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Abstrakt

Mikroorganismy jsou povazovany za vyznamny selekéni faktor ovliviiujici reprodukéni Uspéch
ptakl. Predpoklada se, Ze mezi zasadni obranné mechanismy, eliminujici infekci vnitfnich struktur
vajec, patfi deponace antimikrobidlnich proteind do bilku a inkubaéni chovani. Soucasné studie
naznacuji, Ze inkubadni teploty mohou antimikrobialni aktivitu bilkovych proteinl zasadné ovliviiovat.
Koncentrace vybranych antimikrobidlnich proteind ale i zpUsoby inkubace snlGsky se vsak lisi u
altricidlnich a prekocidlnich druhd ptadkd. Experimentalné vsak vliv inkubaéni teploty na
antimikrobialni potencial bilku u altricidlnich a prekocidlnich druhi ptak( doposud nebyl studovan.

V této praci byl v manipulativnim experimentu testovan vliv ¢astecné a plné inkubace,
koncentrace lysozymu a ovotransferinu v bilku a jejich vzdjemné interakce na antimikrobidlni
potencial bilku u dvou modelovych druhl ptakl — krepelky japonské (Coturnix japonica) a holuba
domaciho (Columba livia). Antimikrobialni potencial bilku byl zjistovan metodou diftze v agaru vici
dvéma gram-positivnim bakteriim - Bacillus subtilis a Micrococcus luteus, které byly detekovany jako
patogeny bilku u nékolika druhl ptakd. Kromé toho byl sledovan vliv inkubacnich teplot a jejich
intenzity na zmény v koncentraci studovanych antimikrobialnich protein v bilku.

Zvysledk(l této studie vyplyvd, Ze zasadni antibakteridlni efekt méla u obou nami
studovanych druhl ptakd koncentrace lysozymu v bilku. Efekt zvySené koncentrace ovotransferinu
nebyl prokazan. PrestoZe cCastecnd ani plnd inkubace neméla vliv na zvySovani antibakterialniho
potencialu bilku Zddného ze studovanych druh, byl sledovan efekt inkubace na zmény koncentrace
obou bilkovych proteind. Zatimco koncentrace ovotransferinu vlivem inkubace rostla, u lysozymu
klesala. Tento pokles koncentrace lysozymu mél pravdépodobné za ndasledek zdsadni snizovani
antibakteridlniho potencidlu bilku vG¢i vybranym bakteridlnim kmenim u castecné i plné
inkubovanych vajec kifepelky. Pomérné zasadnim vysledkem této studie je, Ze inkubace méla druhové
specificky vliv na zmény pH bilku fertilnich vajec, kdy u holuba se pH bilku vlivem inkubace neménilo,
zatimco u kiepelky pH vlivem pIné inkubace klesalo. Na antimikrobialni aktivitu kfepelcich bilka vaci
M. luteus mél vliv také objem vejce.

Tyto vysledky poukazuji na zdsadni efekt koncentrace lysozymu vbilku na jeho
antimikrobialni potencial i u druhl, u nichZ tento protein neni v bilku dominantni. Naopak
antimikrobialni efekt ¢astecné i pIné inkubace snlsky je velmi pravdépodobné druhové specificky a je

spojen s mechanismy na urovni zmén pH bilku ¢i koncentrace vybranych bilkovych proteind.

Klicova slova: mikroorganismy, bilek, antimikrobialni proteiny, inkubace, metoda diflize v agaru



Abstract

Microorganisms are considered to be crucial selective factor affecting reproductive success
of birds. It is hypothesized that egg-white antimicrobial proteins and incubation behavior are the
most important defense mechanisms that eliminates the risk of microbial trans-shell infection. The
latest studies supposed that incubation temperatures may significantly affect the antimicrobial
activity of egg white proteins. The concentration of egg white antimicrobial proteins as well as
incubation patterns differ among altricial and precocial species of birds. However, experimental
study testing the effect of incubation temperature on the antimicrobial potential of antimicrobial egg
white proteins in altricial and precocial birds is missing.

In this study we tested in manipulative experiment the effect of partial and full incubation,
the concentration of lysozyme and ovotransferrin and their interactions on the antimicrobial activity
of egg whites of two model species - Japanese quail (Coturnix japonica) and home pigeon (Columba
livia). Antimicrobial protein activity was determined by the agar well diffusion method against two
Gram-positive bacteria - Bacillus subtilis and Micrococcus luteus that have been documented as
pathogenic egg-white invaders of several birds. Moreover, we analyzed the effect of incubation
temperature and their intensity on the changes in concentration of both egg white antimicrobial
proteins.

We found increased concentration of lysozyme as significant antibacterial factor for both
studied species. The effect of increased concentration of ovotransferrin was not found. Although
partial or full incubation had no positive effect on antibacterial potential of egg whites of any model
species, both types of incubation significantly affected concentrations of both egg white
antimicrobial proteins. While ovotransferrin concentration increased along with incubation,
concentration of lysozyme decreased with increasing dosages of incubation. Decrease in the
concentration of lysozyme most likely resulted in reduction of egg white antibacterial potential of
partially or fully incubated quail eggs. Crucial finding of this study is that incubation had species-
specific effect on egg white pH values of fertile eggs. While pH of pigeon egg whites did not change
during incubation, pH of quail egg whites significantly declined during the full incubation. We also
found egg volume to affect antimicrobial activity of quail egg whites against M. luteus.

These results suggest underlying effect of lysozyme concentration on antimicrobial potential
of egg white also for species where this protein is not dominant. Contrariwise, antimicrobial effect of
partial or full incubation is most probably species-specific and is associated with the mechanisms
based on the changes in egg white pH or alterations in concentration of particular egg white
proteins.

Keywords: microorganisms, albumen, antimicrobial proteins, incubation, agar diffusion well
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1. Uvod

Mikroorganismy, jako soucdst hnizdniho habitatu ptakd, byly doposud jako jedny ze
selek¢nich faktort ovliviujicich reprodukéni Uspéch a s tim spojené reprodukéni strategie
ptakl opomijeny. Soucasné studie naznacuji, Ze mikroorganismy mohou pronikat do
vnitfnich struktur vajec skrz vaje¢né pory a infikovat vyvijejici se embryo (Board & Tranter
1986, Cook et al. 2003, 2005b; Fonseca et al. 2011), coZ muZe vést k potlaceni
Zivotaschopnosti embrya ¢i dokonce k jeho odumfeni (Pinowski et al. 1994; Fonseca et al.
2011) a s tim spojenému poklesu lihnivosti (Bruce & Johnson 1978; Cook et al. 2003, 2005b).
Jedna ze studii dokonce prokazuje, Ze pfitomnost bakteridlni infekce uvnitf vajec mlze vést k
redukci télesné hmotnosti mladat (Javlrkova et al. 2014). Riziko bakteridlni infekce a
schopnost jednotlivych bakterii vstupovat a prezivat uvnitf vejce se mlizZe ménit v zavislosti
na zemépisné Sifce (Cook et al. 2003, 2005b; Shawkey et al. 2009; Wang et al. 2011) a
dalSich podminkach prostredi, pfredevsim vlhkosti (D’Alba et al. 2010a; Ruiz-De-Castafieda et
al. 2011). Nicméné k bakterialni infekci vnitfnich struktur vajec dochdzi rovnéz v podminkach
mirného klimatu a to v pomérné vysoké incidenci a intenzité (Javirkova et al. 2014). Usuzuje
se, ze vdlsledku toho doslo u ptakl k vytvoreni plejady obrannych mechanism, pricemz
Wellman-Labadie et al. 2007; Wellman-Labadie et al. 2008a) a inkubacni chovani (napf. Cook
et al. 2005a; Shawkey et al. 2009; D’Alba et al. 2010a; Ruiz-De-Castafieda et al. 2011; Ruiz-
De-Castafieda et al. 2012). Koncentrace proteinG v bilku u ptakd se ale maze lisit v zavislosti
na stupni embryondlniho vyvoje v dobé lihnuti (Saino 2007, Deeming 2002). Navic se
ukazuje, Ze antimikrobialni aktivita proteini muUZe interagovat s teplotou v ranych fazich
embryondlniho vyvoje (Cunningham 1974; Alabdeh et al. 2011; Fang et al. 2012a,b).
Altricidlni a prekocidlni druhy, které se zasadné lisi svym inkubaénim chovanim tak mohou
vyuzivat v rlzné mire odliSné mechanismy obrany sntsky pred mikrobialni infekci vnitfnich
struktur vajec. | kdyZ samoziejmé i zde existuje variabilita v rdmci altricidlnich a prekocialnich
druhd, altricialni druhy vice zasedaji a pIné inkubuji ¢asné nakladena vejce v rdmci mensich
snusek, zatimco prekocidlni druhy inkubuji pfevdiné vétsi snisky nejprve c¢dastecné a plné
inkubovat zacinaji az po kompletaci snisky (Deeming 2002; Loos et al. 2004; Wang &
Beissinger 2009). Pokud tedy inkubace a antimikrobidlni proteiny v bilku plni mimo jiné

funkci obrannych mechanism( proti mikrobidlni infekci vnitfnich struktur vajec, méla by
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vejce prekocialnich druhl vykazovat vyssi koncentraci antimikrobidlnich proteint v bilku
oproti druhUm altricidlnim kompenzujicich tuto skutecnost dfivéjSim zacatkem plné

inkubace.

1.1. Antimikrobialni proteiny v bilku

Existuji nejméné dva mechanismy, jakymi antimikrobidlni proteiny pusobi na
mikroorganismy. Bakteriostatické antimikrobidlni proteiny inhibuji bakterie limitaci
zakladnich prvk( nezbytnych pro bakteridlni rlst nebo potlaéenim metabolismu, zatimco
baktericidni antimikrobialni proteiny zpUsobi lyzi buriky poSkozenim bunécné stény nebo jeji
smrt naruSenim membranového potencidlu (Wellman-Labadie et al. 2007). Zkoumanim
vaje¢ného bilku rdznych druh( ptaka se ukazalo, Ze zatimco hlavni antimikrobialni proteiny,
mezi néZ patfi lysozym a ovotransferin, jsou obvykle pfitomny u viech druh, jejich relativni
zastoupeni se znacné lisSi a mlGzZe byt druhové zavislé (Sibley and Ahlquist 1972 podle
Deeming 2002; Shawkey et al. 2008). Napfriklad vajecny bilek nejbéinéji vyuzivaného
modelového druhu kura domaciho (Gallus gallus f. domestica) obsahuje 12-13 %
ovotransferinu a 3,5 % lysozymu z celkového mnoiZstvi proteind pfitomnych v bilku (Burley &

Vadehra 1989).

1.1.1. Lysozym

Lysozym je antimikrobidlni protein, ktery se vyskytuje v ZivocisSnych tekutinach a
tkdnich, napf. slinach, mléce nebo slzach, a je rozsiten v celé Zivocisné risi (Callewaert &
Michiels 2010). U ptakd se lysozym mimo jiné vyskytuje ve vysokych koncentracich v bilku
vajec.

Lysozym patfi mezi enzymy Stépici beta-1,4-vazby mezi N-acetylmuramovou
kyselinou a N-acetylglukosaminem v peptidoglykanovych sténach gram-positivnich (G+) a
v mensi mife nékterych gram-nagativnich (G—) bakterii (Bera et al. 2005; Wellman-Labadie et
al. 2008a). Kromé této dobie zndmé lytické aktivity Ibrahim et al. (2001) demonstrovali
neenzymatickou baktericidni aktivitu lysozymu. Ta je pfipisovana aktivaci bakteridlni
autolyze po interakci molekuly lysozymu s bunéénou sténou nebo primé interakci lysozymu
s cytoplasmatickou membranou a jejimu ndslednému naruseni. Je také moiné, Ze lysozym

vznikl spiSe jako fyzicka nez chemicka obrana vajicka, protoze v kombinaci s dalSimi proteiny



tvori vlaknitou sit bilkovinného vaku, ktery chrani Zloutek pred infekci z vaje¢né membrany
(Trziszka 1994).

Ve vajecném bilku ptakd byly popsany predevsim dva typy lysozymu C-typ (chicken
type) a G-typ (goose-type). Ackoli jsou jejich aminokyselinové sekvence zcela odlisné, jsou si
oba typy lysozymU velmi podobné ve své tercialni strukture. Antimikrobialni potencidl obou
typu lysozymu je zavisly na pH (viz kapitola 1.3.1.). Dominantni typ lysozymu ve vaje¢ném
bilku druhl patficich do fadu hrabavych (Galliformes) je C-typ, zatimco v fadu vrubozobych
(Anseriformes) mohou byt v bilku pfitomny C-typ, G-typ nebo oba typy v zavislosti na druhu
(Prager & Wilson 1974; Callewaert & Michiels 2010). To ve své studii ukazuji také Wellman-
Labadie et al. (2008b), ktefi detekovali C-typ lysozymu v bilku kachnicky karolinské (Aix
sponsa) a morcaka chocholatého (Lophodytes cucullatus), zatimco u bernesky velké (Branta
canadensis) a labuti velké (Cygnus olor) nebyl C-typ lysozymu v bilku identifikovan. Nicméné
vajeCny bilek kachnicky karolinské a morcaka chocholatého vykazoval také wvyssi
antimikrobialni aktivitu lysozymu pti nizkém pH, coZ mlZe znamenat pritomnost G-typu
lysozymu. Mimoto G-typ lysozymu se naSel také v bilku napt. pStrost (Struthiniformes),
potapek (Podicipediformes), tuénakl (Sphenisciformes) a bahnakd (Charadriiformes) (Florkin
& Scheer 1978; Pooart et al. 2004). Gen pro G-typ lysozym byl nalezen dokonce u holuba
(Irwin 2014).

Obecné se deponace lysozymu do vajecného bilku povazuje za vyznamny materndlni
efekt, ktery maze mit vliv na Zivotaschopnost vajec a prezivani potomkd. Tomu nasvédcuje
studie, ktera prokazala vyssi koncentraci lysozymu v prvnim vejci ve snliSce vlastovky obecné
(Hirundo rustica) oproti poslednimu vejci, které je vystaveno plisobeni okolnich podminek,
véetné mikroorganism(, kratSi dobu (Saino et al. 2002). Podobné byla u sykory modfinky
(Cyanistes caeruleus) zdokumentovana vys$si koncentrace lysozymu ve vejcich
produkovanych po spareni s atraktivnéjSim samcem (D’Alba et al. 2010b). Mimoto se
koncentrace lysozymu ve vejcich m(ze lisit s ohledem na pfitomnost samciho nebo samiciho

embrya (Bonisoli-Alquati 2010).
1.1.2. Ovotransferin

Ovotransferin (syn. conalbumin), je ¢lenem skupiny proteint transferinl, které se
nachazi v rliznych fyziologickych tekutinach, napt. krevni plasmé a mléce. Ovotransferin

(OVTR) vajecného bilku je syntetizovan ve vejcovodech ptaku. Tento glykoprotein je sloZen
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ze dvou globularnich lalok(, které maji schopnost s vysokou afinitou reversibilné vazat Zelezo
(Wu & Acero-Lopez 2012).

