<0.05). Embrya ryb vystavenych ¢asticim mikroplastu v nejvyssi testované koncentraci, méla
znacné zvysSeny srdecni tep (p<0.05) ve srovnani s kontrolni skupinou. Béhem pokusu, kdy bylo
k mikrocasticim pfidano 1é¢ivo metoprolol, byl pozorovan zvyseny srdecni tep ve vSech testovanych
koncentracich (p<0.01).

Vysledné hodnoty analyzy genové exprese vzorkli embryondlnich testli toxicity léc¢iva

metoprolol na D. rerio jsou zobrazeny v Tabulce ¢. 1. VSechna testovana 1éCiva zpusobila
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signifikantni zmény exprese vybranych genii na hladin€ statistické vyznamnosti p<0.05, v n€kterych
ptipadech i p<0.01.

Tabulka ¢. 1: Souhrn vysledkii analyzy genové exprese vzorkit embryonalnich testii toxicity
metoprololu na D. rerio. Vysledné statistické rozdily (p<0.05) jsou vyznaceny rozdilnymi pismeny,

zvyraznény tucné a Sipkami 1 zvySeni exprese, | snizeni exprese.

testovana latka gen kontrola 0.1 pg/L 100 pg/L
metoprolol nfatcl 0,003560% 0,004089? 1 0,002833P
mef2aa 0,0043322 0,0044522 1 0,003532°
gataé 0,001647° 10,003674> 1 0,003532°
cyp3a65 0,006973? 10,015571° 1 0,026653°
enalapril nfatcl 0,003560% 10,002457° 1 0,002318°
mef2aa 0,0043322 1 0,003098° 1 0,002985
nkx2.5 0,000026? 0,000023% 1 0,000021°
cyp3a65 0,006973? 10,016123°  10,018294°
testovana latka gen kontrola 1 pg/L 100 pg/L
metformin fasn 0,002805? 1 0,000147° 1 0,000078°
irs2 0,005703? 0,005096% 1 0,003635°
vtg 0,000169? 0,0001472 1 0,000078°
cyp3a65 0,006973? 10,020222° 1 0,022836°
Zavér

Cilem studie bylo zhodnoceni uc¢inkt 1é¢iv metoprololu, enalaprilu a metforminu, polystyrenovych
mikrocastic a jejich vzdjemné kombinace na rana vyvojova stadia ryb prostfednictvim modelovych
druhti kapr obecny a danio pruhované. Vysledky predlozené studie prokazaly, Ze testované latky
ovlivituji rychlost lihnuti a srde¢niho tepu, avSak pouze ve vysSich testovanych koncentracich
Analyza exprese vybranych genti odhalila negativni ovlivnéni vyvoje orgdnovych soustav necilovych
organismd, a to i piisobenim nejnizsich environmentalnich koncentraci testovanych 1é€iv.
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Vliv biofermentovaného krmiva na kvalitu hmyziho tuku
Jana Caloudova, Katetina K¥istofova, Michaela Zlamalova, Lucie Vrbi¢kova, Matej Pospiech
Ustav hygieny a technologie potravin rostlinného piivodu, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,

Veterinarni univerzita Brno

Uvod

V soucasné dob¢ vzrusta dilezitost produkce hmyzu za ucelem zajistit nutricné hodnotnou vyzivu
lidi 1 zvifat. Hmyz pfedstavuje piedev§im zdroj bilkovin a tuku. O bilkovindch hmyzu byla
publikovana fada studii, avSak kvalit¢ hmyziho tuku nebyla vénovédna velkd pozornost. Larvy
potemnika brazilského (Zophobas morio) maji vysoky podil tuku, obsahujiciho nasycené
I nenasycené mastné kyseliny, zejména kyselinu palmitovou a olejovou. Z nutri¢éniho hlediska je
vyznamnd kyselina linolova, jenZ se fadi mezi n-6 mastné kyseliny (1). V souvislosti s produkei
hmyzu je nutné hledat i efektivni krmivo. Biofermentovand krmiva jsou hojné vyuzivana ke krmeni
hospodatskych zvitat, u kterych mohou mit vliv na nékteré nutri¢ni parametry tuku. V1iv zkrmovani
biofermentovanych krmiv na nutri¢ni parametry hmyzu neni znam.

Len sety (Linum usitatissimum) je bohaty na obsah n-3 mastnych kyselin, zejména kyseliny
a-linolenové. Pridavek Inénych seminek do krmné davky by mél pozitivné ovlivnit podil n-3
polynenasycenych mastnych kyselin, zejména kyselin o-linolenové, eikosapentaenové,
dokosapentaenové a kyseliny dokosahexaenové. Dale by mél zlepsit pomér n-6 : n-3
polynenasycenych mastnych kyselin (2). Pfedpokladem pro zkrmovani fermentovanych pSeni¢nych
otrub bylo obohaceni larev o kyselinu y-linolenovou. Zvyseni obsahu této kyseliny popisuji Semjon

et al. (3) pti zkrmovani fermentovanych psSenic¢nych otrub u brojlerovych kurat.

Material a metodika

Larvy Zophobas morio byly chovany ve tfech duplikatnich skupinach po dobu 5 tydnti. Pocatecni
hmotnost larev v kazdé skuping byla 225 g. Krmny pokus zahrnoval 3 druhy krmiv — pSeni¢né otruby
(kontrola), fermentované pSeni¢né otruby (Achinomucor), fermentovanou smés kukufice a Inénych
vyliskl v poméru 3:2 (Mortierella alpina). Teplota mistnosti se pohybovala mezi 22-23°C. Tydné
byly zaznamenavany hmotnostni piiriistky a délka u 10 jedinci. Po skonceni pokusu byly larvy
lyofilizovany, ¢ast larev byla kulinarn¢ upravena prazenim, ¢ast ponechana bez upravy. K simulaci

efektu traveni byla ¢ast vzorkli upravena enzymatickou hydrolyzou, metodika dle Zielinska et al. (4).

