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VYSKYT ANTIHELMINTICKE] REZISTENCIE V CHOVOCH KOZ NA SLOVENSKU
Babjak M., Kénigova A., Dolinska S., Varady M.
Parazitologicky ustav SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om stadie bolo detegovat’ vyskyt antihelmintickej rezistencie na benzimidazolové lieciva
na farméach koz v Slovenskej republike. V prvej fadze prieskumu bolo vySetrenych 11 véacsich
chovov na zépadnom a strednom Slovensku pouzitim in vivo a in vitro testov. Od testovanych
zvierat bol na farméch odobraty biologicky material. Z in vivo testov bol pouzity test redukcie
poctu vajicok v truse (FECR) a z in vitro testov test liahnutia vaji¢ok (EHT) a test larvalneho
vyvinu (LDT). Z celkového poctu 11 fariem bolo do testovania zaradenych len 9 fariem
pretoze zvy$né dve nespiiiali kritéria poétu strongyloidnych vaji¢ok na gram vysetrovaného
trusu. Nematody rezistentné na benzimidazolové lieiva boli detegované na vsetkych
skimanych farmach. Na piatich farmach bolo zistené nizke zastipenie rezistentnych parazitov
(pod 20%). Na d’alSich Sryroch farmach bolo zastipenie rezistentnych nematddov vyssie (nad
20%).

UvoD

Rezistencia na antihelmintikd predstavuje jeden znajzévaznejSich problémov v chovoch
malych prezivavcov na celom svete. Vaznym problémom sa stala najmd u malych
prezuvaveov infikovanych nematddmi z celade Trichostrongylidae. Termin ‘rezistencia’
popisuje jav, kedy populacia nematédov povodne na antihelmintikum citliva, dedi po
opakovanom podsobeni lie¢iva schopnost’ odolavat’ pdsobeniu terapie. Osobitnym problémom
je skrizend rezistencia alebo polyrezistencia, ktora znamena rezistenciu na dva alebo viac
antihelmintik z réznych chemickych skupin a s rozdielnym mechanizmom u¢inku. Prvym
parazitom, uktorého sa zistil vyskyt rezistencie bol Haemonchus contortus, z Celade
Trichostrongylidae, ktory parazituje v sleze malych prezivavcov (Drudge a kol., 1957). Prvy
prieskum mapujtci vyskyt benzimidazolovej rezistencie na Slovensku bol vykonany v rokoch
1991-1993 (Praslicka akol., 1994). Tento prieskum zahfiial 77 fariem ovc¢ich fariem,
z ktorych bol na Siestich farmach potvrdeny vyskyt rezistentnych nematddov, ¢o predstavuje
7,8% z vSetkych vySetrovanych fariem. Prvy pripad polyrezistencie bol zaznamenany na
Slovensku v roku 1993 (Varady a kol., 1993), kedy bolo z Nového Zélandu na Slovensko
importovanych 622 kaSmirskych a 28 angorskych koéz. Benzimidazolové preparaty st na
Slovensku stale pouzivané¢ vo velkom mnozstve, hlavne z dévodu ekonomickej vyhodnosti
oproti inym skupindm lie€iv, ¢o mé za nasledok vyssi vyskyt antihelmintickej rezistencie
v chovoch malych prezavavcov.

MATERIAL A METODIKA

Navstivené farmy boli situované na zdpadnom (Devinska Nova Ves, Stupava, Zahorska
Bystrica, Gbelce a Branovo) a strednom Slovensku (Velky Blh, Kloko¢, Janova Lehota a
Kopernica). Vyskyt antihelmintickej rezistencie v chovoch sme detegovali prostrednictvom in
vivo a in vitro testov. Pri in vivo test redukcie poctu vajicok v truse sme porovnavali pocet
vajiCok helmintov v truse pred liecbou a po liecbe. Zvieratd boli na kazdej farme rozdelené na
lieent1 a kontrolnt skupinu. V kazdej skupine sa nachadzalo minimalne 12 zvierat. Zvierata
boli liecené albendazolom v davke 5 mg /kg Zivej hmotnosti. Vzorky trusu boli odoberané
v deni liecby a v intervale 10-14 dni po aplikacii antihelmintika. V laboratoriu sme nasledne
urcili hodnotu EPG (pocet vajicok na 1 g trusu) modifikovanou McMasterovou metédou. Zo
zistenych hodndt EPG pred a po od¢erveni sme vypocitali percento redukcie poctu vajicok
v truse. Ak je pri tejto metode hodnota percenta redukcie poctu vajicok nematddov v truse
nizsia ako 95 %, v stdde st pritomné parazity rezistentné na testované lieCivo. In vitro test
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liahnutia vajiCok (egg hatch test-EHT) vtruse je =zalozeny na ovocidnej vlastnosti
benzimidazolov a porovnani schopnosti vajicok embryonovat avyvijat sa v roznych
koncentracidach benzimidazolového antihelmintika. Vteste sme pouzili nasledovné
koncentracie tiabendazolu: 0,05 , 0,1, 0,3 , 0,5 al ug/ml. Test sme uskutoCnili v 24
jamkovych platni¢kach s objemom jamok 3 ml. V jednotlivych koncentraciach a kontrole sme
po 48 hodinovej inkubdcii pri teplote 27 °C spocitali pocet nevyliahnutych vajicok a lariev
prvého Stadia. Pomocou logaritmicko-koncentratného logitsového modelu sme nasledne
vypocitali hodnotu EDs (koncentracia tiabendazolu, ktord zabrani liahnutiu 50% pritomnych
vajicok). Ak je zistena hodnota EDsy vyssia ako 0,1 pg/ml a EDyy je vyssia ako 0,3 ug/ml
testovant populaciu povazujeme za rezistentnii (Coles a kol. 1992).  Test vyvinu lariev
(larval development test - LDT) je zaloZzeny na schopnosti lariev prezivat' a vyvijat sa
v prostredi s réznou koncentraciou antihelmintika. V jamkéach mikrotitra¢nej platnicky sme si
pripravili vysledné koncentracie tiabendazolu v rozmedzi od 0,0006 pg/ml po 1,28 pg/ml.
Platnicky sme inkubovali 7 dni pri teplote 27 °C. Po inkubdcii sme urcili pocet vajiok, lariev
prvého (L;), druhého (L,) a treticho (L3) Stadia v jamkach pri jednotlivych koncentraciach
anthelmintika, ako aj v kontrolnych jamkach. Pomocou logaritmicko-koncentraéného
logitsového modelu sme vypocitali hodnotu LDsy (koncentracia antihelmintika, ktord zabrani
vyvinu 50% pritomnych vaji€ok na larvy tretieho Stadia) a LDgg (koncentracia antihelmintika,
pri ktorej sa nevyvija 99% strongylidnych vaji¢ok na larvy Lj).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Farmy koz navstivené pocas prieskumu su uvedené v Tabulke ¢. 1 . V Tabulke ¢. 2
uvadzame vysledky in vivo testu redukcie vajicok v truse a in vitro testov liahnutia vajicok
a larvalneho vyvinu.

Prieskum vyskytu rezistencie na antihelmintika zo skupiny benzimidazolov na farmach k6z na
Slovensku doposial’ nebol uskuto¢neny s vynimkou prace Varady akol., (1994), ktori sa
zamerali len na importované stdda koéz zNového Zélandu. Vzhl'adom k chybajicim
poznatkom v tejto oblati pocas poslednych dvoch dekdd sme mali za ciel’ preskimat’ stav
roz$irenia rezistentnych nematddov na farméach na celom tizemi Slovenska.

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze na vSetkych navstivenych farmach sme detegovali nematody
rezistentné na benzimidazolova skupinu antihelmintik. Rozdiel medzi jednotlivymi farmami
bol len v tom v akom zastipeni sa na nich nachadzala rezistentna ¢ast’ populacie. Na farmach
¢. 1,4, 5 a9 toto zastupenie bolo viac ako 20 % a na farméch €. 2, 3, 6, 7 a 8 pod 20 %.

Vo vSeobecnosti in vivo test FECRT je ¢asovo ndro¢nejsi, cenovo drahsi a ziskané vysledky
nemusia byt presné, co moze byt zapri¢inené rozdielmi vo farmakodynamike lie€iv u zvierat.
In vitro EHT a LDT su cenovo omnoho lacnejsie, vysledky st ziskané za kratsi Cas a testy pri
pouziti diskriminacnej davky (EDgy, LDgy, C 0,3) dokazu identifikovat aj vel'mi nizke
zastupenie benzimidazol rezistentnych parazitov v skimanej vzorke, ¢o je vel'mi dolezité z
hl'adiska skorej detekcie rezistencie v terénnych podmienkach. Tieto vyhody poukazuji na
skutoCnost, Ze pouzitie in vitro testov v monitoringu terénnej rezistencie gastrointestinalnych
parazitov malych prezuvavcov je vyhodnejSia volba v porovnani s pouzitim in vivo metod.
Vykonany prieskum vSak dokazuje, Ze rezistencia na tuto skupinu antihelmintik je v chovoch
koz na Slovensku uZ pritomna. Chovatelia preto musia dodrziavat’ opatrenia pomocou ktorych
mozno zabranit rychlejSiemu ndstupu rezistencie, inak hrozi, ze vyskyt rezistentnych
parazitov a s nim spojena neefektivna liecba méze v blizkej buducnosti negativne ovplyvnit
ekonomiku nasich chovov.



Tabulka €. 1
Farmy k6z navstivené pocas prieskumu

Farma # farmy

Devinska Nova ves
Zéhorska Bystrica
Stupava

Vel’ky Blh

Kloko¢

Kopernica

Janova Lehota
Branovo

Gbelce

O 0 JN DN W~

Tabul’ka ¢.2

Vysledky in vivo testu redukcie vajicok v truse a in vitro testov liahnutia vaji¢ok a larvalneho
vyvinu na farmach koz

Farma# 1 2 3 4 5 6 7 8 9
EHT

LDsg 0,64 0,04 0,07 0,6 0,69 0,03 0,04 0,11 0,70
LDgy 3,06 0,19 0,29 2,65 2,30 0,63 0,16 1,10 7,24
Cco0,3 86,5 4,5 12 75,5 80,5 5,5 2,5 17,5 73
LDT

LDsg 0,44 0,007 0,013 0,186 0,422 0,030 0,01 0,0103 0,54
LDgy 538 0,277 0,033 1,03 22,14 0,154 0,041 0,0683 8,24
FECR 62,3 88,8 n. 70,9 73,9 93,1 91,5 95,2 53,5

Praca bola podporend grantom VEGA 2/0151/13
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VPLYV PROBIOTICKEHO KMENA E. FAECIUM AL41 NA PRODUKCIU IGA V JEJUNE,
ILEU A CEKU V CREVE KURCIAT INFIKOVANYCH CAMPYLOBACTER JEJUNI
Bobikova K., Husdkova E., Stasova D.

Katedra patologickej anatomie a patologickej fyziologie, UVLF KoSice

ABSTRAKT

Cielom $tadie bolo sledovat’ vplyv probiotického kmena Enterococcus faecium AL41 na
produkciu sIgA v jejune, ileu a céku u kurciat po infikovani Campylobacter jejuni. Porovnali
sme 4 skupiny kurciat: kontrolna skupina (C), skupina obsahujica probioticky kmen E.
faecium AL41 (EFAL41), skupina infikovand s Campylobacter jejuni (CJ), skupina
obsahujuca E. faecium AL41 a zaroven infikovana Campylobacter jejuni (EFAL41+CJ).

V skorej taze Campylobacter jejuni infekcie (4 p.i.) viedlo posobenie E. faecium AL41 k
zvyseniu sIgA v ¢revnom obsahu ilea (EFAL41). Najvyssiu hodnotu sekrecného IgA (sIgA) v
¢revnom obsahu jejuna a céka sme zaznamenali u kurciat ovplyvnenych s E. faecium AL41 a
zaroven infikovanych s Campylobacter jejuni (EFAL41+CJ). V neskorej faze infekcie (7 p.i.)
sa pozitivny efekt E. faecium AL41prejavil najviac v ¢revnom obsahu jejuna v kombinovane;j
skupine kurciat (EFAL41+CJ). Najvyssie hodnoty sIgA v ileu sme zaznamenali v skupine
kur¢iat ovplyvnenych E. faecium AL41 (EFAL41) a v skupine kurciat infikovanych s
Campylobacter jejuni (CJ). V céku boli hodnoty koncentracie sIgA zvySené vo vsetkych
testovanych skupinadch (EFAL41; EFAL41+CJ; CJ). Vysledky preukazali pozitivny efekt E.
faecium AL41 na produkciu sekrecného IgA v jejune, ileu a céku u kurciat infikovanych
Campylobacter jejuni.

UvOoD

Campylobacter jejuni predstavuje hlavni pri¢inu celosvetovo rozsirenej infekcie
ganstrointestinalneho traktu, predovsetkym v désledku jeho schopnosti asymptomaticky
kolonizovat’ traviaci trakt hospodarskych zvierat, vratane kurciat (Johnson a kol., 2014).
Pouzitie probiotik, ktoré moézu prispiet k zlepSeniu prirodzenej obrany zvierat proti
patogénnym baktériam, je alternativny a efektivny spdsob pre znizenie bakteridlnej
kontaminécie hydiny. Ochranny efekt niektorych probiotickych kmenov stvisi so stimulaciou
lokalnej produkcie sekreéného IgA (sIgA), ako aj so zvySenim aktivity imunitnych buniek
asociovanych s ¢revom. Levkut a kol., 2014 uvadza, ze probiotikd mozu zvysit’ hladinu IgA
produkujucich buniek v sliznici (Levkut a kol., 2014). Predchddzajice Stadie poukdazali na to,
7e probioticky kmen E. faecium ma vplyv na expresiu IgA” buniek v sliznici ¢reva u vtakov
(Revajova a kol., 2013). Husakova a kol. 2014, zaznamenala priaznivy vplyv E. faecium
AL41 na produkciu sekre¢ného sIgA v Creve kurciat infikovanych S. Enteritidis PT4. E.
faecium AL41 pdsobi taktiez na expresiu TGF-f4 a IL-17, ktoré vplyvaju na sekréciu IgA v
¢reve (Karaffova, 2015). Cielom naSej prace bolo sledovat vplyv probiotického kmena
Enterococcus faecium AL41 na produkciu sIgA v ¢revnom obsahu jejuna, ilea a céka u
kurciat po infikovani Campylobacter jejuni.

MATERIAL A METODIKA

Zvierata. 40 kurciat plemena Cobb 500 bolo rozdelenych do 4 skupin (n=10): C, EFAL41, CJ
a EFAL41+C]J. Probioticky kmen Enterococcus faecium AL41 (poskytnuté: Andrea Laukova,
IAP SAS, Kosice, Slovakia) bol individudlne per os aplikovany skupindm EFAL41 a
EFAL41+CJ na 1 — 7 dei pokusu v davke 1x10° CFU/0.2 ml PBS. Na 4 den pokusu bola
uskutocnend experimentalna infekcia v CJ a EFAL41+CJ skupindch individudlnym per os
podanim Campylobacter jejuni (poskytnuté: Andrea Laukova, IAP SAS, Kosice, Slovakia) v
davke 1x10® CFU/0.2 ml PBS. Vzorky z jejuna, ilea a céka pre hodnotenie IgA boli odobraté
na 4 a 7 deii po s infekcii C. jejuni.
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Postup preplachu vzoriek creva. Pri spracovani Criev sa postupovalo podl'a postupu Holt a
kol. (1999) s ur¢itymi modifikaciami. Na 4 a 7 deii po infekcii boli kurcatdm odobraté useky z
jejuna, ilea a céka. Na preplach jednotlivych vzoriek sa pouzilo 5 ml teplého premyvacieho
roztoku (1 M tris/glycine buffer with 0.25% Tween 20, pH 7, Sigma Aldrich, USA), ktory bol
do limenu creva aplikovany s 10-cc injek¢nou striekackou a 18-ga ihlou. Preplachy z Criev
boli centrifugované 5 minut pri 12 000 xg (Hettich Rotina 420R Centrifuge, DJB Labcare,
UK) a nasledne ziskany supernatant zmrazeny na -20 °C do spracovania ELISA metodou.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Pre detekciu celkového IgA bol pouzity
kuraci IgA ELISA kit (Kamiya Biomedical Company, USA). Absorbancia jednotlivych
vzoriek bola merana spektrofotometricky pri 450 nm na ¢itacke mikroplatniciek (Revelation
Quicklink, Opsys MR, Dynex technologies, USA).

Na Statisticki analyzu dat bola pouZita jednocestnd ANOVA a Tukey Cramerov test v
programe GraphPad (USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Stadie preukazali, ze Campylobacter je schopny napadnit érevni sliznicu kuréiat (Van Deun
a kol., 2008) a sposobit’ systémovu infekciu (Awad a kol., 2015). Ziskana imunitnd odpoved’
je v tejto oblasti zabezpecovand aktivaciou lymfocytov a lokalnou sekréciou sIgA (Muir a
kol., 2000). V sulade s nasimi vysledkami aj Cao a kol. 2013, uvadza, ze E. faecium ma vplyv
na zvySenie koncentracie sekreCného IgA v sliznici jejuna. Taktiez Qiu a kol. 2012,
zaznamenali najvyssiu hladinu sIgA v jejune u 1-dnovych kurciat po aplikovani krmiva
obsahujuceho Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum a Enterococcus faecium v
porovnani s kontrolnou skupinou. Na§ experiment preukazal zvySenie koncentracie sIgA v
¢revnom obsahu jejuna u kurciat, ktorym bol aplikovany probioticky kment EFAL41
(EFAL41; EFAL41+CJ) v skorej faze infekcie Campylobacter jejuni.V ileu a céku bola
zaznamenana najvysSia koncentracia sIgA u kurciat ovplyvnenych s E. faecium AL41 a
zaroven infikovanych s Campylobacter jejuni, ¢o moéze byt vysledkom pdsobenia oboch
baktérii.

V neskorej faze infekcie pretrvavala v ¢revnom obsahu jejuna zvySena koncentracia sIgA u
kurc¢iat ovplyvnenych s E. faecium AL41 a zaroven infikovanych s Campylobacter jejuni.V
ileu bol zaznamenany narast sIgA v skupine kurciat ovplyvnenych E. faecium AL4, ¢o
poukazuje na pozitivny vplyv probiotického kmena. ZvySend koncentracia sIgA bola
namerana v ileu aj v skupine kurciat infikovanych s Campylobacter jejuni, ¢o mdze suvisiet
so schopnostou C. jejuni kolonizovat’ okrem céka aj ileum (Chaloner a kol. 2014). V céku
boli hodnoty koncentracie sIgA zvySené vo vsetkych testovanych skupinach (EFAL41;
EFAL41+CJ; CJ). V zavere moZeme dodat’, Ze nasSe vysledky preukdzali pozitivny vplyv E.
faecium AL41 na produkciu celkového sIgA v jejune, ileu a céku u kurciat infikovanych C.
Jejuni.
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ANTIPARAZITARNY UCINOK PROBIOTICKYCH BAKTERII NA INFEKCIU
TRICHINELLA SPIRALIS U MYSi

Buckova B.1, Dvoroznakova E.1, Hurnikova Z.1, Laukova A.2

IParazitologick)} ustav, SAV, KoSice

*Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bolo sledovat’ vplyv probiotickych a bakteriocin-produkujicich bakteridlnych
kmenov na intenzitu infekcie pocCas Crevnej a svalovej fazy trichinelozy, ako aj na fertilitu
samiCiek Trichinella spiralis u experimentalnych mysi. Parazitarnu zataz (intenzitu infekcie)
sme vyhodnotili cez pocet adultov parazita, ktory sa zisti vyplachom tenkého creva a pocet
lariev parazita vo svaloch ziskany traviacou metoédou. Infekénost’ parazita sme stanovili
indexom reprodukénej kapacity (RCI) a fertilitu samiciek in vitro testom plodnosti.
Bakteriocin-produkujiice kmene Enterococcus faecium AL41 a E. faecium 2019 = CCM7421
signifikantne znizili pocet adultov v ¢reve mySi. Aplikdcia probiotickych kmenov
Lactobacillus fermentum AD1 = CCM7420, L. plantarum 17L/1 a bakteriocin-produkujucich
kmenov E. faecium AL41 a E. durans ED26/7 viedla k vyraznému poklesu poctu svalovych
lariev. Reprodukény potencial trichinel v hostitelovi (RCI) bol redukovany u mysi
s aplikaciou E. faecium AL41, E. durans ED26/7, L. fermentum ADl= CCM7420 a L.
plantarum 17L/1. Redukény vplyv kmenov na fertilitu samiciek trichinel bol signifikantny len
pri E. faecium AL41, po aplikacii ostatnych kmenov bol pozorovany mierny redukény t¢inok
na pocet novonarodenych lariev. Na redukcii parazitarnej zataze vo svaloch hostitel'a sa preto
pravdepodobne podielali imunitné mechanizmy stimulované bakteridlnymi kmenmi.

UVvVOD

Crevo hostitela predstavuje komplexny ekosystém, v ktorom prebiehajii interakcie medzi
¢revnymi mikroorganizmami, imunitnym systémom a patogénmi. VSetky tieto zloZky sa
podiel'aju na udrziavani homeostdzy doblezitej pre zachovanie zdravia hostitela. Crevné
parazity tiez ovplyviiuji mikrofléru ¢reva a modifikuju tito rovnovahu. Na druhej strane,
¢revné mikroorganizmy vyrazne ovplyviluju patofyzioldgiu parazitdrnej infekcie, ale aj
prezivanie parazita arozvoj parazitarnej infekcie. Preto probiotické baktérie moézu hrat
vyznamnu ulohu v redukcii patogenity mnohych parazitov. Na zaklade tychto skuto¢nosti sa
zvySuje zaujem vedcov vysvetlit’ interakcie medzi mikroorganizmami, imunitnou odpoved’ou,
zapalovymi procesmi a revnymi parazitmi (Berrilli akol.,, 2012). Zdraviu prospesné
probiotické kmene v creve hostitela st schopné inhibovat’ a vytesnovat patogénnu
mikrofléru, zvySovat’ aktivitu slizni¢nej bariéry, avSak, tieto ich vlastnosti st kmenovo-
Specifické (Gupta a Garg, 2009). Pocas poslednej dekady bol zaznamenany benefitny t¢inok
probiotickych baktérii aj pri kontrole parazitarnych infekcii, predovSetkym crevnych
ochoreni, ale aj pri niektorych mimocrevnych infekcidch zavaznych v humannej
a veterinarnej medicine. Tieto Studie dokazuji, Ze probiotické baktérie moézu poskytovat
kmenovo-Specificki ochranu proti parazitom, pravdepodobne prostrednictvom viacerych
mechanizmov, ale je potrebnych viacero vysvetlujicich $tudii na obhajobu terapeutického
vyuzitia probiotik (Travers a kol., 2011).

Nasim ciel'om je otestovat’ antiparazitarny u¢inok bakteriocin-produkujicich a probiotickych
bakterialnych kmenov umysi infikovanych Trichinella spiralis. Ked'ze trichineloza je
z&vaznd zoondza rozsirena po celom svete, je potrebné rozvijat’ stile nové lieCebné postupy
a vyuzitie probiotickych kmeniov s antiparazitarnym uc¢inkom moze byt sl'ubné.