Antimikrobialni aktivita OVTR spociva pravé ve vyvazovani Zeleza z média, coz vede
k vytvoreni Zelezo-deficitniho prostredi pro rist mikroorganisma (Phelps & Antonini 1975;
Baron et al. 2014). Dalsi studie ale poukazuji na to, Ze antibakteriadlni aktivita OVTR neni
jednoduse zpuUsobena odebiranim Zeleza z média, ale pravdépodobné zahrnuje dalsi
komplexnéjsi mechanismy. Ibrahim et al. (2000) ziskal hydrolyzou OVTR peptidovy fragment
(OTAP 92), ktery nici bakterie poSkozenim biologické funkce jejich cytoplasmatické
prostoupeni iontl skrz cytoplasmatickou membranu bakterii a modifikovat tak jeji
membranovy elektrochemicky potencidl. Zdd se, Ze zatimco neutrdini pH podporuje
mechanismus zaloZzeny na nedostatku Zeleza, membranova dysfunkce se jako mechanismus
uplatfiuje pfi zdsaditém pH, coZ je pfirozené pH vaje¢ného bilku v rané fazi inkubace (Baron
et al. 2014). Mimo antimikrobialni funkci ve vaje¢ném bilku zajistuje OVTR transport Zeleza
vyvijejicimu se zdrodku (Ibrahim 1997).

Ve vyssi koncentraci je OVTR pfitomen v bilku u hrabavych (Galliformes) ve srovnani s
vrubozobymi (Anseriformes). To vyplyva z vysledkl studie Wellman-Labadie et al. (2008a),
ve které byla sledovana antibakteridlni aktivita bilku u slepice (Gallus gallus), krocana
(Meleagris gallopavo), kachny (Anas platyrhynchos) a husy (Anser anser). Podobné Miguel
(2005) demonstruje vyssi koncentraci OVTR u bazanta (Phasianus colchicus), slepice (Gallus
gallus) a kiepelky (Coturnix coturnix) ve srovnani s kachnou (Anas platyrhynchos). Mimoto
Wellman-Labadie et al. (2008b) ukazuje malou mezidruhovou variabilitu koncentrace OVTR
v bilku v rdmci vrubozobych na kachnicce karolinské (Aix sponsa), morcakovi chocholatém
(Lophodytes cucullatus), bernesce velké (Branta canadensis) a labuti velké (Cygnus olor).
Znacnou mezidruhovou variabilitu koncentrace OVTR v bilku naopak vykazuji zastupci pévct

(Passeriformes) (viz napt. Shawkey et al. 2008; Horrocks et al. 2014).

1.1.3. Interakce mezi lysozymem a ovotransferinem

Proteiny v bilku na sebe mohou navzajem plisobit a ovliviiovat sv{j antimikrobialni
potencial. Bylo prokdzano, Ze ovotransferin a lysozym interaguji za vzniku synergického

efektu. Vejce obsahujici vyssi koncentraci OVTR mohou vyzadovat méné lysozymu a naopak.

.....
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al. 2003), ale také druhovym zastoupenim (Shawkey et al. 2009; Grizard et al. 2015).
V takovém pfipadé mohou urcité proteiny byt efektivnéjsi nez jiné, sohledem na
baktericidni aktivitu lysozymu proti G+ bakteriim a SirSi efektivitu OVTR proti G+ i G-
bakteriim. Rovnovdha mezi koncentraci OVTR a lysozymu mizZe tedy maximalizovat
antimikrobidlni obranu vajec¢ného bilku minimalizaci mnoZstvi poZzadovanych protein,
jejichz produkce je drahd nebo pfijde na ukor dalSich komponentl bilku, které jsou
vyzadovany pro vyvoj embrya (Horrocks 2012). Jak ukdazali ve své studii Ko et al. (2009),
lysozym miize umocriovat aktivitu OVTR konkrétné proti E. coli. Sir$i baktericidni vliv
lysozymu také na G- bakterie byl prokazan v pritomnosti lactoferinu, proteinu podobném
OVTR (Ricklefs 1977; Ellison & Giehl 1991). Interakce lysozymu s ovomucinem hraje také roli
pti formovani rosolovité struktury bilku (Kato et al. 1975), coz mizZe mit za nasledek snizeni

antimikrobidlni aktivity lysozymu.
1.2. Roazdily ve sloZeni vajec u altricialnich a prekocialnich druhti ptaka

Pta¢i mlddata vykazuji rozdilnosti ve vyvojovém stupni zralosti od slepych
bezbrannych mladat altricidlnich, az po plné aktivni a nezavisld mladata prekocidlni (Nice
1962). Stupen vyvojové zralosti mladat a nezavislosti v dobé lihnuti souvisi s pomérem
vnitfnich ¢asti vajec (Romanoff & Romanoff 1949; Vleck & Vleck 1987; Sotherland & Rahn
1987). Proporcéné vyssi obsah bilku (68-79%) ku Zloutku (12-27%) najdeme u druhd
s altricidlnimi mladaty, naopak (51-56% a 32-41%) je to u druh( s prekocialnimi mladaty. To
s ohledem na bilek jako hlavni zdroj vody pro vyvijejici se embryo znamena, Ze altricialni
druhy produkuji na vodu bohatd a energeticky chuda vejce ve srovnani s na vodu chudymi a
energeticky bohatymi vejci prekociadlnich druhd (Obrazek 1) (Romanoff & Romanoff 1949;
Ricklefs 1977; Vleck & Vleck 1987). Takové sloZeni je u prekocidlnich druhd nezbytné
k zasobeni embrya dostatkem Zivin béhem delsi inkubace (Sotherland & Rahn 1987). Mimoto
u prekocialnich druh( vétsi velikost vajicka znamenad pritomnost vétsSiho mnozstvi energie a
tim padem lepsi fitness lihnoucich se samostatnych mladat (Rahn et al. 1975; Blomqvist et

al. 1997).
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Obsah vajicka Miadé v dobé lihnuti
%vody kJg % Zloutku

8z 4.7
78 6.3
73 79

Obrazek1: Schématické znazornéni sloZeni vajec u zastupcu
(A) altricialniho (Certhia familiaris), (B) semiprekocialniho
(Sterna albifrons) a (C) prekocialniho druhu (Oxyura
jamaicensis); prevzato od Sotherland & Rahn 1987

Jak bude popsdno nize, ma bilek v embryogenezi zasadni a nezastupitelny vyznam.
Zastoupeni antimikrobialnich proteind v bilku se ale mGze mezi altricidlnimi a prekocidlnimi
druhy fadové lisit, jak je ukazdno na koncentraci lysozymu v Tabulce 1. Nicméné koncentrace
proteinl mohou byt znacné variabilni i na vnitrodruhové Urovni (viz Horrocks et al. 2014;

Grizard et al. 2015).

Tabulka 1: Koncentrace lysozymu (ug/ml) v bilku u vybranych zastupct prekocialnich a altricidlnich druh
ptakd; a) Saino 2007, b) Bonisoli-Alquati 2010, c) Shawkey et al. 2008, d) Horrocks et al. 2014

Koncentrace lysozymu (pg/ml) zdroj

Prekocialni mladata

Anas platyrhynchos 75,45 a
Gallus gallus 8719,35 a
Numida meleagris 50,43 a
Phasianus colchicus 3591,41 a
Altricialni mladata

Athene noctua 6,02 a
Columba livia 6,45 a
Larus michahellis 15,7 b
Margarops fuscatus cca’ C
Hirundo rustica 32,93 a
Calandrella cinerea 3,39 d

S koncentraci antimikrobidlnich proteinG v bilku muUzZe také souviset nizsi
Zivotaschopnost vajec ptaka s altricidlnim zplsobem vyvoje. U prekocialnich druhG muze

totiz vétsi velikost snlsky a omezeni spojena se synchronnim lihnutim snlsky vést k vyssi
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koncentraci antimikrobidlnich proteinl ve vaje¢ném bilku nez u druh( altricidlnich, ktefi

mohou inkubovat kratce po nakladeni prvniho vejce (Cook et al. 2005b).
1.3. Bilek béhem vyvoje embrya

Bilek ma vyznam v embryogenezi, jak jiz bylo naznaceno, jako ochrana pred mikrobidlni
infekci. Jeho hlavni role ale spocivd v poskytovani vody, minerdlnich latek a proteint
vyvijejicimu se embryu. Jelikoz k vyznamné ¢asti rastu embrya dochazi u ptakd vné téla
matky, musi byt vSechny vyZivové komponenty embrya pfitomné ve vajicku v dobé kladeni.
Podstatnd role bilku ve vyvoji embrya byla demonstrovdna experimentalnim odebranim
urcitého mnozstvi bilku z vajicka (Hill 1993; Finkler et al. 1998; Ferrari et al. 2006; Alquati et
al. 2007). Redukce bilku vyznamné snizila velikost mladéte pfi lihnuti (Hill 1993; Finkler et al.
1998) nebo ovliviiovala Uspésnost a zpozdéni lihnuti (Ferrari et al. 2006; Alqualti et al. 2007).

Formovani vajicka a zacatek embryonalniho vyvoje se uskutecruje pti prichodu
¢astmi vejcovodu (tj. infundibulem, magnem, isthmem), Zlazou k tvorbé skorapky v déloze a
vaginou. K oplozeni dochazi v infundibulu (Fasenko 2007). Pfi kladeni se zarodek nachazi ve
stadiu gastruly a k dalSimu vyvoji dochazi po zapoceti inkubace. PIné rozeznatelné ptace se u
driibeze ve vejci nachazi 12. den inkubace. Na tuto diferenciacni c¢ast vyvoje embrya
navazuje faze rlstovd, kdy dochazi k zvétSovani velikosti a zrani embrya. Zd3a se, Ze ¢asna
diferenciacni faze vyvoje je relativné uniformni u prekocialnich i altricialnich druhd, odlisna je

délka pozdni rlistové faze (Deeming 2002).

1.3.1. pH bilku a aktivita antimikrobialnich proteint

V dobé, kdy vejce lezi v hnizdé, nebo i pokud je ihned inkubovano dochazi k Uniku
oxidu uhli¢itého skrz vajecné pory vedoucimu k nardstu pH z hodnot 7-8 k hodnotam 9,3-9,5
(Deeming 2002; Cunningham 1974; Qiu et al. 2012; Fang et al. 2012b). Jestlize dojde
k inkubaci nebo je vejce inkubovano ihned po nakladeni, pH klesa smérem k neutralité a po
nékolika dnech dosahuje pGvodni hodnoty pH (Benton & Brake 1996; Lapdo et al. 1999; Fang
et al. 2012b). Nicméné Grizard et al. (2015) u skfivanka rudotemenného (Calandrella
cinerea) prudky ndrlst koncentrace druhy den inkubace nezaznamenali, i kdyZ k poklesu
hodnot pH k neutralité dochazelo také. K navratu k plvodnim hodnotam pH vsak podle Qui

et al. (2012) dochazi pouze u fertilnich vajec, jak je ukdzano v grafu na Obrdzku 2. To
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potvrzuje, Ze ptaci embryo plsobi na fyzické a chemické slozky bilku pred inkubaci a béhem
pocatecnich hodin inkubace, jak navrhuje také Benton et al. (2001). Ztrata oxidu uhli¢itého a
rapidni zmény pH ve vajecném bilku jsou pravdépodobné zodpovédné za zkapalnéni bilku
béhem casnych fazi inkubace (Benton & Brake 1996). Zkapalnéni bilku muZe slouzit
k uvolnéni makromolekul, glukdzy, esencidlnich iont v bilku a umoznit jejich pohyb do
blastodermu nebo redukovat bariéry plynné difize v bilku (Burley & Vadehra 1989). Na
druhou stranu zkapalnéni vede ke ztraté viskozity bilku, kterd se podili na udrzovani Zloutku
v centralni pozici a zabranfiuje tak kontaminaci Zloutku kontaktem s vajecnou skotrapkou
(Board & Fuller 1974). Tyto rychlé a vyrazné zmény pH mohou také vést ke zméndm

antimikrobidlniho potencialu bilku.

10.0 5

9.5

pH

9.0 1

8.5 —o— QOplozené
—a— Neoplozené

8.0 — T T T T
1] 1 2 3 4 5 6 7
Inkubace (dny)

Obr. 2: pH vajecného bilku oplozenych a neoplozenych slepicich vajec
béhem prvniho tydne inkubace v intervalu 24 hodin; Qui et al. 2012
Antimikrobidlni aktivita C-typu lysozymu je vysoka mezi hodnotami pH 5-8, zatimco
G-typ lysozymu vykazuje maximalni aktivitu pfi pH okolo 5,3 (viz Obrazek 3) (Wellman-
Labadie et al. 2008a). Pokles specifické lysozymalni aktivity béhem druhého dne inkubace,
ktera byla demonstrovana ve studiich Fang et al. (2012a,b) a Grizard et al. (2015), mUze byt
lysozymu (Fang et al. 2012b). Na rozdil od lysozymu, ovotransferin vykazuje vyssi stabilitu
béhem casné inkubacni faze (Fang et al. 2012a). Tranter & Board (1984) demonstruji, Ze
alkalické pH (9,5) mlze podpofit vychytdni Zeleza ovotransferinem. Rapidni narust pH tak

sve

muze byt primarni pri¢inou narlstu aktivity ovotransferinu (Fang et al. 2012b).
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Obr.3: Aktivita lysozymu slepitiho (C-typ) aphl—tleiho (G-typ) bilku v zévislosti
na pH; Wellman-Labadie et al. 2008a
1.3.2. Absorpce antimikrobialnich proteinti béhem embryogeneze

Béhem c¢asného embryondlniho vyvoje dochazi k formovani sub-embryonalni tekutiny
(SET), kterd je zasadni pro vyvoj embrya (Benton & Brake 1996, Deeming 2002). SET je
vodnaty roztok nachdzejici se v dutiné pod embryem a na vrcholu Zloutku (Romanoff 1967;
Deeming 2002). Pfi vzniku SET dochdzi k poklesu mnozstvi bilku kvali potifebé transportu
vody do Zloutku, kde je |épe pfistupnd pro pozdéjsi formovani tekutin plodovych oball. U
prekocidlnich ptdk( objem SET odrdzi celkové mnozstvi vajecné hmoty (Romanoff 1967).
Vzhledem k vy$Simu obsahu bilku u altricidlnich ptakd je mozno predpokladat vétsi mnozstvi
SET u téchto druh(.

Okolo dvanactého dne inkubace dochaziu drlbeze kdruhé fazi utilizace bilku,
presunu bilkovych proteind do plodové vody a ¢asem do Zloutkového vaku (Deeming 2002;
Yoshizaki et al. 2002). Carinci & Manzoli-Guidotti (1968) také demonstrovali, Ze nedochazi
v patrném mnoizstvi k absorpci bilkovych protein( pfed dvanactym dnem inkubace a béhem
této doby je podil bilkovinné slozky témér stejny jako u neinkubovanych vajec. Bilkovy vak

zanika za normdlnich podminek Sestndcty den inkubace (Deeming 1991).