Analyzy zahrnovaly stanoveni obsahu bioaktivnich latek, proteinit (spoluprace s STU Bratislava)

a tuku, véetné slozeni mastnych kyselin (spoluprace UVFL Kosice). Obsah polyfenolickych latek byl
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stanoven metodou Folin-Ciocalteau. Aktivita vychytavani volnych radikali byla stanovena metodou
DPPH. Test ABTS a FRAP byl proveden podle Xiao et al. (5). Méfeni probihalo v mikrotitra¢nich

destickach prostrednictvim spektrofotometru Infinite M Nano (Tecan, Rakousko).

Vysledky

U vsech skupin byly pozorovéany pfirtistky hmotnosti 1 délky a nedochazelo k thynim. Nejvyssi
nartst hmotnosti byl sledovan u skupiny krmené fermentovanymi pSeni¢nymi otrubami s celkovym
nartstem hmotnosti 192,5 g, u kontrolni skupiny byl néartst 187,9 g. Nejnizsi piristek hmotnosti byl
pozorovan u skupiny krmené fermentovanymi Inénymi vylisky a kukufici (140,4 g). Déle byly

pozorovany parametry vztahujici se k obsahu bioaktivnich ukazatela (viz Tabulka €. 1).

Tabulka €. 1: Vysledky analyz sledujici obsah bioaktivnich ukazateli

Polyfenoly FRAP
(mg/ kg kys.DPPH (%) ABTS (%) (mg trolox
gallové) ekvivalent / g)
CN 3,71+0,232PC¢  |6.53+(,882 12,231,002 [3,47+0,34°
|FBN 4.29+0,302 6,94+1,092 13,27+0,172 3,68+0,14°
\/zorky bez
[FMFPN 3,93+0,26*°  16,29+0,48? 12,78+0,622 3,54+0,23P
enzymatické
CC 2,45+0.27%  [7,16+0,612 8,29+0,82° 5,79+0,512
hydrolyzy
|FBC 2,77+0,11%¢9  |6,76+0,312 8,224+0,69° 5,45+0,802
|FMFPC 2,59+0,20%9  |6,67+0,15% 8,24+1,62° 5,42+0,682
CN 0,750,13°  {0,17+0,24*°  0,51:0,41*°  |0,62+0,06*"°
|FBN 1,110,042 0,3040,62%°  2,5441,432 0,88+0,212
[Enzymaticky 5 5 5
[FMFPN 0,88+0,04% 0,71+0,622 0,68+0,40% 0,63+0,03%
hydrolyzované
CC 0,92+0,15%°  10,07+0,48*° 10,60+0,812P 0,42+0,12°¢
vzorky
|FBC 0,73+0,24° -0,11+0,45%°  1-0,44+1,09° 0,41+0,08°
|FMFPC 0,82+0,07° -1,33+1,44°  1-0,07+0,60° 0,37+0,02°

CN — psenicné otruby nativni (kontrolni skupina), FBN — fermentované pSeni¢né otruby nativni,
FMFPN — fermentované Inéné vylisky a kukufice nativni, CC — pSeni¢né otruby kulinarné upravené
(kontrolni skupina), FBC — fermentované pSeni¢né otruby kulinarn¢ upravené, FMFPC -

fermentované Inéné vylisky a kukufice kulindrné¢ upravené
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Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity byly pouzity tii rGzné metodiky (DPPH, ABTS a FRAP).
Z tabulky ¢. 1 vyplyva, ze nejvyssi obsah polyfenold byl zjistén u larev bez enzymatické hydrolyzy,
krmenych fermentovanymi pSeni¢nymi otrubami. U vzorki larev bez enzymatické hydrolyzy byl
po tepelné Upraveé sledovan statisticky vyznamny pokles polyfenolii. Naopak u analyzy FRAP byly
detekovany vyssi hodnoty u prazenych vzorkl. Zvysené hodnoty ABTS byly detekovany ve vzorku
fermentovanych pSeni¢nych otrub bez kulindrni Gpravy jak u vzorki s enzymatickou hydrolyzou,

tak bez ni.

Tabulka €. 2: Vysledky analyz sledujicich slozeni mastnych kyselin, obsah lipidi a dusikatych latek

v larvach Zophobas morio v zavislosti na krmeni

Vzorky nativni Vzorky s kulinarni Gipravou

CN FBN FMFPN cC FBC FMFPC
Dusikaté latky 7787,77+2 |8011,64+7 |7132,97+2 |7852,99+4 |8427,87+2 |7343,44+8
(mg/100 g) 55,11 3,32 44,02 66,97 25,65 6,32
Mastné kyseliny 30,70+2,9 29,62+1,9
celkem (%) 31,59+1,95 . 32,39+1,43 |29,59+1,75 |27,77+2,08 .
Mastné kyselny
(mg/o):
C14:0 0,86 1,21 0,88 1,26 0,98 0,93
C16:0 83,91 95,85 98,11 90,32 83,89 89,92
Cl6:1-7c 5,09 6,15 5,17 7,00 5,192 5,922b
C16:1-9c 1,66 2,04 2,35 2,30 1,76 2,11a"
C17:.0-1S 2,24 2,16 2,68 2,90 3,51 2,72
C18:0 18,07 19,03 20,08 16,93 17,41 18,09
C18:1-9c 96,08 106,33 122,49 105,39 96,86 109,33
C18:1-11c 1,14 1,01 0,81 2,28 2,24 1,85
C18:2-9c,12¢c 64,81 71,05 60,29 66,71 65,34 59,26
C18:3-6¢,9¢c,12c 0,72 0,302 0,74 0,60° 0,39% 0,402
C18:3-9c,12¢,15c | 2,94% 2,912b 9,42" 2,782 2,732 6,40°
C18:4-
6¢.9¢.12¢ 156 0,05 0,05 0,06 0,03 0,03 0,03
C20:0 2,19 0,45 0,53 0,33 0,37 0,42
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C20:1-11c 0,34 0,35 0,31 0,31 0,31 0,24
C20:2-11c,14c 0,18 0,19 0,20 0,24 0,14 0,17
C20:3-8c,11c,14c  |0,28? 0,282 0,31° 0,21 0,16 0,16
C20:4-