MATERIAL A METODIKA,
V experimente bolo pouzitych 126 mySi BALB/c. Samce s hmotnostou 18-20 g boli
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rozdelené do siedmich skupin: Kontrola (n = 18) — infekcia 7. spiralis bez podavania
bakteridlnych kmetiov. 1. skupina (n = 18) — Enterococcus faecium EF55 a infekcia T.
spiralis. 2. skupina (n = 18) — E. faecium 2019 = CCM7421a infekcia 7. spiralis. 3. skupina
(n = 18) — E. faecium AL41 ainfekcia T. spiralis. 4. skupina (n = 18) — E. durans ED26/7 a
infekcia 7. spiralis. 5. skupina (n = 18) — Lactobacillus fermentum AD1 = CCM7420
a infekcia T spiralis. 6. skupina (n = 18) — L. plantarum 17L/1 a infekcia T. spiralis.
Bakterialne kmene boli podavané per os denne v davke 100 pl (10° KTJ/ml v Ringerovom
roztoku). Bakteriocin-produkujuce kmene s probiotickym ucinkom Enterococcus faecium
EF55, izolat z kurcata, produkujuci antimikrobialnu substanciu bielkovinového charakteru —
enterocin (Enf) 55, environmentalny izolat E. faecium AL41, produkujici Ent M, E. faecium
2019 = CCM7421, izolat z trusu kralikov produkujuci Ent 2019 a probioticky kmen
Lactobacillus fermentum AD1 = CCM7420, izolat z trusu psa; boli pripravené na Ustave
fyziologie hospodarskych zvierat SAV, Kosice. Probioticky kmen L. plantarum 17L/1, izolat
z ov&ieho sudovaného syra, pochadzal z Vyskumného tistavu mliekarenského, Zilina.

Mysi boli infikované per os davkou 400 lariev T. spiralis/my$ na 7. den aplikacie
bakteridlnych kmeiov.

Izolacia parazita: Adulty T. spiralis boli ziskané z tenkého ¢reva (Campbell, 1983). Svalové
larvy T. spiralis boli ziskané traviacou metodou — umel4 traviaca $tava (1 % pepsin, 1% HCl
na 4 h pri 37°C) (Kapel a Gamble, 2000). Test plodnosti samiciek trichinel bol vykonany
podl'a protokolu Cabaj (1990). Vysledky boli spracované one-way ANOVA a post hoc Tukey
testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Parazit T. spiralis vyvoladva tkanivové ochorenie trichinelézu, charakterizované enteritidou
(vyvolanou pohlavne zrelymi trichinelami) a zédpalom s degenerativnymi zmenami v prieéne
pruhovanom svalstve (vyvolané larvami) (JuraSek a Dubinsky, 1993). Patologia trichineldzy
je v podstate reakciou na inicialnu zapalovu odpoved’ pocas Crevnej fazy ana nasledné
alergické azéapalové odpovede pocas migracie lariev asvalovej invazie hostitela.
Patogénnost’ 7. spiralis je vysSia ako uinych druhov crevnych parazitov pre vysokua
produkciu novonarodenych lariev (Pozio a kol., 1992) asilni imunitni reakciu hostitel’a
(Pozio a kol., 1993; Brushi, 1999; Morales a kol., 2002). Zavaznost trichinelovej infekcie je v
koneénom dosledku ovplyvnena po¢tom migrujicich novonarodenych lariev. Uéinna imunita
je preto charakterizovana reakciami, ktoré obmedzuju plodnost’ samiciek parazita, posSkodzuju
alebo znic¢ia novonarodené larvy a sprostredkuvaju elimindciu dospelych parazitov z ¢reva.

V nasom experimente boli dospelé Cervy parazita izolované ztenkého Creva na 5., 11.
a ojedinele aj na 18. deni po infekcii (p.i.). K redukcii ¢revnych parazitov doslo na 11. den p.i.
u mysi, ktorym boli podavané bakteriocin-produkujuce kmene Enterococcus faecium, pri¢om
signifikantny pokles (P<0,05) bol zaznamenany v skupinach mysi s E. faecium AL41 a E.
faecium 2019 = CCM7421.

Pri vyhodnoteni svalovej fazy infekcie v naSom experimente bol zisteny vyrazny pokles
(P<0,01; P<0,05) poctu lariev na 25. aj 32. den p.i. v skupinach mysi, ktorym boli podavané
probiotické kmene Lactobacillus fermentum AD1= CCM7420, L. plantarum 17L/1
a bakteriocin-produkujiuce kmene E. faecium AL41 a E. durans ED26/7. Zredukovany pocet
adultov umysi s aplikdciou E. faecium AL41 mal zniZzeny aj reprodukény potencidl.
Produkcia lariev bola vyhodnotend indexom reprodukénej kapacity (RCI), ktory je
biologickym ukazovatel'om infek¢énosti trichinel. Je to pomer poctu lariev ziskanych z jedinca
k poctu lariev, ktorymi bol nainfikovany. Infekénost parazita je vysledkom vzdjomného
spolupdsobenia Styroch komponentov — poctu samic, ktoré sa vyvini do dospelosti, ich
plodnosti, dizky ich preZivania v &reve a doby, pocas ktorej zostavaju Zivotaschopné svalové
larvy trichinel (Dvoroziakova akol., 2011). Index reprodukénej kapacity bol znizeny
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v skupinach s aplikadciou kmenov E. faecium AL41, E. durans ED26/7, L. fermentum AD]1-
CCM7420 a L. plantarum 17L/1, v porovnani s len infikovanou skupinou bez aplikacie
kmenov

To, ¢i tieto bakteridlne kmene priamo ovplyvnili plodnost’ samiciek alebo zabranili prieniku
novonarodenych lariev do krvného a lymfatického obehu, prip. sa na redukcii svalovych
lariev podielala stimulovana imunita hostitel'a, vysvetluji vysledky ex vivo testu fertility
samiciek izolovanych z ¢reva infikovanych mysi s aplikaciou bakterialnych kmenov. Pocet
novonarodenych lariev na samicku bol pouzity ako miera plodnosti. Fertilita samiciek
v nasom experimente bola vyrazne inhibovana (P<0,05) u mysi s aplikéciou E. faecium AL41,
na zaklade ¢oho mozno predpokladat’ priamy vplyv tohto bakteridlneho kmenia na plodnost’
samiciek. V pripade ostatnych testovanych bakterialnych kmenov, u ktorych bola fertilita
trichinel len mierne zniZzend, sa na redukcii poctu novonarodenych lariev podielali
pravdepodobne imunitné mechanizmy. Su zaznamenané tri hlavné vyhody probiotickych
organizmov: 1) vedia modulovat svoje fyzikdlno-chemické prostredie; 2) produkuju
biologicky aktivne molekuly ako bakteriociny, latky s antimikrobidlnym tuéinkom; 3)
moduluju imunitu hostitel’a (Travers a kol., 2011).

Navrhnit' probiotické kmene ako alternativu klasickej terapie antihelmintikami nie je
pravdepodobné, ale ako doplnkovy terapeuticky pristup k zniZeniu rizika infekcie alebo
k zniZeniu terapeutickej davky antihelmintik (s mnohymi nepriaznivymi vedlajSimi u¢inkami)
sa zda byt redlnejiie. Studie antiparazitirnych u¢inkov probiotickych baktérii st este v
zaCiatkoch a je potrebny d’alsi vyskum.

Tato praca bola podporena Slovenskou grantovou agenturou VEGA 2/0081/135.
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IZOLACIA A DIAGNOSTIKA MALASSEZIA PACHYDERMATIS U PSOV
Bohmova E.
Katedra farmakologie a toxikologie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Kvasinky rodu Malassezia tvoria prirodzeni mikrofléru koze cloveka a zvierat. Ako
oportunne patogény mdzu posobenim vhodnych predispozi¢nych faktorov sposobit’ kozné
ochorenia, systémové choroby a dermatitidy.

Prezentovand praca je zamerand na fenotypova identifikaciu a frekvenciu vyskytu druhu
Malassezia pachydermatis izolovaného od psov.

Vzorky boli ziskané od 137 psov a odbery boli vykonané z predileknych miest vyskytu
malassezii ako st usi, interdigitalny priestor a perianalna oblast’.

Na kultivaciu boli pouzité Specifické selektivne média (MLNA — modifikovany Leeming-
Notman agar, HIT — modifikovany Candida-Chrom agar, SCH — Sabouraud dextr6zovy agar,
SAOT — modifikovany Sabouraud dextr6zovy agar). Inokulované platne boli inkubované pri
teplote 32 °C po dobu sedem dni.

Cisté kultary boli ziskané pasazovanim. Fenotypova identifikicia zahfiiala mikroskopicku
diagnostiku, kataldzovy test, utilizdciu Tweenu, ricinového oleja a rozklad eskulinu.
Pritomnost’ malassezii bola zaznamenand vo vzorkdch ziskanych od 64 psov a vSetky
pozitivne izolaty boli diagnostikované ako druh M. pachydermatis.

UvOD

Kvasinky rodu Malassezia st lipofilné mikroorganizmy, ktoré patria medzi normalnu
komenzalnu koznt mikrofloru teplokrvnych stavovcov. Pri  podsobeni vhodnych
predispozi¢nych faktorov sa mézu prejavit’ ako oportinne patogény (Batra a kol., 2005).
Okrem jediného non-lipid-dependentného druhu Malassezia pachydermatis, izolovaného
najcastejSie z vonkajSieho zvukovodu psov a maciek, medzi typické zoofilné malassezie
zarad’'ujeme lipid-dependentné druhy M. caprae, M. equina, M. nana a M. cuniculi (Guillot a
Bond, 1999).

Identifikdcia jednotlivych druhov kvasiniek rodu Malassezia sa vykondva na zaklade
rozliSenia rozdielnych fenotypovych vlastnosti. NajcastejSie sa sleduje rast na
Sabouradouvom agare, ktory sa porovnava so selektivhymi Zivnymi médiami (Leeming-
Notman agar, Dixonov agar, ChromMalassezia agar). Dal§imi navrhnutymi metédami pre
identifikaciu st katalazovy test, schopnost’ vyuzivat’ rézne koncentracie Tweenu, sledovanie
rastu na CEL (pdde obohatenej ricinovym olejom) a na TE agare (Tween-esculinovy agar),
pomocou ktorej sa zist'uje schopnost” hydrolyzovat eskulin (Kaneko a kol., 2007).

MATERIAL A METODIKA

Vyskyt malassezii bol hodnoteny na zaklade vySetrenia vzoriek pochadzajtcich od 137 psov.
Vytery boli odobraté z predilek¢nych oblasti vyskytu malassezii, ato vonkajsi zvukovod
oboch usi, trup, interdigitalny priestor a perineum.

Po odbere bola kazda vzorka naockovana na Specifické selektivne média: SCH (Sabouraudov
dextrozovy agar s chloramfenikolom), SAOT (modifikovany Sabouraudov dextrozovy agar),
MLNA (modifikovany Leeming-Notman agar) a HIT (modifikovany Candida-Chrom agar).
Inokulované platne boli inkubované pri teplote 32 °C pocas 7 dni. Po siedmych dnoch boli
platne posudzované makroskopicky, tj. tvar kolonii, textira a farba.

Kolonie, pri ktorych bolo podozrenie, ze by mohlo ist o malassezie boli posudené aj
mikroskopicky. Hodnotend bola morfologia buniek (tvar stopy, hruSkovity, okrahly az
ovoidny). Cisté kultury izolatov malassezii, ktoré boli podrobené podrobnejsej fenotypove;
identifikdacii sa ziskali pasaZovanim na Specifickom selektivnom médiu.
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Fenotypova identifikacia cistych kultar zahfnala okrem mikroskopickej diagnostiky aj
katalazovy test, utilizaciu Tweenu, asimilaciu ricinového oleja a rozklad eskulinu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na Styroch testovanych Specifickych selektivnych médiach (SCH, SAOT, MLNA a HIT)
pouzivanych na kultivaciu malassezii bol rast kvasiniek pozorovany uz po Styroch ditoch
(Obr. 1.).

Mikroskopicky boli pozorované zvyc¢ajne ovoidné, flaskovité, resp. bunky tvaru stopy (Obr.
2)).

Pre dalSiu identifikaciu bol pouzity katalazovy test s 3 % peroxidom vodika, ktory bol pri
vSetkych izolatoch pozitivny. Na CEL agare a na TE agare vykazovali taktiez vSetky izolaty
pozitivnu reakciu.

Na zaklade tychto fenotypovych charakteristik vo vSetkych vzorkach od psov bol
identifikovany druh M. pachydermatis.

Spravnost’ diagnostiky izolatov bola overena pouzitim referenénych kmenov malassezii CBS
(Utrecht, Holandsko).

Obr. 1.; 2.: Rast Malassezia pachydermatis na SCH (vl'avo); mikroskopické zobrazenie
buniek Malassezia pachydermatis (zvacsenie 400 x)(vpravo).
Rt~ oy i
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Zdroj: doc. MVDr. Eva Conkova PhD., MVDr. Ema B6hmova

V predloZenej praci sme sa zaoberali vyskytom a zastipenim kvasiniek rodu Malassezia
u psov.

Pre urcenie jednotlivych druhov malassezii sa pouzivaju tradicné, fenotypové metody
zalozené na rozdielnosti morfologickych a/alebo biochemickych charakteristik (kataldzova
reakcia, schopnost’ asimilovat’ Tween, rast na pode s ricinovym olejom (CEL), schopnost’
hydrolyzovat’ eskulin a vytvarat’ ¢ierny pigment - TE) (Cafarchia a kol., 2011).

Vsetky izolaty pochadzajice od psov vykazovali pozitivne reakcie pri uvedenych testoch.

Pre kultivaciu naSich vzoriek boli pouzité pddy SCH, MLNA, SAOT a HIT. VSetky tieto
pody boli vhodné pre urcenie izolatov zo vzoriek odobratych od psov, ktoré boli
identifikované ako Malassezia pachydermatis.

V predlozenej praci sme zistovali aj vzdjomnu stvislost medzi vyskytom malassezii a
fyziologickymi faktormi zvierat ako s plemeno, vek, pohlavie a vyhodnocovali sme miesta
najcastejSieho osidlenia malassezii.

Zo vzoriek ziskanych od 137 psov bola Malassezia pachydermatis zistena u 64 jedincov. Jej
incidencia u zdravych psov dosahovala 41,1 % auchorych 60,5 %. NaSe vysledky su
podobné ako vo svojej praci uvadzaju Cafarchia a kol. (2005), ktori referuji o incidencii
malassezii u 51,7 % psov, priCcom vys§ia prevalencia bola zaznamenana u psov s koZznymi
1éziami (61,1 %) ako u zdravych psov (36,4 %).
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Viacero Studii je zameranych na plemennu predispoziciu vo vztahu k vyskytu malassezii.
Vysledky v nasej praci korenSponduji so zisteniami autorov, ktori vo svojich pracach
udavaju, ze M. pachydermatis je najcastejsie izolovand u plemien ako st Pudel, KokersSpaniel,
Nemecky ovciak a Yorkshirsky teriér (Crespo et al., 2002; Kumar et al., 2002).

Co sa tyka vekovej predispozicie, nazory autorov sa lisia. V tejto praci najviac vysetrenych
psov bolo vo veku od 1-10 rokov. V tejto skupine zvierat sme zaznamenali vysSiu incidenciu
M. pachydermatis pri chorych (58,8 %) ako pri zdravych zvieratach (42,8 %).

Pohlavie viaceri autori (Crespo et al., 2002; Kumar et al., 2002) nepovazuju za predispozicny
faktor. Nardoni a kol. (2004) nezistili ziadne signifikantné rozdiely vo vyskyte kvasiniek u
roznych pohlavi. Pri vyhodnocovani tohto faktora sme nezaznamenali vyrazné rozdiely
incidencie kvasinky u zdravych zvierat (44,6 % psy a 37,2 % suky).

Z hladiska predilekénych miest vyskytu malassezii sme zaznamenali najvysSie percento pri
vyteroch z ucha tak u zdravych (27,3 %) ako aj u zvierat s otitidou (44,7 %). Tieto udaje
korespondujii s pracou Conkovej a kol. (2011), v ktorej je taktiez uvedend najéastejsia
izolacia z usnych vyterov (44,8 %).

V praci sme sa zaoberali izolaciou a diagnostikou druhu M. pachydermatis, ktory sme ziskali
odberom vzoriek od 137 psov.

Na zaklade kultivacnych metod a fenotypovych charakteristik sme pritomnost malassezii
zaznamenali u 64 psov. Vo vSetkych pozitivnych izoladtoch pochadzajicich od psov bol
zisteny druh M. pachydermatis.

Zamerali sme sa tiez na vyhodnotenie miest najCastejSicho osidlenia kvasiniek a zist'ovali sme
vzajomnu suvislost medzi vyskytom kvasinky a fyziologickymi faktormi psov ako su
plemeno, vek a pohlavie.

Znalost’ predispozi¢nych faktorov vyskytu malassezii u zvierat moéze pomoct’ pri diagnostike
tychto infekcii.
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VYSKYT AUTOCHTONNE] ANGIOSTRONGYLOZY U PSOV NA UZEMi SLOVENSKA
CabanovaV., Miterpakova M., Hurnikova Z., Pipikova J.
Parazitologicky ustav, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Angiostrongyldza je na nasom uzemi novo sa vyskytujice parazitdrne ochorenie ohrozujice
zdravie a Zivot psov. Prvé dva pripady ochorenia na Slovensku boli zaznamenané v roku 2012
a 2013 u psov zijucich v meste KoSice. V tejto praci prinaSame predbezné vysledky prvého
epizootologického vyskumu angiostrongylozy upsov na Slovensku, ktoré potvrdzuju jej
autochtonny vyskyt na naSom uzemi s prevalenciou 5,26% .

UvoD

Vplyvom klimatickych a ekologickych zmien ako aj migraciou zvierat prenikaji na naSe
uzemie nové parazitdrne ochorenia. Jednym z takychto ochoreni je aj angiostrongyloza, ktorej
povodcom je paraziticky Cerv Angiostrongylus vasorum, zndmy aj pod menom franctizsky
srdcovy Cerv. Prave vo Francuzsku bol tento parazit po prvy krat opisany v roku 1853 (Serres,
1854).

Vektorom tohto parazita si zastupcovia z triedy Gastropoda, prevazne bezulitnaté slimaky.
Definitivny hostitel’ sa nakazi pozratim infikovaného sliméka alebo olizovanim jeho vyluckov
na trave alebo inych predmetov, ¢im sa dostavaji infekéné larvy (L3) do traviaceho traktu
zvierata. Larvy aktivne penetruju ¢revo a prenikaju do pltic, kde kladu vajicka, z ktorych sa
liahne prvé larvalne stadium (L1). Larvy L1 drazdia dychacie ustroje a su vykasliavané do
ustnej dutiny, odkial’ po prehltnuti znovu putuji do traviaceho traktu jedinca a trusom sa
dostavaju do okolitého prostredia. Toto ochorenie sa prejavuje prevazne zavaznymi
respiraénymi problémami, nasledkom ktorych moze byt aj ndhly thyn jedinca. Na Slovensku
bolo po prvykrat toto parazitické ochorenie zaznamenané v roku 2012 u maltézskeho psika na
uzemi mesta KoSice (Hurnikova et al. 2013).

Epizootologicky vyskum angiostrongylozy predstavuje pre vedcov velka vyzvu. Dovodom je
vyskyt tohto ochorenia v prevazne malych ohrani¢enych ohniskach, ¢o komplikuje vyskum
cirkulacie povodcu. Taktiez diagnostika tohto ochorenia je mimoriadne diskutovand, ked'ze
doteraz nebola ustalena preferencia jednej diagnostickej metddy (Elsheikha ef al. 2014).

Z tychto pricin boli v Givodnych etapach nasho vyskumu modifikované roézne diagnostické
metody a vytvorené nové, ktoré v porovnani s metddami ako SAF a Bearmannova metoda
vykazuju vyssiu citlivost’ a st flexibilne pouZziteI'né na Cerstvé aj zmrazené vzorky trusu.

V tomto prispevku st publikované predbezné vysledky prvého epizootologického vyskumu
angiostrongyl6zy u psov na izemi Slovenska.

MATERIAL A METODIKA

Za ucelom diagnostiky angiostrongylozy bolo doteraz zozbieranych a vySetrenych 114
cerstvych a zmrazenych vzoriek trusu psov pochadzajtcich tak od sukromnych majitel'ov, ako
aj od psov umiestnenych v psich utulkoch z r6znych Casti Slovenska. Vzorky boli vySetrené
modifikovanou flotacnou metdédou podla nasledujiceho postupu: Tri gramy Cerstvého alebo
rozmrazené¢ho trusu (pri izbovej teplote) boli zhomogenizované spolu s 10 ml vody.
Homogénna zmes bol prefiltrovand a centrifugovand po dobu 2 minut pri 2 500 rpm.
Supernatant bol zliaty ak sedimentu boli pridané 2 ml roztoku siranu zino¢natého so
Specifickou hmotnostou 1,18. Tato zmes bola znovu centrifugovand pri rovnakych
podmienkach. Po centrifugécii bol opédtovne pridany roztok siranu zinoc¢natého tak, aby sa
vytvorila konvexné hladina na povrchu skiimavky, na ktort bolo prilozené krycie sklo. Po 10
minutach bolo krycie sklo s vyflotovanym obsahom odobraté, poloZzené na podlozné sklo
a pozorované¢ pod svetelnym mikroskopom pri 150 nasobnom zvidcSeni. V pripade
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pozitivneho nélezu boli zachytené larvy ur¢ované morfologicky podla typického zakoncenia
kaudélneho konca parazita. Za G¢elom jednoznacnej druhovej diferencidcie bola izolovanych
lariev extrahovana DNA s pouzitim komercéne vyrabaného setu DNeasy® Blood &Tissue Kit
(QIAGEN Group, Germany). Nasledne bola amplifikovana ITS2 sekvencia rDNA pomocou
Specifickych AVS5 a AV4 priemerov navrhnutych Al Sabim a kol. (2010). Amplifikacia
prebiehala za d’alej uvedenych podmienok: pociatocna denaturacia 94 °C/ 2 min; 38 cyklov
(denaturacia 94 °C/30 s, ,,aniling* 57 °C/30 s, extenzia 72 °C/ 30 s), konecna extenzia 72 °C/
7 min.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V nami vySetrenych vzorkach trusu boli zachytené larvy A. vasorum v 6 pripadoch, ¢o
predstavuje priemernt prevalenciu 5,26 %. VSetky pripady je moZné povaZovat za
autochtonne. Rozmiestnenie pozitivnych pripadov na tizemi Slovenska znézortiuje mapa (Obr.
1).

Morfologia kaudalneho zakoncenia lariev L1 vykazovala typické znaky pre druh A. vasorum
(Obr. 2), ¢o bolo jednoznacne potvrdené aj analyzou DNA pomocou PCR (Obr. 3).

Pouzitd modifikovana flotaénd metdda sroztokom siranu zino¢natého sa ukdzala ako
dostatocne citliva a flexibilna pre diagnostiku ¢erstvych aj zmrazenych vzoriek trusu.
Pociatocné vysledky nasho vyskumu potvrdili autochtonny vyskyt angiostrongyl6zy na tizemi
Slovenska. Vzhl'adom na to, Ze parazit vykazuje tendenciu cirkulacie vramci malych
ohranicenych ohnisk, je nutné predpokladat’, ze skutocnd prevalencia tohto ochorenia bude
vyrazne vyssia, co jednoznacne podporuje potrebu d’alSich vyskumov v tejto oblasti.

Obr.1: Lokality vyskytu autochtonnych pripadov angiostrongylozy.
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Obr. 2: Larva A. vasorum s typickym zakoncenim kaudalnej Casti.

- 50 ym

Obr. 3: Vysledky DNA analyzy PCR metodou (M — marker; 1 az 6 — analyzované vzorky
DNA extrahovanej z izolovanych lariev; NK — negativna kontrola, PK — pozitivna kontrola).

Tento prispevok bol financne podporeny prostriedkami projektu VEGA ¢.2/0011/12.
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ULOHA NUKLEARNYCH ESTROGENOVYCH RECEPTOROV V PROCESE
REEPITELIZACIE KOZNYCH RAN

Criepokové 7.1, Gal P.2.3, Perzelova V.1 2, Lenhardt L.
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ABSTRAKT

Deprivacia estrogénu je u zien po menopauze zodpovedna okrem iného za naruSené hojenie
koznych ran. Reepitelizacia je neodelitelnou fazou hojenia a ked'’Zze keratinocyty exprimuju
estrogénové receptory- ER-a a ER-B, je pravdepodobné, Ze regenericia epidermis je
ovplyvnena estrogénom a modulovand prave cez tieto receptory. Pre objasnenie uloh tychto
dvoch receptorov sme vin vivo pokuse skumali pdsobenie selektivnych ER agonistov
na reepitelizaciu v modeli hojenia otvorenych ran u ovariektomizovanych samic potkanov
v porovnani s kontrolami (ovariektomizovanymi a slepo operovanymi potkanmi). Vzorky
tkaniva ran boli rutinne spracované pre svetelni mikroskopiu a na monitorovanie
reepitelizacie epidermis bola pouzitd semi- kvantitativna metdéda. Rany potkanov po poddvani
ER-a agonistu vykazovali oneskoreny proces regeneracie chlpovych folikulov a oneskorené
hrubnutie epidermis, ¢o bolo porovnatel'né s vysledkami u ovariektomizovanych potkanov.
Naproti tomu, aplikacia ER-f agonistu viedla k normalizacii procesu regeneracie epidermis
porovnatelne so slepo operovanymi zvieratami. Tymto bola v naSej Studii preukdzand
receptorova- Specificita posobenia estrogénu na reepitelizaciu a vyznamna uloha ER-
v akceleracii regeneracie epidermis.