1.4. Inkubace

Inkubace je zasadné dllezita pro reprodukéni Gspéch ptakl. BEhem inkubace rodice
chrani vejce pred podminkami okolniho prostfedi a poskytuji jim relativné stabilni tepelné
podminky pro vyvoj embrya (Drent 1973). Optimalni teplota pro normalni vyvoj embrya
spadd do uzkého rozmezi mezi 36 a 38 °C. Ve srovnani s tim, ptaci embryo se nevyviji pfi

teplotach pod 24-27 °C. Tento prah se oznacuje jako fyziologicka nula (Drent 1975, Webb
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1987). | kdyzZ inkubace hraje zasadni roli pfi zajistovani Zivotaschopnosti a optimalniho vyvoje
embrya, recentni studie poukazuji také na obrannou roli inkubace pred mikrobidlni infekci
vnitfnich struktur vajec (Cook et al. 2005a; Shawkey et al. 2009; D’Alba et al. 2010a; Ruiz-De-
Castafieda et al. 2011; Ruiz-De-Castafieda et al. 2012) a stim spojené patrnosti
v reprodukénim chovani ptaka.

Zivotaschopnost nakladenych vajec postupné klesa pfi vystaveni okolnim podminkam
prostiredi (Beissinger et al. 2005; Godard et al. 2007; Wang et al. 2011) pravdépodobné kvali
dvéma mechanismim: mikrobidlni infekci skrz vaje¢né poéry a prodlouzené expozici
nevhodnym okolnim teplotdm. Cook et al. (2003) demonstruje, ze vejce kura domaciho
(Gallus gallus) v podminkach horského mlzného lesa vykazuji za zvySené pritomnosti
mikroorganism{ snizeni lihnivosti. Podobné byl pokles lihnivosti zaznamenan u vajec drozdce
karibského (Margarops fuscatus) ve stejnych podminkach prostiedi (Cook et al. 2005b).
Mimoto, pokud se teplota okolniho prostfedi pohybuje nad hodnotou fyziologické nuly, ale
nedosahuje inkubacnich teplot, mlze dochdazet k abnormdinimu vyvoji a dokonce umrti
embrya (Webb 1987). Na druhou stranu Fasenko (2007) hypotetizuje, Ze ¢astecné vyvinuta
stddia embrya jsou vice resistentni k dlouhodobé expozici okolnim podminkdam. Tato
omezeni okolniho prostfedi mohla vést k evoluci odlisSnych typl inkubace u rlznych druh

ptakd.
1.4.1. Zacatek pIné inkubace a ¢astecna inkubace

Patrnosti zacatku plné inkubace, kdy je udrzovdna konstantni teplota do zacatku
lihnuti, spadaji do dvou Sirokych kategorii. V prvnim pfipadé je zadatek pIné inkubace
opozdén do sneseni posledniho vejce a tedy kompletace snisky a mladata se tim padem
lihnou synchronné. To znamend, Ze vylihnuti prvniho a posledniho mladéte probéhne v
rozmezi 24 hodin nebo méné (Ricklefs 1993). Obecné je tento typ inkubace snlsky rozsifeny
pfedevsim u prekocidlnich druhd ptakd. K udrzeni synchronniho lihnuti mdze mimo jiné
dochdazet, pokud okolni teploty béhem kladeni snsky zlstavaji pod fyziologickou nulou a
vyvoj embrya je tedy zapocat zhruba ve stejnou dobu u vsSech vajec (Ricklefs 1993).
V druhém pfipadé je plna inkubace zapocata s nakladenim predposledniho vejce nebo dfive
(Bessinger & Waltman 1991). Tento zpUsob inkubace je bézny spise u druh( s altricialnimi
mladaty. Casnégji nakladena vejce obdrii vyhodu ve vyvoji a mladata se lihnou v obdobi

delSim neZ 24 hodin a vykazuji tedy asynchronni lihnuti (Wiebe & Bortolloti 1994), které
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Casto, ale ne vidy, vede k umrti posledniho vylihnutého mladéte (Stoleson & Beissinger
1999; Cook et al. 2003). Jak demonstruje Wang & Beissinger (2009) na zdastupcich pévcq,
nastup zacatku pIné inkubace se zrychluje s rostouci velikosti snasky.

Pfed zacatkem plIné inkubace mUZe dochazet k ¢astecné inkubaci. Dochazi kni u
zhruba 50 % druhl a je charakterizovana jako méné pravidelna inkubace spojend
s ndvstévami hnizda béhem kladeni (Wang & Beissinger 2011). Jak ukazali Loos et al. (2004),
k ¢aste¢né inkubaci dochdzi u zdstupcld prekocidlnich druh(, jejichz mladata se lihnou
synchronné. OvSem i altricidlni zastupci pévcl, jejichZz mladdata se lihnou asynchronng,
mohou také vykazovat jistou miru ¢astecné inkubace vranych fazich kladeni (Wang &
Bessinger 2009).

S ohledem na vysSe zminénd fakta se da predpokladat, Zze k ¢aste¢né inkubaci bude
dochazet, pokud budou okolni podminky prostfedi degradovat Zivotaschopnost vajec.
Obrana proti mikrobialni infekci vajec ve snlGSce pak muiZe byt adaptivnim vysvétlenim
¢astecné inkubace (Cook et al. 2005b). Toto tvrzeni podpofil Ruiz-De-Castaneda et al. (2012)
kdyz ukazal, Ze samice lejsk( ¢ernohlavych (Ficedula hypoleuca) zacinaji s ¢astec¢nou inkubaci
béhem dne, aby pravdépodobné zabranily mnozeni mikroorganismd na povrchu vajec
v dUsledku vyssich teplot, zatimco nizsi teploty béhem noci mohou limitovat metabolickou
aktivitu vétsiny bakterii. U péti druht pévcl ve studii Wang & Beissinger (2009) byla ¢astecna
inkubace primdarné pozorovana také béhem dne. Mimoto, bez ohledu na riziko infekce vajec
skrz skorfapku muzZe byt castecnd inkubace nezbytnd k redukci rlstu a nepfiznivého vlivu
mikroorganismU prenasenych do vnitrnich struktur vajec vertikalné (Cook et al. 2005b) tzn.
pfi tvorbé vajec ve vejcovodu samice (Gantois et al. 2009). Také samice hnizdici v otevienych
hnizdech by mély wvyuzivat c¢astecnou inkubaci pravdépodobnéji nez samice hnizdici
v dutinach, kde muize samotna teplota okolniho prostfedi aktivovat antimikrobidlni
mechanismy. Ve studii provedené Godard et al. (2007) totiz i relativné kratkd expozice
slepic¢ich vajec vyssim teplotam (>27°C) v dutinovych hnizdech aktivuje antimikrobidlni

enzymy v bilku, ale nedochazi pritom k abnormalnimu vyvoji embrya.

1.4.2. Obranny mechanismus inkubace souvisejici s infekci vnitfnich struktur vajec

mikroorganismy

Bylo navrzeno nékolik mechanismi vysvétlujicich pokles mikrobidlni zatéze na

povrchu vajec spojenych s inkubaci (Cook et al. 2003, 2005a; Shawkey et al. 2009; D’Alba et
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al. 2010a). Cook et al. 2005b ve své studii uvaZzoval inkubaci jako prostfedek redukce
kapalné vody na skorapce. Pfitomnost kapalné vody na povrchu vajec podporuje rst
mikroorganismU a je médiem pro jejich transport do vnitfnich struktur vajec. Mlze také
usnadniovat interakce mikroorganismu jako je kompetice, symbidza nebo tvorba biofilmu a
zvySovat dostupnost novych zdrojl Zivin transportem bakterii po povrchu vajecné skorapky
(D’Alba et al. 2010a). Jako prvni experimentdlné demonstrovala udrzovani suchého povrchu
vajec jako antimikrobidlni mechanismus inkubace ve své studii D’Alba et al. (2010a).
Pfirozené inkubovana a neinkubovana vejce vlastovky stromové (Tachycineta bicolour) byla
exponovana okolnim podminkdm nebo podminkam se zvySenou vlhkosti. Obé neinkubované
skupiny vajec nesly vys$si mikrobidlni zatizeni na povrchu vajec neZ vejce inkubovana.
Podobné Ruiz-De-Castafieda et al. (2011) ukazali, Ze inkubace udrzuje povrch vajec suchy a
limituje bakteridlni rlist na skorapce. Shawkey et al. (2009) také poukazuje na to, Ze vejce
podrobena inkubaci méla suchy povrch na rozdil od vajec neinkubovanych. Redukce vlhkosti
pak muazZe vést ke zméndam v diverzité bakteridlnich spolecenstev na povrchu vajec a tim
k minimalizaci bakteridlnich interakci a riziku infekce vnitfnich struktur vajec.

Mezi dal$i obranné mechanismy spojené s inkubaci patfi potlacovani patogennich
bakterii na povrchu vajec podporou ristu komenzalnich a symbiotickych bakterii (Soler et al.
2010). Shawkey et al. (2009) ale ve své studii podporujici vliv inkubace na rlst komenzalnich
bakterii na povrchu vajec neprokazal. Naopak mozZnou ochrannou funkci bakterii ve
spole¢enstvu na povrchu vajec béhem inkubace proti vnéjsi invazi patogennich bakterii

ukazali ve studii Grizard et al. (2015).

1.4.3. Interakce teploty a antimikrobialnich proteint v bilku

V pfipadé, Ze bakterie proniknou skrz vajec¢né péry do vnitinich struktur vajec, mize
zvySenim teploty vajec pomoci inkubace dojit k narlistu aktivity antimikrobialnich protein(
v bilku (Board & Tranter 1986). Hypotézu ukazujici aktivacni vliv teploty na antimikrobidlni
proteiny podpofili také Alabdeh et al. (2011).

Koncentrace obou antimikrobidlnich proteini (lysozymu i OVTR) se méni v Case
v zavislosti na inkubaci. Cunningham (1974) demonstroval ve své studii na vejcich kura
domadciho (Gallus gallus) pokles enzymatické aktivity jak OVTR, tak lysozymu. Fang et al.
(2012b) demonstruje mirny pokles a nasledny narlst koncentrace lysozymu v ranych

inkubacnich fazich. Mozna pfic¢ina dynamické zmény koncentrace lysozymu v bilku maze byt
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poruseni struktury lysozym-ovomucin (Fang et al. 2012b). Fang et al. (2012a) také ukazuje,
Ze i kdyz koncentrace lysozymu v bilku zGstdva nezménéna po dobu péti dni inkubace,
antimikrobidlni aktivita klesd béhem prvnich dvou dni inkubace a nasledné v pozdéjsich
fazich roste. Jako moZny dlvod této variability se jevi dynamické zmény pH bilku
inkubovanych vajec a formovani dimer( bez lytické aktivity. Navic, zatimco Cunningham
(1974) navrhuje pokles Zelezo-vazebné aktivity OVTR, Fang et al. (2012a,b) ukazuje na narust
koncentrace OVTR u inkubovanych slepicich vajec, ktery mlze byt zplsoben posunem vody
mezi vajeCnymi komponenty béhem inkubace. Mimoto rozpad vitelinni membrany
obsahujici OVTR béhem inkubace muze také zapficinit zvySeni koncentrace OVTR v bilku
(Fang et al. 2012b). U OVTR je narlst koncentrace vidy spojen se vzruastajici antimikrobialni
aktivitou proteinu (Fang et al. 2012a,b). Stejny trend, tedy pokles koncentrace lysozymu a
narist koncentrace OVTR béhem inkubace, demonstrovali u skfivinka rudotemenného

(Calandrella cinerea) s altricialnimi mladaty Grizard et al. (2015). Vliv teploty na

antimikrobidlni proteiny v bilku je shrnut v Tabulce 2.

Tabulka 2: Vliv inkubacni teploty na antimikrobialni proteiny v bilku; koncentrace proteinu s inkubacni
teplotou klesa (), stoupa(4), neméni se (0), klesa a nasledné roste (J)

Lysozym  Ovotransferrin Modelovy druh Zdroj
N NP Gallus gallus Cunningham 1974
0 r Gallus gallus Fang et al. 2012a
T r Gallus gallus Fang et al. 2012b
N2 1 Calandrella cinerea Grizard et al. 2015

Koncentraci a naslednou antimikrobidlni aktivitu proteini muze ovliviiovat i teplota
okolniho prostredi. Horrocks et al. 2014 testoval hypotézu, Ze koncentrace antimikrobidlnich
proteinli se méni s podminkami prostredi, které predikuji riziko mikrobialni infekce. Na rozdil
od ocekavani nasel vyssi lysozymalni aktivitu ve vejcich skfivanl (Alaudidae) z teplejsich,
sussich lokalit, kde je predpokladano nizsi riziko mikrobialni infekce. Navic lysozym a OVTR
vykazovaly slaby protichidny efekt ve vztahu k teploté.

Ve studiich zabyvajicich se vhodnou skladovaci teplotou vajec pred inkubaci se
koncentrace OVTR béhem sedmi dn( v teplotach 5 °C, 20 °C ani 30 °C vyrazné neménila
(Schéafer et al. 1999), stejné tak pri pokojové teploté (20 °C) ve studii Liu et al. (2013). Navic
koncentrace lysozymu se také pfi skladovacich teplotdch vyrazné neméni (Schafer et al.

1999).
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2. Hypotézy a cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo experimentalné testovat vliv ¢aste¢né a plné inkubace,

koncentrace vybranych antimikrobidlnich proteind v bilku a jejich vzajemné interakce na

antimikrobialni potencial bilku in vitro u dvou modelovych druhl ptakd, lisicich se v

koncentraci testovanych antimikrobidlnich protein v bilku, velikosti a zpUsoby inkubace

snusky. Konkrétné byly testovany tyto hypotézy:

Manipulativni zvySeni koncentrace vybranych antimikrobidlnich proteind v bilku se
projevi vyssi antimikrobidlni aktivitou vUci vybranym bakteridlnim kmenlim, avsak
rozdilné u obou modelovych druhi v zavislosti na typu manipulovaného proteinu.

» U holuba, jehoZz dominantnim antimikrobidlnim proteinem obsazenym v bilku je

ovotransferin, lze ocekdvat intenzivnéjsi antimikrobidlni puUsobeni bilkd
obohacenych ovotranferinem, zatimco u kfepelky budou vyssi antimikrobialni

aktivitu vykazovat vejce obohacena o lysozym.

Efekt plné a ¢astecné inkubace na zvySovani antimikrobidlniho potencidlu bilku se
bude u obou modelovych druhd lisit.

» V kontextu predpokladu antimikrobidlniho efektu ¢aste¢né inkubace predevsim u

prekocidlnich druh( s velkymi snGskami, bude mit ¢astecna inkubace silnéjsi vliv
na zvySovani antimikrobiadlniho potencialu bilku u kfepeléich vajec v porovnani
s vejci holubimi

Efekt plné inkubace na zvySovani antimikrobidlniho potencialu bilku bude vétsi u

holuba, ktery plné inkubuje vétsinou jiz prvné snesené vejce

PInd i ¢astecna inkubace bude ovliviovat koncentraci vybranych protein( v bilku
obou druh(.