1,582 1,582 1,72b 1,23° 1,173b 0,802
5¢,8¢c,11c,14c
C20:5-

0,242 0,242 0,27° 0,18 0,14 0,12
5¢,8c,11c,14c,17¢c
C22:0 0,09 0,07 0,10 0,05 0,05 0,05
C24:0 0,03 0,02 0,03 0,01 0,02 0,02
C24:1-15c¢ 0,57 0,03 0,04 0,07 0,03 0,03

CN — pseni¢né otruby nativni (kontrolni skupina), FBN — fermentované pSeni¢né otruby nativni,
FMFPN — fermentované Inéné vylisky a kukufice nativni, CC — pSenicné otruby kulinadrn¢ upravené
(kontrolni skupina), FBC — fermentované pSeni¢né otruby kulinarné¢ upravené, FMFPC -

fermentované Inéné vylisky a kukuftice kulinarné upravené

V ramci této studie bylo potvrzeno, ze skupina, které bylo podavano krmivo s fermentovanymi
Inénymi vylisky a kukufici vykazovala vys$§i hodnoty kyseliny y-linolenové, a-linolenové
a eikosapentaenové nez kontrola (viz Tabulka ¢. 2). Po kulindrni upravé se zvysilo mnozstvi
sledovanych mastnych kyselin zejména u kontrolni skupiny. NavySeni mnoZzstvi nenasycenych
a polynenasycenych mastnych kyselin bylo pozorovano u obou skupin fermentovanych krmiv. Déle
bylo potvrzeno, Ze vedle poddvané¢ho krmiva je dilezitym faktorem ovliviiujicim profil mastnych
kyselin v tuku larev také zpusob jejich kulinarni Gpravy. U larev krmenych fermentovanymi
pSeni¢nymi otrubami bylo detekovano vétSi mnozstvi dusikatych latek, coz odpovida jejich niz§imu

obsahu mastnych kyselin.

Zavér

Na zéklad€ chovného pokusu potemnika brazilského bylo potvrzeno, ze biofermentovand krmiva,
zejména fermentované pSeni¢né otruby, maji pozitivni vliv na hmotnostni ptirstek larev. Zkrmovani
biofermentovanych krmiv ovlivnilo pozitivné také antioxidac¢ni vlastnosti a mnoZstvi polyfenolt
u sledovaného hmyzu. Dusledkem zkrmovani biofermentovanych krmiv dochazi ke zménam kvality
produkovaného tuku larev hmyzu, zejména v oblasti zastoupeni mastnych kyselin. Nejvyssi navyseni
nenasycenych mastnych kyselin (y-linolenova, a-linolenové a eikosapentaenova) bylo pozorovano

u skupiny krmené fermentovanymi Inénymi vylisky a kukufici.
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Uvod

V poslednich n€kolika letech si spottebitelé uvédomuji dopad plastli na zivotni prostiedi. Jedlé obaly
upoutaly pozornost diky moznosti castené nahrady biologicky nerozlozitelnych obalovych
materiall. Jejich pouZiti se rozsifuje zaclenéni riznych potravinaiskych piidatnych latek (1). Kavova
sedlina je vedlejsi produkt bohata na polysacharidy a lipidy, které vedle kyseliny linolové, palmitové
a olejové obsahuji fadu bioaktivnich sloucenin, jako jsou naptiklad polyfenoly vyznacujici se
vyznacuji vyznamnou antioxidac¢ni a protizadnétlivou aktivitou (2; 3).Tyto bioaktivni slouceniny
mohou byt enkapsulovany pomoci nanoemulzi (4).

Material a metodika

Extrakce oleje

Kavova sedlina byla nasypana do tmavé nadoby a celé mnozstvi bylo extrahovano v n-hexanu.
Extrakce probihala 5 dni. Poté byla smés filtrovana a rozpoustédlo bylo odpateno. Extrahovany tuk
byl skladovan v temnu pfi teploté +7 °C.

Ptiprava nanoemulze

Nanoemulze obsahovala 25 % tuku z kavového logru, 2,5 % slune¢nicového lecithinu a 80,2 %
destilované vody. Vytvofend smés byla pomoci PULSE 150 ULTRASONIC HOMOGENIZER
(Benchmark Scientific, USA) homogenizovana po dobu 5 min s délkou cyklu 78,0 s.

Vyroba obalil

Nejprve bylo navazeno odpovidajici mnozstvi nanoemulze (viz. Tabulka 1) a 03 g
k-karagenanu, dale bylo pfidano odpovidajici mnozstvi destilované vody (viz. Tabulka 1). Nasledné
byl roztok rozmichdn a zahtat na plotynce do ztekuceni. Nasledovalo michdni na magnetické
michacce po dobu 10 min (50°C, 350 rpm). Poté bylo pfidano 0,25 ml glycerolu a vzorky byly
michéany dalSich 5 minut. Dale néasledovalo pfidani 1,3 ml TWEEN 80. Vzorky byly michany 7 min
(60°C, 850 rpm) a poté vylity do Petriho misek.