UvOD

Je dobre zname, ze efektivnost’ reparacie ran je u starSich jedincov redukovand, koza je
krehkejsia a nachylnejSia k traumam (Kurt a kol., 2012). Prave deprivécia estrogénu sa u Zien
v postmenopauzlnom obdobi povazuje za hlavnu pri¢inu mnohych vekovo stvisiacich
procesov vratane nedokonalého hojenia ran (Archer, 2012). Reepitelizacia, ako neoddelitelna
sucast’ hojenia ran, vytvara prostrednictvom proliferacie a migracie keratinocytov cez ranu
bariéru medzi vonkaj$im a vnitornym prostredim (Torma a kol., 2008). Ked'Ze keratinocyty
exprimuju estrogénové receptory (Emmerson a kol., 2012), predpoklada sa, ze regeneracia
epidermis je modulovand cez tieto receptory. V $tadii vyuzivajicej ER-B knock-out mysi, sa
zaznamenalo, Ze za sprostredkovanie priaznivych ucinkov estrogénovej substitucnej terapie st
zodpovedné epidermalne ER-B (Krahn-Bertil a kol., 2010). Tento vysledok naznacuje, ze
estrogénova  substitu€nd  terapia moze byt  receptorovo-  Specifickd.  Pre
objasnenie a potvrdenie ulohy jednotlivych podtypov nuklearnych estrogénovych receptorov
ER-a a ER-B v procese epidermdlnej regeneracie sme v in vivo pokuse skiimali za pouZitia
selektivnych ER agonistov mieru regeneracie epitelu v modeli hojenia otvorenych ran
u ovariektomizovanych samic potkanov.

MATERIAL A METODIKA

Experimentalne podmienky boli v stlade s Eurdépskymi pravidlami oSetrovania zvierat
a welfaru. Nas experiment bol schvaleny etickou komisiou Fakulty mediciny Univerzity Pavla
Jozefa Safarika v Kogiciach a Statnou veterinarnou a potravinovou spravou Slovenskej
republiky.

V experimente bolo pouzitych 20 samic potkana plemena Sprague-Dawley vo veku 4
mesiacov. Nahodne boli rozdelené do Styroch skupin pricom v kazdej skupine bolo péat
zvierat: (i) kontrola- falosne operované, liecené nosicom (NOV-C); (ii) ovariektomizované,
lieCené nosicom aplikaciou (OVX-C); (ii1) ovariektomizované, lieCené so selektivnym ER-a

22



agonistom PPT (OVX-PPT); (iv) ovariektomizované, lieCené selektivnym ER-B agonistom
DPN (OVX-DPN).

Propyl (1H) pyrazol-1,3,5-triyl-trisfenol (PPT), selektivny ER-a agonista, a 2,3-bis (4
hydroxyfenyl)-propionitril (DPN), selektvny ER-B agonista (Tocris Bioscience, Bristol, UK)
boli rozpustené v dimetyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Vsetky chirurgické intervencie boli vykonané pod celkovou anestéziou indukovanou
administraciou 33 mg/kg ketaminu (Narkamon a.u.v.; Spofa, Praha, Ceska republika), 11
mg/kg xylazinu (Rometar a.u.v.; Spofa) a 5 mg/kg tramadolu (Tramadol-K; Krka, Novo
Mesto, Slovenia). Dvanast’ tyzdiov pred zacatim samotného experimentu hojenia ran (Gal
a kol., 2008a), podstupili potkany zo vSetkych OVX skupin ovariektomiu, zatial’ ¢o potkany
zo skupiny NOV-C boli falosne operované. Na sledovanie hojenia koznych ran bola za
aseptickych podmienok vytvorena jedna kruhova kozné rana prechadzajuca cez celil hribku
koze s priemerom 1 cm na chrbte kazdého potkana. Po vytvoreni rany bol potkanom zo
skupin OVX-PPT a OVX-DPN denne aplikovany prislusny modulator ER v davke 1 mg/kg
subkutanne (pocas prvych siedmych dni po zakroku), zatial ¢o ostatnym potkanom bol
aplikovany nosi¢ (1 % DMSO) (Wegorzewska a kol., 2008 a Gal a kol., 2010). Na 21. deni po
vytvoreni rany boli zvieratd utratené inhalaciou éteru a tkanivo rany bolo odobraté pre d’alSie
spracovanie. Vzorky tkaniva boli rutinne spracované pre sveteln mikroskopiu (fixacia v 4%
pufrovanom formaldehyde, dehydratacia, zaliatie do parafinu, narezanie a ofarbenie vzoriek
hematoxylin- eozinom (HE)). Zafarbené rezy boli hodnotené za pouzitia mikroskopu
Olympus BX51 vybaveného kamerou DP50 CCD (Olympus, Tokyo, Japan). Na
monitorovanie reepitelizacie epidermis, ako aj na zaznamenanie pritomnosti zapalovych
buniek (PMNL- polymorfonuklearne leukocyty), fibroblastov, ciev a nového kolagénu bola
pouzitd semi- kvantitativna metdda (Gal a kol., 2008b). Rezy boli hodnotené podla stupnice
0,1,2,3,4.

Statistickd analyza: Udaje zo semikvantitativnej analyzy boli prezentované ako priemerné
a boli porovnané s neparametrickym Kruskal-Wallis testom. Stupen signifikancie bol p<0.05

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocas post- operacnej periody boli vSetky zvieratd zdravé a nevykazovali klinické symptomy
infekcie. Inflamacnd faza bola ukoncend u vsetkych skupin bez pritomnosti PMNL aiba s
vel'mi nepatrnym vyskytom tkanivovych makrofdgov v mieste rany. 21. deni po vytvoreni
rany bola pritomna tenka keratinova vrstva u vSetkych ran, demonstrujuc normalny priebeh
diferenciacie keratinocytov. OdliSnosti boli zaznamenané v procese regeneracie epidermis.
Rany potkanov zo skupin OVX-C a OVX-PPT vykazovali oneskoreny proces regeneracie
chlpovych folikulov a oneskorené¢ hrubnutie epidermis. Aplikdcia ER-B agonistu viedla
k normalizacii procesu regeneracie epidermis porovnatel'ne so slepo operovanymi zvieratami.
S ohl'adom na obe kontrolné skupiny (OVX-C a NOV-C), pocet luminizovanych ciev
nepatrne vzrastol na zdklade estrogénovej aplikicie (OVX-PPT a OVX-DPN).
V granula¢nom tkanive vSetkych rdan bol zaznamenany mierny pocet fibroblastov, reflektujic
progresiu vo fibroze tkaniva. Pokial’ ide o pritomnost’ luminizovanych ciev alebo fibroblastov
neboli pozorované Ziadne signifikantné rozdiely medzi skupinami.

Aj ked’ sa estrogén povazuje za klicovy regulator hojenia ran, nekompletné objasnenie
molekularnych ciest ucinku estrogénov, rovnako ako aj dobre dokumentované neziaduce
ucinky estrogénov podavanych po menopauze v klinickej sfére, vopred vylucuju bezné
klinické pouzivanie ERT v hojeni ran. Pre lepSie porozumenie G¢inku estrogénov na hojenie
ran, sa Stidie zameriavaji na estrogénové receptory, prostrednictvom ktorych estrogény
pdOsobia. Naznacuje sa, ze tloha tychto dvoch estrogénovych receptorov je odlisnd, ked’ze in
vivo experimenty preukazali, ze zacielenie na ER-f, ale nie na ER-a akceleruje reepitelizaciu
u mysi (Campbell a kol., 2010) a u potkanov (Novotny a kol., 2011). Okrem toho, ER-a je
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zodpovedny za spomalenie reepitelizacie ran u samcov mysi (Gilliver a kol., 2010). V nasej
Stadii bola takisto potvrdena normalizacia procesu reepitelizacie po agonizovani ER-f a nie
po agonizovani ER-a.

Praca bola podporena grantmi VEGA 1/0299/13, VEGA 1/0404/15, VEGA 1/0048/15, APVV-
0408-12, APVV-14-0731, UNCE 204013, PRVOUK 27, CZ.1.05/1.1.00/02.0109
GlycoHIT (contract no. 260600), GLYCOPHARM (contract no. 317297).
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DETEKCIA ZMIEN DNA V LYMFOME U PSOV
Qréiovské M., Sivikova K., Dianovsky J.
Ustav genetiky, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

V nasej praci sme sledovali chromozémovu nestabilitu a zmeny v nddorovom supresorovom
géne TP53 vlymfomoch sucky bernského salaSnickeho psa asucky krizenca metddou
komparativnej gendémovej hybridizacie (CGH). Detegovali sme pocetné prestavby, ktoré
naznacili heterogenitu nadorov. V lymféme krizenca sme nasli deléciu na chromozéme 9
a duplikéacie na chromozémoch 5, 8 a 17. U bernského salasnickeho psa sme identifikovali
stratu genetického materidlu na chromozomoch 1,5, 8, 12, 18, 22, 27, 29 a zisk genetického
materialu na chromozémochl, 2, 9, 11, 15, 16, 18, 20, 23, 24, 25, 28, 29, 30, 34, 36, 37 a 38.
Po sekvenacii TP53 génu sme detegovali tranziciu A/G na pozicii 138 v 5 exdne, avSak bez
zmeny aminokyseliny.

UvoD

Lymfomy patria medzi ¢asto sa vyskytujuce nadory u cicavcov. Je zname, ze su vysledkom
malignej transformdcie vyvijajucich sa lymfocytov. Pocetné chromozémové aberacie boli
zaznamenan¢ v huméannych lymfomoch. Autori D’Haese akol. (2005) dokumentovali
chromozémovu nestabilitu metddou CGH a translokaciu t(14;18) sekvenaciou BCL2 génu
u pacientov s non-Hodgkinovym lymfomom. Mutéacie v lymfoidnom tkanive pozorovali aj
Ohi a kol. (2007) u mysi. Autori sledovali zmeny v DNA v 5 génoch (Bcll1b, Ikaros, Myc,
Pten a Notchl). Okrem tychto génov boli ¢asto popisované aj mutacie v géne 7P53 v rdznych
typoch humannych nadorov, hemangiosarkomoch u mysi, v nddoroch mlie¢nej zl'azy u psov
alebo v osteosarkdmoch u psov. Psi TP53 gén obsahuje 1lexonov, pricom exény 4-8 su
u cicavcov vysoko konzervované a zarovenn su v nich najCastejSie identifikované mutacie.
Podobne psi p53 protein obsahujici 381 aminokyselin je identicky na 81% s humannym,
obsahujiicim 393 aminokyselim (Chu akol., 1998). Napriek Castému vyskytu lymfomov
u l'udi a psov a podobnym symptomom ochorenia je o DNA zmenach v lymfomoch psov len
vel'mi mélo informacii.

Ciel'om nasej prace bolo detegovat’ zmeny DNA (straty/zisky genetického materialu) v psich
lymfémoch CGH metddou a potencidlnych mutécii v 7P53 géne pomocou PCR.

MATERIAL A METODIKA

Izolacia testovanej a referencnej DNA

Testovani gendmovii DNA sme izolovali znadorového tkaniva (lymfomy) od suciek
(krizenec so solidnym nadorom v uzlinich - donor 1 a bernsky salaSnicky pes s pocetnymi
metastdzami — donor 2) vo veku 10 a 12 rokov. Referencni DNA sme izolovali z krvi
zdravého psa (Jack Russell Terrier, 7 roény) pomocou DNeasy” Blood & Tissue Kit

(Qiagen).

Komparativna gendémova hybridizacia

Testovanat DNA sme oznacili pomocou BioPrime Array CGH Genomic Labeling System
(Invitrogen) s fluorescenénym farbivom Cyanine 3-dUTP (Enzo Life Science, ¢ervena farba)
a referencna s Green 500-dUTP (Enzo Life Science, zelena farba). Nasledne sme ich zmiesali
s kompetitivnou DNA; vyzrazali ich vo vakuovom koncentratore a nakoniec resuspendovali
v hybridiza¢nom pufri. Sondy sme denaturovali pri 73°C 10 min a nechali sme ich stat’ pri
37°C 45 min. Preparaty boli nasledne denaturované v 70% formamide 2 min pri 73°C
a dehydratované v Tadovej alkoholovej rade. Na takto pripravené sklicka sme aplikovali
sondy, prikryli krycim sklickom, utesnili lepidlom Fixogum a hybridizovali sme ich vo vlhkej
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komorke pri 37°C 2 dni. Na zaver sme preparaty ofarbili s DAPI. Metafazy boli hodnotené
fluorescenénym mikroskopom Olympus BX 60 a analyzované pomocou CGH-ISIS softvéru.
Karyotypovali sme 9 metafaz z kazdej vzorky a pouzili ich na vypocet priemerného pomeru
cervenej a zelenej farby. Pomer vacsi ako 1,25:1 indikoval zisk genetického materidlu, pomer
mensi nez 0,75:1 zase jeho stratu.

Navrh primerov a PCR reakcia

Specifické primery sme navrhli pre p53 exony 5-6 (187bp, ENSCAFE00000181392 a 113bp,
ENSCAFE00000181396) a exony 7-8 (110bp, ENSCAFE00000181397 a 137bp,
ENSCAFE00000181399) pomocou Primer3 Plus softvér

DNA sekvenacia
PCR amplikony 7P53 génu, exony 5-6, a exony 7-8 boli sekvenované pomocou ABI PRISM
3100-Avant Genetic Analyzer (Laboratérium biomedicinskej mikrobioldgie a imunolégie,

UVLF Kosice). Vysledky sekvenacie boli porovnavané s referencnou sekvenciou dostupnou
v GenBank pod ¢islom NM_ 001003210 a hodnotené DNASTAR programom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hlavnou vyhodou CGH techniky je moznost’ pozorovat’ cely gendm v jednej hybridizacnej
reakcii, a preto je vhodnd pre identifikdciu chromozémovych ziskov a strat v gendémovej
DNA z nadorového tkaniva (Venkatraj a kol., 1998).

V nasej praci sme analyzovali anasli viaceré chromozémové prestavby vo vzorkach
nadorového tkaniva psov: deléciu na chromozéme 9q26.2, a duplikiacie na chromozémoch
5935-36; 8q33.3 a 17q23-24 udonora 1. U donora 2 sme detegovali straty genetického
materidlu na chromozoémoch 1ql4; 5q33-34; 8ql3-31; 12q14-23; 18q22.1; 22ql2.3-23;
27q12-14; 29q13-15 a naopak jeho zisky na chromozoémoch 1q34-38; 2q11,32-35; 9ql1-
12,25; 11923; 15q11,26; 16q25.2; 18q25.3; 20q16-17; 23q24; 24q25; 25q24; 28q11; 29q23.1-
23.2; 30q15.1-15.2; 34ql7; 36ql5; 37ql7, 38qll. Podobne zisky a straty na viacerych
chromozémoch dokumentovali vo vzorkdch lymfémov Siestich krizencov a d’alSich 19 psov
réznych plemien Thomas a kol. (2003). Zmeny na viacerych chromozémoch boli zhodné s
nasimi vysledkami, no vyskytli sa aj rozdiely. Zda sa, ze odliSnosti v gendémovych zmenach
mozu byt spdsobené etiologickou povahou endogénnych aj exogénnych faktorov zahrnutych
v karcinogenéze. Podobne pocetné chromozémové prestavby vo vzorkdch od pacientov
s metastdzami zaznamenali aj autori Lin a kol. (2005).

V suvislosti s nadorovymi ochoreniami su casto popisované aj mutacie nadorového
supresorového génu 7P53, ktory sa podiel’a na kontrole proliferacie. V naSich vzorkach sme
nasli iba tranziciu A/G na pozicii 138 v exéne 5 udonora 2. Jednonukleotidové mutacie
meniace zmysel 7P53 boli Casto identifikované u l'udi (Hainaut a Hollstein, 2000). Delécie
a inzercie v tomto géne, vedice ku zmene aminokyseliny popisal v 15 ré6znych nadoroch psov
Setoguchi a kol. (2001). Niekol'’ko mutacii v exénoch 5,7 a 8 pozorovali v lymfome mysi aj
Brathwaite a kol. (1992). Naopak, Hollstein a kol. (1997) a York a kol. (2011) nenasli Ziadnu
bodovli muticiu v exoénoch 5-8 7TP53 génu v humdnnych nadoroch pecene, respektive
v nddoroch mozgu u psov.

Psy su vhodnym modelom pre Stidium nédorovych ochoreni, pretoZze sa u nich vyskytuja
nadory rovnakej povahy s vel'mi podobnou odpoved’ou na terapiu. Nase vysledky odhalili
gendmovu instabilitu nddorového tkaniva a tieZ heterogenitu v nadorovej progresii. Ked'ze
sme v TP53 géne identifikovali len jednu tichi mutaciu, pravdepodobne mutacie v 7P53 géne
nezohravajui kl'a€ovi rolu vo formécii a progresii psich lymféomov.
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ANTIBIOTICKA REZISTENCIA PROBIOTICKYCH BAKTERIi POTENCIALNE
VYUZITELNYCH V AKVAKULTURE

Feckaninova A.1, Popelka P.1, Kosc¢ova J.2, Mudronova D.2

"Katedra hygieny a technolégie potravin, UVLF Kosice

’Katedra mikrobioldgie a imunolégie, UVLF Kosice

ABSTRAKT

Rezistencia na rozlicné druhy antibiotik je vyznamnou vlastnostou kyslomlie¢nych baktérii a
je povazovand za jedno z kritérii pre hodnotenie bezpecnosti kmeniov potencialne
vyuziteI'nych v akvakultire. Cielom tejto prace bolo stanovit’ citlivost’ Siestich laktobacilov
(L. paraplantarum, n=1; L. plantarum, n=3; L. fermentum, n=1; L. brevis, n=1) izolovanych z
¢revného obsahu pstruha dihového (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) voci deviatim
antimikrobidlnym latkam, ktoré doporucuje EFSA (ampicilin, erytromycin, gentamicin,
chloramfenikol, kanamycin, klindamycin, streptomycin, tetracyklin a vankomycin). Profil
antibiotickej rezistencie laktobacilov sme ziskali pouZzitim kvanatitativnej metddy citlivosti
(E-test). Testované kmene preukézali citlivost’ na vSetky antibiotikd, okrem vankomycinu.

UvoD

Laktobacily patria medzi najcastejSie pouzivané produkéné mikroorganizmy pre pripravu
probiotik. Kritériom bezpec¢nosti pre vyuzivanie probiotik v praxi ma byt skutocnost’, ze
probiotické mikroorganizmy by nemali zvySovat’ uz existujice rizikd antibiotickej rezistencie
spojenej s normalnou mikroflérou v ¢reve alebo v potravinach. Gény rezistencie su
rozSirované horizontalne medzi baktériami zo suchozemskych zvierat, ryb, I'udi a okrem toho
su pritomné vo vonkajSom prostredi.

MATERIAL A METODIKA

V pokuse bolo pouzitych Sestdesiat kusov pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss)
vylovenych zo sadky rybochovného zariadenia v Diviakoch firmy Rybarstvo Pozehy s.r.o.
Celkovo v tejto praci bolo pouzitych Sest’ baktérii mliecneho kvasenia izolovanych z ¢revného
obsahu ryb, ktoré patrili do rodu Lactobacillus a zahtnali druhy: L. plantarum (n = 3), L.
paraplantarum p (n = 1), L. fermentum (n = 1), L. brevis (n = 1). Na identifikaciu izolovanych
kyslomlie¢nych baktérii sme pouzili hmotnostni spektrometriu s laserovou desorpciou a
ionizaciou za ucasti matrice s preletovym analyzatorom (MALDI-TOF MS) (Ultraflex
I11, Bruker Daltonics).

Na stanovenie antibiotickej citlivosti sme pouzili E-test (Liofilchem®, Italy). E-test je
kvantitativnou modifikaciou diskovo-difiznej metédy. K testovaniu sme pouzili nocna
kultiru baktérii, z ktorej sme pripravili suspenzie s turbiditou rovnou 1. stupnu
McFarlandovej zékalovej stupnice (=5x10° KTJ/ml). Na povrch agaru zlozeného z ISO agaru
(90 %) + MRS agaru (10 %) sme aplikovali rozterom suspenziu prislusného kmena (0,1 ml).
Prazky E-testu sme umiestnili na vysuSené platne. K testovaniu sme pouzili antibiotika, ktoré
doporutuje EFSA (2012) o koncentracii 0,016-256 pg.ml' svynimkou streptomycinu
o koncentrécii 0,064-1024 pg.ml”. Platne boli inkubované anaerdbne pri 37 °C po dobu 48
hodin. Minimalne inhibi¢né koncentracie (MIC) boli od¢itané priamo z testovacieho pruzku
podla pokynov vyrobcu. MIC jednotlivych bakteridlnych kmetniov boli vyhodnotené za
rezistentné (R) alebo citlivé (C) na zaklade mikrobiologickych hrani¢nych hodndt, ktoré
definovala FEEDAP (Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed)
(EFSA, 2012). Pokus sme opakovali trikrat. V tabulke su zaznamenané priemerné hodnoty
MIC jednotlivych antibiotik u testovanych laktobacilov.
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VYSLEDKY A DISKUSIA
Tabul’ka: Stanovenie antibioticke;j citlivosti laktobacilov E-testom.