» U ovotransferinu lze, na zakladé vlivu teploty na chemicko-fyzikalni zmény v bilku,

predpokladat narlst koncentrace spolu sintenzitou inkubace, zatimco
koncentrace lysozymu bude s intenzitou inkubace klesat. Vyraznéjsi efekty na
zmény koncentrace obou proteinl vlivem inkubacnich teplot Ize ocekavat u bilk(

s manipulovanou koncentraci lysozymu a ovotransferinu
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3. Metodika

3.1. Modelové druhy

Pro vyzkum teplotni zavislosti antimikrobialni aktivity bilkovych proteint byli vybrani
dva béiné chovani zastupci altricidlnich i prekocidlnich druhG ptdkd — holub domdci
(Columba livia) a kiepelka japonskd (Coturnix japonica), které se lisi svymi reprodukénimi
strategiemi a koncentraci antimikrobidlnich komponent bilku. Pro kfepelku jsou
charakteristické vétsi snGsky (8-10 vajec), ¢astecna inkubace v dobé kladeni a zacatek plné
inkubace az po kompletaci snlsky (Mills et al. 1997). Naproti tomu holub klade pouze 2
vajicka a zasedda vétSinou po sneseni prvniho vejce (Levi, Wendell 1977). Doba inkubace
vybranych modelovych druhl se vyrazné nelisi (kfepelka — 16 dni, holub — 18 dni v zavislosti
na pocasi). OdliSné je ale sloZzeni a pomér Zloutku a bilku ve vejcich, které uUzce souvisi
s embryondlnim a postembryonalnim vyvojem (Ricklefs 1977b). Tyto rozdily v reprodukénich
strategiich obou druhd mohou souviset, mimo jiné, s odliSnymi obrannymi mechanismy,
které limituji riziko infekce vaje€ného obsahu mikroorganismy (Grenier & Beissinger 1999;

Cook et al. 2003, 2005b).

3.2. Puvod, zplisob kompletace a pFipravy experimentalnich vajec

Kfepeléi vejce byla poskytnuta panem Oldfichem Machem z Vyzkumného ustavu
ZivoCisné vyroby v Praze — Uhfinévsi. Holubi vejce byla ziskana od chovatelll plemene
postovni holub pana Petra Smréka a pana Stanislava Cesneka (kraj Vyso€ina, okres Trebi¢).
Od jednotlivych chovatell byla odebirdna maximalné 3 dny stara fertilni vejce, ktera byla
nahodné rovhomérné rozdélena do dvandcti skupin podle zptsobl nasledné manipulace (viz
Obr. 4). Poté byla pomoci posuvného méritka zmérena délka a Sitka oznacenych vajec.
Primarni mikrocendzy byla vejce zbavena otfenim 70% etanolem. Nasledné byla vejce
skladovana ve stabilnich podminkach (21 °C, 50-60% vlhkost) ve sterilnich plastikovych
boxech do doby dalsiho zpracovani vramci provedeni experimentl (max. 1-2 dny). Pro
stanoveni koncentrace cilovych proteind v bilku bylo v pre-experimentu analyzovano
osmnact vajec kazdého druhu, v pfipadé holubich vajec paralelné od obou chovatell. Dale
bylo provedeno 6 setd manipulativhiho experimentu, pficemZz v kaidém setu bylo

manipulovano s Sedesati kfepelcimi vejci a tficeti holubimi vejci. Nerovhomérny pocet
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holubich a kfepelcich vajec v experimentu byl zplsoben problematickym ziskavanim vétsiho
poctu vajec od chovatell holub.
3.3. Metodika stanoveni koncentrace cilovych antimikrobidlnich proteinl
v bilku
Pfed manipulaci s jednotlivymi cilovymi proteiny, byla nejprve stanovena jejich

koncentrace v bilku modelovych druh( v pre-experimentu.

3.3.1. Stanoveni koncentrace ovotransferinu (OVTR)

Koncentrace OVTR, proteinu schopného s vysokou afinitou vdazat Zelezo, byla
stanovena pomoci méfeni maximalniho mnozZstvi Zeleza nezbytného k nasyceni veskerého
OVTR pfitomného ve vzorku. Yamanishi et al. (2002) ukazali, Ze toto stanoveni velmi dobre
koreluje s koncentraci OVTR. V principu se jednd o tfi reakce, béhem nichz jsou sledovany
zmény absorbance. Tato metodika je detailné popsana ve studii Horrocks et al. (2011).

Analyzované vzorky bilku byly zvortexovany a poté naneseny v mnozstvi 25 ul do
jamek mikrotitracni desticky (p-LAB, desticky s jamkami s plochym dnem, 781602) ve ¢tytech
opakovdnich vedle sebe. Do dvou poslednich fadkd byly umistény standardni roztoky OVTR
(C0755, Sigma-Aldrich v rozmezi koncentraci: 30 mg/ml - 0,1 mg/ml; zasobni roztok OVTR c=
40 mg/ml fedén roztokem 1 (50 ml ddH,o0, 7,3 g Tris, 6,4 g uhli¢itan sodny, 0,84 g Triton-X))
pro vytvoreni kalibra¢ni kfivky. Pfidanim prvniho roztoku (150 ml ddH,0, 7,3 g Tris, 6,4 g
uhli¢itan sodny, 0,84 g Triton-X, 600 ul Iron standard solution) ke vzorkiim doSslo k saturaci
OVTR Zelezitymi ionty. Pro zjisténi hodnoty pozadi byla ihned zmérena absorbance pfri
vinovych délkdch 570 nm a 660 nm na spektrofotometru (Tecan). Ndasledovala inkubace pfi
37 °C po dobu 5 minut. Poté byly nenavazané prebytky Zeleza redukovény pfidanim roztoku
obsahuijici kyselinu askorbovou (100 ml ddH,0, 0,49 g FerroZine ", 0,6 g Tris, 0,574 g kyselina
L-askorbova) na Zeleznaté ionty. Nasledné pfi inkubaci vzork( s chromogenem FerroZine” (5
minut, 37 °C) doslo k jejich vazbé s chromogenem za vzniku barevnych komplex(. Nakonec
byly Zelezité ionty navdzané na OVTR disociovany pfidanim roztoku obsahujici kyselinu
citronovou (200 ml ddH,0O, 25,2 g kyselina citronova, 0,38 g Thiomocovina), coz vedlo
k tvorbé dalSich barevnych komplext Zeleznatych iontl s FerroZinem. S tim spojeny narust
absorbance reakéni smési byl monitorovan v ¢ase. Prvni méreni absorbance pfi vinovych
délkach 570 nm a 660 nm bylo provedeno ihned po pfidani roztoku s kyselinou citronovou.

Po 6 minutach inkubace pfi 37°C bylo méreni pfi obou vinovych délkach zopakovano.
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Vysledné mnoiZstvi Zeleza schopného nasytit veSkery OVTR ve vzorcich byl uréen
rozdilem namérenych hodnot pfi obou vinovych délkach na zacatku a na konci Sesti

minutové periody po odecteni hodnoty pozadi.

3.3.2. Stanoveni koncentrace lysozymu

Koncentrace lysozymu ve vzorcich bilku byla méfena metodou radidlni difuze (viz
Osserman & Lawlor 1966). Nejprve bylo v 1% agaru (200 ml Britton-Robinsonova pufru, 2 g
agaru) rozpusténo konkrétni mnozstvi (100 mg) lyofilizovanych bunék Micrococcus luteus
syn. lysodeikticus). Tato grampositivni bakterie je vysoce citliva na aktivitu lysozymu (Salton
1957). Poté byly v zatuhlém agaru na Petriho miskach vysekdany malym korkovrtem jamky,
do kterych bylo nanaseno v duplikatech 10 ul danych vzork( bilku a standardy. Vzorky bilku
byly fedény vpoméru 1:1 Britton-Robinsonovym pufrem. Jako standard byl pouzit
purifikovany, lyofilizovany lysozym ze slepicich bilk(i (62971, Fluka) v koncentracich 20, 15, 7,
4, 2 a 0,5 mg/ml v Britton-Robinsonové pufru. Nasledné byly misky inkubovany 23 hodin pfi
stabilni teploté (21 °C, 50-60% vlhkost). Vytvofené zény lyze bunék okolo jamek byly
vyfotografovany digitalnim fotoaparatem na stativu (Canon EOS450D s makroobjektivem
50mm F2,8) a jejich plochy stanoveny pomoci programu pro analyzu obrazu Imagel
(freeware). Vysledna koncentrace lysozymu (mg/ml) byla uréena interpolaci hodnot z

kalibra¢ni kfivky vytvorené v programu GraphPad Prism 6.

3.4. Mikrobiologické pre-experimenty
Pfed samotnym manipulativnim experimentem byla zjistovana citlivost vybranych
gram-positivnich (G+) a gram-negativnich (G-) bakterii k antimikrobidlnimu pUsobeni
vajeCného bilku. Bakterie byly vybrany na zdakladé studii sledujicich diverzitu bakterii
pronikajicich do vnitfnich struktur vajec (Tabulka 3).

Tabulka 3: Vybrané bakterie pronikajici do vnitfnich struktur vajec; gram-negativni (G-) a gram-positivni (G+)

rod studie
Bacillus G+ Wang et al. 2011; Cook et al. 2003, Bruce &
Johnson 1978, Pinowski et al. 1994
Pseudomonas G- Cook et al. 2003,2005b, Bruce & Johnson 1978
Micrococcus G+ Wang et al. 2011, Bruce & Johnson 1978
Proteus G- Cook et al. 2003
Enterococcus Bruce & Johnson 1978, Pinowski et al. 1994,
G+ . .
Javirkova et al. 2014
Escherichia G- Pinowski et al. 1994, Cook et al. 2003
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Lyofilizované bakteridlni kmeny (Pseudomonas aeruginosa 5537, Enterococcus
faecalis 5766) byly obdrieny z Ceské narodni sbirky typovych kultur CNCTC. Ostatni kmeny
(Bacillus subtilis 168, Micrococcus luteus syn. lysodeikticus CCM169, Escherichia coli K-12,
Proteus mirabilis CCM7188) byly ziskany ze sbirek Katedry genetiky a mikrobiologie PFF UK.
Nejprve muselo byt asepticky provedeno oziveni lyofilizovanych bakteridlnich kultur. Susina
lyofilizovanych bakterii byla rozpusténa v 300 pl Zivného média (Nutrient broth (Difco) — P.
aeruginosa., P. mirabilis; Brain heart infusion — E. faecalis). Poté bylo 50 pl vzniklé suspense
zaockovano na plotny a do odpovidajiciho tekutého média. VSe bylo inkubovéano pfi teploté
37 °C v termostatu a na tfepacce pres noc. Druhy den bylo provedeno preockovani 1 kolonie
z plotny znovu na plotnu a preockovani do tekutého média. Ndsledovala dalsi inkubace pres
noc v 37 °C. Treti den byly z bakterii na plotnach vytvoreny konzervy na Sikmych agarech,
které byly uloZzeny pfti teploté 5 °C a pozdéji vyuzity pfi testovani citlivosti na vajeény bilek.

Pro testovani citlivosti bakterii k bilku byla zvolena bézné vyuZivand metoda difuze
v agaru (viz nize). Kultury vybranych bakterii byly jednotlivé zaockovany z konzerv na Sikmém
agaru do LB (Luria-Bertani) média a 17 hodin inkubovany v tfepacce (180 rpm) pfti teploté
37°C. Toto nocni inokulum bylo druhy den zfedéno na cca OD = 5,0. Pfiprava misek ve tfech
opakovdnich byla pak shodna s postupem popsanym nize (3.5.1. Stanoveni antimikrobialniho
potencialu bilku), pouze u E. faecalis byl do misek nalévan Brain heart agar (2%). Do jamek
na miskach byly v mnoiZstvi 20 ul nanaseny vzorky bilku, jako negativni kontrola PBS
(phosphate buffered saline) a jako positivni kontroly lysozym (62971, Fluka; 10 mg/ml v PBS)
a OVTR (C0755, Sigma-Aldrich; 40 mg/ml v PBS). Pro zvySeni antimikrobialni aktivity OVTR
vici E. coli, demonstrovanou v nékolika studiich (Valenti et al. 1981; Ko et al. 2008;
Wellman-Labadie et al. 2008a), byl do dvou ploten experimentalné pridan hydrogenuhlititan
sodny (NaHCOs), ktery podporuje navazani Zeleza na OVTR (Valenti et al. 1981). VSechny
misky byly poté ponechany 24 hodin v termostatu pti 37 °C. Po skonceni inkubace byly misky
vyfotografovany digitdlnim fotoaparatem a vyhodnoceny. Na zakladé vyhodnoceni byly pro
zjistovani antimikrobialniho potencialu bilku manipulovanych vajec vybrany dvé G+ bakterie
Bacillus subtilis a Micrococcus luteus, které vykazovaly nejvyssi citlivost vici bilkiim obou

modelovych druhi (viz Prilohy: Vysledky mikrobiologického pre-experimentu).
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3.5. Manipulativni experiment
3.5.1. Experimentalni design

Kfepelci (n = 60) a holubi (n = 30) vejce byla paralelné manipulovdna zvySovanim
koncentrace vybranych proteint (LSM a OVTR) a rGznymi zpUsoby inkubace v jednotlivych
experimentdlnich setech. Schéma setu, podle kterého byla vejce rozdélena, je ukdzano na

Obrazku 4. Celkem bylo provedeno 6 setll experimentu.

Cilovy druh
LSM + OVTR + LSM + OVOTR + @ (PBS)
INKO | INKF |INKI INK D INKF | INKI INK D INKF | INKI INK O INKF | INKI

Obr. 4: Popis experimentilniho designu; zvySovani koncentrace lysozymu (LSM+), ovotransferrinu (OVTR+]),
lysozymu i ovotransferrinu (LSM+OVTR+), bez zvySoviani koncentrace proteini (@ (PBS)); bez inkubace (INK 0},

plna inkubace (INK F), tastefnd inkubace (INKI)

3.5.2. Priprava roztokt k manipulacim
Manipulované mnoZstvi OVTR a lysozymu vychazelo z vysledk(i pre-experimentu
(3.2.1. Stanoveni koncentrace ovotransferinu, 3.2.2. Stanoveni koncentrace lysozymu),
v némz byla zjistovana priimérna koncentrace téchto protein( ve vejcich modelovych druh(
(n=18) (viz Tabulka 4). Toto mnoZstvi odpovida 20 % z priGméru zjisténé koncentrace ve vejci

daného druhu a do vejce bylo vpravovano v 50 pl sterilniho PBS (phosphate buffered saline).

Tabulka 4: Vysledky pre-experimentu - stanoveni koncentrace antimikrobialnich proteint v bilku

Krepelka Holub
LSM OVTR LSM OVTR
Priimérna koncentrace v 1 ml bilku (mg) 6,4 0,88 2,65 3,28
Priimérna koncentrace ve vejci (mg) 81,92 11,3 47,7 59,04
Manipulované mnoizstvi 20% z priméru (mg) 16,38 2,26 9,54 11,808
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3.5.3. Aplikace roztoku proteint a sterilniho PBS do experimentalnich vajec

Aplikace proteini do pfipravenych vajec otfenych 70% etanolem a zméfenych
posuvnym méritkem byla provadéna ve sterilnich podminkach (flowbox). Po ndhodném
rozdéleni vajec do danych experimentalnich skupin (viz Obr. 4), byla jednotliva vejce nejprve
v misté vpichu otfena 70% ethanolem a poté perforovana injekcni jehlou (Medoject 0,7x40
mm). Nasledné bylo do kaZdého vejce z pfislusné skupiny vpraveno pomoci inzulinové
sttikacky sjehlou 50 ul roztoku lysozymu (LSM+), ovotransferinu (OVTR+), lysozymu a
ovotransferinu (LSM+OVTR+) nebo sterilniho PBS (@ (PBS)). Misto vpichu bylo zakdpnuto
malym mnozstvim gelového sekundového lepidla (Herlitz Superglue). Aby bylo zabranéno
kontaminaci obsahu vejce, byla pro vneseni roztoku pouzZita vidy nova sterilni jehla i
inzulinova stiikacka. Tento postup byl pouZit nap¥. ve studii Andersson & Ahlund (2001) ¢&i

Javirkova et al. (2015).