Tabulka 1: Slozeni vzorka obalt

Vzorek Slozeni

C 0.3 g k-carrageenan + 45 ml destilované vody + TWEEN 80 + glycerol

KoL 0.3 g k-carrageenan + 43,6 ml destilované vody + 0,1 g nanoemulze + TWEEN
’ 80 + glycerol
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0.3 g k-carrageenan + 43,25 ml destilované vody + 0,45 g nanoemulze + TWEEN

KO0,45
80 + glycerol

KO.8 0.3 g k-carrageenan + 42,9 ml destilované vody + 0,8 g nanoemulze + TWEEN
80 + glycerol

K1 00.3 g k-carrageenan + 42,7 ml destilované vody + 1,0 g nanoemulze + TWEEN

80 + glycerol

Antioxidacni kapacita

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou ABTS bylo do tmavych lahvi¢ek navazeno 0,1 g vzorku
a pridaino 20 ml smési ethanol:voda (1:1). Vzorky byly ultrazvukovany po dobu 30 minut a
prefiltrovany. 12- 16 hodin pfed méfenim bylo smichdno 10 ml 0,007M roztoku ABTS s 10 ml
0,00245M roztoku peroxodisiranu draselného. Pfed méfenim byl roztok zfedén na absorbanci 0,7 pti
735 nm. Poté bylo smichano 1980 pl roztoku ABTS s 20 ul pfipraveného extraktu. Vzorky byly
inkubovany po dobu 5 minut ve tm¢ a nasledn¢ byla zmétena absorbance pii 735 nm. Vysledky byly
vypocitany podle nasledujiciho vzorce:

ABTS (%) = [(AbsABTS-Absvzorku)/AbsABTS] x 100

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou FRAP bylo do tmavych lahvi¢ek navdzeno 0,1 g vzorku,
a pridano 20 ml smési ethanol:voda (1:1) a vzorky byly ultrazvukovany po dobu 30 minut a
prefiltrovany. Nasledné€ bylo v tmavych lahvickach smichano 180 pl extraktu, 300 ul destilované
vody a 3,6 ml pracovniho roztoku (octovy pufr, TPTZ a FeCls). Vzorky byly dale inkubovany po
dobu 8 minut ve tm¢. Absorbance byla zmétena pii vinové délce 593 nm oproti slepému vzorku
(destilovana voda + pracovni roztok). Trolox byl pouZit pro pfipravu kalibra¢ni kiivky a vysledky
byly vyjadieny jako pmol Troloxu na gram vzorku.

Pro stanoveni celkovych polyfenolt bylo do tmavych lahvicek navazeno 0,1 g vzorku, a ptidano 20
ml smési ethanol:voda (1:1) a vzorky byly ultrazvukovany po dobu 30 minut a prefiltrovany. Do
odmérné bailky o objemu 25 ml byl odebran 1 ml extraktu a pfidano 5 ml roztoku Folin Ciocalteau
(natfedéného 1:10) a 4 ml 7,5% Na2C0Os. Vzorky byly inkubovany ve tmé po dobu 30 minut a
doplnény destilovanou vodou po rysku. Absorbance byla zmétena pii 765 nm oproti slepému vzorku
(12 ml vzorku byl nahrazen 1 ml destilované vody). Vysledky byly vyjadieny jako obsah mg gallové
kyseliny na gram vzorku.

Meéfteni textury

Textura byla méfena na pfistroji TA.XT plus texturometru metodou ASTM D882-02, kdy byla
analyzovéana pevnost v tahu (MPa), lamavé napéti (%) a tuhost (MJ/m®). Pro méfeni byly filmy

nastiihany na velikost 1x5 cm a méteni bylo pro kazdy druh vzorku provedeno 5x.
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Vysledky

Tabulka 2 zobrazuje vysledky antioxidacnich kapacit méfenych pomoci metod FRAP, ABTS a
vysledky celkovych polyfenolii. Vysledky metody FRAP ukazuji, Ze pti vy$§im pfidavku nanoemulze
dochézelo k nartstu antioxidacni kapacity oproti kontrolnimu vzorku (p<0,05). Nejvyssi hodnotu
antioxidacni kapacity vykazoval vzorek KO,8. AvSak u metody ABTS dochdzelo po ptidavku
nanoemulze do jedlych obalovych filmt k poklesu hodnot antioxida¢ni kapacit oproti kontrolnimu
obou metod. U této metody nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil. Nicménég, v pifipadé
celkovych polyfenolt, byl sledovan né€kolikanasobny nértst hodnot u jedlych obalii obsahujici
nanoemulzi, pficemZ nejvyssi hodnota byla naméfena u vzorku KO0,8. Tento vysledek odpovida
vysledkim metody FRAP. Prestoze nanoemulze zvySuji stabilitu a biologickou dostupnost
antioxidantl (5), v této studii nebyl pozorovan vyrazny vliv nanoemulze na antioxida¢ni kapacitu
jedlych obali. Zvyseni celkovych polyfenolli naznacuje, Ze kdvova sedliny je bohatym zdrojem
polyfenolickych latek (3).

Tabulka 2: Vysledky antioxida¢ni kapacity metody FRAP, ABTS a vysledky celkovych polyfenola
(TPC) jedlych obalt

FRAP (umol Troloxu/g)  ABTS (%) TPC (mg kyseliny gallové/ml)
C 3,090 + 0,397 P 4,524 £1,000 0,115 +0,021*
KO,1 2,790 +0,091° 3,935 £0,194 3,249 + 0,091>°¢
K0,45 3,371 +£0,228° 4,371 £0,771 3,112 + 0,028°
K0,8 3,335 +£0,214% 4,328 +0,000 3,853 + 0,132¢
K1 3,213 +0,154° 4,373 £0,013 3,405 + 0,174%°

*rozdilna pismena v hornim indexu znaci statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi sloupci

V Tabulce 3 jsou shrnuty vysledky pevnosti v tahu (MPa), lamavého napéti (%) a tuhosti (MI/m?3).
Po pfidani nanoemulze do karagenanového obalu se hodnoty pevnosti v tahu snizily. Nejnizsi
hodnota sily byla pozorovana u vzorku K1 s nejvyssi koncentraci nanoemulze. Z vysledka lamavého
nap¢ti Ize pozorovat, Ze piidavek nanoemulze zvysil jeho hodnoty oproti kontrolnimu vzorku. AvSak
hodnoty lamavého napéti se se zvySujici se koncentraci nanoemulze snizovaly. Nejvyssi hodnotu
lamavého napéti tedy vykazoval vzorek KO,1. U vétSiny vzorkli obsahujici nanoemulzi byla
sledovana vyssi tuhost. Nicméné tyto hodnoty se lisili jen velmi malo. Nejvyssi hodnota tuhosti byla
zaznamenana o vzorku K0,45. Nanoemulze z oleje z kavové sedliny mize pisobit jako zmekcovadlo,
které zvySuje lamavé napéti a zaroven snizuje kohezni sily (pevnost). (6).