AMPICILIN VANKOMYCIN

MIC (mg/L) MHH (mg/L) SC MIC mg/L MHH (mg/L) SC
L. paraplantarum 0,094+0,054 4 C - NH R
L. plantarum 0,099+0,045 2 C - NH R
L. fermentum 0,048+0,016 2 C - NH R
L. plantarum 0,058+0,009 2 C - NH R
L. plantarum 0,042+0,009 2 C - NH R
L. brevis 0,094+0,000 2 C - NH R

GENTAMICIN KANAMYCIN

MIC (mg/L) MHH (mg/L) SC MIC mg/L  MHH (mg/L) SC
L. paraplantarum 1,00040,000 16 C 40,000+21,166 64 C
L. plantarum 2,333+0,577 16 C 48,000+£16,000 64 C
L. fermentum 1,167+0,289 16 C 13,333+4,619 32 C
L. plantarum 1,667+0,764 16 C 24,000=+8,000 64 C
L. plantarum 1,667+0,289 16 C 30,667+18,037 64 C
L. brevis 0,627+0,214 16 C 29,333+4,619 32 C

STREPTOMYCIN ERYTROMYCIN

MIC (mg/L) MHH (mg/L) SC MIC mg/L MHH (mg/L) SC
L. paraplantarum 21,333+4,619 64 C 0,357+0,156 1 C
L. plantarum 24,000+8,000 NH - 0,241+0,143 1 C
L. fermentum 10,667+2,309 64 C 0,285+0,165 1 C
L. plantarum 16,000+8,000 NH - 0,292+0,191 1 C
L. plantarum 53,333+18,475 NH - 0,531+0,379 1 C
L. brevis 6,000+0,000 64 C 0,299+0,252 1 C

KLINDAMYCIN TETRACYKLIN

MIC (mg/L) MHH (mg/L) SC MIC mg/L. MHH (mg/L) SC
L. paraplantarum 0,016+0,000 1 C 8,000=+0,000 8 C
L. plantarum 0,016+0,000 2 C 10,667+2,309 32 C
L. fermentum 0,032+0,016 1 C 4,667+2,309 8 C
L. plantarum 0,037+0,018 2 C 2,667£1,155 32 C
L. plantarum 0,032+0,000 2 C 1,583+0,722 32 C
L. brevis 0,032+0,000 1 C 1,500+0,000 8 C

CHLORAMFENIKOL

MIC (mg/L) MHH (mg/L) SC
L. paraplantarum 2,667+0,577 4 C
L. plantarum 3,667+0,577 8 C
L. fermentum 3,333+0,577 4 C
L. plantarum 2,500+0,866 4 C
L. plantarum 3,000+0,000 4 C
L. brevis 1,000+0,433 8 C

MIC-minimalna inhibi¢na koncentracia, MHH-mikrobiologickd hrani¢nd hodnota, NH-
nevyzadovana hodnota, SC-stanovenie citlivosti, C-citlivy, R-rezistentny

Vysledky hodndt MIC citlivosti Siestich kyslomliecnych baktérii voci deviatim antibiotikdm
su uvedené v tabulke. VSetky kmene preukézali nizSie hodnoty MIC, voci testovanym
antibiotikam, ako st mikrobiologické hrani¢né hodnoty uvedené v usmerneni EFSA (2012).
Ked’ze ani jeden kmei nebol rezistentny voci jednotlivym antibiotikam, podl'a EFSA (2012)
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nie su potrebné ziadne d’alSie testy. Avsak vSetky kmene boli rezistentné voci vankomycinu,
ide o prirodzenu rezistenciu, kvoli ¢omu EFSA nestanovila MHH pre toto antibiotikum. Aj
ked striktne homofermentativne laktobacily su citlivé na vankomycin, mnoho kmenov ako
napr. L. plantarum, L. casei, L. acidophilus, L. salivarius, L. confusus a L. leichmannii st
prirodzene rezistentné vo¢i tomuto antibiotiku vzhl'adom na pritomnost’ enzymu D-alanin
ligaza (Elisha a Courvalin, 1995). Probiotické kmene rezistentné voci antibiotikdm mo6zu mat’
aj prinos pocas podavania antibiotik v chove ryb ato tym, ze sa neporusi prospesSna
mikrofléra ryb (Kim a Austin, 2008). Avsak je potrebné zabezpecit, aby sa tato rezistencia
neprenasala prostrednictvom mobilnych génov rezistencie (Pérez-Sanchez a kol., 2011).
Testované izolované kmene preukazali citlivost’ na antimikrobidlne latky, ktoré doporucuje
EFSA (2012). Z pohl'adu bezpecnosti st vhodnymi kandidatmi probiotik pre vyuzitie
v akvakultire. V Europskej tnii podliehaju vSetky mikroorganizmy pred pouzitim ako
aditivum stanoveniu citlivosti voci antimikrobialnym latkam (Bories a kol., 2008).

Praca bola spracovana s podporou grantu Ministerstva skolstva, vedy, vyskumu a Sportu
Slovenskej republiky VEGA 1/0067/13.
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VARIABILITA ENTEROKOKOV Z OKRUHU ENTEROCOCCUS FAECALIS
Hrehova I'.12,, Pristas, P.12

D' Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

? Ustav biologickych a ekologickych vied, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Enterokoky patriace do okruhu E. faecalis si jednymi z najCastejSie sa vyskytujicich
enterokokov v traviacom trakte teplokrvnych zivoc¢ichov. V minulosti patrili medzi
streptokoky, od roku 1984 boli zaradené do rodu Enterococcus, ktory je postupne rozsirovany
o nové druhy. Pri analyze enterokokov izolovanych z faeces vol'ne zijucich vtdkov sa nam
podarilo ziskat’ viaceré izolaty patriace do tohto okruhu. Izolat LA7, ktory je na urovni 16S
rRNA sekvencie podobny druhu E. rotai, vykazuje vSak viaceré odliSnosti v biochemickom
profile a odlisny od doteraz identifikovanych druhov. Na zdklade doterajSich vysledkov sa
modzeme domnievat, Zze sa jedna o novy druh rodu Enterococcus, ktory si vyzaduje d’alsi
vyskum.

UvoD

Do rodu Enterococcus st zaradené baktérie, ktoré boli v minulosti klasifikované ako ¢revné
streptokoky. Ide o grampozitivne, fakultativne anaerobne, gulovité baktérie, usporiadané
jednotlivo alebo v kratSich retiazkach. Ukdzalo sa, Ze sa od streptokokov liSia mnohymi
fenotypickymi (kultivacné podmienky, pH, koncentracia soli, teplota a iné) i genetickymi
vlastnostami  (Stefanovi¢ a Hanzen, 2013). V sa¢asnosti zahfia 54 druhov
(http://www .bacterio.net/enterococcus.html) a jeho zastupenie sa kazdoro¢ne rozrasta o stale
nové druhy (Obr. 1). Vradmci rodu Enterococcus rozpoznavame viacero skupin
(Byappanahalli akol., 2012). Do skupiny E. faecalis sa radi 8 dalSich druhov (E.
haemoperoxidus, E. moraviensis, E. termitis, E. caccae, E. rotai, E. silesiacus, E plantarum,
E. ureilyticus, Obr. 2).
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MATERIAL A METODIKA

Povod aspracovanie vzoriek: Faeces zlastovicky domovej (Hirundo rustica) sme
homogenizovali vo fyziologickom roztoku, alikvétne mnozstva vysiali na selektivny agar pre
enterokoky (Bile Aesculin Azid Agar) a platne kultivovali 48 hodin pri teplote 37° C. Izolaty
sme identifikovali pomocou MALDI- TOF analyzy.
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Pre presnejSiu identifikdciu sme pouzili metdédu PCR s detekciou génu 16 SrRNA za
pouzitia primérov fD1 arP2 (Weisburg akol.,, 1991). Ako templdt sme pouzili DNA
izolovanu podl'a Pospiecha a Neumana (1995). Ziskany amplikén sme po precisteni klonovali
a odoslali na sekven¢nt analyzu. Na fylogenetické analyzy sekvencii sme pouzili software
MEGAG6 (Tamura a kol., 2013).

Biochemické vlastnosti izolatu sme testovali pomocou Biolog testu (BIOLOG GEN III
MICROPLATE).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Z trusu lastovicky domovej sme kultiviciou na BAA agare ziskali izolaty enterokokov
s podetnostou priblizne 4,35x 10° KTJ na g trusu. Prostrednictvom MALDI- TOF
hmotnostnej spektrometrie sme izolat s pracovnym nazvom LA7 identifikovali ako E. caccae.
Vzhladom na nizke skére (1,917), ateda neisti identifikdciu druhu sme pri dalSej
identifikacii izolatu pouzili metdodu sekvenovania génu pre 16S rRNA. Porovnania sekvencii
ukazali, ze 16S rRNA sekvencia izolatu LA7 vykazuje vyznamni podobnost’ so 16S rRNA
sekvenciami viacerych druhov enterokokov z okruhu E. faecalis (99,9% z E. caccae, E. rotai
a E. silesiacus, 99,7% z E. ureilyticus a 99,1% z E. moraviensis).

Sekvencna analyza pre 16S rRNA vSak nedokaZe dostato¢ne odlisit’ jednotlivé druhy
enterokokov, ¢o potvrdzuje aj Shewmaker a kol. (2011), ked’ v ich stadii E. silesiacus a E.
caccae maju identické 16S rRNA sekvencie. Pre odliSenie ich druhovej prisluSnosti bolo
nevyhnutné pouzitie d’alSich metod (DNA- DNA hybridizacia, rpoB génova sekvencia).
Mnohonasobné porovnanie sekvencii izoldtu LA7 so sekvenciami ostatnych druhov
enterokokov dostupnymi v databaze GenBank programom MEGAG6 preukazalo, ze LA7 izolat
je pribuzny s druhom E. rotai, izolovaného nedavno z pitnej vody, avSak od typového kmena
E. rotai sa Ciastocne lisi a tvori separatnu vetvu vo fylogenetickom strome (Obr. 2).

72 | Enterococcus rotai (T) strain CCM4630 [AJ276353]
Enterococcus spp. strain LA7

Enterococcus caccae (T) strain 2215-02 [AY943820]
Enterococcus silesiacus (T) strain LMG 23085 [AM039966]
Enterococcus ureilyticus (T) CCM4629 [AJ276362]
Enterococcus moraviensis (T) CCM 4856T [AF286831]

94

Enterococcus termitis (T) strain LMG 8895 [AMO039968]
Enter haemoperoxidus (T) strain CCM 4851T [AF286832]
= Enter plantarum (T) strain CCM 7889 [HQ847537]
I Enterococcus faecalis (T) strain JCM 5803 [AB012212]
ag Enter rivorum (T) strain HAMBI 3055 [FN822765]

0.002

Obr. 2 Fylogeneticky strom zobrazujuci podobnost’ 16S rRNA sekvencie LA7 a vybranych druhov rodu Enterococcus.

Pozorované rozdiely na tGrovni sekvencii pre 16S rRNA naznacuju, Ze izolat LA7 by mohol
byt predstavitelom nového druhu rodu Enterococcus. Tuto hypotézu potvrdzuje aj
porovnanie vlastnosti izoldtu LA7 s vlastnostami druhu E. rotai (Sedlacek a kol., 2013). Pri
raste na TSA agare izolat LA7 tvoril biele okrahle kolonie, pricom neprodukoval ziadny
pigment. E. rotai vytvara Zlto pigmentované kolonie (Sedlacek a kol., 2013). Pozorovali sme
taktiez rozdiely v utilizacii niektorych cukrov (Tab. 1). Na rozdiel od E. rotai izolat LA7
utilizoval D- mannitol, ale nie D- turandzu a D- laktézu. Podobne, na rozdiel od E. rotai izolat
LA7 utilizoval aminokyseliny L- alanin a L- serin.
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Tab. 1 Porovnanie vybranych biochemickych ukazovatel'ov druhu E. rotai a izolatu LA7.

E. rotai LA7
N- acetyl- B- mannosamine + -
D- fructose- 6- PO4 - +
L- alanine - +
L- serine - +
a- keto- glutaric acid - +
Tween 40 - +
Propionic acid - +
D- galacturonic acid - +
D- mannitol - +
a- D- lactose + -
D- turanose + -
L- glutamic acid - +

Vsetky doterajSie vysledky nasvedcuju, ze izolat LA7 by mohol predstavovat’ novy druh
enterokokov patriacich do okruhu E. faecalis. Na rozdiel od ostatnych enterokokov, bola
vacsina druhov patriacich do tohto okruhu (okrem druhov E. faecalis a E. caccae) izolovana
z prostredi inych neZ faeces. Nase vysledky naznacuju, Ze variabilita enterokokov a pocet
znamych druhov je v&acCSi, nez sa predpokladalo. Potvrdenie hypotézy, ze izolat LA7 je
predstavitelom nového druhu enterokokov si vSak vyzaduje d’alsi vyskum.

Praca vznikla za podpory grantu VEGA 2/0087/14.
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VZTAH ERYTROPOETINOVEHO RECEPTORA K CITLIVOSTI BUNIEK
ADENOKARCINOMU MLIECNE]J ZLAZY NA TAMOXIFEN
Hurtukova L., Szentpeteriova E., Feckova B., Solar P.

Katedra bunkovej bioldgie, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta
UPJS v Kosiciach

ABSTRAKT

Hlavnou tlohou erytropoetinu (EPO) a jeho receptora (EPOR) je stimulacia erytropoézy v
hematopoetickom tkanive. Expresia EPOR vSak bola potvrdend aj v niektorych typoch
normalnych buniek, ako aj v bunkéch réznych typov nadorov, ¢o naznacuje, ze EPO/EPOR
signalizécia sa podiel’a na regulécii aj inych procesov v bunke, ako je erytropoéza. Pritomnost’
EPOR bola pozorovand aj v bunkovych linidch l'udského mamarneho adenokarcinomu,
taktieZ aj u pacientov s rakovinou prsnika, priCom hladina expresie EPOR korelovala s
odpoved’ou na liecbu tamoxifenom (TAM). V tejto praci sme sa zamerali na testovanie tlohy
EPOR v odpovedi na terapiu TAM vo vybranych bunkovych linidch I'udského mamarneho
adenokarcinomu (T47D-WT aklon T47D buniek E13 s overexprimovanym EPOR)
v pritomnosti alebo nepritomnosti rekombinantného l'udského EPO (rHuEPO). Pomocou
MTT testu sme sledovali vplyv TAM na metabolickl aktivitu buniek s réznou expresiou
EPOR. Schopnost’ buniek proliferovat’ po ovplyvneni TAM sme stanovili pouzitim testu
klonogenicity. Ulohu EPO/EPOR v odpovedi bunieck na posobenic TAM sme sledovali aj
analyzou signalnej transdukcie v bunkéach. Vysledky poukézali na nizSiu metabolicku aktivitu
a niz$iu schopnost’ proliferacie u buniek E13 po ovplyvneni TAM v porovnani s WT liniou
buniek. Po ovplyvneni TAM bola u E13 buniek pozorovana zvysena fosforylacia ERK1/2
v pritomnosti 100 IU rHuEPO, ¢o mozno povazovat’ za dokaz funkénosti EPOR signalizacie.

UvOoD

Rakovina prsnika je celosvetovo druhy najcastejSie diagnostikovany typ rakoviny s asi 1
milibnom novych pripadov ro¢ne, u zien tvori takmer tretinu rakovinovych ochoreni. V
terapii nadorov prsnika sa vyuziva viacero pristupov, vratane chirurgickej lieCby,
chemoterapie, radioterapie, hormonalnej terapie a kombinacii tychto metéd v zavislosti od
celkového charakteru ochorenia (Knowles a Selby, 2005). Standardna terapia mamarnych
adenokarcinomov pozitivnych na pritomnost’ estrogénového receptora (ER+) je zalozend na
podavani modulatorov aktivity ER alebo inhibitorov biosyntézy estrogénu. Prvou latkou,
ktora sa zacCala vyuzivat pri liecbe ER+ mamarnych adenokarcindmov, bol tamoxifen (Jensen
a Jordan, 2003). TAM pdsobi ako antagonista ER v bunkach rakoviny prsnika, a tak znizuje
proliferacnu aktivitu buniek a rast nadoru. Larsson a kol. (2009) pozorovali, ze odpoved’
pacientov na TAM koreluje s hladinou expresie EPOR v bunkiach ER+ nadorov prsnika.
Suvislost’ medzi odpoved’ou organizmu na liecbu tamoxifenom a expresiou EPOR naznacuje
mozné prepojenie medzi EPO/EPOR a ER signalizaciou. V tejto praci sme sa preto zamerali
na testovanie Ulohy EPOR v odpovedi na terapiu tamoxifenom vo vybranych bunkovych
liniach l'udského mamarneho adenokarcinému.

MATERIAL A METODIKA

Bunkové linie. Bunkové linie 'udského mamarneho adenokarcinomu T47D-WT a klon T47D
buniek E13 s overexprimovanym EPOR (poskytla Doc. Dr. Nataa Debeljak, Ustav
biochémie, Lekarska fakulta Univerzity v Cublane, Slovinsk4 republika) boli kultivované
v kompletnom médiu RPMI 1640 s pridavkom 10 % FBS v inkubatore v Standardnych
podmienkach (5% CO,, vlhkost' 95 %, 37°C). Pre jednotlivé analyzy boli pouzité viaceré
koncentracie TAM v pritomnosti rHuEPO (10 IU/ml alebo 100 IU/ml) alebo bez pritomnosti
rHuEPO.
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Analyza metabolickej aktivity buniek (MTT test). Bunky boli po dobu 72 hod inkubované za
Standardnych podmienok s viacerymi koncentraciami TAM, nasledne k nim bol pridany MTT
a d’als$i postup prebiehal podla vSeobecne zauzivaného protokolu. Absorbancia (A=585 nm)
rozpusten¢ho formazanu bola merana pomocou spektrofluoroluminometra FluorStar Optima.
Do vyslednej analyzy boli vybrané koncentacie 25 a 50 uM TAM.

Analyza klonogénnej schopnosti (test klonogenicity). Bunky boli po dobu 72 hod inkubované
v pritomnosti TAM (17,5 uM) a potom boli v pocte 1000 buniek/jamku nasadené na 14 dni
do 6-jamkovych platni. Po inkubécii boli kolonie buniek ofarbené (metylénovéd modra),
premyté PBS a po osuSeni platne naskenované. Pocet kolonii bol stanoveny vol'ne dostupnym
programom  Clono-Counter  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1770926/).
Vysledky MTT testu a testu klonogenicity boli analyzované pomocou programu GraphPad
Prism version 5.01 for Windows (GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com) pouzitim testu One-way analysis of variance (One-way ANOVA).
Analyza signalnej transdukcie. Z buniek kultivovanych 24 hod za Standardnych podmienok
boli pripravené lyzaty a pomocou Western blot metédy boli za pouzitia Specifickych
protilaitok sledované hladiny fosforylovanych a nefosforylovanych foriem signalnych
proteinov. AKT, ERK1/2 aSTAT-5 v podmienkach samotného TAM, EPO, aj ich
kombindcie. Pre ucely kontroly nanaSania rovnakého mnozstva celkovych proteinov boli
stanovené aj hladiny proteinu B-aktin. Hladiny proteinov boli kvantifikované pomocou vol'ne
dostupného softvéru Imagel verzie 1.48v (National Institutes of Health, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom tejto Studie bolo preto sledovanie vztahu EPOR k citlivosti buniek na terapiu
tamoxifenom vo vybranych bunkovych liniach Tl'udského mamarneho adenokarcinému.
Vychédzajic zo stadie Larsson a kol. (2009) sme predpokladali, Ze vzhl'adom na overexpresiu
EPOR bude rezistencia klonu E13 v porovnani s T47D-WT bunkami vysSia. MTT test ani test
klonogenicity nepotvrdili vysSiu rezistenciu na TAM v pripade E13 buniek oproti T47D-WT,
naopak E13 bunky boli na 50 uM TAM citlivejSie ako T47D-WT bunky (p<0,01). V
pripade oboch bunkovych linii sme v prostredi 10 IU rHuEPO pozorovali pokles metabolicke;j
aktivity oproti kontrole bez pridaného rHuEPO, a to ako pri 25 uM koncentracii TAM (WT
p<0,01; E13 p>0,05), tak aj 50 uM koncentracii TAM (WT p<0,001; E13 p>0,05). Naopak, v
prostredi so 100 IU rHUuEPO sa ako T47D-WT, tak aj E13 bunky spravali rezistentnejSie
(vyssia metabolickd aktivita) na TAM ako kontroly bez pridaného rHuEPO (T47D-WT 25
uM TAM p>0,05, 50 uM TAM p<0,001; E13 25 aj 50 uM TAM p>0,05).

Prostrednictvom testu klonogenicity sme zistovali rozdiel v schopnosti buniek proliferovat’
a vytvarat’ klony buniek po ovplyvneni TAM na zaklade ich réznej expresie EPOR. Pokles
poctu klonov po podani TAM oproti kontrole bol vyraznejsi v pripade E13 buniek (p<0,01)
neZ u WT linie (p<0,05). Pridanie rHUEPO spdsobilo vyraznejSie zniZenie denzity kolonii
u oboch bunkovych linii, ako €¢inkom samotného TAM. Test klonogenicity potvrdil zmeny
citlivosti EI3 a T47D-WT buniek na TAM v prostredi s tHUEPO pozorované testom
metabolickej aktivity len v pripade 10 IU rHuEPO, nie vSak v pripade 100 IU rHuEPO.
Rozdielny tc¢inok 100 IU rHuUEPO na citlivost T47D-WT buniek aj E13 klonu na TAM
analyzovany MTT testom a testom klonogenicity mdze byt spdsobeny rdznostou tychto
metodik, ale bolo by ho potrebné overit’ d’al§imi analyzami.

Za hlavné signalne drahy spustané cez EPOR su povazované STAT-5, MAPK/ERK a
PI3K/AKT signalna draha, preto sme skiimali aktivaciu tychto drah po ovplyvneni TAM.
Signalizacia prostrednictvom PI3K drahy, v ktorej je zapojeny AKT protein, nebola formou
fosfo-AKT signalnej molekuly za nami testovanych podmienok detekovana. Ddkazom
funkénosti signalizacie EPOR bola zvySena fosforylacia ERK1/2 proteinu po podani 100 TU
rHuEPO v EPOR overexprimovanych E13 bunkach, ktoréd klesla, ak bol k bunkdm pridany
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TAM. V bunkach T47D-WT nebola sice po podani rHUEPO zvySena fosforylacia ERK1/2
proteinu pozorovana, no v ¢ase 24 hod, kedy sme signal analyzovali, mohol uz fosforylovany
signal ERK1/2 odzniet’, ¢oho dokazom je mierny pokles fosforyldcie ERK1/2 proteinu. K
podobnym zaverom, ¢o sa tyka dynamiky fosforylacie ERK1/2 proteinu vo vztahu k EPOR
signalizacii, dospeli Solar a kol. (2012) v pripade ovarialnych adenokarcindbmovych buniek
A2780. Nevysvetlenym pre nas vSak zostava vysledok zvySenej fosforylacie STAT-5 proteinu
po TAM terapii T47D-WT buniek, esSte zosilneny pridanim rHuEPO. Pre objasnenie tohto
javu by mozno bolo vhodné doplnit’ v d’alSich experimentoch aj detekciu inych signalnych
drdh asociovanych s EPOR, ako je napr. JAK-2 protein a jeho fosforylovana forma.
Pochopenie korelacie medzi EPOR a pdsobenim TAM by tak mohlo napomdct zvySeniu
ucinnosti terapie TAM prsnych adenokarcinémov.
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Obr.: Western blot analyza fosfo-AKT, AKT, fosfo-ERK1/2, ERK1/2, fosfo-STAT-5 a STAT-5
proteinov v lyzatoch buniek T47D-WT a E13 po 24 hod inkubacii s 17,5 uM TAM a/alebo 10 (+10
IU) resp. 100 IU EPO (+100 IU). Hladiny proteinov boli kvantifikované pomocou vol'ne dostupného
softvéru ImagelJ verzie 1.48v a vyjadrené ako pomer denzity testovanych proteinov voci B-aktinu.
Fosforylované formy proteinov boli vyjadrené ako pomer denzity proteinovych pasov voéi ich
nefosforylovanym formam, pricom sami boli vyjadrené voci B-aktinu.

Tdto praca bola podporend Vedeckou Grantovou Agentiirou Ministerstva Skolstva SR
prostrednictvom grantu ¢. VEGA1/0394/15, Vnutornym vedeckym grantovym systémom PF
UPJS ¢. VVGS-PF-2014-190 a Vnutornym vedeckym grantovym systémom UPJS ¢. VVGS-
2014-449.
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VPLYV MATERSKEHO STRESU NA PREIMPLANTACNY VYVIN - MODULACIA
METABOLICKYM STAVOM MATERSKEHO ORGANIZMU

Janstova Z.

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice, Slovenskd republika

ABSTRAKT

Matersky stres a materska obezita su negativne faktory, ktoré mézu vyznamne ovplyvnit’ cely
reprodukény cyklus, vratane preimplantacného vyvinu. U obéznych l'udi dochadza k nérastu
tukového tkaniva a tym padom sa zvySuje aj sekrécia horménov tohto tkaniva. Hormoény
tukového tkaniva inhibuju ovaridlnu aktivitu a spdsobuju rdézne poruchy neplodnosti.
Sucastou stresovej odpovede organizmu je narast koncentracie glukokortikoidov
a katecholaminov, ktoré tiez mozu negativne ovplyviiovat’ reprodukéné funkcie organizmu.
V nasej praci sme skimali mozné interakcie medzi zmenami vyvolanymi posobenim stresu
azmenami vyvolanymi mnozstvom telesného tuku matky, pricom sme sa zamerali na
sledovanie kvality preimplantacnych embryi. Nase vysledky ukézali rozdielne hladiny
relevantnych hormoénov u matiek v roznej telesnej kondicii, pricom sme zistili, Ze vplyv stresu
na preimplantacné embrya vyznamne zavisi od fyziologického stavu materského organizmu
na ktory stres posobi.