3.5.4. Inkubace vajec v raznych teplotach

Manipulovand vejce byla poté podle schématu podrobena tfem typim inkubace.
Vejce vystavena plné inkubaci (INK F) byla inkubovana 4 dny (celkem 96 hodin) v inkubatoru
(Brinsea Ova Easy 190) pfi teploté 37,8 °C a relativni vihkosti 60 %. Vejce podléhajici ¢astecné
inkubaci (INK 1) stravila vinkubatoru 4 x 4 hodiny denné (celkem 16 hodin) pfi teploté
37,8 °C a relativni vlhkosti 60 % a 80 hodin ve vinotéce (Fagor Vintage) pfi teploté 10°C.
Posledni skupinu tvofila vejce, kterd byla ponechana 4 dny (celkem 96 hodin) bez inkubace
(INK 0) ve vinotéce pfi stabilni teploté 10°C, coz je priblizny denni pridmér teplot v dobé

hnizdéni modelovych druh( v pfirozenych podminkach.

3.5.5. Priprava vzorkd bilku k post-experimentalnim analyzam

Po uplynuti doby, kdy byla vejce vystavena riznym zpUsoblm inkubace, byla vSsechna
vejce ve sterilnich podminkdch pomoci skalpelu oteviena. Nasledné byl asepticky co
nejpresnéji oddélen bilek od Zloutku a pokud to bylo patrné, stanovena fertilita vejce dle
pritomnosti ¢i nepfitomnosti embrya ve Zloutkovém vaku. U kiepelky bylo mozné takto post-
experimentdlné stanovovat fertilitu pouze pro plné inkubovana vejce. Pro vejce inkubovana
Castecné byla fertilita zaznamenana pouze ve dvou pripadech. U holuba bylo mozno fertilitu
stanovovat u vajec inkubovanych plné, ale i ¢astecné a pouze u osmi vajec neinkubovanych,

coz bylo zfejmé zpUsobeno c¢aste¢nou nasezenosti vajec jiz pred jejich dodanim. Bilky byly
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bezprostfedné po jejich oddéleni od Zloutku podrobeny post-experimentdlnimu stanoveni
antimikrobidlni aktivity (viz 3.6.1. Stanoveni antimikrobidlniho potencidlu bilku) a
koncentrace lysozymu a pomoci pH metru se sondou (Voltcraft, PH-100 ATC) byla stanovena
jejich hodnota pH. Po stanoveni antimikrobidlni aktivity byly veSkeré experimentalni bilky
zamrazeny v -20 °C. Tyto zmrazené bilky pak byly pouzity k post-experimentalnimu stanoveni

koncentrace OVTR.

3.6. Post-experimentalni analyzy

3.6.1. Stanoveni antimikrobialniho potencialu bilku

Antimikrobidlni potencial bilku byl testovdn metodou diflize v agaru (agar diffusion
well), kterd se béiné vyuzivd ke zjistovani antimikrobidlnich Gcink( prirodnich latek,
pfedevsim antibiotik (viz napf. Voidarou et al. 2011, Bonev et al. 2008, Moon et al. 2012).
Metoda je zaloZzena na schopnosti testovanych latek potladovat bakteridlni rist nebo
bakterie pfimo zabijet, coZ vede k vytvoreni priahlednych zén bez bakteridlniho narlstu
v okoli zdroje latky. Aktivita bilku byla testovdna vici dvéma, v pre-experimentu vybranym,
bakterialnim kmenlm - Micrococcus luteus (CCM 169) a Bacillus subtilis (168). Tyto bakterie
byly detekovany jak na povrchu tak ve vnitfnich strukturdch vejce (Bruce & Johnson 1978,
Cook et al. 2003, Wang et al. 2011). Mimoto Micrococcus spp. mUzZe byt spojen pfimo s
umrtim embrya (Deeming 2002, Cook et al. 2003).

Kultury B. subtilis a M. luteus byly jednotlivé zaockovany do LB (Luria-Bertani) média
a 17 hodin inkubovany v tfepacce (180 rpm) pfi teploté 37 °C. Toto nocni inokulum bylo
druhy den zfedéno na OD = 5,0. 100 pl této bakteridlni suspense bylo nasledné pfidano do
3 ml sterilniho top agaru (0,7% LB agar), kterym byly prelity pfipravené standardni Petriho
misky (20 ml Luria-Bertani 2% agar) (Obrazek 5).

/—\’ 100 uL

0,7% LB

top agar
OIN Bac.sub. = - i)
nebo Micr. lut. — —

20ml 2% LB agar

Obr.5: Postup pfipravy standardnich misek
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Po zatuhnuti ploten vnich byly malym korkovrtem o prdméru 5 mm sterilné
vysekany jamky. Do jamek bylo asepticky nandseno v duplikdtech 20 pl vzork( bilku. Jako
negativni kontrola bylo do jamek kazdé misky pipetovdno 20 ul sterilniho PBS a jako positivni
kontrola slouzil lysozym ze slepicich bilkd (62971, Fluka) v koncentraci 10 mg/ml v PBS. Misky
byly poté inkubovdny 24 hodin v termostatu pfi 37°C. Po skonceni inkubace byly misky
vyfotografovany digitalnim fotoapardtem a plochy zén bez bakteridlniho narlstu v okoli
pfislusné jamky, odpovidajici antimikrobidlni aktivité bilku, byly stanoveny v programu

Imagel.

3.6.2. Post-experimentalni stanoveni koncentrace proteinti ve vzorcich bilku

Pro stanoveni koncentrace ovotransferinu ve vzorcich bilku manipulovanych vajec
byla pouZita stejnda metoda jako v pre-experimentu (viz 3.2.1. Stanoveni koncentrace
ovotransferinu). Analyza byla provedena na 90 vejcich kazdého modelového druhu
vybranych nahodné ze skupin OVTR+ a @ (PBS) podléhajicich plné inkubaci (n=15 ), éastecné
inkubaci (n=15) a vajec ponechanych bez inkubace (n=15).

Stanoveni koncentrace lysozymu probéhlo paralelné se zjistovanim antimikrobialniho
potencidlu vzork(l bilku tak, Ze na standardné pfipravené plotny byla v kazdém setu
nandasena rovnéz rada standard(l lysozymu (62971, Fluka) o Sesti koncentracich 20, 15, 7, 4, 2

a 0,5 mg/ml v PBS. Koncentrace lysozymu (mg/ml) byla stanovena interpolaci hodnot z

kalibra¢ni kfivky vytvorené v programu GraphPad Prism 6.
3.7. Statistické zpracovani dat
3.7.1. Analyzy antimikrobidlniho potencidlu bilku

Pro jednotlivé analyzy antimikrobialniho potencialu bilku holubich a kfepelcich vajec bylo
vyuzZito zobecnénych linearnich modell. Pro kazdy druh (krfepelka, holub) existovaly 2
samostatné modely.

V prvnim modelu byla zahrnuta pramérna antimikrobialni aktivita bilku vici B. subtilis
jako zavisla proménnd a typ inkubace (nulova, ¢astecna, plnd), manipulace lysozymem
(manipulovano,  nemanipulovdno), manipulace  ovotransferinem  (manipulovano,
nemanipulovdno) jako kategorické vysvétlujici proménné a pH bilku a objem vejce jako

spojité vysvétlujici proménné. Do modelu byly rovnéz zahrnuty dvojné interakce téchto
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vysvétlujicich proménnych a trojna interakce typu inkubace, manipulace lysozymem a
manipulace ovotransferinem.

V druhém modelu byla zahrnuta prlimérnd antimikrobidlni aktivita bilku vicéi M.
luteus jako zavisla proménna a typ inkubace (nulova, ¢astec¢na, plna), manipulace lysozymem
(manipulovano, nemanipulovdno), manipulace  ovotransferinem  (manipulovéano,
nemanipulovano) jako kategorické vysvétlujici proménné a pH bilku a objem vejce jako
spojité vysvétlujici proménné. Do modelu byly rovnéz zahrnuty dvojné interakce téchto
vysvétlujicich proménnych a trojna interakce typu inkubace, manipulace lysozymem a
manipulace ovotransferinem.

Pfed zarazenim do modell byly hodnoty prlimérné antimikrobidlni aktivity bilku vici
B. subtilis transformovany pomoci dekadického logaritmu a hodnoty primérné
antimikrobialni aktivity bilku vicéi M. luteus transformovany pomoci Box-Cox transformace
pro dosazeni normality dat. Hodnoty pH bilku a objemu vejce byly pred zafazenim do
modell Skalovany a centrovany.

Minimalniho adekvatniho modelu bylo dosaZeno postupnou zpétnou eliminaci
nesignifikantnich proménnych, jejich dvojnych interakci a trojné interakce ze zakladniho
modelu. Hodnoty p postupné eliminovanych nesignifikantnich proménnych je mozné najit

v Ptilohach (Tabulka P1, P2, P3, P4)

3.7.2. Post-experimentalni analyzy koncentrace bilkovych proteint

Pro analyzy post-experimentdlniho stanoveni koncentraci lysozymu a OVTR v bilku
obou druhl bylo rovnéz pouzito zobecnénych linedrnich modeld.

Pro kazdy druh byly vytvofeny dva samostatné modely zvlast pro kazdy protein, kde
byly v jednotlivych modelech primérna post-experimentdlni koncentrace lysozymu a
pramérna post post-experimentalni koncentrace ovotransferinu zavislé proménné a typ
inkubace (nulova, ¢astecna, plnd) a manipulace (manipulovano vs. nemanipulovano) a jejich
dvojné interakce jako kategorické vysvétlujici proménné.

Je nutno podotknout, Ze pro holuba nebyla kdispozici data udavajici post-
experimentdlni koncentrace lysozymu v nemanipulovanych kontrolnich vejcich z diivodu
nizkych hodnot koncentrace v téchto vzorcich bilku, které byly pod hranici detekce nami
vytvorené kalibracni krivky. V. modelu pro holuba byl proto jako jedina vysvétlujici proménna

zarazen pouze typ inkubace.
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Pro dosazeni normality dat byly pred zafazenim do modelu hodnoty primérné
post experimentalni koncentrace lysozymu zlogaritmovany pfirozenym a primérné
post experimentalni koncentrace ovotransferinu dekadickym logaritmem.

Veskeré analyzy byly délany pomoci programu R 3.2.1 (R Development Core Team 2015).
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4. Vysledky

4.1. Testovani antimikrobiadlni aktivity bilkli experimentalnich vajec vucdi
B.subtilis a M.luteus

4.1.1. Testovani antimikrobialni aktivity KREPELCICH bilk(i viéi B. subtilis a M. luteus
Analyzy antimikrobidlniho pUsobeni bilk(i kiepelCich vajec vici dvéma G+ bakteriim
B. subtilis a M. luteus prokazaly u obou bakteridlnich kmen( vyznamny efekt typu inkubace a
manipulace lysozymem na antimikrobidlni potencial bilku (Tabulky 5 a 6). U M. luteus byl
prokazan také signifikantni efekt objemu vejce na antimikrobidlni aktivitu kiepelcich bilkd
(Tabulka 6). Faktory pH bilku a manipulace ovotransferinem nemély na antimikrobidlni
aktivitu kfepelcich vajec vci obéma bakterialnim kmenUlm vliv. Podobné nesignifikantni byly
i interakce mezi vsemi sledovanymi proménnymi kromé marginalné nesignifikantni interakce
objemu vejce a manipulace lysozymem na antimikrobidlni aktivitu vaci M. luteus (viz Pfilohy,

Tabulka P1, P2).

Tabulka 5: Summary tabulka koeficientli pro minimalni adekvatni model testujici antimikrobidlni aktivitu
kiepeléich bilkt viéi B. subtilis; (o = 0.05)

Estimate Std.error tvalue p
intercept 0,013329 0,010559 1,262 0,2078
nulova INK 0,016587 0,012344 1,344 0,18
Caste€na INK -0,021031 0,012299 -1,710 0,0883
manipulace LSM 0,054161 0,009646 5,615 >0,0001 oAk

F-statistic(3,313): 14,35; R-squared: 0,1209; p < 0.0001

Tabulka 6: Summary tabulka koeficientli pro minimalni adekvatni model testujici antimikrobidlni aktivitu
kfepel€ich bilkd vici M. luteus; (a = 0.05)

Estimate Std.error t value p
intercept -0,262864 0,004046 -64,974 >0,0001 *oAk
objem vejce 0,003870 0,001859 2,082 0,0382 *
nulova INK 0,028083 0,004735 5,931 >0,0001 *oAk
Castecna INK 0,023564 0,004732 4,98 >0,0001 *oAk
manipulace LSM 0,062464 0,003719 16,794 >0,0001 *oAk

F-statistic(4,309): 84,7; R-squared: 0,523, p < 0.0001
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Antimikrobidlni aktivita krepelCich bilkG vac¢i  B. subtilis byla nejvy

neinkubovanych vajec a nejnizsi u ¢astecné inkubovanych vajec (Obrazek 6).
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Obr. 6: Vliv typ( inkubace na antimikrobidlni aktivitu kiepelZich bilk( vi&i B.subtilis;
chybové useky vyjadiuji primér a 95% konfidenéni intervaly

Neinkubovana vejce vykazovala prokazatelné vyssi antimikrobidlni plsobeni oproti
vejcim castecné inkubovanym. Rozdily mezi pIné inkubovanymi a neinkubovanymi a plné a

Castecné inkubovanymi vejci nebyly prikazné (Obrazek 7).

nulova-pina -

castecna-plna - £ ]

Castecna-nulova -

T T T
-0.0B -0.04 -0.02 0.00 0.0z 0.04
Konfindenéniintervaly pro parova porovnani

Obr. 7: Post-hoc Tukey test vlivu typl inkubace na antimikrobidlni aktivitu kiepel€ich bilkd vagi
B.subtilis
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Pro M. luteus byl patrny jiny trend v efektu inkubace, kdy prokazatelné vyssi
antimikrobidlni aktivitu vykazovala kromé vajec neinkubovanych také vejce inkubovana

Castecné v porovnani s vejci plné inkubovanymi (Obrazek 8 a 9).
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Obr. 8: Vliv typll inkubace na antimikrobialni aktivitu kiepel€ich bilkd vi&i M.luteus; chybové
usecky vyjadiuji primér a 95% konfidenéni intervaly
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Obr. 9 : Post-hoc Tukey test vlivu typl inkubace na antimikrobidlni aktivitu kiepel&ich bilkd vGé
M. luteus
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U typu manipulace byl prokdzan signifikantni efekt manipulace lysozymem na

antimikrobidlni aktivitu jak vac&i B.subtilis, tak via¢i M.luteus. Vejce s experimentdlné

zvySenou koncentraci lysozymu vykazovala vyssi antimikrobidlni aktivitu vac¢i obéma

bakterialnim kmenlm v porovnani s vejci kontrolnimi nemanipulovanymi (Obrazek 10 a 11).
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Obr.10: Vliv manipulace lysozymem na antimikrobialni aktivitu  obr.11: Viiv manipulace lysozymem na antimikrobiaini aktivitu
krepel&ich bilki vaci B.subtilis; chybové Usecky vyjadiuji primér a kiepel&ich bilkd viiéi M.luteus; chybové dsecky vyjadFuji pramér a 95%
95% konfidenéni intervaly; manipulovana (M) a nemanipulovand konfidenéni intervaly; manipulovana (M) a nemanipulované (N) vejce

(N) vejce

Byl prokdzan rovnéz pozitivni vliv objemu vejce na zvySovani antimikrobialni aktivity

bilku vici M.luteus (Obrazek 12).

residudly objemu vejce
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Obr. 12: Signifikantni vztah mezi objemem vejce a
antimikrobialni aktivitou vaéi M. luteus
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4.1.2. Testovani antimikrobialni aktivity HOLUBICH bilkd vi&i B. subtilis a M. luteus
Analyza testovani antimikrobidlni aktivity holubich bilkG vGc&i B. subtilis odhalila
z hlavnich efektl priakazny vliv pH bilku (Tabulka 7). Se vzrlstajicim pH se zvySovala
antimikrobidlni aktivita vici B. subtilis (Pearson's product-moment correlation; t = 2.908,
df = 134, kor. koeficient = 0.24, p =0.0042,). Kromé tohoto hlavniho efektu pH byla jak pro
B.subtilis tak pro M. luteus prokazana signifikantni interakce pH bilku s typem inkubace na

antimikrobialni aktivitu holubich bilku (Tabulka 7 a 8).