Tabulka 3: Vysledky pevnosti v tahu (MPa), ldmavého napéti (%) a tuhosti (MJ/m?) jedlych obalti
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Pevnost v tahu

(MPa) Lamavé napéti (%) Tuhost (MJ/m?)
C 0,121 +0,023° 77,03 + 13,2642 0,014 + 0,003
KO,1 0,053 + 0,036° 123,377 + 67,7232P 0,013 + 0,013
K0,45 0,063 + 0,012P 90,454 + 5,899%P 0,018 + 0,003
K0,8 0,071 +0,007*® 90,336 + 2,235" 0,017 +£ 0,003
K1 0,049 +0,045° 69,609 + 26,466%" 0,011 +0,011

*rozdilna pismena v hornim indexu znaci statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi sloupci

Zavér

Cilem této prace bylo zhodnoceni vlivu nanomulze z oleje z kavové sedliny na antioxidacni

a texturalni vlastnosti karageganovych jedlych obald. Pfidavek nanoemulze vyrazn€ neovlivnil

antioxidacni kapacity oball, nicméné zvysil obsah celkovych polyfenolickych latek. Jedlé obaly

Vv pfitomnosti nanoemulze vykazovaly niz8§i hodnoty pevnosti v tahu a naopak vys$s$i hodnoty

lamavého napéti.
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Uvod

Koronavirus je oznaceni ¢tyf rodi RNA vir, které patii do podceledi Orthocoronavirinae.
Alfakoronaviry a betakoronaviry se vyskytuji u savcl, vetné netopyri a Clovéka.
Gammakoronavirus a deltakoronavirus napada zejména domaci a divoce zijici ptaky (Wong et al.,
2019). Siii se bud’ vzduchem, kontaminovanymi pfedméty nebo oro-fekalnim pienosem a zptisobuji
zavaznéj$i 1 méné zévazna onemocnéni. V poslednich letech byla, je, a bude vénovana velka
pozornost vyzkumu betakoronavirt, které souviseji s onemocnénimi SARS-CoV, SARS-CoV-2,
MERS-CoV, jejichZ pfirozenymi rezervoary jsou netopyii, kteti maji relativné velky zoonoticky
potencial (Letko et al., 2020). V pfenosu onemocnéni hraje vzdy roli mezihostitel, ktery pfenasi virus
na Cloveka. Prvni zdokumentovany ptipad SARS pochazi z listopadu 2002 z ¢inské provincie Kuang-
tung. SARS zasahl 28 zemi svéta s 8 096 piipady a 774 umrtimi. Jako pfirozeny rezervoar byl
identifikovan vrapenec c¢insky (Rhinolophus sinicus) (Lau et al., 2005) a pravdépodobnymi
mezihostiteli byly cibetky (Viverridae), které umoznily Sifeni viru z netopyrd na ¢lovéka. SARS-
CoV2 spojeny s pandemii COVID-19 je v soucasné dobé celosvétove nejdiskutovanéjsim tématem.
Pravdépodobnym zdrojem je vrapenec prostiedni (Rhinolophus affinis) a mezihostitelem luskoun
ostrovni (Manis javanica). Dosud bylo popsano asi 200 druhi spojenych se 160 druhy netopyra 7
celedi, a to nejcastéji z trusu a gastrointestinalniho traktu (vice nez 78 %). Ostatni matrice tvotily
tkané jater, plic, sleziny a ledvin, a také vzorky slin a krve. Prevalence vyskytu koronaviru se obecné
pohybovala v rozmezi 3-10 % (Hernandez-Aguilar et al., 2021). Netopyfi jsou oznafovani za
hostitele mnoha patogenti, pfiCemz Casto nevykazuji klinické ptiznaky onemocnéni. Toto plati
I pro koronaviry, nebot’ jedinym prokazanym ptipadem byl nalez histopatologickych zmén ve tkani
plic u listonosa plodozravého Artibeius jamaicensis (Munster et al., 2016).

Cilem nasi studie bylo zhodnotit vyskyt, distribuci a prevalenci koronavirti (resp. betakoronavirt)
v riznych matricich kadavert evropskych druhii netopyrl, piipadné ve vzorcich odebranych

neletalné pfi terénnich odchytech netopyra.
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Material a metodika

Sber vzorkii

Celkem jsme detekci koronavirti podrobili 322 vzorkl dvou riznych biologickych matric. Jako prvni
jsme testovali soubor 277 vzorkt plicnich tkani ziskanych od netopyri Myotis myotis a Nyctalus
noctula z Ceské republiky a Slovenska. Vzorky plic ziskané pitvou kadaverd, jenz mél Ustav
v RNAlateru pii teploté -80 °C. Druhym analyzovanym biologicky materidlem bylo 45 rektalnich
vytéra Sesti druhd netopyrt: Rhinolophus ferrumequinum, Rhinolophus hipposideros, Rhinolophus
euryale, Miniopterus schreibersii, Myotis capaccinii, Myotis emarginatus. Rektalni vytéry se
podafilo ziskat béhem terénnich odchytl netopyrti na ctyfech lokalitich (Mandrata Chavdarzi,
Magura cave, Andaka, Magura Rabisha) v Bulharsku. Tento biologiky material byl nasledn¢
uskladnén pfi teploté -20 °C ve zkumavkach s RNAlaterem.

Izolace RNA

Ze vzorkl plic 1 rektalnich vytéri byla izolovdna RNA za pouziti kitu NucleoSpin® RNA XS
(Macherey-Nagel, Némecko) dle protokolu. Koncentraci a kvalitu ziskanych nukleovych kyselin
jsme ovéfili pomoci nano-spektrofotometru. Ziskana izolovanda RNA byla nasledné skladovana
pfi teploté -80 °C.