UvoD

Mechanizmy ktorymi mdze stres poskodzovat reprodukény systém a vyvin embrya, nie st
celkom zname. Poruchy fertility su vo vyspelych krajinach ¢oraz viac rozsirené, a to nie iba u
Iudi ale aj medzi hospodarskymi zvieratami. Stres, ako negativny faktor méZe nartsat
hormonalny systém v hypotalame, hypofyze a vo vajenikoch, ¢oho ddsledkom je nizSia
reprodukénd schopnost’ (Lazinski a kol., 2008, von Borell a kol., 2007). Hlavnym stresovym
glukokortikoidovym horménom u l'udi je kortizol (kortikosteron u mysi a potkanov) (Javorka
a kol., 2009). Je produkovany korou nadobli¢iek a v stresovej situacii uc¢inkuje na jednej
strane ako mediator a na druhej strane ako inhibitor, ¢im blokuje nadmernu aktivaciu
stresovej reakcie (Orth a Kovacs, 1998). U mysi bolo pozorované, Zze pocet buniek v
blastocystach je vyrazne nizsi u samiciek, ktorym bol podany kortizol pocas maturacie
oocytov (Zhang a kol. 2011). Receptory kortizolu sa hojne vyskytuju v endometriu,
myometriu a vo vajeénikoch, ¢o poukazuje na mechanizmus ako modze stres naruSat’
reprodukény cyklus a ovplyvnit' vyvin potomstva uz v preimplantaénom S$tadiu (Chrousos,
1998). Dals§imi vyznamnymi medidtormi uplatiujiicimi sa v stresovej odpovedi su
katecholaminy, najm&d adrenalin, priCom adrenergné receptory boli detegované uz
u preimplantaénych embryi (Cikos a kol., 2005, 2007, 2010).

Principialnou funkciou tukového tkaniva je uskladnovanie nadbytku energie, ale okrem toho
je aj endokrinny organ, ktory je zdrojom mnohych bioaktivnych latok — adipokinov.
V stcasnosti je znamych vySe 50 adipokinov (Maeda a kol., 1997), ktoré ovplyviiuju Siroké
spektrum fyziologickych funkcii ako napr. energeticku bilanciu, metabolizmus lipidov, krvny
tlak, angiogenézu, hemostazu, reprodukciou, zapalové procesy a inzulinova senzitivitu
(Schéffler a kol., 2006; 2007; Svacina a kol., 2010; Mitchell a kol., 2005). Najznamejsie
adipokiny su leptin a adiponektin.

MATERIAL A METODY

Dospelé samice mysi kmetia ICR (Velaz, Praha, Ceska republika) vo veku 30-35 dni,
odchované pri Standardnych podmienkach (teplota 22+2 °C, vlhkost’ 65+5 %, 12-hodinovy
svetelny cyklus, svetelna fadza 5:00 — 17:00, vol'ny pristup k potrave a vode) sme hormonalne
stimulovali sérovym gonadotropinom (eCG 5 IU ip., Folligon, Intervet International,
Boxmeer, Holandsko). O 47 hodin neskoér sme im podali hormén Tudského choriového
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gonadotropinu (hCG 4 IU ip., Pregnyl, Organon, Oss, Holandsko) a nasledne ich pripustili k
samcom rovnakého kmena. Oplodnené samice sme rozdelili do dvoch skupin — kontrola a
experiment. PoCas gravidity (21 dni) a laktacie (21 dni) kontrolnej skupine sme podavali
Standardnu laboratornu diétu (M1, Ricmanice, Ceska republika; 3,2 kcal/g; 26,3% proteinov,
9,5% tuky, 64,2% karbohydratov, 3,8% celul6za,hemicelul6za). Experimentalnej skupine sme
podavali Standardnti laboratornu diétu M1 a pridavali vysoko - energeticky vyzivny doplnok
Ensure Plus (tekuty népoj, 1,5 kcal/g; 15% proteinov, 28% tuky, 57% karbohydratov).
Experimentalne (n=49) aj kontroln¢ (n=46) 35 dnové samice F1 generacie sme individualne
odvazili a zmerali im telesny tuk pomocou EchoMRI (Whole Body Composition Analyser,
Echo Medical System, Houston, Texas). Podl'a percenta telesného tuku, samice sme rozdelili
do Styroch skupin: KN - s fyziologickym mnozstvom telesné¢ho tuku (7-8%), ExXN — mierne
zvySenym mnozstvom telesného tuku (8-11%), EXT -s vysokym obsahom telesného tuku (>
11%) a KCh - s vyrazne znizenym mnozstvom telesného tuku (< 7%). Mysi sme dalej
rozdelili na stresované skupiny (ExT S, ExN S, KN S, KCh_S) ana jednu nestresovani
kontrolnu skupinu (KN). Imobiliza¢ny stres sme aplikovali trikrat denne (8:00, 12:00, 16:00)
po 30 minat pocas svetlej fazy dna. Stres sme aplikovali po dobu Styroch dni od D1-D4
gravidity (preimplantacné obdobie). Embry4d sme izolovali z vajickovodov a maternic
stresovanych aj nestresovanych matiek na D4 (96h po hCQG). Izolaty podl'a morfologie sme
rozdelili do troch skupin: 1. Degeneraty, oocyty a embrya s nizkym poctom buniek (2-16), 2.
moruly (17-34), 3. blastocysty (35 a viac). Blastocysty sme fluorescen¢ne farbili (Hoechst
33342, TUNEL assay) a zistili pocet buniek, pritomnost’ bunkovej smrti a mieru apoptdzy.
Statisticky rozdiel medzi jednotlivymi skupinami sme hodnotili pomocou ANOVA a Tukey
post-hoc testu. Pocas usmrtenia sme odoberali krv zvierata, z ktorého boli stanovené hladiny
kortikosteronu a inych latok vyznamnych pocas obezity. Hladiny vybranych horménov
v krvnom sére sme stanovili pomocou komeréne dostupnych ELISA kitov podl'a pokynov
vyrobcu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Matkam kfmenym diétou s pridavkom vysoko-energetického pripravku Ensure Plus sa
vyrazne zvysila telesnd hmotnost’ a percento telesného tuku na rozdiel od kontrolnej skupiny,
v ktorej boli gravidné samice kfmené iba Standardnou laboratérnou diétou. Vysledkom tejto
diéty je produkcia potomstva s vysokou predispoziciou pre vyvin obezity v ¢ase pohlavnej
dospelosti.

Vicsina preimplantaénych embryi bolo izolovanych z maternice, menej ako 7% sa
nachddzalo vo vajcovode. V pocte izolovanych embryi na matku medzi stresovanou a
nestresovanou skupinou mysi sme nenasli Ziadny signifikantny rozdiel. Z izolovanych embryi
viac ako 60% dosiahlo Stadium blastocysty. V stresovanych skupindch s vy$$im a niz§im
podielom telesného tuku (ExT S, ExN S a KCh S) sa mierne zvysil poCet degeneratov a
embryi s niz§im poc¢tom buniek. Po fluorescencnom farbeni sme nezistili ziadny signifikantny
rozdiel v pocte buniek v blastocystich medzi stresovanou a nestresovanou skupinou.
Zaznamenali sme Statisticky vyznamné rozdiely medzi jednotlivymi skupinami v podiele
blastocyst obsahujuce miftve bunky. UmysSi snormalnym fyziologickym mnozstvom
telesného tuku (KN) 36% blastocyst neobsahovalo ani jednu mitvu bunku. Tento podiel
u stresovanych mysi s normalnym fyziologickym mnozstvom telesného tuku (KN _S) je
mierne zvySeny (46%). Z tohto vyplyva, ze matersky stres nema vyznamny vplyv na podiel
mftvych buniek v blastocystdch u matiek s normalnym mnozstvom telesného tuku (KN,
KN_S). Avsak u matiek s vys$sim alebo niz§im podielom telesného tuku (ExT S, KCh_S; P <
0,001) stres vyrazne vyvolal narast mftvych buniek v blastocystach. Porovnanie podielu
mritvych a apoptotickych buniek v blastocystaich ukézalo takmer identické hodnoty, co
poukazuje na fakt, Ze bunky hynuli takmer vyluéne mechanizmom apoptdzy.
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Obr. 1 Percento mitvych buniek v blastocystach
izolovanych zo stresovanych matiek s roznym
mnozstvom telesného tuku

Pre urcenie metabolického a nutricného stavu
matiek sme okrem stanovenia telesné¢ho tuku
merali aj koncentraciu vybranych hormoénov
a glukozy v krvi. Hladina kortikosteréonu bola
signifikantne vysSia u vSetkych stresovanych
skupin mysi. AvSak u stresovanych mysi s
vysSim alebo niz§im podielom telesného tuku
(ExT_S, KCh_S) hladina kortikosteronu je

signifikantne nizSia ako umysi snormilnym mnozstvom telesného tuku (KN _S).
U stresovanych matiek je koncentracia inzulinu nizSia ako u kontrolnej skupiny mysi.
U stresovanych matiek s vysokym obsahom telesného tuku (ExT S) je koncentracia inzulinu
a glukdzy vyrazne vysSia ako u ostatnych stresovanych skupin, Co poukazuje na zvySené
riziko vzniku inzulinovej rezistencie posobenim stresu (Li a kol.,, 2013). Nase vysledky
ukazali, ze vplyv stresu na preimplantané embryd zévisi aj od fyziologického stavu

materského organizmu na ktory stres pdsobi.

Obr. 2 Koncentracia vybranych hormoénov u mysi s roznym metabolickym statusom
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A: Koncentracia kortikosterénu u stresovanych a nestresovanych mysi s roznym metabolickym stavom. B:
Koncentracia inzulinu u stresovanych a nestresovanych mysi s rdznym metabolickym stavom.
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VPLYV LEPTINU NA VYVIN PREIMPLANTACNEHO EMBRYA MYSI IN VITRO
V ZAVISLOSTI OD KONDICNEHO STAVU MATKY

Kac¢marova M.

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Leptin je pleiotropny polypetid regulujici energeticky metabolizmus a rozlicné fyziologické
procesy. Méa priamy vplyv na reprodukény stav Zeny a prostrednictvom receptorov vplyva aj
na intrauterinny vyvin jedinca. Dvojgenera¢ny zvieraci model, ktory bol v minulosti
Standardizovany na nasom pracovisku, predstavuje vhodny prostriedok pre experimentdlnu
simuldciu obezity aStudium jej priameho vplyvu na vyvinové schopnosti a kvalitu
preimplantacnych embryi. V aktudlnych experimentoch sme sledovali vyvinové schopnosti
a kvalitu embryi kultivovanych in vitro od 2-bunkového Staddia do Stadia blastocysty, ktoré
pochadzali z matiek s rozlicnym kondi¢nym stavom: CN — normdlne kontrolné samice
s fyziologickym mnoZstvom telesného tuku (7-8%) a EXF — obézne experimentilne samice s
vysokym obsahom telesného tuku (>11%). Zaroven sme v oboch skupindch zistovali vplyv
pridavku leptinu (0 ng/ml, 10 ng/ml) na sledované parametre. Zistil sme, Ze povod embryi
nemal vplyv na kvalitu ziskanych blastocyst. Po pridani leptinu k embryam z CN matiek sme
zaznamenali zhorSenie ich vyvinovych schopnosti, naopak v skupine embryi z EXF matiek
mal leptin pozitivny vplyv na ich vyvin. Nezaznamenali sme vplyv leptinu na priemerny
pocet buniek na blastocystu ani na priemerny pocet mftvych buniek na blastocystu v skupine
embryi pochadzajticich z CN samic. V skupine embryi pochadzajicich z EXF matiek mal
pridavok leptinu do kultivacného média tendenciu znizovat’ mnoZzstvo mftvych buniek na
blastocystu. Nase vysledky potvrdili, ze vplyv leptinu na preimplantaéné embrya zavisi od
mnozstva telesného tuku a metabolického stavu matiek, z ktorych pochadzali.

UvoOD

Objav leptinu predstavoval dolezity krok k pochopeniu pri¢in vzniku a lieCby obezity, ktora
ma v stcasnosti stupajuci trend. Zmeny metabolizmu v tukovom tkanive pri obezite s ¢asto
sprevadzané s rozvojom d’alSich ochoreni ako si diabetes mellitus 11. typu, hypertenzia
a hyperlipidémia (Zhang a kol., 1994; Purcell a Moley, 2011). Zeny v reprodukénom veku,
ktorych BMI (body mass index) je >30 trpia infertilitou, poruchami menstrua¢ného cyklu,
syndromom polycystickych ovarii, zvySenym rizikom spontdnnych potratov, preeklampsie,
vzniku cukrovky pocas tehotenstva a zniZenou schopnostou vynosit’ plod v dosledku vzniku
vrodenych vad (Swain a kol., 2004; Purcell a Moley, 2011). Tento 16-kDa polypetidovy
hormon je produktom obese (ob) génu a jeho produkcia adipocytmi ho predurcuje k regulécii
sytosti a energetickej homeostazy. Okrem toho sa vyskytuje aj v rozli¢nych periférnych
tkanivach, kde sa zucastiiuje na zapalovych procesoch, imunoreakcidch, hematopoéze,
angiogenéze atermogenéze (Efstratiadis a kol., 2007). Henson akol. (2006) uviedli, Ze
koncentracia leptinu sa cirkadidnne meni a vysSie hodnoty nachddzame u Zien, plodov
zenského pohlavia auzien pred menopauzou. ZvySené¢ koncentracie suvisia s nastupom
puberty ana zaliatku luetdlnej fdzy meStruacného cyklu st naopak najnizsie, korelujuce
s hladinami progesteronu (Barb a Kraeling, 2004). Leptinovy receptor je produkt diabetes
(db) génu, patri do rodiny cytokinovych receptrov a vyskytuje sa v 6 izoformach (Barb a
Kraeling, 2004). U mysi a potkanov sa nachadza Specifickd izoforma cirkulujuceho Ob-Re,
ktory je vo velkych mnozstvach exprimovany v placente, indukuje leptinovu rezistenciu
matky pocas gravidity a je schopny transplacentarneho prestupu, ¢im reguluje vyvin plodu
(Henson a kol., 2006).

Preimplantacny a intrauterinny vyvin embrya predstavuje kritické obdobie, pocas ktorého
zdravotny stav matky a vyziva moze mat’ dlhodoby vplyv na nasledujice potomstvo (Purcell
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a Moley, 2011). Ciel'om naSej Stidie bolo otestovat’ vplyv leptinu na vyvin preimplantacného
embrya mySi in vitro v zéavislosti od kondi¢ného stavu matky, pricom sme vyuzili
Standardizovany dvojgenera¢ny model odchovu zvierat s nadvédhou a zvySenym objemom
telesného tuku (Kubandova a kol., 2014; Fabian a kol., 2015).

MATERIAL A METODY

Samice kmefia ICR (CD-1" IGS, Velaz, Praha, CR) vo veku 4-6 tyzdiiov sme hormonalne
synchronizovali eCG (equine chorionicgonadotropin) a hCG (human chorionic gonadotropin)
a pripustili k samcom rovnakého kmena cez noc. Nasledujuce rano o 8:00 sme skontrolovali
vaginalne zatky (plugt). Plug+ samice sme ndhodne rozdelili do 2 skupin — kontrolnej
a experimentalnej (P generacia). Matky z oboch skupin boli umiestnené v klimatizovanej
miestnosti a boli kimene $tandardnou peletovou diétou M1(Ricmanice, Ceska republika) ad
libitum. Samiciam v experimentalnej skupine bol navySe podavany vysokoenergeticky
pripravok Ensure Plus po dobu 42 dni — 21 dni gravidity + 21 dni od zaciatku laktacie po
odstav. Po odstave mlad’at v oboch skupinach (F1 generacia) na 21. den sme ich nad’alej
kfmili Standardnou peletovou diétou. Na 34. deii sme samiciam F1 generacie zmerali telesnu
hmotnost’ a tuk rozdelili ich do 4 skupin: (CN) normalne kontrolné mysi s fyziologickou
vahou a fyziologickym obsahom telesného tuku (7-8%), (CL) chudé kontrolné mysi so
znizenou vahou a zniZzenym obsahom tuku (<7%), (EXN) normalne experimentalne mysi s
fyziologickou vahou a so zvySenym obsahom telesného tuku (8-11%) a (EXF) obézne
experimentalne samice snadvahou a vysokym obsahom telesného tuku (>11%).
V reprodukénom experimente sme pouzili spontanne ovulujuce CN a EXF samice, ktoré¢ sme
na 35. den od ich narodenia pripustili k samcom. Plug+ samic bola vySetrovana pocas
nasledujucich 5 dni. Na druhy den po identifikacii vaginalnej zatky (D2 gravidity CN a EXF
samic F1 generacie), sme zvieratd usmrtili cervikdlnou dislokaciou a vyizolovali z nich
embryd v 2-bunkovom §tadiu vyvinu .

Embrya sme izolovali preplachnutim vajickovodu pomocou FHM (flushing and holding
medium) obsahujucim 1% BSA (bovine serum albumin) (Lawits a Biggers, 1993). Nasledne
sme ich 3-krat preplachli v médiu obsahujucom 1% BSA, v ktorom mali byt kultivované, t.z.
KSOMaa Evolve® (Zenith Biotech, Kanada) alebo v KSOMaa s leptinom (10ng/ml).
Kultivovali sme ich in vitro v Standardnych podmienkach (5% CO,, 37°C, 20-25 embryi/ 30ul
kultivaéného média). Na 5. deni kultivacie sme pomocou stereomikroskopického vysetrenia
(Nikon SMZ 745T; Nikon, Tokyo, Japan) urcili jednotlivé vyvinové $tadia — degeneraty, 2-
bunkové embryd, 4-16-bunkové embrya, moruly a blastocysty — ktoré embrya dosiahli.
Blastocysty sme fixovali v 4% paraformaldehyde. Na urcenie mnozstva mitvych buniek v
blastocystach sme pouzili fluorescenéné farbenie TUNEL assay doplnené kontrastnym
farbenim Hoechst 33342, umoziujucim detekovat pocet a morfoldgiu jadier v blastocystach
(Burkus akol., 2013). Zafarbené embryd sme pozorovali pomocou fluorescenéného
mikroskopu (BX50 Olympus, Japan) pri 400-ndsobnom zvicseni.

Na Statistické vyhodnotenie vysledkov sme zvolili GraphPad Prism software. Na zistenie
rozdielov vyvinovych schopnosti medzi EXF a CN skupinou, kultivovanych v médiu s a bez
pridavku leptinu sme pouZili Standardny y? test. Analyzu ANOVA nasledovanti Tukey testom
sme pouzili na porovnanie priemerného poc¢tu buniek blastocyst v jednotlivych skupinach. Na
analyzu rozdielov v mnozstve mftvych buniek v blastocystach medzi jednotlivymi skupinami
sme zvolili Kruskal-Wallisov test nasledovany Dunnovym testom. Rozdiel P<0,05 sme
povazovali za Statisticky vyznamny.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Stereomikroskopickym hodnotenim embryi kultivovanych v médiu v s pridavkom leptinu sme
na D5 zaznamenali nasledujuce rozdiely v distribtcii jednotlivych vyvinovych $tadii embryi:
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v skupine embryi pochadzajucich z kontrolnych matiek s normalnym fyziologickym obsahom
telesného tuku (CN) sme zaznamenali znizeny podiel embryi v S§tddiu moruly a blastocysty a
zvySeny podiel degeneratov v skupine kultivovanej v médiu obsahujucom leptin — okolo 67%
v porovnani so skupinou kultivovanou v médiu, ktoré leptin neobsahovalo — okolo 91%
(P<0,001). K odlisnému vysledku sme prisli v skupine kultivovanych embryi pochédzajucich
z experimentalnych matiek s vysokym obsahom telesné¢ho tuku (EXF). Zatial' co v pripade
kultivacného média, ktoré neobsahovalo pridavok leptinu dosahovala tspeSnost’ embryi
vyvinit’ sa z 2-bunkového $tadia do Stddia moruly alebo blastocysty okolo 93%, v pripade
embryi kultivovanych v médiu s leptinom sme Stadium moruly a blastocysty zaznamenali v
priblizne 82% pripadoch (P<0,05).

Pomocou fluorescencnej mikroskopie sme sledovali rozdiely v priemernom pocte buniek na
blastocystu v jednotlivych skupinidch embryi. Nezaznamenali sme signifikantné rozdiely
medzi experimentalnou skupinou a kontrolnou skupinou, ani medzi skupinami kultivovanymi
za alebo bez pridavku leptinu. TaktieZ sme nezaznamenali vplyv leptinu v kultivaénom médiu
na pocet mftvych buniek na blastocystu v skupine embryi pochadzajicich z CN samic.
V skupine embryi pochddzajicich z EXF matiek mal pridavok leptinu do kultivaéného média
tendenciu znizovat mnozstvo mftvych buniek na blastocystu (P<0,05 pri porovnani s CN
skupinou kultivovanou bez pridavku leptinu).

Schopnost’ leptinu ovplyviiovat' preimplantaéné embrya dokumentovali aj Herrid a kol.
(2006) , ktori sledovali vplyv rozliénych koncentracii leptinu na distribliciu vyvinovych Stadii
embryi mysi kultivovanych z 2-bunkovych embryi. Nizka koncentracia leptinu v kultivacnom
médiu (10 ng/ml) signifikantne zvySila percentudlne zastipenie v prospech blastocyst a
hatchovanych blastocyst v porovnani s vysokou koncentraciou (100 ng/ml) a s kontrolnou
skupinou (0 ng/ml). Protichodné vysledky priniesli Fedorcsak a Storengova (2003), podla
ktorych leptin s koncentraciou v rozmedzi fyziologickych hodnot u mysi (1,6 — 160 ng/ml)
inhibuje embryondlny vyvin. Swain a kol. (2004) dokonca nezaznamenali ziaden vplyv
leptinu v rozli¢nych koncentraciach (0, 12.5, 25, 50, 100 ng/ml) na vyvinova schopnost’
embryi mySsi. Herrid a kol. (2006) d’alej zaznamenali, ze pridavok leptinu (10 ng/ml) zvysil
mnozstvo buniek v blastocystach. Fedorcsak a Storengova (2003) zasa zaznamenali zvySenie
mnozstva apoptickych buniek v skupinach kultivovanych s pridavkom leptinu v porovnani
s kultivaciou bez leptinu. Rozporuplné vysledky uvedenych s$tadii st pravdepodobne
dosledkom toho, Ze v jednotlivych $tadiach boli pouzité rozdielne kmene zvierat, rozlicné
podmienky kultivacie (kultivatné média bez/s aminokyselinami), rozli¢né vyvinové stadia
embryi, na ktoré leptin pdsobil, ako aj druhy exogénneho leptinu, ktory bol pouzity.
Predchadzajuce sStudie dokazali, ze vplyv leptinu zdvisi od zvolenej koncentracie a od
vyvinového Stadia embryi, na ktoré ma posobit. Nase vysledky potvrdili, Ze vplyv leptinu na
vyvin embryi zavisi tiez od mnozstva telesného tuku a metabolického profilu matiek,
z ktorych pochédzali. V pripade embryi z CN matiek sme zaznamenali zhorSenie vyvinovych
schopnosti, naopak v skupine embryi z EXF matiek mal leptin pozitivny vplyv na ich vyvin a
kvalitu.

Praca bola podporena grantmi VEGA 2/0001/14 a APVV-0815-11.
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ABSTRAKT

Aurora-A kindza (AURKA) - ¢len rodiny serin/treonin kinaz je zapojend vo viacerych fazach
mitdzy. Reguluje maturaciu centrozomov, tvorbu deliaceho vretienka a cytokinézu. V in vitro
experimentoch na rannych embryach kde bola AURKA exogénne inaktivovand inhibitorom
MLNS8237 sa dokumentovalo postupné zastavenie proliferanej aktivity blastomér. V
AURKA inhibovanych jednobunkovych embryach bola tvorba vretienka a zaciatok anafazy
oneskorena a segregédcia chromozomov defektna. Inhibicia AURKA indukovala apoptdzu.
AURKA sa takto ukazuje ako nevyhnutnd pre korektnl segregéciu chromozémov v prvej
mitdze a jej aktivita je dolezita aj pre neskorsi vyvin preimplantaéného embrya.