Tabulka 7: Summary tabulka koeficientli pro minimalni adekvatni model testujici antimikrobialni aktivitu
holubich bilka vacdi B. subtilis; (o = 0.05)

Estimate Std.error t value p

intercept -0,064059 0,017932 -3,572 0,0005 *Ak
pH bilku 0,074573 0,022380 3,332 0,00113 **
Castecna INK 0,016999 0,021465 0,792 0,42985

plna INK 0,001722 0,023516 0,073 0,94173
manipulace OVTR -0,020187 0,018331 -1,101 0,27286

pH bilku:manipulace OVTR -0,032809 0,018473 -1,776 0,07811 .
pH bilku:¢aste¢na INK -0,050684 0,024091 -2,104 0,03734 *
pH bilku:plna INK -0,007096 0,025027 -0,284 0,77724

F-statistic (7,128): 3,54; R-squared: 0,1622; p: 0,001646

Tabulka 8: Summary tabulka koeficientli pro minimalni adekvatni model testujici antimikrobialni aktivitu
holubich bilka vaéi M. luteus; (a = 0.05)

Estimate Std.error t value p
intercept 6592,71 203,07 32,466 >0,0001 *Ax
pH bilku -38,12 291,51 -0,131 0,8962
Manipulace LSM 2364,87 279,41 8,464 >0,0001 *kok
pH bilku:¢astecna INK -82,89 361,66 -0,229 0,8191
pH bilku:plna INK 704,4 370,61 1,901 0,0595

F-statistic(4,131): 18,88; R-squared: 0,3656; p < 0.0001
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JelikoZz na zakladé predchozich studii byl prokdzan pomérné zasadni efekt fertility
vajec na zmény pH vlivem inkubace a u holuba byla k dispozici pomérné rozsdhla data
zahrnujici také informaci o fertilité konkrétnich experimentdlnich vajec, byly pro holuba
provedeny jesté dodatecné analyzy vlivu inkubace na pH bilku a vlivu samotného pH bilku na
antimikrobidlni potencial bilku vic¢i obéma bakteridlnim kmendm s ohledem na fertilitu
vejce. Tyto analyzy odhalily pomérné zasadni vliv oplozenosti vejce na pH bilku (Wilcoxon
rank sum test with continuity correction; W = 3828, p <<0.0001). Zatimco pH bilku se vlivem
inkubace bez ohledu na fertilitu vejce neménilo (Kruskal-Wallis test; x = 2.4952, df=2, p =
0.2872), k vyraznému narlistu pH vlivem inkubace dochazelo pouze u neoplozenych vajec,
zatimco vejce oplozend své pH vlivem inkubace neménila (Obrazek 13). Stejné tak se
s fertilitou vajec ménila antimikrobialni aktivita vci B. subtilis (Wilcoxon rank sum test with
continuity correction; W = 2662, p =0.0004), kdy vyssi antimikrobidlni aktivitu vykazovala
vejce neoplozena v porovnani s vejci oplozenymi (Obrazek 14). Fertilita vajec vSak neméla
zadny vliv na antimikrobialni aktivitu bilku vici M. luteus (Wilcoxon rank sum test with

continuity correction; W = 1712, p-value = 0.3217).
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Obr.13: Vliv typu inkubace na pH bilku u oplozenych a neoplozenych vajec
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Obr.14: Vliv oplozenosti vajec na antimikrobialni aktivitu vaéi B.subtilis

Analyza experimentdlnich dat obsahujicich pouze fertilni holubi vejce (N = 65)
odhalila pouze signifikantni efekt manipulace lysozymem na zvySovani antimikrobidlni
aktivity vici M. luteus (Tabulka 9). Stejné tomu bylo u dat zahrnuijicich jak vejce fertilni tak
nefertilni (Tabulka 8, Obrazek 15). Samostatny efekt inkubace, manipulace OVTR, objemu
vejce a jejich interakce na antimikrobidlni aktivitu holubich bilk( vic¢i obéma bakteridlnim

kmenlm se nepodafilo prokazat (viz Prilohy, Tabulka P3, P4).

Tabulka 9: Summary tabulka koeficientli pro minimalni adekvatni model testujici antimikrobialni aktivitu
holubich bilkti oplozenych vajec vii¢i M. luteus; (a = 0.05)

Estimate Std.error t value p
intercept 0,37724 0,01621 23,268 >0,0001 *Ax
manipulace LSM 0,13509 0,02011 6,718 >0,0001 *okk

F-statistic(1,38): 45,13; R-squared: 0,5429; p < 0.0001
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Obr.15: Vliv manipulace lysozymem na antimikrobialni aktivitu holubich
bilka viaéi M.luteus; chybové tsecky vyjadfuji primér a 95% konfidencni
intervaly; manipulovana (M) a nemanipulovana (N) vejce

4.2. Druhové rozdily v antimikrobialni aktivité bilku vuci vybranym bakteriim

Testovani antimikrobidlni aktivity bilkd ukazalo odliShou citlivost vybranych

v s

bakterialnich kmen( na pusobeni bilkd obou modelovych druhl. Vétsi lyzacni zény byly bez

ohledu na zpUsob inkubace pozorovany u nemanipulovanych kiepelcich bilk vaci B. subtilis i

M. luteus v porovnani se vzorky bilku z nemanipulovanych holubich vajec (Obrazek 16,17).
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Obr. 16; Antimikrobialni aktivita bilku modelovych druhi viiéi B. subtilis
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Obr.17:Antimikrobialni aktivita bilku modelovych druht vici M.luteus
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4.3. Post-experimentalni stanoveni koncentrace proteini v bilku

4.3.1. Post-experimentdlni stanoveni koncentrace OVOTRANSFERINU

Analyzy post-experimentdlniho stanoveni koncentrace ovotransferinu ve vejcich

obou modelovych druhl prokazaly vyznamny efekt typu inkubace, manipulace a vzajemnou

interakci téchto faktord (Tabulka 9 a 10).

Tabulka 9: Summary tabulka koeficientd pro minimalni adekvatni model testujici koncentraci OVTR

v kiepelcich vejcich; (a = 0.05)

Estimate Std.error t value p
manipulovana 0,57980 0,16799 3,451 0,000985 *xx
nemanipulovana -0,01433 0,14055 -0,102 0,919084
nulova INK -1,74617 0,21490 -8,126 >0,0001 *okk
Castecna INK -0,69366 0,20575 -3,371 0,001263 ok
nemanipulovana:nulovalNK 1,12959 0,28293 3,933 0,000169 Fokk
nemanipulovana:¢astecnalNK 0,27998 0,27433 1,021 0,311224

F-statistic(6,65): 21,78; R-squared

:0,6679; p < 0.0001
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Tabulka 10: Summary tabulka koeficientl pro minimalni adekvatni model testujici koncentraci OVTR
v holubich vejcich; (a = 0.05)

Estimate Std.error t value p
manipulovana -0,1524 0,1651 -0,923 0,360368
nemanipulovana -0,3155 0,1348 -2,341 0,023236 *
nulova INK -0,4526 0,2214 -2,044 0,046266 *
Castecna INK -0,8240 0,2268 -3,632 0,000661  ***
nemanipulovana:nulovalNK -0,5562 0,2983 -1,864 0,068146 .
nemanipulovana:¢astecnalNK 1,0912 0,3174 3,438 0,001191 *%*

F-statistic(6,50): 23,84; R-squared: 0,741; p < 0.0001

V kiepel€ich vejcich dochazelo vlivem inkubace k prokazatelnému narGstu
koncentrace OVTR. Nejvyssi post-experimentalni koncentrace OVTR vykazovala plné
neinkubovanych (Obrazek 18). Nicméné, tento efekt byl prikazny u vSech trech typl
inkubace pouze pro vejce manipulovana na mnozstvi OVTR, zatimco pro nemanipulovana
vejce byl tento efekt prikazny pouze u vajec neinkubovanych a plné inkubovanych (Obrazek

18 a 19).
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Obr. 18: Efekt inkubace a manipulace na koncentraci OVTR v bilku kiepelky; chybové

usecky vyjadiuji primér a 95% konfidenéni intervaly; manipulovana (M) a
nemanipulovana (N) vejce
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Obr. 19: Post-hoc Tukey test interakce manipulace a typu inkubace na koncentraci OVTR v
kiepel&ich vejcich; manipulovana (M) a nemanipulovana (N) vejce

Pro holubi vejce byly naopak zjistény prokazatelné rozdily v koncentraci
ovotransferinu vlivem vsSech tfech typl inkubace pouze u vajec nemanipulovanych na
mnozstvi OVTR, kdy nejvyssi koncentrace dosahovala vejce caste¢né inkubovana oproti
neinkubovanym a plné inkubovanym (Obrazek 20, Obrazek 21). Prlikazny byl také rozdil
v koncentraci OVTR mezi vejci nemanipulovanymi neinkubovanymi a plné inkubovanymi
manipulovanymi na OVTR, s prokazatelné vyssi koncentraci OVTR v plné inkubovanych a

manipulovanych vejcich.
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Obr. 20: Efekt inkubace a manipulace na koncentraci OVTR v bilku holuba; chybové usecky
vyjadiuji praimér a 95% konfidenéni intervaly; manipulovana (M) a nemanipulovana (N) vejce
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Obr.21: Post-hoc Tukey test interakce manipulace a typu inkubace na koncentraci OVTR
v holubich vejcich; manipulovana (M) a nemanipulovana (N) vejce

4.3.2. Post-experimentalni stanoveni koncentrace LYSOZYMU
Analyzy post-experimentdlniho stanoveni koncentrace lysozymu ve vejcich obou
modelovych druhl prokazaly vyznamny efekt inkubace a manipulace lysozymem pouze u
kiepelcich vajec (Tabulka 11). V holubich vejcich k Zadnym zméndm koncentrace vlivem
inkubace nedochazelo (Tabulka 12). Vliv manipulace a vzajemné interakce s inkubaci nebyl u
holubich vajec testovan (viz 3.7.2 Post-experimentalni analyzy koncentrace bilkovych
protein().

Tabulka 11: Summary tabulka koeficientd pro minimalni adekvatni model testujici koncentraci lysozymu
v kiepelcich vejcich; (a = 0.05)

Estimate Std.error t value p
intercept 1,57154 0,07513 20,917 >0,0001 *kx
manipulovana 0,68186 0,07666 8,894 >0,0001 *kx
¢astecna INK 0,04455 0,09046 0,493 0,623
plnd INK -0,20657 0,09545 -2,164 0,032 *

F-statistic(3,153): 28,66; R-squared: 0,3598; p < 0.0001

Tabulka 12: Summary tabulka koeficientd pro minimalni adekvatni model testujici koncentraci lysozymu
v holubich vejcich; (a = 0.05)

Estimate Std.error t value p
intercept 5,3946 1,1705 4,609 0,00025 *xx
Caste¢na INK 1,6036 1,9586 0,819 0,42426
plnd INK -0,1723 1,8507 -0,093 0,92691

F-statistic(2,17): 0,4297; R-squared: 0,04812; p: 0,6576
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V kfepelcich vejcich dochazelo vlivem inkubace k prokazatelnému sniZzovani
koncentrace lysozymu. PIné inkubovana nemanipulovanda vejce vykazovala vyznamné nizsi
koncentrace lysozymu oproti vejcim neinkubovanym a inkubovanym jen castecné. Vejce
manipulovana na mnoizstvi lysozymu vykazovala vyssi post-experimentdlni koncentrace
lysozymu (Obrazek 22). Prokazatelné rozdily v koncentraci lysozymu byly rovnéz u

manipulovanych vs. nemanipulovanych vajec u vSech zplsobU inkubace (Obrazek 23).
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Obr. 22 : Efekt inkubace a manipulace na koncentraci lysozymu v kiepel&ich vejcich; chybové tsecky
vyjadfuji priimér a 95% konfidenéni intervaly;manipulovana (M) a nemanipulovana vejce (N)
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Obr. 23: Post-hoc Tukey test interakce manipulace lysozymem a typu inkubace na koncentraci

lysozymu v kiepel€ich vejcich; manipulovana (M) a nemanipulovana (N) vejce
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5. Diskuse

5.1. Testovani antimikrobialni aktivity bilki experimentalnich vajec vuci B.subtilis a

M.luteus

5.1.1. Vliv manipulativniho navyseni koncentrace proteint a jejich antimikrobialni aktivita

V nasi studii se podafil prokdzat signifikantni vliv manipulativniho zvySeni
koncentrace lysozymu na antimikrobidlni aktivitu bilku obou modelovych druhl (u kfepelky
jak vlci B. subtilis, tak vici M. luteus, u holuba vici M. luteus). Tento vysledek je v souladu
s predpokladem, Ze samice, které adaptivné modifikuji sloZzeni vajec rlznym uklddanim
lysozymu do bilku, tak mohou poskytovat embryu vyssi antimikrobidlni ochranu. Priikazny
pozitivni efekt zvySené koncentrace lysozymu na antimikrobidlni aktivitu bilku obou druh
tak podporuje vysledky predchozich studii, které prokdazaly vyssi koncentrace lysozymu u
¢asné nakladenych vajec snlsky (Saino et al. 2002) ¢i u vajec vzniklych po sparovani samic
s kvalitnéjsim samcem (D’Alba et al. 2010b), v obou pfipadech davano do souvislosti se
zvySenou obranou vajec altricidlnich druhl ptaka pred infekci jejich vnitfnich struktur.