PCR a real-time PCR

Vzorky byla dale podrobeny polymerazové fetézové reakci (PCR). Prvni ¢ast analyz se zamétovala
na detekci pan-koronaviri ze vzorka plicni tkané metodou RT-PCR, kdy je za ptisobeni reverzni
transkriptazy umoznéna konverze RNA na komplementarni cDNA. Primery 1ZS-CoV (forward 5'-
CDCAYGARTTYTGYTCNCARC-3' a reverse 5-RHGGRTANGCRTCWATDGC-3') (180 bp)
pouzité pro screening jednokrokovou metodou, byly navrzeny autory Lelli et al. (2013) jako zkracena
forma primertt RNA-dependentni RNA polymerazy (Rdrp), které umoziuji Sirokospektralni detekci
koronavirt (alfa i beta). PCR reakce byla provedena pfidanim 5 pl ziskané RNA do 20 pl reakéni
smési kitu QTAGEN OneStep RT-PCR (QIAGEN, Némecko) sestavajici z 5 pl OneStep RT-PCR
Bufferu, 1 pl ANTP mixu, 1 pl Enzyme mixu, 13,5 pl RNase-free water a 1,25 pl kazdého z primert.
Samotna reakce PCR probihala pii 50 °C po dobu 30 minut, nasledné byla aktivovana Hot-start DNA
polymeraza pii 95 °C po dobu 15 minut, ndsledovalo 50 cykli 94 °C 30 sekund, 45 °C po dobu 30
sekund a 72 °C po dobu 1 minuty a 10 minut zavérecné extenze pii 72 °C. Ziskany PCR produkt byl
vyhodnocovan gelovou elektroforézou.

Pro sadu testovanych primerd Rdrp (Poon et al., 2005), jenz cili na konzervovanou oblast sekvenci

RNA-dependentni polymerdzy koronaviru a mély byt plivodné pouzity ke screeningu vzorkd, se
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nepodafilo metodu RT-PCR optimalizovat. Tyto primery se jevi jako nekompatibilni S pouzitym
OneStep RT-PCR kitem (QIAGEN, Némecko) ¢i zvolenou pozitivni kontrolou.

V dalsi fazi feSeni projektu byla vyizolovana RNA ze vzorka plic a rektalnich vytéra amplifikovana
metodou real-time PCR za pouziti one-step kitu QuantiNova SYBR Green RT-PCR (QIAGEN,
Némecko) a thermocycleru gTOWER 3 Real-Time PCR (Analytik Jena, Némecko). Tato metoda
umoznuje souCasné¢ reverzni transkripci a PCR vredlném case s kontinudlnim zaznamem
fluorescence  vkazdém  cyklu. Ktomu byly vyuzity primery nsp2 (forward  5'-
ATGCATTTGCATCAGAGGCT-3" a reverse 5-TTGTTATAGCGGCCTTCTGT-3") (140 bp), jez
jsou navrzeny autory Yip et al. (2020) tak, aby cilily na specifickou oblast viru SARS-CoV-2 (Severe
acute respiratory syndrome coronaviruses 2). Reakéni smés 20 pl sestavala z 10 ul SYBR Green RT-
PCR Master mixu, 0,2 ul QN SYBR Green RT-mixu, 2 pul primer mixu, 2,8 ul RNase-free water a
5 pl templatu. Podminky reakce byly nasledujici, 10 minut pii 50 °C, 2 minuty pii 95 °C, nasledovalo
45 cykla 5 sekund pti 95 °C a 10 sekund pii 60 °C.

Celkove bylo v ramci plnéni tohoto projektu udélano ptiblizn¢ 910 PCR reakei.

Vysledky

Na piitomnost koronavirii jsme analyzovali 277 vzorki plic a 45 rektalnich vytérai netopyri z Ceské
republiky, Slovenska a Bulharska. Pfi analyzach RT-PCR za pomoci primert 1ZS-CoV byly
detekovany 4 pozitivni vzorky z tkani plic a to 2 u M. myotis z Ceské republiky (Mald Moravka,
Sloupsko-sosuvské jeskyné) a 2 u N. noctula ze Slovenska a z lokality Zastavka u Brna z Ceské
republiky. Pfi analyzach RT-qPCR s pouzitim primert nsp2 bylo odhaleno 5 pozitivnich vzorku
z tkani plic ve vech ptipadech u M. myotis ze Zastavky u Brna z Ceské republiky. Dale 2 pozitivni
vzorky rektalnich vytérti u M. schreibersii a R. euryale ptic¢emz oba pochézeji z Bacho Kiro —jeskyné
nachazejici se v bulharské oblasti Andaka.

Celkova prevalence vyskytu betakoronaviri v plicni tkdni netopyrd analyzovand obéma metodami
odpovida 3 % u Myotis myotis, respektive 2,6 % u Nyctalus noctula. Pfestoze jsme ziskali nejmensi
mnozstvi vzorkli metodou rektalnich vytérti, prevalence pozitivnich vyskytl byla nejvyssi,
odpovidala 4,4 %. Rozdil mezi obéma pouzitymi typy primera vSak nebyl statisticky vyznamny (test

of diference between two proportions, p = 0,8587).