UvoD

Rodina Aurora kinaz je vysoko konzervovanou skupina onkogénnych serin/treoninovych
proteinkindz, ktoré maji dolezité regulacné ulohy v priebehu mitotézy. V somatickych
bunkach je AURKA klicovou proteinkindazou, ktorej aktivita je spojend s maturaciou
centrozémov (De Luca a kol., 2006), tvorbou bipolarneho vretienka (Kufer a kol., 2002) a
cytokinézou (Marumoto a kol., 2003). V G2 faze bunkového cyklu je AURKA akumulovana
na centrozdme pri¢om tento proces je podporovany Polo-like kindzou (Plkl). AURKA je
primarne samoaktivovana a takto v komplexe s kofaktorom Bora je zodpovedna za aktivaciu
Plkl pred vstupom bunky do mitézy (Macurek a kol. 2008). Podobne sa podiela na
akumulacii gama-Tubulinu (Hannak a kol., 20011) a aktivacii CDKI1-Cyklin B komplexu
(Hirota a kol., 2003) v oblasti centrozOmalnych substruktur.

MATERIAL A METODY

Izolacia rannych embryi aich kultivacia: 6-8 tyzdnové samice boli superovulované i.p.
aplikaciou gonadotrolinov (5 IU PMSG a5 IU hCG). Takto stimulované samice boli
fertilizované in vivo. V Casovom intervale 17 hod po aplikdcii hCG boli jednobunkové
embryé izolované v M2 médiu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a nésledne kultivované in
vitro v médiu KSOM (Milipore Co., Billerica, MA). Po dvojhodinovej kultivacii (19 h post
hCG) boli mikroinjekéne aplikované 4 pl (z roztoku 125ng/ul) mRNA pre MAP4-EGFP
a sucasne 7 pl (z roztoku 75 ng/ul) mRNA pre H2B-mCHERRY. V intervale 20 hodin post
hCG boli izolované embrya rozdelené¢ do 2 skupin: (i) kontrolna skupina a (ii)) AURKA-
inhibované embrya. Kontrolné embrya boli kultivované v médiu KSOM a AURKA-
inhibované embrya v médiu KSOM s obsahom 500 nM MLN8237 (SelleckAxon Medchem,
Groningen, Germany). Prolifera¢né aktivita rannych embryi bola hodnotena pod invertnym
mikroskopom (Nikon-Eclipse-90i) v intervaloch 43, 67 a 91 hodin post hCG
koreSpondujucich s cytokinézou neosetrenych embryi.

Life-cell imaging: Pre pozorovanie dynamiky chromozémov pocas bunkového cyklu v
realnom case, bol pouzity CAG::H2B-GFP transgénny kmen myS$i (Hadjantonakis a
Papaioannou, 2004). Pre pozorovanie tvorby vretienka pocas prvej mitézy boli pouzité
mikroinjikované jednobunkové embrya zmesou mRNA pre MAP4-EGFP a H2B-mCHERRY.
Sekvencné snimanie v Casovych intervaloch 5 min bolo zaznamenané¢ konfokalnym
laserovym mikroskopom Leica TCS SPS5.
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Imunocytochémia: In vitro kultivované embrya boli zozbierané 31 alebo 43 hodin post hCG.
Po kratkom oplachu v PBS, boli embrya fixované v 3,7% paraformaldehyde po dobu 50
minut. Po premyti v PBS, boli embrya permeabilizované 0,5% Triton X-100 po dobu 45
minut a inkubované inaktivnym 2% kozim sérom (Sigma) po dobu 2 hodin. Pre nepriamu
imunoflorescenciu boli embryd inkubované cez noc pri 4°C s primarnymi protilatkami.
Acetylovany alfa-Tubulin bol detekovany mySou monoklondlnou protilatkou (Sigma, T7451)
pri riedeni 1:1000 a gama-Tubulin kralicou polyklondlnou protilatkou (Biolegend, 620901)
pri riedeni 1:200. Po premyti boli reakcie primarnych protilatok vizualizované aplikaciou
afinitne purifikovanych sekundarnych protilatkok s naviazanym fluorescencnym farbivom
(FITC, Texas Red) po dobu 1 hodiny. Po kone¢nom premyti v PBS/BSA boli embrya
montované do Mowiol-u (Merck) tak aby s zachovala 3D topologia substruktir bunky.

Testy apoptozy: In vitro kultivované embrya boli zozbierané v intervaloch 91-115 hodin post
hCG a fixované v 3,7% paraformaldehyde. Po permeabilizacii boli embrya inkubované v
reagenciach pre TUNEL assay (TUNEL, In Situ Cell Death Detection Kit, Roche, Penzberg,
Germany) po dobu 1 hodiny pri 37 °C. NeSpecifické imunoreakcie boli blokované s 10%
normalnym kozim sérom (NGS) po dobu 2 hodin pri izbovej teplote. Pre imunodetekciu
kaspazy-3 bola pouzitd Specifickd primarna protiladtka polyclonal rabbit cleaved caspase-3 —
Aspl75 antibody (Cell Signaling) v riedeni 1:100 v 10% NGS pri 4°C. Po premyti boli
embrya farbené so sekundarnymi protilatkami s naviazanym fluorescenénym farbivom (Texas
Red) po dobu 1 hodiny pri izbovej teplote. Po dvojnasobnom premyti v PBS/BSA a jadra boli
embrya dofarbené s Hoechst 33342 (20mg/ml, Sigma-Aldrich, Germany) a montované do
Vectashield (Vector laboratories, Burlingame, CA, USA). Preparaty boli hodnotené pouzitim
epifluorescenéného mikroskopu (BX 51 Olympus, Japan). Cast kontrolnych 4-bunkovych
embryi kultivovanych v. KSOM médiu bola oSetrend Actinomycinom D v koncentracii
0,05mg/ml v 100% etanole (Sigma-Aldrich).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V stadii sme ukazali, ze aktivita AURKA kinazy nie je nevyhnutnd pre tvorbu bipolarneho
acentrozomalneho vretienka jednobunkového mySacieho embrya. Na druhej strane inhibicia
AURKA aktivity spdsobuje zlyhanie embryogenézy pocas prvych dvoch bunkovych deleni. V
in vitro fertilizovanych mySich oocytoch kultivovanych v médiu s pridavkom AURKA
inhibitora MLN8237 dochadza k zastaveniu delenia eSte pred 8-bunkovym $tadiom embrya
a vysSej incidencii apoptdzy a nekrozy. Incidencia apoptoézy bola bola vySSia aj v pripade
pouzitia apoptotického induktora Aktinomycinu D avSak nizS§ia v porovnani s inhibitorom
MLN 8237. To poukazuje na to, ze zastavenie proliferacie embryi kultivovanych s pridavkom
inhibitora MLN8237 bolo spdsobené nielen inhibiciou bunkového cyklu, ale tiez zvySenou
apoptotickou indukciou. V tomto kontexte Cowley a kol. (2009) pozorovali, Ze deplécia
AURKA v obdobi strednej fazy gesticie sposobi zvySenie mitotického indexu a zvySenu
incidenciu apoptozy. Niektoré Studie na nddorovych bunkach ukazali, Ze pdsobenie
inhibitorov Aurora kindz je asponi z Casti sprostredkovanéd inhibiciou bunkového cyklu a
indukciou apoptdzy a to ako nasledok inhibicie AURKA kinazy (Michaelis a kol., 2014). V
tejto Stadii sme ukézali, Z2 AURKA nie je absolitne nevyhnutna pre tvorbu bipolarneho
vretienka, ale podporuje korektné vytvorenie jeho Struktur. Pozorovanie, Ze embryé oSetrené
MLN8237 vykazuju problémy s chromozémovou segregaciou moze znamenat', ze AURKA je
zainteresovand v procese zachytenia mikrotubulov v kinetochoérovej oblasti chromozomu v
priebehu anafdzy priCom je pravdepodobné, Ze toto zachytenie mikrotubulov moéze byt
primarne defektné uz vo faze metafazy. Ako sa ukazalo, inhibicia AURKA méZe totizZ oslabit’
SAC (spindle assembly checkpoint) aktivitu. Sledovanim priebehu prvej mitézy v realnom
case pomocou technologie ,.time-lapse recording* sme boli schopni presne stanovit’ ¢asovanie
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jednotlivych faz prvej mitdézy (NEBD, metafaza, cytokinéza). Preto bolo mozné odhalit
predizent periodu NEBD-anafdza v AURKA inhibovanych embryach poéas prvej mitozy. G2
faza mysSich 1-bunkovych embryi je relativne dlhd aje nasledovana vstupom do mitdzy
pricom jadra podliehaja NEBD s naslednym vytvorenim vretienka. Sikora a kol. (2006) tejto
suvislosti ukazali, Ze prva mitoza je prediZzena v dosledku metafazického bloku. Autori tieZ
uvadzaji, ze mitoticky blok je nezavisly na aktivite SAC. Molekuldrny mechanizmus tohto
doc¢asného pozastavenia nebol vSak doposiall upokojivo objasneny. Napriek prediZenej
periode NEBD-anafdza v nasej $tadii, SAC neblokoval vstup do anafazy, pretoze AURKA-
inhibované embrya boli schopné dokoncit’ prvi mitdzu, ¢o sa potvrdilo rozdelenim embrya do
2-bunkového Stadia. V naSej predoslej studii sme dokumentovali, Ze aj po inhibicii aktivity
PIk1 kinazy jednobunkové embryo je schopné vytvorit’ bipolarne deliaceho vretienka a to aj
bez akumuldcie gama-tubulinu v centrozomalnych substruktirach. Hoci Plkl nie je
nevyhnutnd pre tvorbu vretienka a jeho bipolaritu, jej kindzova aktivita je nevyhnutna pre
vstup do anafdzy ato nezavisle od aktivity SAC (Baran a kol., 2013). V tejto Studii sme
ukazali, ze po inhibicii aktivity AURKA sa bipolarne vretienko vytvorilo a gama-Tubulin bol
akumulovany v centrozomdalnych oblastiach. Na druhej strane mikrotubuly nevytvaraju
bipolarne vretienko v pripade, ked’ je sucasne inhibovana aktivita Pkl a AURKA. V pripade
inhibicie Plkl je blok mitotického cyklu trvaly (Baran a kol.,2013) ale v pripade inhibicie
AURKA bol tento blok docasny a jedno-bunkové embrya dokoncili svoje prvé delenie. Zda
sa, ze aktivita AURKA a Plkl mdzu koregulovat’ niektoré procesy pocas prvej mitdzy, hoci
tieto kindzy st povazované za vzajomnych antagonistov. Ukéazalo sa, ze inhibicia Plkl
aktivity v zygote vedie ku SAC nezavislému metafdzickému bloku v dosledku blokovania
degradéacie sekurinu pred vstupom do anafizy, zatial ¢o AURKA inhibované embrya
dokoncuju druht mitézu a vykazuju aberantnil mitdézu spustajucu procesy bunkovej smrti -
apoptozy. Zaverom mozeme konStatovat, ze aktivita AURKA nie je nevyhnutnd pre
vytvorenie acentrozomalneho bipolarneho vretienka u mysieho jedno-bunkového embrya, ale
je nevyhnutna pre transformaciu mikrotubuly organizujucich centier (MTOC) v ramci
prechodu na plnohodnotné centrozomy a korektntl segregaciu chromozémov v priebehu prvej
mitézy, ¢o je nevyhnutnou podmienkou pre nasledny normdalny vyvoj preimplantacného
embrya.

Praca bola podporena grantom APVV-0237-10.
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ABSTRAKT

Cielom naSej prace bolo otestovat imunomodula¢ni aktivitu exopolysacharidov (EPS)
produkovanych kmentiom L. reuteri DSM 17938, priCom ako experimentalny model sme
pouzili prasacie dendritové bunky diferencované v in vitro podmienkach z periférnych
monocytov (moDC). EPS neovplyvnili génovl expresiu kostimulacnych molektl, avSak vo
vysSej testovanej koncentracii indukovali expresiu génov kodujicich vyznamné Tul17
polariza¢né cytokiny IL-1B a TGF-B (P < 0,01), ale naopak expresia IL-12 a TNF-a génov
bola znizena, ato voboch testovanych koncentraciach. Ziskané vysledky dokazuju
imunomodula¢né vlastnosti EPS produkovanych kmeniom L. reuteri DSM 17938.

UvoOD

Bakteridlne EPS, polysacharidy slabo viazané na bunkovy povrch alebo uvoliiované do
okolitého prostredia, st v sucasnosti objektom mnohych §tadii, a to okrem iné¢ho aj pre ich
imunomodula¢ny potencial. Nedavne Stadie dokazuju ich stimula¢ny ucinok na proliferaciu
imunitnych buniek, fagocytézu (Liu a kol., 2011), ako aj produkciu prozépalovych (Liu a kol.,
2011) a protizapalovych cytokinov (Bleau a kol., 2010). Cielom nasej prace bolo otestovat’
vplyv EPS produkovanych kmenom L. reuteri DSM 17938 na expresiu vyznamnych
polariza¢nych cytokinov, pricom ako experimentidlny model sme pouzili prasacie dendritové
bunky diferencované z periférnych monocytov (moDC) v in vitro podmienkach.

MATERIAL A METODY

Kultivacia baktérii: Lactobacillus reuteri DSM 17938 (BioGaia AB) bol kultivovany podla
Sims a kol. (2011) v modifikovanom De Man-Rogosa-Sharpe médiu (Himedia) obohatenom o
10 % sachar6zu (Mikrochem), avsak bez glukozy a kvasni¢ného extraktu,. Pre izolaciu EPS
boli laktobacily kultivované po dobu 48 h pri 37°C, pricom ako inokulum bola pouzita Cerstva
16 h kultura laktobacilov (10%).

Priprava EPS: Pred samotnou izolaciou EPS, bola kultara laktobacilov inkubovana pri
teplote 100°C po dobu 15 min s cielom denaturovat’ EPS-degradujiuce enzymy (Bergmaier
a kol., 2001) a nasledne po ochladeni boli bunky odstranené centrifugaciou (9000 x g, 20 min,
4°C) a supernatant bol pouzity na izolaciu a purifikaciu EPS podl'a Sims et al. (2011).
Izolacia monocytov a diferenciacia moDC: Prasacia venozna krv bola sterilne odobrand do
skamavky s 1,5% kyselinou etyléndiaminotetraoctovou. Po izolacii mononukledrnych
leukocytov pomocou separacnej tekutiny boli monocyty nasledne izolované pomocou
magnetickych cCastic (BioLabs) oznacenych anti-CD14 protilatkou (klon MIL-2). Monocyty
boli kultivované v RPMI médiu obohatenom o tepelne inaktivované FBS (10%),
penicilin/streptomycin (1%) a prasacie cytokiny (20 pg . I rppGM-CSF; 50 ug. 1" rpIL-4;
R&D Systems) pri 37 °C v atmosfére 5% CO, po dobu 6 dni. V priebehu diferencidcie moDC
bola analyzovand expresia MHC molekal II. triedy (protilatka proti prasacim MHC
molekulam II. triedy DQ (K274.3G8); Exbio) a CD80/CD86 molekul (huCD152(CTLA-4)
mulg fizovany protein viazuci CD80/CD86; Ancell) na prietokovom cytometri BD FACS
Canto™ pomocou BD FACS Diva softwéru (BD Biosciences).

Testovanie imunomodulacnej aktivity EPS: Nezrel¢ resp., neaktivované moDC
(2 x 10°) boli oSetrené EPS (0,1 a 1 g . I'") alebo prozapalovym cytokinom TNF-o
(5 pg . 1''; R&D Systems) a inkubované pri 37 °C v atmosfére 5% CO, po dobu 24 h.
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Analyza génovej expresie: Celkovd RNA bola izolovana pouzitim Purezol™ reagentu
(BioRad) anasledne oSetrena pomocou DNA Rapid Removal kitu (Thermo Scientific).
Koncentracia a ¢istota vzorky RNA bola merana pri 260/280 nm pouzitim Nanodropu 8000
(Thermo Scientific). Na prepis RNA do cDNA bola pouzita RevertAid Premium reverzna
transkriptaza (Thermo Scientific). Primery pre f-aktin, CD80, CD86, IL-1B,
IL-6, TGF-B, IL-12 a TNF-a st charakterizované v tabulke (Tab. 1). gPCR reakéna zmes
obsahovala 1 x iQ™ SYBR Green Supermix (BioRad), 0.5 pumol . I'' kazdého z dvojice
primerov a 17,5 ng cDNA. qPCR protokol pozostaval z nasledovnych krokov: denaturacia pri
95 °C po dobu 5 min, amplifikacia v 40 cykloch tvorenych 4 krokmi, a to denaturdciou pri 94
°C po dobu 30 s, hybridizaciou pri 60 °C resp. 62 °C po dobu 30 s, extenziou pri 72 °C po
dobu 30 s ameranim fluorescencie. Po findlnej extenzii pri 72 °C po dobu 15 min bola
urobena analyza krivky topenia. Na qPCR analyzu bol pouzity iCycler CFX96 (BioRad).
Relativna normalizovana expresia bola vyhodnoteni pouzitim 2T metédy pomocou
CFX96 Manager softwéru (BioRad), pri€om B-aktin bol pouZity ako housekeeping gén.

Tab. 1. Primery pouzité pri gRT-PCR analyze.

Gény Forward primer Reverse primer

B-actin CAT CAC CAT CGG CAA CGA GCG TAG AGG TCC TTC CTG ATG T
CD80 CCC CCA GGG GCA GTT GGT GT CAC TGA GGG TGG GGC CAG A
CD86 GCA ACC CCC TGT CCC AGA CCA AGG GGC AGG CTG CTTCTT CT
IL-1p GCC CTG TAC CCC AACTGG TA CCA GGA AGA CGG GCTTTTG
IL-6 TGG ATA AGC TGC AGT CAC AG ATT ATC CGA ATG GCC CTC AG
TGF-$ CAC GTG GAG CTA TACCAG AA TCC GGT GAC ATC AAA GGA CA
1L-12 AGT TCC AGG CCA TGA ATG CA TGG CAC AGT CTC ACT GTIT GA
TNF-a CGA CTC AGT GCC GAG ATC AA CCT GCC CAG ATT CAG CAA AG

Statisticka analyza: Vysledky boli spracované v programe GraphPad Prism verzia 3.00
pouzitim jednocestnej ANOVA a Dunnetovho testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Prasacie moDC boli v in vitro podmienkach diferencované z periférnych monocytov, a to ich
kultivaciou v médiu obohatenom o cytokiny GM-CSF a IL-4. V priebehu diferenciacie doslo
A 7T A 4F k narastu expresie MHC molekual Iltriedy, ako aj
e a kostimulacnych molekal CD80/CD86. Po 6 dnovej
e o TR , .. stimuldcii  buniek uvedenymi cytokinmi doslo
" el “\mﬂ%@g _ /—-*j; k vzniku heterogénnej populacie moDC, ktora bola

wi S X -‘IM .:’:‘\ tvorend  minoritnou  adherentnou  a majoritnou
gf = )‘g\ % & . | neadherentnou subpopulaciou (Obr. 1).
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i {‘4 ""*-r“"", S5 | Obr. 1. Prasacie moDC diferencované z periférnych
) monocytov v in vitro podmienkach (zvéacSenie 10 x
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,. @f - 20).
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V bunkach stimulovanych cytokinom TNF-a doslo k signifikantnému narastu expresie génov
kédujucich kostimulacné molekuly antigén prezentujicich buniek (P < 0,01), kym takyto
efekt nebol pozorovany po oSetreni moDC nami izolovanymi EPS (Obr. 2). Avsak EPS vo
vysSej testovanej koncentracii indukovali expresiu génov koédujucich vyznamné Tyl7
polarizacné cytokiny IL-1B a TGF-f (P < 0,01), ale naopak expresia IL-12 (Ty1) a TNF-a
(Th22) génov bola znizena, a to v oboch testovanych koncentraciach. U prasiat bola okrem
Tnl aTy2 lymfocytov, ako aj regulacnych T buniek (Gerner a kol., 2009) identifikovana
taktiez subpopulacia Tp17 lymfocytov (Kiros akol., 2011). Tyl7 bunky st vyznamnou
subpopuléciou lymfocytov v sliznicnych priestoroch, kde sa podiel'aji na indukcii
prozapalovych procesov prostrednictvom tvorby IL-17A a IL-17F cytokinov, ako aj posilneni
epitelovej bariéry sliznic produkciou IL-22 (Buc, 2012). Na zaver mozeme konstatovat’, ze
bol dokazany imunomodula¢ny G¢inok EPS produkovanych L.reuteri, av§ak v suvislosti s ich
potencidlom indukovat’ moDC sprostredkovant polarizdciu T, lymfocytov je nevyhnutné

BEPS/0.1 BEPS/1 TNF-c EHKontrola VYZdVihnﬁt’ pOtrebu d’aléiCh
40 : ' kokultivacnych studii.

Obr. 2. Relativna génova
expresia vyjadrena ako
priemer + SD  (n=3).
Signifikancia v porovnani
s kontrolou (**P < 0,01).

CD80 CD86 IL-1p -6 TGF-B m-12 TNF-o
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VYSKYT GENOV PRE PRODUKCIU ENTEROCINOV U KMENOV ENTEROKOKOV Z0O
PSOV

Kubasova, I.

Ustav fyziolgie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Enterokoky patria do skupiny baktérii mliecneho kvasenia a st beznou sucastou komenzélnej
mikrofléry creva l'udi a zvierat. Vyuzitie niektorych kmenov z rodu Enterococcus vo
fermenta¢nych procesoch potravin alebo ako probiotik zvySuje potrebu Studia ich vlastnosti.
Jednou z vyznamnych charakteristik probiotickych baktérii je produkcia latok s
antimikrobidlnym U¢inkom. Ako je zndme, enterokoky mozu byt’ producentmi bakteriocinov
— enterocinov, substancii bielkovinovej povahy s antimikrobidlnym uc¢inkom.
V prezentovane] praci je popisany vyskyt génov pre produkciu enterocinov u kmetiov
enterokokov zo psov. Z poctu 90 psov sme izolovali baktérie rodu Enterococcus, ktoré¢ sme
identifikovali prostrednictvom MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie. Nasledne sme u nich
detegovali pritomnost’ génov pre produkciu enterocinov (A, P, B, L50A, L50B, AS-48, 31)
metodou PCR. Najvyssi vyskyt génov pre enterociny bol zaznamenany u druhu E. faecium,
u ktorého sa vyskytovali gény pre enterocin A, P, B, L5S0A, L50B a Ent31. Enterocin 31 sa
v naSej Studii vyskytol u 1 kmena E. faecium a 1 kmeiia E. faecalis. U 2 kmenov E. hirae bol
potvrdeny vyskyt génu pre enterocin B. U ziadneho z kmenov E. casseliflavus a E. mundtii
nebol potvrdeny vyskyt sledovanych génov pre produkciu enterocinov.

UvOoD

Baktérie rodu Enterococcus st Gram-pozitivne, sférické alebo ovoidné bunky usporiadané
v paroch alebo retiazkach. SU nesporulujlice, fakultativne anaerdbne, obvykle
homofermentativne baktérie, produkujice kyselinu mliecnu ako kone¢ny produkt fermentacie
glukozy bez produkcie plynu (Gilmore a kol., 2014). Enterokoky mdzu produkovat’ latky
bielkovinovej povahy (bakteriociny). Bakteriociny produkované enterokokmi patria zvicsa
medzi enterociny. Bakteriociny s ribozomalne syntetizované, extracelularne produkované
latky bielkovinovej povahy s antibakteridlnou aktivitou proti viac alebo menej pribuznym
bakteridlnym rodom (Nes a kol. 2000). Nes a kol. (2014) klasifikuji bakteriociny nasledovne:
I, II (IIa, IIb a iné) a III. Do triedy I. lantibiotik4 patria hemolyticky enterocin cytolyzin a Ent
W, ktoré su aktivne proti G+ baktériam. Trieda II. zahffia r6znorod( skupinu bakteriocinov:
podtrieda Ila (,,pediocin-like* bakteriociny so silnou aktivitou proti baktéridm rodu Listeria;
Ent A, Ent P, Ent 31) a podtrieda IIb (,,two-peptide* bakteriociny; Ent C, Ent X, Ent 1071).
Trieda II zahfia taktiez cirkularne bakteriociny (Ent AS-48), ,leaderless* bakteriociny (Ent
L50A/B, Ent Q) a iné termostabilné bakteriociny (Ent B, Ent 96). Medzi bakteriolyziny (v
minulosti pomenované ako trieda II1.) patria enterolyzin A a bakteriocin 41. VacSina doposial’
charakterizovanych enterocinov bola potvrdena u druhov E. faecium, E. faecalis, E. mundtii,
E. avium, E. hirae a E. durans. V predkladanej praci je popisany vyskyt génov pre enterociny
A, P, B, L50A, L50B, 31 a AS-48 u kmenov enterokokov izolovanych z trusu psov.