Naopak se nepodafil prokazat vliv manipulativniho zvySeni koncentrace OVTR na
antimikrobialni aktivitu vici vybranym G+ bakteridlnim kmen(im. Dokonce ani u holuba,
jehoz dominantnim proteinem v bilku je pravé OVTR, nebyl detekovan prlkazny efekt
manipulace. Zda se tedy, Ze lysozym pUsobi na tyto konkrétni bakterie efektivnéji, zatimco
OVTR muzZe ve vetsi mire ovliviiovat rlist a mnozeni jinych zastupch G+ i G- bakterii, které
jsou schopny infikovat vajeény obsah. To podporuje vysledky mnoha studii, které ukazuji
odlisSnou citlivost rliznych bakterii na konkrétni antimikrobidlni proteiny v bilku (Burley &
Vadehra 1989; Wellman-Labadie et al. 2008a; Alabdeh et al. 2011; Moon et al. 2012; Bedrani
et al. 2013; Grizard et al. 2015). S urcitou pravdépodobnosti tedy existuje rovnovaha mezi
mnozstvim lysozymu a OVTR deponovaného do bilku v zavislosti na druhovém zastoupeni
invadujicich bakterii a efektivité antimikrobidlnich proteind proti nim, coz navrhuje jiz
Horrocks (2012). Na souvislost mezi pritomnosti odliSnych spolecenstev bakterii na povrchu
vajec a specifickou deponaci antimikrobialnich protein( do bilku poukazuji také Grizard et al.
(2015) nebo Bedrani et al. (2013).

Dominantni zastoupeni OVTR v bilku holuba a lysozymu v bilku kiepelky mize tedy

byt dasledkem tlaku odlisSnych bakteridlnich spoledenstev na udrZeni Zivotaschopnosti
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nakladenych vajec. Intenzita antimikrobialniho plsobeni bilkovych proteint pak neni zavisla
na jejich dominanci v bilku ale na efektivité proti konkrétni bakterii.

Efekt zvySené koncentrace OVTR, ktery se ndm odhalit nepodafilo, je nutné ddle
testovat na senzitivnéjSich bakteridlnich kmenech ¢i pomoci jiné metodiky vzhledem k jeho

primarné bakteriostatickému plsobeni.

5.1.2. Vliv inkubace na antimikrobidlni potencial kirepelc€ich vajec

Pro krepelci vejce se podafil prokdzat signifikantni vliv inkubace na antimikrobialni
potencial bilku jak vici B. subtilis, tak M. luteus avsak opacny, nez byl nas predpoklad. Oba
typy inkubace antimikrobidlni aktivitu bilku sniZzovaly v porovnani s vejci ponechanymi bez

inkubace. Navic se lisil vliv jednotlivych typ( inkubace na sniZzovani antimikrobialni aktivity

vy

vV

inkubovana plné. Vejce inkubovana castecné vykazovala sice prikazné nizsi, ale velmi
podobou antimikrobialni aktivitu vici M. luteus jako vejce neinkubovana.

Jak bylo naznadeno vysSe, zda se, Ze na B. subtillis a M. luteus plsobi efektivné
predevsim lysozym. Vzhledem k tomu, Ze antimikrobidlni aktivitu lysozymu ovliviiuje pH
bilku (Wellman-Labadie et al. 2008a; Fang et al. 2012a,b; Cunninghan 1974), které se méni
béhem ranych fazi inkubace, je pozorovand rozdilnd aktivita bilku vajec podléhajicich r(izné
intenzité inkubace intuitivni. Nicméné, interakci pH bilku a typu inkubace se u kfepelky
potvrdit nepodafilo. Jednim z dlvodl mohla byt kratkda doba trvani experimentalnich
zpUsobu inkubace. Ke sniZeni pH na hodnoty optimalni (pH 5-8) pro aktivitu C-typu lysozymu
totiz dochazi ve fertilnich slepicich vejcich az po sedmi dnech plné inkubace (Benton and
Brake 1996; Lapao 1999; Fang et al. 2012b). JelikoZ v nasi studii byla vejce ponechana piné
inkubovéna pouze c¢tyfi dny, nedoslo k tak vyraznému snizeni pH (primérné hodnoty pH pro
Castecné a plné inkubovana vejce byly 9,5 respektive 9) a rozdily jeho hodnot pfi rliznych
typech inkubace tak nebyly priikazné. Kromé toho, za predpokladu vysoké senzitivity nami
testovanych bakteridlnich kmen( na lysozym, pozorovany efekt plné inkubace na snizovani
antimikrobidlniho potencialu bilku vici M. luteus mohl souviset se sniZovanim koncentrace
lysozymu v bilku vlivem inkubace, ktery jsme v nasi studii prokazaly (viz nize 5.3. Post-

experimentdlni stanoveni koncentrace lysozymu). Mimoto bylo v nékolika studiich

46



prokdzano, Ze béhem inkubace muiZe v bilku dochazet k rozpadu S-S vazeb lysozymu a
formovani dimerd bez lytické aktivity (Fang et al. 2012a) ¢i mohou vznikat komplexy
lysozymu (Qiu et al. 2012). Snizeni lytické aktivity lysozymu v ranych fazich inkubace tak
mulze vyplyvat z jeho fyzické nedostupnosti kvlli vazbé na dalsi proteiny, napf. ovomucin
(Kato et al. 1975). Absence efektu Castecné inkubace na antimikrobidlni potencial bilku je
navic v souladu s predchozi, doposud jedinou experimentalni studii, ve které se vliv ¢astecné
inkubace na riziko a intenzitu bakteridlni infekce bilku kachnich vajec nepodafilo prokazat
(Javlrkova et al. 2014).

Nejvyssi antimikrobidlni aktivitu vici obéma bakteridlnim kmendm vykazovala v nasi
pH z6-8 na 9-10, ke kterému dochazi jiz druhy den po nakladeni vejce (priimérné pH
neinkubovanych vajec v nasi studii bylo 9,4). Prostfedi bilku se totiz vtuto dobu méni
z bakteriostatického na baktericidni, ¢imz se efektivné bilek sterilizuje (Horrocks 2012). Navic
nékteré studie navrhuji, Ze alkalické pH muize zasadné podporovat antimikrobidlni aktivitu
ostatnich protein( v bilku (Tranter & Board 1984; Adalbedh et al. 2011). Wang & Shelef
(1991) demonstruji antimikrobialni aktivitu lysozymu vici G+ bakterii Listeria podporenou
alkalickym pH bilku. Podobné Levashov et al. (2010) poukazuji na vliv vysokého pH na
podporu antimikrobialni aktivity lysozymu vici gram-negativni E.coli.

Z naSich vysledku vyplyva, Ze pokud ¢asteé¢na inkubace k obrané pred mikrobidlni
infekci vajec ve snliSce prekocialnich druhl néjak prispiva, je to velmi pravdépodobné jinymi
mechanismy, jako je napf. redukce vlhkosti a vody na povrchu vejce (D’Alba et al. 20103;
Ruiz-De-Castafieda et al. 2011) ¢i zménami ve sloZzeni mikrocendzy na povrchu vejce (viz

napr. Grizard et al. 2015), nez pfimym ovlivnénim antimikrobidlniho plisobeni bilku.

5.1.3. Vlivinkubace, pH a fertility vejce na antimikrobialni potencidl holubich vajec

Na rozdil od kfepelky byl u holuba prokazan jak vyznamny vliv samotného pH bilku na
jeho antimikrobialni potencial vici B. subtilis, tak také marginalné signifikantni vliv pH bilku
v interakci s typem inkubace na antimikrobidlni potencial vici B. subtilis i M. luteus.

Zména pH bilku béhem inkubace souvisi s fertilitou vajec (Qui et al. 2012). | kdyz jsme
predpokladali, Ze vSechna dodand vejce jsou fertilni, po skonceni manipulativniho
experimentu a otevreni vajec byla pozorovana neoplozenost nékterych vajec, ktera byla u

holubich vajec pomérné znacna (99 neoplozenych vs. 65 oplozenych experimentalnich
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vajec). Z analyz testujicich vliv oplozenosti vejce na pH holubich bilki bylo patrné, Ze
neoplozena holubi vejce méla prikazné vyssi primérné pH bilku v porovnani s vejci
oplozenymi. Podobné se vlivem fertility vejce ménil i efekt typu inkubace na pH bilku
holubich vajec, kdy pH sinkubaci rostlo avSsak pouze u nefertilnich vajec, zatimco pH
fertilnich vajec se vlivem inkubace neménilo. Tento trend byl popsan ve studii Grizard et al.
(2015), kde bylo demonstrovano, Ze u altricidlniho skfivdnka rudotemenného (Calandrella
cinerea) nedochdzelo k strmému narlstu pH druhy den inkubace popsanému na slepicich
vejcich (Cunningham 1974; Qiu et al. 2012; Fang et al. 2012b), ale pH vajec klesalo pomalu a
konstantné smérem k neutralité. Podobné byly hodnoty pH nizké (kolem 7,5) u vajec
skfivanovitych (Alaudidae), kterd byla méné jak Ctyfi dny stara (Horrocks et al. 2014). Zda se
tedy, Ze zména pH béhem inkubace muiZe byt druhové specificki a pomérné zasadné
ovlivnéna fertilitou vejce.

Fertilita holubich vajec méla rovnéz vliv na antimikrobidlni aktivitu bilku v{ci
B. subtilis, pticemz intenzivnéjsi antimikrobidlni aktivitu vykazovala neoplozend vejce. Tento
jev mohl byt dasledkem vyssiho pH u neoplozenych vajec bez ohledu na typ inkubace a tedy
vySe popsaného pozitivniho vlivu alkalického prostiedi bilku na jeho antimikrobidlni
potencial (Tranter & Board 1984; Alabdeh et al. 2011). Navic jak ukazuje ve své praci
Petrackova (2001) B.subtilis je schopen suboptimalniho rlstu i pfi pH 8,5, které odpovida
hodnotam pH oplozenych holubich vajec. Nicméné, je nutno podotknout, Ze samotné pH
bez pfitomnosti antimikrobidlnich proteina v bilku inhibici bakteridlniho ristu nezpuisobi, jak
ukazal Baron et al. (2014), kdyz srovnaval antimikrobialni aktivitu frakce bilku bez protein(i a
pfirozeny bilek pti stejném pH (9,3). To poukazuje na zasadni roli pfitomnosti proteinl a
jejich interakci s pH bilku na antimikrobialni potencial bilku.

Na druhou stranu fertilita vajec nehrala zasadni roli pfi inhibici rlstu M.luteus.
M. luteus je schopen slabé rust i pfi vysokych hodnotach pH (10) (Wieser et al. 2002), hlavni
roli pfi potlaceni rdstu v nasi studii hralo tedy pravdépodobné plsobeni lysozymu, ke
kterému je M. luteus vysoce citlivy (Wellman-Labadie et al. 2008). Nicméné fertilni ani
nefertilni vejce nevykazovala optimalni pH pro aktivitu lysozymu a nevyznamna role fertility
je tak intuitivni.

Jediny efekt, ktery se u holuba podafilo vici M. luteus prokazat, bylo manipulativni
navyseni koncentrace lysozymu. | kdyz lysozym neni dominantnim antimikrobidlnim

proteinem v bilku holubl, zda se, Ze pravé zvysena deponace lysozymu, zasadné ovliviiuje

48



antimikrobidlni potencidl holubich bilkl vici M. luteus, coz potvrzuje jiz zminénou rozdilnou
efektivitu antimikrobidlnich proteinl v bilku ke konkrétnim bakteriim, které se mohou svym

zastoupenim v hniznim prostredi ptaka lisit (Bedrani et al. 2013; Grizard et al. 2015).

5.1.4. Dalsi faktory ovliviujici antimikrobidlni potencial bilku

Dalsi faktor, ktery vykazoval signifikantni efekt na zvySovani antimikrobidlni aktivity
krepelcich bilk( vaci M. luteus, byl objem vejce. Velikost vajec prekocialnich druhl ovliviiuje
velikost mladat v dobé lihnuti a jejich nasledné prezivani. Ptac¢ata z vétsich vajec jsou casto
tézsi, rostou rychleji a prezivaji Iépe (Blomqvist et al. 1997). Se vzrUstajici velikosti vejce se
zvySuje také mnozstvi bilku ve vejci (Willems 2014), kde muiZe byt pfitomno také vice
antimikrobidlnich proteinG. Uspé3néjsi prezivani mladat z vétsich vajec tak mdze byt spojeno
s efektivnéjsi obranou proti infekci vajec mikroorganismy. Navic existuje tendence vétsi
proporce bilku v prvnim vejci ve sniSce (Romanoff & Romanoff 1949), coz mlze byt mimo

jiné dlsledek zvyseného rizika mikrobidlni infekce prvné nakladenych vajec vystavenych déle

okolnim podminkam prostredi.

5.2. Post-experimentalni stanoveni koncentrace ovotransferinu

Na zakladé naSich dat se podafilo prokazat, Zze béhem inkubace krepeléich vajec
dochdzelo k narlistu koncentrace ovotransferinu ve vajecném bilku. Mimoto vyznamny efekt
mélo manipulativni navySeni koncentrace OVTR, pficemzZ se vliv navySovani koncentrace
projevil nejvice pfi plné inkubaci.
hodin v 10 °C. Koncentrace OVTR se pfi raznych teplotach skladovani (5, 20, 30 °C) vyrazné
neménila ve studii Schafer et al. (1999), ani pfi pokojové teploté (20 °C) ve studii Liu et al.
(2013), coz podporuje stabilitu OVTR ve vejcich nevystavenych inkubacnim teplotam.

PIné inkubovand vejce obsahovala nejvyssi koncentraci OVTR. Trend rdstu
koncentrace OVTR béhem ranych fazi inkubace je podporen nékolika studiemi (Fang et al.
2012a,b; Grizard et al. 2015). Také Alabdeh et al. (2011) podporuji hypotézu, Ze teplota ma
vyrazny vliv na aktivaci antimikrobialnich proteint v bilku. Nicméné ¢astecna inkubace také
zvySovala koncentraci OVTR, ale v mensi mife nez plnd inkubace. Zda se tedy, Ze intenzita
inkubacnich teplot pfijimanych vajickem je hlavnim determinantem zpUsobujicim narUst

koncentrace OVTR v bilku naseho modelového prekociadlniho druhu, kfepelky japonskeé.
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Navic v pfipadé, Ze samice deponuje do vajec vétsi mnozstvi OVTR, jeho koncentrace
vlivem ¢astecné i plné inkubace také roste. PfestoZe v nasi studii nebyla nalezena podpora
pro efekt zvySené koncentrace OVTR na antimikrobidlni potencial bilku, neni vylouceno, ze
jeho antibakteriadlni, primdrné bakteriostaticky efekt bude plsobit vyraznéji na jiné
senzitivnéjsi bakterialni kmeny.