Zavér
Vyzkum netopyrt jakozto pokladnice a zdroje patogennich agens, vcetné koronavirt, je dilezity s
ohledem na globalni hrozby pro vefejného zdravi. V této studii jsme detekovali pfitomnost koronavirt

ve dvou riznych biologickych matrici z netopyrai pochazejicich z Ceské republiky, Slovenska a
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Bulharska. Nami zjisténa prevalence 2,6 - 4,4 % vyskytu koronavird odpovida vysledkiim

publikovanym v jinych studiich (Hernandez-Aguilar et al., 2021).
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Vliv oseti‘eni vody CaviPlasmou na Zivotnost koZovce rybiho (Ichthyophthirius multifiliis)
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Uvod
Kozovec rybi (Ichthyophthirius multifiliis) je nalevnik parazitujici na ploutvich, kizi a zabrech

sladkovodnich ryb, ktery zplisobuje onemocnéni nazyvané ichtyoftiridza. Zvlasté v teplych obdobich

Mrv e

cey

stadia: trofont, tomont, tomit, theront. Trofont je stddium Zijici na kizi a Zabrach, kde se Zivi a roste.
Poté opousti hostitele a jako tomont se nachdzi ve vod¢ a po néjaké dob¢ pada na dno, kde vytvori
cystu. Uvnitf cysty dochazi k mnozeni a vznika 100—1000 malych tomitti. Tomity prolomi sténu cysty
a jako stddium zvané theront vyhledavaji nové hostitele aktivnim plavanim 2. Diky stadiim
nachazejicim se na kiizi a Zabrach krytych povrchovou vrstvou epitelialnich bunék hostitele, je tézké
ho z chovu eliminovat. Nedavno byl patentovan novy pfistroj (CaviPlasma) pro ¢isténi vody, ktery
vyuziva dvou fyzikdlnich jevii — nizkoenergetického plazmatického vyboje a hydrodynamické
kavitace 1. CaviPlasma se jevi jako zafizeni uginné pii vyuziti k ¢isténi vody od nékterych polutantt
a mikroorganismil jako jsou bakterie a sinice . Cilem prace bylo zjistit, zda je oSetfeni vody pomoci

této technologie schopno eliminovat i kozovce rybiho, reps. stddia nachézejici se ve vode¢.

Metodika

V pokusu byla pouzita juvenilni stadia sumce velkého (Silurus glanis) a to kvuli vysoké vnimavosti
vici kozovcei. Celkem 80 ks sumce velkého bylo rozdéleno do 8 akvarii po 10 kusech. Pfed samotnym
pokusem probihala aklimatiza¢ni faze trvajici tyden, aby si dovezené ryby navykly na nové chovné
prostiedi. Pfed zahdjenim pokusu byla hladina vody snizena na 90 %, aby bylo mozné béhem pokusu
pridat 10 % oSetfené/neoSettené vody.

Do 8 pétilitrovych nadob byla dana kohoutkova voda a nechala se pies noc odstat. Dv€ nadoby se
nechaly pro negativni kontrolu a do zbylych 6 byly ptidany seSkraby kiize ze pstruha duhového
piirozen¢ infikovaného kozovcem a voda z Petriho misek, na kterych byl kozovec kultivovan in vitro.
Ptitomnost koZovce v seSkrabech a na Petriho miskach byla ovéfena mikroskopicky. Dvé nadoby se
nechaly pro infikovani pozitivni kontroly a zbylé ¢tyii byly dovezeny na oSetfeni CaviPlasmou. Dvé

byly osetifeny po dobu 1 min 20 s a dalsi dvé po dobu 7 min.

116



Pokus se skladal ze 4 skupin ryb a byl proveden v duplikatu, tedy celkem 8 skupin. Skupindm ¢. 1
a ¢. 2 (negativni kontroly) byla do nadrzi dolita pouze Cista odstata kohoutkova voda (bez kozovce).
Skupinam ¢. 3 a ¢. 4 (pokusné skupiny) byla dolita voda s koZovcem oSetiena CaviPlasmou po dobu
1min a 20 s. Skupindm ¢. 5 a ¢. 6 (pokusné skupiny) byla dolita voda s koZovcem oSetfena
CaviPlasmou po dobu 7 min. Skupindm ¢. 7 a €. 8 (pozitivni kontroly) byla dolita neosetfend voda
s koZovcem. Podil vody ¢inil u v§ech nadrzi 10 % celkového objemu.

Po projeveni klinickych ptiznakt ichtyoftiriozy (bilé teCky na kizi) byly provedeny odbéry. Rybam
byla odebrana krev do heparinizovanych stfikacek a ndsledné¢ byly usmrceny tderem do hlavy.
Nasledné byly provedeny seskraby kiize a zaber. Od kazdé¢ ryby byl odebran jeden zaberni oblouk a
jedna prsni ploutev na histologické vySetfeni. Druhd prsni ploutev byla odebrana na PCR. Byl
odebran i kozni sliz pro stanoveni koncentrace lysozymu. Ryby byly zméfeny a zvazeny.

SeSkraby zklze a zaber byly prohlédnuty mikroskopicky a byly zjiStény pocty koZovce.
V seskrabech z kiize byly zjisStovany pocCty paraziti v jednotlivych zornych polich pii zvétSeni 40x a
ze zaber byly spocitdny absolutni pocty parazitl v celém seskrabu. Krev byla vyuzita na spocitani

cervenych a bilych krvinek a na stanoveni fagocytarni aktivity perifernich fagocyti.

Vysledky

Tabulka ¢. 1: Poéty I. multifiliis ve stérech ktize v zorném poli pii zvétseni 40x
Negativni kontrola Cavi 1min20sek Cavi 7min Pozitivni kontrola
Ryba Pocet Ryba Pocet Ryba Pocet Ryba Pocet
1 0 9 0 17 0 25 35-50
2 0 10 0 18 0 26 35-50
3 0 11 0 19 0 27 20-40
4 0 12 0 20 0 28 2540
5 0 13 0 21 0 29 40-60
6 0 14 0 22 0 30 40-60
7 0 15 0 23 0 31 50-70
8 0 16 0 24 0 32 50-60

Tabulka ¢. 2: Pocty I. multifiliis na Zabrech v zorném poli pti zvétSeni 40x, v zavorce jsou uvedeny

absolutni pocty kozovce

Negativni kontrola Cavi 1min20sek Cavi 7min Pozitivni kontrola
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Ryba Pocet Ryba Pocet Ryba Pocet Ryba | Pocet

1 0 9 0 17 0 25 9-17 (35)
2 0 10 0 18 0 26 19-23 (52)
3 0 11 0 19 0 27 9-12 (26)
4 0 12 0 20 0 28 7-14 (23)
5 0 13 0 21 0 29 13-17 (36)
6 0 14 0 22 0 30 6-12 (18)
7 0 15 0 23 0 31 10-13 (28)
8 0 16 0 24 0 32 11-14 (25)

Tabulka ¢&. 4: Popisné charakteristiky po&tii erytrocytii [T.17] a leukocytl [G.1], podet jedincii je 8
(n =8). V tabulce ¢. 4 jsou uvedeny pruméry, smérodatné odchylky (SD), minimalni hodnoty (MIN)
a maximalni hodnoty (MAX) jednotlivych skupin.