MATERIAL A METODIKA

Pre izolaciu boli pouzité vzorky trusu z 90 psov, 30 rdznych plemien a krizence, vo vekovom
rozmedzi 4 mesiace — 10 rokov, ktoré boli kfrmené roznymi dié¢tami. Trus od psov bol riedeny
Standardnou mikrobiologickou metddou a néasledne inokulovany na selektivne médium pre
enterokoky M-Enterococcus agar (Becton a Dickinson, Cockeysville, USA). Platne boli
inkubované 48 hodin pri teplote 37°C a izolovanych bolo 133 kmenov. Izolaty boli
identifikované pouzitim proteinovych "fingerprintov" prostrednictvom MALDI-TOF
hmotnostnej spektrometrie (Brucker Daltonics MALDI Biotyper, USA) (Bess¢de a kol.,
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2011). Alkalickou lyzou bola izolovand DNA z identifikovanych kmenov (Baele a kol., 2001)
a nasledne boli detegované enterociny metédou PCR za pouzitia C1000™ termocyklera (Bio-
Rad Laboratories, USA). Sekvencie pouzitych primerov pre jednotlivé enterociny su uvedené
v Tab. 1. Reak¢ny cyklus pre enterociny A a 31 bol nasledovny: denaturacia pri 95°C 5 minut
nasledovana 30 cyklami 95°C 30 sektund, 58°C 30 sekund, 72°C 30 sekund; na koniec 72°C 5
minut a schladenie na 4°C. Cyklus pre enterociny P, B, L50A, L50B, AS48 sa odlisoval
teplotou pocas hybridizacie, 56°C namiesto 58°C. Produkty PCR boli separované v 2%
agarézovom géli (Sigma, Germany) s obsahom 1 pl/ml etidium bromidu (Sigma) za pouzitia
TAE pufra (Merck, Germany). Fragmenty PCR produktu boli vizualizované pomocou UV
svetla. Ako pozitivne kontroly boli pouzité nasledovné kmene: E. faecium EF55, E. faecium
EK 13 (nase izolaty) a E. faecium L50 (Dr. Cintas, FVUC, Madrid, Spanielsko).

Tab. €. 1: PCR primery na detekciu génov pre produkciu enterocinov

Bakteriocin Sekvencia (5'—3") Velkost (bp) | Referencie
Ent A F: GAGATTTATCTCCATAATCT 452 Aymerich
R: GTACCACTCATAGTGGAA a kol., 1996
Ent P F:ATGAGAAAAAAATTATTTAGTTT 216 Cintas a kol.,
R:TTAATGTCCCATACCTGCCAAACC 1997
Ent B F: GAAAATGATCACAGAATGCCTA 159 Casaus a kol.,
R: GTTGCATTTAGAGTATACATTTG 1997
Ent L50A F: ATGGGAGCAATCGCAAAATTA 135 Cintas a kol.,
R: TTTGTTAATTGCCCATCCTTC 1998
Ent L50B F: ATGGGAGCAATCGCAAAATTA 280 Cintas a kol.,
R: TAGCCATTTTTCAATTTGATC 1998
Ent 31 F: CCTACGTATTACGGAAATGGT 130 De Vuyst
R: GCCATGTTGTACCCAACCATT a kol., 2003
Ent AS48 F: GAGGAGTATCATGGTTAAAGA 339 De Vuyst
R: ATATTGTTAAATTACCAA a kol., 2003
VYSLEDKY A DISKUSIA

Zo vzoriek trusu psov (n=90) bolo izolovanych 133 kmeniov rodu Enterococcus, pricom
najpocetnejsi druh bol identifikovany ako E. faecium (74 kmenov), 30 kmenov ako E.
faecalis, 25 kmenov ako E. hirae, 3 kmene ako E. casseliflavus a 1 kmen ako E. mundtii.
Jackson a kol. (2009) izolovali baktérie z nosa, zubov, rekta, brucha a zadnych partii psov
z oblasti statu Georgia, USA (n=155), pricom 80% z nich patrilo do rodu Enterococcus. Na
rozdiel od nasich vysledkov, E. faecalis bol v uvedenej stadii najcastejSie zastipenym druhom
(v rektalnych vyteroch, zuboch a nose) nasledovany druhom E. faecium a E. hirae. Vysledky
detekcie pritomnosti Strukturdlnych génov pre produkciu enterocinov u jednotlivych druhov je
uvedeny v Tab. 2.

Tab. €. 2 : Vyskyt génov pre produkciu enterocinov u jednotlivych druhov rodu Enterococcus

Enterocin | E. faecium | E. faecalis | E. hirae | E. casseliflavus E. mundtii
A 40 1 0 0 0
P 17 1 0 0 0
B 23 1 2 0 0
L50A 9 1 0 0 0
L50B 11 1 0 0 0
31 1 1 0 0 0
AS-48 0 0 0 0

53




Najvyssi vyskyt génov pre produkciu sledovanych enterocinov bol zisteny u kmenov E.
faecium, pricom najcastejSie sa vyskytovali gény pre enterocin A (54,1 %), enterocin B
(31,1 %) aenterocin P (23,0 %). Gény pre produkciu enterocinu L50A obsahovalo 12,2 %
kmenov E. faecium a 14,9 % pre enterocin L50B. Podobne prevalentnym génom bol Ent
A and Ent B u enterokokov izolovanych z faeces divo Zzijucich zvierat (Poeta a kol., 2007).
U jedné¢ho kmena E. faecium bol potvrdeny aj vyskyt génu Ent31, ktory bol doposial
popisovany predovsetkym u izolatov druhu E. faecalis (De Vuyst a kol., 2003). Na zriedkavy
vyskyt génov Ent31 a EntAS48 poukazujl aj d’alSie stadie (Klibi a kol., 2007, Hassan a kol.,
2012). Vramci druhu E. faecalis, len 1 kmen (W1) vykazoval pritomnost’ génov pre
produkciu enterocinov A, P, B, L50A a L50B a 1 kmeii (P14) pre Ent 31. U 8 % kmetiov E.
hirae bol potvrdeny vyskyt génu iba pre produkciu enterocinu B. U kmenov E. casseliflavus a
E. mundtii nebol potvrdeny vyskyt sledovanych génov pre produkciu enterocinov. Na zéklade
tychto vysledkov mozno konStatovat’, ze pritomnost’ Strukturdlnych génov pre produkciu
enterocinov je pomerne Casta charakteristika najmé zastupcov druhu E. faecium izolovanych
zo psov. Dalsie $tidie zamerané na testovanie produkcie bakteriocinov ukazu podiel
exprimovanych génov u tychto izolatov.
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PROTINADOROVY UCINOK PRIRODNEHO ANTIBIOTIKA MANUMYCINU A NA
BUNKOVU LINIU KOLOREKTALNEHO ADENOKARCINOMU HT-29-0xR
REZISTENTNU VOCI OXALIPLATINE

Macejova M., Sackova V., JendZelovsky R., Fedorocko P.

Katedra bunkovej biolégie, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta
UPJS v Kosiciach

ABSTRAKT

Jednou z najrozsirenejSich foriem liecby onkologickych ochoreni je chemoterapia, ktora vSak
v dosledku pomerne rychleho nastupu chemorezistencie vel'mi Casto zlyhava. Jednym
z moznych rieSeni obnovenia citlivosti chemorezistentnych buniek nddorov voci chemoterapii
je terapia s prirodnymi latkami, ktoré by mohli dopomoct’ vstupu chemoterapeutik do bunky,
inhibovat’ bunkovt proliferaciu, ¢i indukovat/reaktivovat bunkovi smrt. Predmetom tejto
prace bolo Studium protinddorového U€inku manumycinu A (Manu) na bunky
adenokarcinomu hrubého creva rezistentné voci oxaliplatine HT-29-OxR. Nase vysledky
poukazali na schopnost’ tohto prirodného antibiotika eliminovat’ chemorezistentné nadorové
bunky, ¢o sa prejavilo poklesom prezivania, inhibiciou proliferacie a indukciou apoptodzy
testovanych buniek.

UvoD

NajcastejSou pricinou zlyhania protinddorovej terapie je chemorezistencia nadorov, teda
schopnost’ nadorovych buniek tolerovat chemoterapeutika a odolavat’ ich ucinku.
Oxaliplatina (1,2-diaminocyklohexan-oxalat platina), platinovy derivat tretej generécie, je
Standardne pouzivanym chemoterapeutikom pri lie¢be kolorektalneho karcindmu. Problémom
vSak je, ze skor, ¢i neskor sa vSetky metastazujuce kolorektdlne karcindbmy stana
rezistentnymi voci oxaliplatine (Dallas a kol., 2009). Prirodné latky, sekundarne metabolity
rastlin, morskych mikroorganizmov, mikrobov, ¢i plesni, si zdrojom rozliénych bioaktivnych
latok, ¢oho vysledkom je ich pouzivanie ako lieCiv uz starocia. Protinddorovy potencial
prirodnych latok bol prvykrat pozorovany v 50. rokoch 20. storo¢ia. Mnoh¢ prirodné latky st
schopné potlacit’ rast nadorov, alebo st pouzivané ako podporna liecba u onkologickych
pacientov.

Manumycin A (Manu) je sekundarny metabolit izolovany z baktérie Streptomyces parvulus
kmena Tii64 (Buzzetti a kol., 1963). Na zdklade Struktary bol zaradeny do skupiny
manumycinovych antibiotik. Protinddorovy uc¢inok Manu spociva v selektivnej inhibicii Ras
farnezyltransferdzy, enzymu katalyzujuceho esencidlny krok aktivacie Ras proteinov
transportujucich mitogénne signaly z povrchu bunky do jadra (Hara a kol., 1993). Manu tak
brani maturacii Ras proteinov, ¢im blokuje syntézu DNA a bunkovl proliferaciu v T'udskych
nadorovych bunkach (Nagase a kol., 1997). U¢inky Manu boli sledované na rdznych
nadorovych bunkovych liniach, ktoré reagovali na podanie Manu poklesom viability a/alebo
proliferacie, zastavenim bunkového cyklu a indukciou apoptézy (prehlad Sackova
a Fedorocko, 2013). Z hl'adiska protinddorovej terapie chemorezistentnych buniek je vel'mi
vyznamna schopnost” Manu iniciovat’ apoptoézu, ked’ze jej zablokovanie je jednou z pricin
rezistencie voc¢i oxaliplatine (Gourdier a kol., 2002). Jeho G¢inok na chemorezistentné bunky
je takmer neprebadany, zatial’ je zname jeho proapoptotické pdsobenie na bunky rezistentné
voci dexametazonu a doxorubicinu (Frassanito a kol., 2012).

MATERIAL A METODIKA

Bunky l'udského kolorektalneho adenokarcindmu rezistentné voci oxaliplatine HT-29-OxR
(dar od Dr. Nicol Strakovej, Biofyzikalni tistav. AV CR, Brno) boli v jednotlivych
experimentoch nasadené¢ do 6- alebo 96-jamkovych kultivacnych platni¢iek a kultivované
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za Standardnych inkuba¢nych podmienok (37°C, 95 % vlhkost, 5% CO;) v médiu
RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) obohatenom o 10 % FBS (Gibco) a antibiotika
(penicilin, streptomycin, amfotericin; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Manu (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, MO, USA) bol k bunkdm pridany 39 hodin po ich nasadeni v r6znych
koncentraciach (0,2; 0,5; 0,75; 1; 2; 5; 10; 15; 20; 30 a 50 uM) a po 25 hodindch boli
uskutocnené jednotlivé analyzy. Pre stanovenie cytotoxicity Manu bol pouzity CCK-8 test
(Cell Counting Kit-8; Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japonsko) zalozeny na schopnosti
buniek metabolizovat’ vo vode rozpustnu tetrazoliovli sol WST-8 prostrednictvom bunkovych
dehydrogenaz na formazéan zltej farby. Tento bol detegovany meranim absorbancie pri
vinovej dizke 450 nm na pristroji FluoStar Optima (BMG LABTECH GmbH, Nemecko).
Prezivanie buniek bolo vyjadrené ako percento z kontroly, ktora predstavovala 100 %.
Viabilita a pocet zivych buniek po pdsobeni Manu boli stanovené vitdlnym farbenim buniek
eozinom. Viabilita bola vyjadrend ako percento zivych buniek z celkového poctu buniek,
ktory predstavoval 100 %. Pocet zivych buniek bol vyjadreny ako pocet buniek v jednom
mikrolitri bunkovej suspenzie. U¢inok vybranych koncentracii Manu na bunkovii proliferaciu
bol sledovany dvoma sposobmi. Testom klonogenicity bol determinovany dlhodoby ¢inok
Manu na proliferaciu buniek, ktora spoc¢iva v schopnosti tvorit’ kolonie. Kratkodoby tc¢inok
na proliferaciu buniek bol ur€eny stanovenim inkorporacie BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridin;
Sigma-Aldrich) do genomickej DNA prietokovou cytometriou. Schopnost Manu indukovat’
apoptozu bola vyhodnotend ELISA metdodou (Invitrogen), ktord spociva v detekcii
pritomnosti Stiepeného proteinu cPARP (apoptoticky fragment p85) v bunkovom lyzate.
Vysledky jednotlivych experimentov boli Statisticky vyhodnotené pouzitim jednocestnej
ANOVA analyzy a Tukeyho testom (GraphPad Prism 5.0, GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom tejto prace bolo skumanie protinddorovych ucinkov prirodného antibiotika
manumycinu A na bunky [l'udského kolorektdlneho adenokarcindmu rezistentné voci
oxaliplatine HT-29-OxR. Vychadzajuc =z predchadzajucich vysledkov nasej pracovnej
skupiny, ktoré odhalili protinddorovy uc¢inok Manuna parentalnu liniu T'udského
kolorektalneho adenokarcindmu HT-29 (Sackova akol.,, 2011), sme predpokladali, ze
Manu by mohol inhibovat’ proliferaciu buniek a indukovat’ apoptdzu aj v chemorezistentnom
modeli odvodenom od uvedenej linie prostrednictvom jej dlhodobej kultivacie s
oxaliplatinou.

Na zaklade testu cytotoxicity sme zistili, ze prezivanie buniek je zavislé od pouzitej
koncentracie. Az vysSie koncentracie Manu (20 a 30 uM) sposobili Statisticky vyznamny
pokles prezivania buniek priblizne o 30 % (20 uM: p<0,05; 30 uM: p<0,01) v porovnani
s kontrolou (neovplyvnené bunky). Pre dalSie analyzy sme vybrali jednu necytotoxickl
(10 uM) ajednu cytotoxicki (30 uM) koncentraciu Manu. Vitdlne farbenie eozinom
potvrdilo, ze niz$ia koncentracia Manu nema vplyv na bunkovu viabilitu, avSak signifikantne
znizila pocet zivych buniek (2770 buniek/ul v kontrole v porovnani s 2015 buniek/pl
v skupine ovplyvnenej 10 uM Manu; p<0,01). Z tychto udajov vyplyva, ze uz aj nizSia
koncentracia Manu prejavila inhibi¢ny ti€inok na rast buniek, co sa vSak na celkovej viabilite
buniek neprejavilo. VysSia koncentrdcia Manu spdsobila pokles viability o takmer 40 %
v porovnani s kontrolou a aj poctu zivych buniek (930 buniek/ul; p<0,05). Sledovanie
dlhodobého a kratkodobého ucinku Manu na proliferaciu buniek potvrdilo U€innost’ vyssej
koncentracie (30 uM). Test klonogenicity odhalil oslabenu klonogénnu schopnost’ buniek
po ovplyvneni 30 uM Manu (109 koldnii; p<0,01) v porovnani s kontrolou (278 koldnii).
Meranie inkorporacie BrdU do genomickej DNA pocas S fazy bunkového cyklu prietokovou
cytometriou poukdzalo na ubytok populacie buniek inkorporujucich BrdU o polovicu
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v porovnani s kontrolou po pdsobeni 30 uM Manu. Z tychto vysledkov vyplyva, ze Manu
dokéaze inhibovat’ tak kratkodobu, ako aj dlhodobt proliferaciu buniek. Mechanizmy tejto
inhibicie mézu zahtiat’ zastavenie bunkového cyklu, ktory v pripade fazy G2/M (Zhou a kol.,
2003; Haddadin, 2010) stvisi so zniZenou farnezylaciou a degradaciou proteinu centroméry
Cenp-F (Sudakin a Yen, 2007). Schopnost Manu indukovat’ apoptézu sme detegovali
pritomnost'ou fragmentu PARP proteinu p85 v bunkovom lyzate, ktory je typickym znakom
apoptozy. Mnozstvo tohto fragmentu detegované po 25 hodinovej inkubacii buniek
s Manu bolo takmer pdtnéasobne vyssie v skupine ovplyvnenej vysSou koncentraciou (30 pM)
v porovnani s kontrolou (p<0,01) a skupinou ovplyvnenou nizSou koncentraciou Manu
(10 uM; p<0,001). Inhibicia proliferacie a indukcia apoptdzy bola popisand aj po posobeni
Manu na leukemickych bunkach rezistentnych voci dexametazénu a doxorubicinu (Frassanito
a kol., 2012).

V nasich experimentoch sme zistili, Ze Manu posobi ako inhibitor bunkovej proliferacie
a induktor apoptotickej smrti buniek HT-29-OxR, ¢im sa zaraduje medzi potencidlnych
kandidatov spomedzi prirodnych latok, ktoré moézu prispiet’ k preklenutiu chemorezistencie,
alebo aspoii k zvySeniu citlivosti buniek vo¢i chemoterapeutiku. Tieto vysledky budu slazit
ako zaklad pre vyskum ucinkov tejto prirodnej latky na klinicky relevantnejSom 3D modeli
buniek kolorektdlneho adenokarcindému rezistentnych voci oxaliplatine.

Tdto prdca bola podporovand grantom poskytnutym Prirodovedeckou fakultou UPJS v KoSiciach
¢. VVGS-PF-2014-439 a Vedeckou grantovou agenturou MSVVaS a SAV ¢. VEGA 1/0147/15.
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HODNOTENIE MIERY NAVIAZANOSTI PSA NA MAJITELA PROSTREDNICTVOM
DOTAZNIKA C-BARQ A NA ZAKLADE FYZIOLOGICKYCH PARAMETROV POCAS
TESTU NEZNAMYCH SITUACII

Igor Miro, Jana Kottferova

Katedra Zivotného prostredia, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Predmetom Stidie bolo sledovanie 30 psov rozneho veku arozneho plemena s cielom
hodnotenia miery naviazanosti psa na majitel'a. Porovnanim zmien fyziologickych parametrov
s vysledkami etologického dotaznika C-BARQ a dospeli sme zistili, ze az 57% psov v tomto
experimente ma poruchu naviazanosti a 53% psov trpi separanymi problémami.

UVOD

Problematike naviazanosti psov na ich majitelov sa etolégovia venuju uz celé desatrocia.
Teoriu naviazanosti popisal ako prvy John Blowby uzZ v roku 1958. Po viac ako polstoroci je
tato téma vzdy aktualna a Casto diskutovand najma v suvislosti s Coraz viac sa vyskytujucou
diagnézou separacnej anxiety. Pojmom separacnd anxieta oznacujeme Uzkost’ z odlucenia od
majitel’a. Sicasne s touto poruchou sa u psa moézu prejavovat aj iné typy problémového
spravania, napr. strach z buirok a ohfiostrojov, nutkavé spravanie ¢i agresivita zo strachu.

MATERIAL A METODIKA

Predmetom $tadie bolo sledovanie 30 jedincov (16 psov a 14 sik z toho 12 ¢istokrvnych
s preukazom povodu a 18 krizencov) vo veku 6 az 120 mesiacov. Na sledovanie miery
naviazanosti psov na ich majitelov sme pouzili modifikovani verziu Ainsworth testu
nezndmych situacii (Ainsworth, 1970). Tento test pozostaval z 6smich epizdd pocas ktorych
bol jedinec umiestneny v neznamej miestnosti, kde prichddzal do styku s nezndmou osobou
a bol odluceny od majitel'a. Priebeh experimentu sa zaznamendval na video a neskor sme
tento zaznam vyhodnocovali pocitacovym programom Observer XT. Psom bola pocas celého
experimentu neustdle merand tepova frekvencia za pomoci Polarl Vantage NV systému. Pred
zacatim testovania a po jeho ukonceni sme psom odobrali vzorky slin. Na odber sme pouzili
odberné tampony “Salivette blau”. Z odobratych vzoriek sme metédou ELISA stanovili
koncentraciu kortizolu v slinach. Kontaminované vzorky (napr. krvou), alebo vzorky, ktoré
neobsahovali dostatocné mnozstvo slin na analyzu sme vyradili (6 vyradenych z celkovo 30
vzoriek). Za bazalne koncentracie sme povazovali pred-experimentalne hodnoty. Celkové
hodnotenie spradvanie psov pocCas testu neznamych situdcii sme napokon porovnali
s vysledkami etologického dotaznika C-BARQ Canine Behavioral Assessment and Research
Questionnaire (Serpell, 2003).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Mean cortisol level before and after Strange Situation Procedure (N=24)
(Mean £ SEM)

15,000

10,000 —0

5,000 p—

0,000

Cortisol A nmol/L Cortisol C nmol/L

ID/dog  1/001 2/010 3/013 4/014 5/022 6/027 7/025 8/023 9/020 10/016  11/057  12/007  13/035 14/038  15/044
Cortisol A 1,359 4,361 3,314 1,99 10,336 0,923 0,672 3,829 0,485 2,747 3,938 0,66 3,588
Cortisol C 2,203 19,447 5,257 4,932 16,296 7,347 23,431 13,822 4,627 3,434 12,257 16,346 14,28
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ID/dog  16/045 17/046  18/050  19/056  20/058  21/059  22/060 23/061  24/043  25/041 26/033  27/064  28/067  29/069  30/039
Cortisol A 4,404 1,736 0,741 32,126 3,05 6,275 9,415 4,588 0,527 0,522 3,908
Cortisol C 5,563 5,532 3,717 34,313 13,953 6,69 8,404 3,897 4,349 5,786 22,307

Tabul'ka ¢.1: Koncentracia kortizolu pred a po vykonani testu (24 z 30 testovanych psov)

Changes in heart rate during episodes with presence of stranger (N=30)
(Mean £ SEM)

150 -

140

130

120

110

Ep1 Ep 2 Ep3 Ep 4 Ep5 Ep6 Ep7 Ep 8

dog 1/001  2/010  3/013  4/014  5/022  6/027  7/025  8/023  9/020  10/016 11/057 12/007  13/035  14/038  15/044
Epl 179 140 128 116 143 175 146 180 147 152 138 173 147 127 147
Ep2 154 148 149 153 152 118 181 136 158 154 133 148 169 139 124
Ep5 145 114 142 161 127 120 143 127 139 145 118 136 146 148 98
Ep6 162 119 173 156 146 132 185 150 147 166 139 142 152 164 103
dog 16/045 17/046  18/050 19/056  20/058 21/059  22/060  23/061 24/043  25/041 26/033 27/064  28/067 29/069  30/039
Epl 176 76 146 116 139 123 188 118 134 131 137 134 152 180 140
Ep2 189 98 81 180 152 147 172 147 146 147 145 141 119 161 151
Ep5 121 124 76 153 137 118 142 121 139 127 89 136 101 121 137
Ep6 148 121 85 141 162 121 182 132 141 133 104 143 133 143 164

Tabul’ka ¢.2: Zmeny tepovej frekvencie pocas testu nezndmych situécii (30 testovanych psov)

C-BARQ results (N=30)
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M separation attachment
ID/dog 1/001 2/010 3/013 4/014 5/022 6/027 7/025 8/023 9/020 10/016
separation 0,75 2,13 1,13 0 1,57 0,38 1 0,25 1,63 0,25
attachment 2,5 2,17 1,5 2,33 2,5 2,5 3,67 2,12 3,17 2
ID/dog 11/057 12/007 13/035 14/038 15/044 16/045 17/046 18/050 19/056 20/058
separation 2,25 1,29 2 1,38 1,5 0 1 0,75 0,25 1,13
attachment 1,5 3 2,17 1,17 1 2,5 2,67 2 2,5 1,5
ID/dog 21/059 22/060 23/061 24/043 25/041 26/033 27/064 28/067 29/069 30/039
separation 0,63 2,13 1,13 1,75 1,5 0,75 0,75 0,75 0,5 0,88
attachment 1,33 3,17 2,17 3 1,33 2,67 1,5 2,67 2,5 1,5

Tabulka ¢. 3: Vysledky dotaznika C-BARQ v kategériach ““separacné problémy’™” a
""naviazanost’/vyZadovanie pozornosti’” (30 testovanych psov)

Koncentrdcie kortizolu pred a po teste neznamych situdcii

Psi aich majitelia boli pozorovani v modelovych situdciach, ktorym celia dennodenne.
Sledovali sme reakciu na nezname prostredie, na nezndmu osobu a na odlucenie od majitel’a.
Individualne rozdiely v koncentraciach kortizolu vyznamne korelovali s behaviordlnymi
charakteristikami pozorovanych psov. NaSe vysledky (vid’ tab.c.1) sa zhoduju s predoslymi
experimentmi, ktoré boli vykonané v tejto oblasti (napr. Horvath a kol., 2008; Stracke a kol.,
2011). Potvrdili sme, Ze rozdiely v koncentraciach kortizolu nezavisia od pohlavia. Dokazali
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sme, Ze malé plemena maju vyssiu koncentraciu kortizolu rovnako ako Stenata maji vyssiu
koncentraciu kortizolu v porovnani s dospelymi psami. ZvySené hladiny kortizolu v slinach
sme pozorovali bezprostredne po stresovej zdtazi a priamo suviseli so zvySenou tepovou
frekvenciou.