U holuba se objevil jiny trend rlstu koncentrace. Nejvyssi koncentrace OVTR byla
detekovana u vajec s ¢asteCnou inkubaci, ale pouze u nemanipulovanych na koncentrac
OVTR. Zda se, Ze altricidlni druhy s pfirozené vyssimi koncentracemi OVTR v bilku jako ma
holub (viz Tabulka 4: Vysledky pre-experimentu - stanoveni koncentrace antimikrobidlnich
protein( v bilku) reaguiji citlivéji na samotnou inkubacni teplotu a dalsi intenzivnéjsi inkubaci
se jiz proteiny neaktivuji tak rapidné. Casteénd inkubace tak miZe byt jednim z ddleZitych
obrannym mechanism altricialnich druhl s vétsimi sniskami, které bézné castecné inkubuji
béhem kladeni (Wang & Bessinger 2009). Kromé toho muzZe tento prudky nardst
koncentrace OVTR jiz pfi nizSich intenzitdch inkubace byt dlvodem limitace vertikdlné
pfenasenych bakterii infikujicich vaje¢ny obsah (Cook et al. 2005b; Gantois et al. 2009).

Vysledky pre-experimentu stanovujici koncentrace OVTR v Cerstvych vejcich ukazuiji,
Ze krepeléi vejce obsahuji pfirozené méné OVTR neZz vejce holubi. Nasledkem navyseni
koncentrace OVTR v kiepelcich vejcich mlzZe pak byt intenzivnéjsi ptsobeni inkubace na
zvySovani koncentrace OVTR, kterou pozorujeme u manipulovanych kfepelcich vajec. Na
druhou stranu manipulativni navyseni koncentrace OVTR u holuba vedlo k jinému trendu,
nez byl pozorovan u vajec nemanipulovanych. U vajec ¢astecné inkubovanych nedochazelo k
vyraznému narlstu koncentrace OVTR. Ten byl sledovan aZ u vajec podléhajicich plné
inkubaci. To mlzZe byt nasledkem zmén hodnot pH vlivem inkubace a fertility holubich vajec.

Plsobeni teploty na zmény v koncentraci OVTR v bilku se tedy liSi u altricidlnich a
prekocidlnich druh( s rdznymi zplsoby inkubace, za coZ je pravdépodobné zodpovédna
zména pH bilku vlivem inkubace sntsky. Nicméné je nutno podotknout, Ze urcité mnozstvi
tepla zvysuje koncentraci OVTR ve vejcich obou druht. Zd3 se ale, Ze u prekocialnich druh
rast koncentrace OVTR vice ovliviiuje plnd, zatimco u altricidlnich druhl jiz castecnd

inkubace.
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5.3. Post-experimentalni stanoveni koncentrace lysozymu

Pfedchozi studie potvrdily, Ze koncentrace lysozymu v ranych fazich inkubace zna¢né
kolisa (Fang et al. 2012a,b; Grizard et al. 2015). V nasi studii dochazelo u nemanipulovanych
kfepelcich vajec vlivem pIné inkubace k prokazatelnému snizovani koncentrace lysozymu,
zatimco nejvyssi koncentrace lysozymu byla detekovana u neinkubovanych a castecné
inkubovanych vajec. Jelikoz antimikrobidlni aktivita lysozymu by méla velmi pravdépodobné
korelovat s mnozZstvim lysozymu v bilku (viz ale Fang et al. 2012a), potvrzuje tento trend
koncentrace nase vysledky antimikrobialni aktivity kiepelcich bilk( vaci M. luteus.

Mimoto krepeléi vejce manipulovand na mnoistvi lysozymu obsahovala vyssi
koncentrace lysozymu a pfi danych typech inkubace vykazovala stejny trend jako vejce
nemanipulovana. Rostouci aktivitu antimikrobidlnich proteind v souvislosti se zvySovanim
jejich koncentrace ukazuji také Horrocks et al. (2014). Vzhledem k tomu, Ze samice ptakl
mohou ovliviiovat sloZeni vajec rliznou deponaci proteind do bilku mimo jiné s poradim
kladeni, vyssi koncentrace lysozymu u prvné nakladenych vajec mze zefektivnit eliminaci
vétsiho rizika mikrobialni infekce u prvné nakladenych vajec ve snlsce. Bohuzel studii
poukazujicich na variabilitu antimikrobidlnich proteinl v rdmci snsky u prekocidlnich ale
také altricialnich druhl existuje velmi malo (viz ale Saino et al. 2002, D’Alba et al. 2010,
Shawkey et al. 2008).

Ve vzorcich bilku holubich vajec k zadnym vyznamnym zménam koncentrace
lysozymu vlivem inkubace nedochazelo. Tento vysledek mohl byt zplsoben tim, Ze inkubace
zasadné neovlivihovala pH a jeho hodnoty se tedy pfi rliznych typech inkubace vyrazné
nelisily, zaroven nemély rdzné zplisoby inkubace na antimikrobidlni aktivitu vyrazny vliv, cozZ
se odrazilo v podobném antimikrobialnim potencidlu bilku podléhajicim vSem danym typim

inkubace.

51



6. Souhrn

Cilem prdace bylo testovat vliv ¢astecné a plné inkubace, koncentrace lysozymu a
ovotransferinu v bilku a jejich vzadjemnou interakci na antimikrobidlni potencial bilku
zastupcu altricidlnich a prekocidlnich druht ptaka.

» Intenzita antimikrobialniho pulsobeni bilkovych proteind neni zavisld na jejich
dominantnim zastoupeni v bilku ale spiSe na efektivité proti konkrétnim bakterialnim
kmenlm. Zda se, Ze proti B. subtilis a M. luteus pUsobi efektivnéji lysozym, coz bylo
v této studii prokazano zvySenou antimikrobidlni aktivitou bilkd vici obéma bakteriim
s manipulativné navysenou koncentraci lysozymu.

» Antimikrobiadlni efekt c¢astecné ani plné inkubace nebyl u prekocidlni kiepelky
prokazan. Naopak oba typy inkubace antimikrobidlni aktivitu bilku vacéi vybranym
bakteriim snizovaly. Pokud tedy ¢astecna inkubace k obrané pred mikrobialni infekci
vajec ve snlsce prekocialnich druhl néjak prispiva, je to velmi pravdépodobné jinymi
mechanismy spojenymi napftiklad se zménou pH nebo eliminaci kapalné vody na
skorapce, nez pfimym ovlivnénim antimikrobidlniho potencidlu bilku.

» Podobné u altricidlniho holuba nebyl efekt c¢astecné ani plné inkubace na
antimikrobialni potencial bilku prokazan. Antimikrobialni aktivita vici B. subtilis byla
ale ovlivnéna pH bilku, které souviselo s oplozenosti vajec. pH oplozenych vajec se
béhem inkubace neménilo, coz s ohledem na jiné studie znaci druhové specificky vliv
inkubace na zmény pH a s tim spojeny antimikrobidlni potencial

» U obou modelovych druhll byl pozorovan narlst koncentrace ovotransferinu pfi
casteCné i pIné inkubaci. Zdd se, Ze u prekocidlnich druhd rlst koncentrace
ovotransferinu vice ovliviiuje pIna, zatimco u altricidlnich druhd jiz ¢aste¢nd inkubace.
Koncentrace lysozymu v kiepelcich vejcich klesala vlivem plné inkubace, zatimco
v holubich vejcich nebyla inkubaci ovlivnéna. NavysSeni koncentrace obou proteind
zpUsobilo vyraznéjsi zmény koncentrace vlivem inkubacnich teplot se stejnym
trendem jako u vajec nemanipulovanych, s vyjimkou ¢astecné inkubovanych holubich

vajec s manipulativné navySenou koncentraci ovotransferinu.
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8. Prilohy

8.1. Vysledky mikrobiologickych pre-experimentt

Na antimikrobidlni puUsobeni bilku nebo roztokd lysozymu a OVTR ve vysokych
koncentracich nebyla citlivd Zadna testovana G— bakterie (Obrazek P1, P2, P3), naopak doslo
k narlstu kolonii v tésné blizkosti jamky (Obrazek P1). K tomuto jevu mohlo dochazet mimo
jiné kvili lepsi dostupnosti Zivin z podkladového LB agaru v misté vyseknuté jamky. Lyzacéni
zény nebyly vytvoreny ani po pfidani 150 ul hydrogenubhli¢itanu sodného (NaHCO3) do top
agaru ploten s E. coli, i kdyZz ve studii Wellman-Labadie et al. (2008a) dochazelo k inhibici
rastu E.coli i P. aeruginosa. Tato rozdilnost mohla byt zplisobena odliSnou metodikou, kdy
v nasi studii byl NaHCO; pfidavan do 0,7% top agaru, zatimco ve studii Wellman-Labadie et
al. (2008a) do tekutého média. Positivni vysledek nebyl dokonce zaznamendn ani pfi
navyseni mnozstvi positivni kontroly v jamkach na 30 ul (Obrazek P4). Podobné, Gram-
positivni Enterococcus faecalis také nebyl inhibovan (Obrazek P5). Lyzacni zény byly
vytvoreny pouze na miskach s kulturou Micrococcus luteus a Bacillus subtilis (Obrazek P6,P7),
coz potvrdilo jejich vysokou citlivost na antimikrobidlni plsobeni bilku demonstrovanou
napfr. Burley & Vadehra (1989) a Wellman-Labadie et al. (2008a). Tyto dvé G+ bakterie byly

proto vybrany pro zjistovani antimikrobiadlniho potencialu bilku experimentalnich vajec.

vzorky bilku | vzorky bilku

=

Obrazek P1: Miska s kulturou P. aeruginosa Obrazek P2: Miska s kulturou P. mirabilis
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vzorky bilku
vzorky bilku

OVTR 30pl

pBs 3o SM30ul

Obrazek P3: Miska s kulturou E. coli Obrazek P4: Miska s kulturou E.coli po
pfidani NaHCO,

vzorky bilku

Obrazek P5: Miska s kulturou E. faecalis Obrazek P6: Miska s kulturou M. luteus

vzorky bilku

Obrazek P7: Miska s kulturou B. subtilis
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8.2. Ukdazka misek skulturou B.subtilis a M. Iluteus pti testovani

antimikrobialni aktivity bilki experimentalnich vajec

Obrazek P8: Miska s kulturou B.subtilis, vzorky kiepelc¢ich  Obrazek P9: Miska s kulturou M. luteus, vzorky kiepelcich
bilkd bilka

Obrazek P10: Miska s kulturou B.subtilis, vzorky holubich Obrazek P11: Miska s kulturou M.luteus, vzorky holubich
bilka bilka
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8.3. Tabulky postupné eliminace nesignifikantnich proménnych pred selekci

minimalniho adekvatniho modelu

Tabulka P1: Hodnoty p (pro a = 0.05) pfi postupné eliminaci nesignifikantnich proménnych pred selekci
minimalniho adekvatniho modelu - Model pro antimikrobialni pGsobeni bilku viiéi B.subtilis - KREPELKA

Vysvétlujici proménna Df Sum.Sq. F value Pr(>F)

typ inkubace:manipulace LSM:manipulace OVTR 297 -0,02101 1,4245 0,2423
typ inkubace:manipulace OVTR 299 -0,00184 0,1243 0,8831
objem vejce:manipulace LSM 300 -0,00036 0,0493 0,8244
typ inkubace:manipulace LSM 302 -0,00648 0,4419 0,6433
pH bilku:typ inkubace 304 -0,0102 0,6985 0,4982
objem vejce:manipulace OVTR 305 -0,00376 0,5154 0,4734
pH bilku:manipulace LSM 306 -0,00555 0,7633 0,383

pH bilku:manipulace OVTR 307 -0,00798 1,0971 0,2957
objem vejce:typ inkubace 309 -0,03742 2,572 0,07803
pH bilku 310 -1,23e% 0,0017 0,9674
objem vejce 311 -0,02489 3,3975 0,06625
manipulace LSM:manipulace OVTR 312 -0,01008 1,3661 0,2434
manipulace OVTR 313 -0,00127 0,1713 0,6793

Tabulka P2: Hodnoty p (pro a = 0.05) pfi postupné eliminaci nesignifikantnich proménnych pfed selekci
minimalniho adekvatniho modelu - Model pro antimikrobialni plisobeni bilku vii¢i M.luteus - KREPELKA

Vysvétlujici proménna Df Sum.Sq. F value Pr(>F)

typ inkubace:manipulace LSM:manipulace OVTR 294 -0,00489 2,3915 0,09329
manipulace LSM:manipulace OVTR 295 -0,0003 0,2932 0,5886
objem vejce:typ inkubace 297 -0,00098 0,4765 0,6214
pH bilku:manipulace LSM 298 -0,00316 3,0766 0,08046
objem vejce:manipulace OVTR 299 -0,00107 1,0314 0,3106
typ inkubace:manipulace OVTR 301 -0,00367 1,777 0,1709
typ inkubace:manipulace LSM 303 -0,00412 1,9825 0,1395
pH bilku:manipulace OVTR 304 -0,00283 2,7053 0,101

manipulace OVTR 305 -0,00153 1,452 0,2292
pH bilku:typ inkubace 307 -0,00612 2,9079 0,0561
pH bilku 308 -0,00097 0,9087 0,3412
Objem vejce:manipulace LSM 309 -0,00393 3,6941 0,05553
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Tabulka P3: Hodnoty p (pro a = 0.05) pfi postupné eliminaci nesignifikantnich proménnych pied selekci
minimalniho adekvatniho modelu - Model pro antimikrobialni plsobeni bilku viici B.subtilis - HOLUB

Vysvétlujici proménna Df Sum.Sq. F value Pr(>F)
typ inkubace:manipulace LSM:manipulace OVTR 116 -0,00956  0,4092 0,6651
typ inkubace:manipulace LSM 118 -0,00718 0,3104 0,7337
objem vejce:typ inkubace 120 -0,00404 0,1766 0,8384
objem vejce:manipulace LSM 121 -0,00351 0,3115 0,5778
pH bilku:manipulace LSM 122 -0,00081 0,0725 0,7882
manipulace LSM:manipulace OVTR 123 -0,02785 2,504 0,1161
typ inkubace:manipulace OVTR 125 -0,04101 1,8213 0,1662
objem vejce:manipulace OVTR 126 -0,00821 0,7197 0,3979
manipulace LSM 127 -0,00047 0,0416 0,8387
objem vejce 128 -1,41e™® 1,246 0,2664

Tabulka P4: Hodnoty p (pro a = 0.05) pfFi postupné eliminaci nesignifikantnich proménnych pred selekci
minimalniho adekvatniho modelu - Model pro antimikrobialni plsobeni bilku viéi M.luteus - HOLUB

Vysvétlujici proménna Df Sum.Sq. F value Pr(>F)
typ inkubace:manipulace LSM:manipulace OVTR 116 -8801047 11,6967 0,1879
typ inkubace:manipulace LSM 118 -3395347 0,6468 0,5256
typ inkubace:manipulace OVTR 120 -1293162 0,2478 0,7809
objem vejce:typ inkubace 122 -2417073 0,4691 0,6267
pH bilku:manipulace OVTR 123 -341131 0,1336 0,7154
manipulace LSM:manipulace OVTR 124  -3400555 1,341 0,2491
pH bilku:manipulace LSM 125 -735367 0,2892 0,5917
objem vejce:manipulace OVTR 126  -4950745 1,958 0,1642
objem vejce:manipulace LSM 127 -4146153 1,6274 0,2044
manipulace OVTR 128  -8,96e®  0,3499 0,5552
objem vejce 129 -1317422 0,5172 0,4734
typ inkubace 131  -3811742 0,751 0,4739
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