Skupina Ery Leu
Negativni kontrola Prumér 1,88 73,75
SD 0,27 16,60
MIN 1,40 56,00
MAX 2,20 104,00
CaviPlasma Primér 1,62 72,88
1 min 20 sec SD 0,28 13,52
MIN 1,19 47,00
MAX 1,89 93,00
CaviPlasma Primér 1,81 62,75
7 min SD 0,24 24,43
MIN 1,53 43,00
MAX 2,31 120,00
Pozitivni kontrola Prumér 1,51 41,75
SD 0,45 14,06
MIN 1,05 25,00
MAX 2,41 72,00
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Graf ¢. 1: Fagocytarni aktivita jednotlivych skupin
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Zavér

Na zaklad¢ naSich vysledkt se zafizeni CaviPlasma jevi jako ucinné zafizeni ke zniCeni stadii
kozovce ve vodé. Ani u jedné skupiny ryb, kterym byla do nadrze ptiddna voda oSetiend
CaviPlasmou, nedoslo k nakaze kozovcem. Prestoze v tomto pfipad€ bylo oSetfeni ucinng, jedna se o
pomérné nové zatizeni a je tedy za potiebi dalsi vyzkum za tcelem zjisténi vlivu takového oSetfeni

vody na vodni Zivocichy.
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Vliv piidavku autochtonnich probiotik (Lactobacillus spp.) v krmivu na zdravotni stav
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Uvod

V soucasnosti jsou jednim z nejvétSich problémt akvakultury nemoci zpisobené bakteriemi.
Vzhledem k tomu, ze uzivani antibiotik ma mnoho negativnich u¢inkl na ryby, Zivotni prostredi i
zdravi ¢loveka, snazime se hledat nové metody, jak infekce zvladat. Jednou z téchto metod je pouziti
probiotik pfidavanych do rybiho krmiva. Probiotika jsou mikroorganismy, které¢ maji pozitivni vliv
na zdravi svého hostitele. Jednou z nejvyznamnéjSich skupin probiotik jsou bakterie rodu
Lactobacillus. V experimentu in vitro bylo prokazano, ze pomahaji zvysit zdravotni odolnost ryb a
tim potlacit infekci zpisobenou bakterii Aeromonas salmonicida. Proto jsme se rozhodli pouZit stejny

rod bakterii pro testovani zdravotni odolnosti ryb in vivo.

Material a metodika

Nas experiment se skladal ze dvou ¢asti (krmnd a experimentalni), v prvni krmné ¢asti trvajici 7 tydnt
byly ryby rozdéleny do 3 skupin. Kazda skupina obsahovala 80ks juvenilniho pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss, duplikaty 2 x 40 ks). Skupina 1 byla krmena krmivem kontinudlné s
probiotickym dopliikem (L. plantarum) po dobu 7 tydni, skupina 2 byla krmena v pulznim rezimu
krmeni (4 tydny s probiotickym doplitkem, poté 3 tydny krmivem bez ptidavku probiotik ) a skupina
3 (kontrola) byla krmena krmivem bez ptfidavku probiotik po dobu 7 tydnd. Prvni odbéry byly
provedeny po 7 tydnech (10 ks ryb z kazdé skupiny). Nasledovala experimentalni ¢ast, kde byly ryby
infikovany A. salmonicida pomoci imerzni koupele. Kazda skupina byla rozdélena do dvou nadrzi po
30ks. Experimentdlni ¢ast probihala rovnéz v duplikatech. Od té doby byly ryby (skupiny 1 a 2)
krmeny kontinualné krmivem s probiotiky. V pribéhu celého experimentu byl sledovan zdravotni
stav ryb a byly pravidelné¢ méteny zakladni parametry vody. Experiment byl ukoncen 4 tydny po

infikovani ryb. Byly odebrany vzorky krve na hematologické, biochemické a imunologické vySetieni.

120



Ze sttevniho obsahu ryb byla izolovana DNA a byla provedena metagenomickd analyza slozeni

sttevniho mikrobiomu.

Vysledky

Vysledky metaxogenomické analyzy po 7 tydnech krmeni probioticky obohacenym krmivem- na
konci krmné casti (Ist sampling) ukazuji statisticky vyznamnou zménu ve sloZeni stfevniho
mikrobiomu. Porovnani vysledkt u tii testovanych skupin ryb ukazuje, ze ptidavek probiotik ma vliv
na slozeni stfevni mikrobioty pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss). Byl zjistén rozdil v poctu
bakterialnich kmenti mezi kontrolni, cyklickou a kontinualni skupinou a zaroven rozdil ve slozeni
bakteridlnich tfid mezi t€émito skupinami. Vysledky hematologickych a biochemickych vySetieni
z odbéru v prubéhu a po ukonéeni experimentalni ¢asti (1St-5th sampling) odhalily rozdil v 5
parametrech (Hb, Ht, C1",Mg, Ca).Vysledky hematologickych vysetfeni naseho testu in vivo vSak

nejsou v souladu s ocekavanim zalozenym na vysledcich in vitro.

Control group: probiotic-free feed

Group 1: continuous feeding with probiotic suplement

Group 2: pulsed feeding with probiotics suplement

2nd week 4th week 7th week 11th week

Control group Probiotic free-feed

Group 1

Probiotic free-feed

Group 2

start 1st weighing 2nd weighing 1St 2nd 3rd 4th 5th

sampling sampling sampling sampling sampling
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Shannon index (ANOVA)

Chao 1 (ANOVA)
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