Zmeny tepovej frekvencie

V nasej Stadii sme dokdzali suvislost medzi zmenami tepovej frekvencie a absenciou
majitela (vid’ tab.¢.2). Zmeny medzi prvou a druhou epizdédou, ked po prvy krat do testu
vstupuje nezndma osoba, su minimalne nakol'ko sa pes v testovacej miestnosti od zaciatku
experimentu nachadza spolu so svojim majitel'om. Rozdiel medzi piatou a Siestou epizodou je
podstatne vyraznej$i! V Siestej epizdde je pes opdtovne vystaveny stretu s neznamou osobou,
avsak tento krat bez pritomnosti majitel'a. Nahle zvysenie koncentracie kortizolu signalizuje
distres, ktory je spOsobeny pritomnostou neznamej osoby v experimentalnej miestnosti
a posilneny absenciou majitela. Zvysena tepova frekvencia priamo suvisi so zvySenou
hladinou kortizolu.

Vysledky etologického dotaznika C-BARQ

Vysledky nasej Studie ukazujt, Ze az 57% psov v tomto experimente méa poruchu naviazanosti
a 53% psov trpi separaénymi problémami (vid’ tab.¢.3). Nefunk¢ény vzt'ah naviazanosti medzi
psom a jeho majitelom modze sposobit’ separacnu anxietu avSak vysledky predoslych Studii
(napr. Palmer a Custance, 2008) dokazali, ze psi trpiace separacnou anxietou nemusia
vykazovat nadmerni naviazanost na svojich majitelov. Separacné problémy
a naviazanost’/vyzadovanie pozornosti s dve samostatné poruchy spravania, ktoré spolu
modzu a nemusia suvisiet preto je dolezité ku kazdému pripadu pristupovat’ individualne.

V oblasti sledovania miery naviazanosti psov na ich majitelov je potrebné pokracovat’ vo
vyskume, nakol'ko dodnes nie je uplne ozrejmend suvislost’ medzi separacnymi problémami
a naviazanostou/vyZadovanim si pozornosti. Je potrebné blizSie ozrejmit akt tlohu ma
nefunkénd naviazanost psa na majitela pri vyvoji separanej anxiety. Behavioralne
pozorovania psov za uUcelom skiimania miery naviazanosti by sa mali viac inSpirovat
podobnym vyskumom z oblasti humannej psycholégie.

Tato praca bola podporena z projektu KEGA 008UVLF — 4/2015.
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IDENTIFYING AND QUANTIFYING THYMOL IN BROILER PLASMA AND TISSUES BY
SOLID - PHASE MICROEXTRACTION - GAS CHROMATOGRAPHY - MASS
SPECTROMETRY

Ocel'ova V.1, Chizzola R.2

! Institute of Animal Physiology, SAS, Kosice, Slovak Republic

? Institute of Animal Nutrition and Functional Plant Compounds, University of Veterinary
Medicine Vienna, Austria

ABSTRACT

Taking into consideration that prophylactic use of antibiotic growth promoters for poultry
production is banned since 1.1.2006, the development of plant derived feed additives can be
desirable for breeding and poultry production. Essential oils (EO) as a new class of feed
additives can improve the health of the animals and thereby enhance their performance.
Probably major and minor compounds of EO are responsible for the resulting effect.
Absorption, metabolism and mode of action of these compounds are still not well known.
Research was focused on the detection of Thymus vulgaris EO compounds in duodenum gut
content, duodenum wall, plasma, liver, kidney and breast muscle from broiler chickens.
Moreover, the amount of thyme EO main compound — thymol was assessed in plasma, liver,
kidney and muscle after addition of different EO concentrations (0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05,
0.1% w/w) to the animals diet. Samples were analysed by solid-phase microextraction
(SPME) followed by gas chromatography coupled to mass spectrometry.

Thymol and other compounds of thyme essential oil detected during our analysis suggest that
plant bioactive compounds from feed additives are absorbed in the digestion system and
transported to target tissues, where their biological activity become effective. We found the
highest concentration of thymol in kidney and plasma. The lowest concentrations of thymol
were analysed in breast muscle and liver. It is necessary to keep in mind the selection of a
sufficient concentration of EO in the feed additive for animals and to define available levels
improving their health status.

INTRODUCTION

A number of feed additives were used in the poultry industry in a past. Positive impact of
phytogenic (plant derived) feed additives on animal health seems to be actual topic for
scientific research. Phytogenics include a broad range of plant materials, which could be
effective in poultry nutrition. Essential oils (EO) are considered as one of the alternatives as
feed supplement to improve health and performance parameters in animal production. EO is a
complex mixture of volatile compounds produced by specialized secretory cells of plants.
Numerous studies have already confirmed the beneficial effects of EOs but there are still
some unanswered questions concerning the mode of action, metabolic pathway and optimal
dosage of phytogenic additives in poultry.

The present experiment was designed to examine Thymus vulgaris EO compounds in different
animal tissues, gut content and plasma. Components absorbed in gastrointestinal tract are
transported with blood to liver and consequently to other tissues. The concentration of a
compound in the blood is pivotal factor influencing its effectiveness in the tissue. Because of
lack of information related to EO metabolism in animals and especially in poultry, we
investigated the absorption and the tissue deposition of the main compounds from 7. vulgaris
EO, in broiler chickens. The occurrence of thyme EO components in duodenum, plasma and
various tissues was investigated. Moreover concentrations of thymol as main compound of
thyme EO were examined in plasma and tissues after the addition of different EO
concentrations to diet.
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MATERIAL AND METHODS

The current experiment was carried out on 56 one-day old broiler chickens (ROSS 308)
divided randomly to 6 experimental groups (n=8) with increasing concentrations of thyme
EO in basal diet (BD) : 0.01%, 0.02%, 0.03%, 0.04%, 0.05%, 0.1% w/w and a control group
with BD without supplementation of thyme EO. Broiler chickens were reared under the
standard conditions required for the current breed with lightening program of 23 hours/light
and 1 hour/dark. Water and feed were provided ad libitum. Feed intake, weight gain and feed
to gain ratio were recorded once a week. Chickens were slaughtered after 4 weeks
experimental period and samples of gut content, plasma and tissues were collected.
Quantitative analysis of the thymol in studied oil was performed by high performance liquid
chromatography (HPLC). Thymol represented 47.85 % of the examined EO.

The main compound thymol and other components derived from thyme EO in the samples
from the animals were detected using solid-phase microextraction (SPME) followed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. Prior to analysis, the addition of the enzyme
B-glucuronidase was needed to release metabolised thyme oil compounds from chemical
bonds.

Statistical analysis was done by one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey multiple
comparison test using GraphPad Software (USA). Samples for GC/MS analysis were pooled
from eight animals of each groups and divided into four samples. Identification of thymol was
proved by specific mass spectra and Kovats indices. Quantification of thymol was calculated
by plotting the peak area ratios sample peak to internal standard peak (o-cresol) against
thymol concentration. Samples from control group were used for generating of calibration
curve by adding known thymol amounts.

RESULTS AND DISCUSSION

The growth performance of broilers was not influenced by any concentration of thyme EO in
the diet, all chickens were in good health condition.

Thymol, carvacrol, p-cymene, thymol methyl ether, carvacrol methyl ether, B-caryophyllene
and camphor were detected in experimental samples. Samples from the duodenum, blood
plasma and kidney include a wider range of components than breast muscle and liver tissue.
The presence of the detected components in tissues suggests their efficient absorption from
digestive tract and distribution with blood to tissues where biological activity can occur. Our
results indicate specifically which compounds from thyme EO were absorbed in
gastrointestinal tract and transferred to tissues.

Concerning the bioactivity of the ingested compounds, their presence in target tissues is
essential. Bioavailability of orally administered compounds is determined as proportion of the
administered dose that reaches the systemic blood circulation and becomes available at the
site of action (Thiessen, 2004). Absorption through intestinal epithelium is a critical factor
influencing the availability of these substances (Chan et al., 2004). In our experiment a
significant increase of thymol concentration in plasma and kidney in groups of animals with
0.05 and 0.1% EO addition to diet points to the most effective absorption of thymol. We can
suggest that enhanced rate of absorption in digestive tract and high thymol concentrations
achieved in plasma may improve its biological activity. Significant increases of thymol
concentrations in liver and muscle were found only in animals fed with 0.1% EO addition.
Overall the highest amounts of thymol were found in the kidney tissue. Our results seem to
indicate intensive metabolism of thymol in kidney tissue being in accordance with the
suggestion that kidney can play an important role in the metabolism and elimination of
phenols even though the liver is considered the most important organ for biotransformation
(Kohlert et al., 2002). Our results suggest that thymol occurs in edible tissues (liver and
muscle) only at the highest EO concentration what is in accordance with investigation of
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Haselmeyer et al. (2015) who found thymol in traces in muscle and liver only at the highest
dietary level. These results are very important from the viewpoint of food quality and safety.
It is necessary to keep in mind that at high EO doses, alternative metabolic routes of
biotransformation may occur leading to the production of reactive metabolites (EFSA, 2012).
It is therefore important to find out the concentration of EO which can improve animal health
but decrease consumers health risk.

The research was supported by the Slovak Scientific Agency VEGA project 2/0052/13.
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POROVNANIE METOD IZOLACIE DICHELOBACTER NODOSUS A FUSOBACTERIUM
NECROPHORUM Z KONCATIN DOJNIC

Osova A, Segurado Benito Pilipcincova L.*, Kiraly ].*, Mudron P.

Klinika prezuvavcov, * Katedra mikrobiologie a imunologie, Univerzita veterinarskeho
lekarstva a farmacie v Kosiciach, Komenského 73, 04186 Kosice, Slovenska republika

ABSTRAKT

Cielom nasej Studie bolo zistit’ najvhodnejsi sposob spracovania vzoriek a naslednej izolacie
DNA anaerdbnych baktérii. Vzorky boli odobrané od 6smych dojnic s chorobami paznechtov
a nasledne spracované mikrobiologickymi postupmi. Zo vzoriek bola izolovana DNA
anaerobnych baktérii troma metdodami: PBS, AB a ROCHE. D. nodosus bol metédou AB
izolovany v 95,31 %, metdédou ROCHE v 90,63 % ametédou PBS v 64,06 % vzoriek
(p<0,0001). F. necrophorum bol metédou AB izolovany v 39,06 %, metodou ROCHE v
20,31 % a metddou PBS v 4,69 % vzoriek (p<0,0001). Na zaklade nasich vysledkov je mozné
konStatovat, Ze najcitlivejSou metddou izolacie D. nodosus a F. necrophorum je metéda AB.

UvOD

D. nodosus a F. necrophorum st povodcovia vel'mi zédvaznej choroby postihujucej paznechty
dobytka, ktord je zndma pod viacerymi oznaceniami — nekrobacildza, phlegmona interdigitalis
a iné. Vyskyt tohto ochorenia je vd¢$inou hromadného charakteru a na jeho vznik vplyva
velmi vela pri¢in (Egerton, 2002). Pre D. nodosus je typické, ze jeho biotopom je
epidermalne tkanivo nohy prezuvavcov, kde v trhlinach koZe a rohoviny dokaze prezivat’ az 2
roky a vo volnom prostredi nepreziva viac ako sedem dni. Pri naruSeni integrity rohovej
vrstvy koze su virulentné kmene schopné tvorit enzym protedzu, ktory sposobuje
skvapalnenie bielkovin tkaniva paznechta aenzym keratinazu, ktory spdsobuje rozklad
keratinu a naruSenie Struktury koze. Tento proces poskytuje vyzivové médium a rastovy
stimulator pre F. necrophorum (Altenbrunner-Martinek, 2011; Bennett akol., 2009b).
F. necrophorum patri k normalnej mikroflére v zazivacom trakte zvierat a 'udi (Bennett
a kol., 2009b; Nagaraja a kol., 2005; Egerton, 2002). K faktorom virulencie patria toxiny
a produkty metabolizmu, ktoré prispievaji ku vstupu, kolonizacii, Sireniu, a k rozvoju
infekcie (Nagaraja a kol., 2005).

Cielom nasej Studie bolo zistit’ najvhodnejsi sposob spracovania vzoriek a naslednej izolacie
DNA anaerobnych baktérii zo ziskanych vzoriek.

MATERIAL A METODIKA

V ramci nasho sledovania bol uskuto¢neny odber vzoriek od 8 dojnic, ktoré boli postihnuté
roznymi chorobami paznechtov. Vzorky sa odoberali v paroch z medzipaznechtového
priestoru vSetkych koncatin. Od jednej dojnice bolo odobratych 16 vzoriek a spolu bolo
odobranych 128 vzoriek. V d’alSom kroku boli vzorky spracované¢ mikrobiologickymi
postupmi za uc¢elom ziskania anaerobnych baktérii a ich DNA z odobratych vzoriek. Nasledne
bola uskuto¢nena izolacia bakterialnej DNA, ktora bola realizovana tromi r6znymi spdsobmi:
PBS — izoléciou z fosfatového pufru metédou mraz/var, AB — izoldcia z anaerdbneho bujonu
metodou mraz/var, ROCHE — izoléciou z fosfatového pufru komerénym kitom. Na detekciu
pritomnosti sledovanych patogénov bola pouzita metdéda PCR.

Ziskané vysledky boli Statisticky vyhodnotené pomocou ,,GraphPad Prism version 5.00 for
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA®, pouzitim Fisherovho exaktné¢ho
testu.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Na grafe ¢.1 su znazornené metddy izolacie DNA. Pre D. nodosus sa ako najefektivnejSia
ukazala metdda izoladcie AB kde bolo pozitivnych 95,31 % vzoriek, nasledovala metoda
izolacie ROCHE s 90,63 % pozitivnych vzoriek a tieto dve metddy vykazovali signifikantny
rozdiel oproti metode izolacie PBS s pozitivnymi vzorkami 64,06 % (AB k PBS bolo
p<0,0001). V pripade F. necrophorum sa ako najefektivnejSia ukdzala tiez metdda izolacie
AB kde bolo pozitivnych 39,06 % vzoriek, potom metdda izolacie ROCHE s 20,31 %
pozitivnych vzoriek atieto dve metédy vykazovali signifikantny rozdiel oproti metode
izolacie PBS s pozitivnymi vzorkami 4,69 % (AB k PBS bolo p<0,0001).

Na grafe ¢. 2 vidime znazorneny vyskyt D. nodosus a F. necrophorum z anaerdbneho bujonu
pri pozitivnych dojniciach a v pozitivnych vzorkach. D. nodosus bol detegovany v 95,31 %
vSetkych vzoriek Co predstavovalo signifikantny rozdiel oproti vyskytu F. necrophorum,
ktory bol detegovany v 30,47 % vSetkych vzoriek (p<0,0001).

Graf ¢. 1: Izolacia DNA D. nodosus a F. necrophorum tromi roznymi sposobmi
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a — signifikantny rozdiel oproti PBS, b — signifikantny rozdiel oproti Roche

Graf ¢. 2: Vyskyt D. nodosus a F. necrophorum pri dojniciach a vo vzorkach z AB
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F. necrophorum bol nami izolovany na zéklade génu leukotoxin (/kt4), ktory je Specificky pre
patogénne kmene F. necrophorum podobne, ako to vo svojej stadii opisuje aj Bennet a
kol.(2009a). Na diagnostiku D. nodosus boli pouzité novo navrhnuté primery na zaklade
sekvencie génu 16S rRNA. Diagnostiku D. nodosus vo svojej praci opisuju Cheetham a kol.
(2006) na zaklade génu integraza (int4) a Bennet a kol. (2009a) a Zhou a kol. (2000) na
zéklade fimbrialneho génu (fimA).

Vo svojej Studii Bennet a kol. (2009a) zistili vyskyt F. necrophorum v 53,4 % vzoriek, zatial
¢o D. nodosus zistili len v 4,7 % vzoriek. Nami uvadzané vysledky poukazuju na opacny
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vyskyt tychto anaerébnych baktérii. Knappe—Poindecker a kol. (2013) opisuju v stadach
noérskych dojnic prevalenciu vyskytu D. nodosus od 66,1 % do 94,5 %, ¢o koreSponduje
s nasimi zisteniami.

Vo svojich §tadiach opisujit Zhou a Hickford (2000), Bennet a kol. (2009a) a Knappe—
Poindecker a kol. (2013) r6zne sposoby izolacie DNA zo vzoriek. Ich prvym krokom bolo, ze
konce tamponov vlozili do skimaviek obsahujucich PBS s EDTA. V naSej studii boli pouzité
roztoky PBS bez EDTA a AB. Zhou a Hickford (2000) a Bennet a kol. (2009a) ziskali DNA
izolaciou z PBS s EDTA za pouzitia metody SDS/fenol/chloroform. Knappe—Poindecker a
kol. (2013) izoloval DNA z PBS s EDTA pomocou Nuclisens easyMAG extraktora. V nasej
Stidii bola izolovana DNA z AB a PBS metdédou mrazu a varu, a z PBS pouzitim komeréného
kitu ROCHE.

Na zaklade naSich vysledkov je mozné konStatovat, ze najcitlivejSou metddou izolacie
D. nodosus a F. necrophorum je metdda AB. Tento poznatok je mozné pouzit’ pri d’alSich
sledovaniach zameranych na choroby paznechtov preziivavcov.

Tato praca bola podporovand Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
APVV-0701-11.

POUZITA LITERATURA

Altenbrunner-Martinek, B.: Moderhinke (Dermatitis contagiosa interdigitalis, footrot).
Klauentierpraxis. 2011, 19; 86-89.

Bennett, G., Hickford, J., Sedcole, R., Zhou, H. Dichelobacter nodosus, Fusobacterium necrophorum
and the epidemiology of footrot. Anaerobe, 2009b, 15; 173-176.

Bennett, G., Hickford, J., Zhou, H., Laporte, J., Gibbs, J. Detection of Fusobacterium necrophorum
and Dichelobacter nodosus in lame cattle on dairy farms in New Zealand. Vet. Sci., 2009a, 87; 413—
415.

Egerton, J. R. Management of footrot in small ruminants. 12th International Symposium on Lameness
in Ruminants, 2002; 139.

Cheetham, B.F., Tanjung, L.R., Sutherland, M., Druitt, J., Green, G., McFarlane, J., Bailey, G.D.,
Seaman, J.T., Katz, M.E. Improved diagnosis of virulent ovine footrot using the intA gene. Vet.
Microbiology, 2006, 116; 166—174.

Knappe-Poindecker, M., Gilhuus, M., Jensen, T.K., Klitgaard, K., Larssen, R.B., Fjeldaas, T., 2013:
Interdigital dermatitis, heel horn erosion, and digital dermatitis in 14 Norwegian dairy herds. J.
Dairy Sci., 96; 7617-7629.

Nagaraja, T.G., Narayanan, S.K., Stewart, G.C., Chengappa, M.M. Fusobacterium necrophorum
infections in animals: Pathogenesis and pathogenic mechanisms. Anaerobe, 2005, 11; 239-246.

Zhou, H., Hickford, J.G.H.: Novel fimbrial subunit genes of Dichelobacter nodosus: recombination in
vivo or in vitro? Vet. Microbiology, 2000, 76; 163—174.

66



ZIVOTNE PROSTREDIE V OBLUBENYCH REKREACNYCH LOKALITACH Z HLADISKA
PARAZITARNE] KONTAMINACIE

Pipikova J., Papajova L.

Parazitologicky ustav, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo zistit parazitirnu kontaminaciu Zivotného prostredia a vyskyt
endoparazitov u psov ako jedného z moznych zdrojov znelistenia prostredia v obl'ibenych
rekreacnych lokalitich Grécka, Bulharska a Talianska. Celkovo bolo mikroskopicky
vySetrenych 321 vzoriek trusu psov zozbieranych ndhodne na pldzach a verejnych
priestranstvach a 17 vzoriek piesku zplazi adetskych pieskovisk. Medzi jednotlivymi
krajinami sme nezaznamenali vyrazné rozdiely v celkovej prevalencii parazitov u psov, ktora
predstavovala v Grécku 35,55%, v Taliansku 37,61% a v Bulharsku 43,48%. Nezévisle od
miesta pdvodu sme v truse psov najCastejSie detegovali vajicka z celade Ancylostomatidae.
Len vdvoch vzorkdch piesku z Bulharska sme potvrdili nalez propagativnych Stadii
endoparazitov. Vysokd miera parazitarnej infekcie upsov modze viest k parazitarnej
kontamindcii prostredia v dovolenkovych letoviskdch. Pobyt v takomto prostredi zvySuje
riziko infekcie u I'udi a tiez d’alSich zvierat.

UvoD

Psy predstavuju dolezity zdroj parazitov, priCom niektoré moézu ohrozit' aj zdravie l'udi
ainych zvierat. Clovek aj zvieratd sa obvykle nakazia infekénymi zarodkami, ktorymi je
kontaminované vonkajSie prostredie. K nadkaze dochddza véacSinou perordlnou cestou
prehltnutim infekénych zéarodkov. Niektoré druhy (napriklad zrodu Ancylostoma,
Strongyloides) su schopné hostitel’'a aktivne infikovat’ prestupom lariev cez neporusenti koZu.
Rekreacné lokality st pocas dovolenkovej sezony charakteristické vysokou koncentraciou
I'udi, ¢im narasté aj riziko infekcie. V predloZenej $tadii sme sa zamerali na vyskyt zarodkov
endoparazitov v truse psov av piesku z vybranych rekreaénych oblasti Grécka, Bulharska
a Talianska.

MATERIAL A METODIKA

Celkovo bolo mikroskopicky vysetrenych 321 vzoriek trusu psov a 17 vzoriek piesku.
V modelovych dovolenkovych destindciach Grécka (Paralia-Katerini, Olimpiaki Akti, Nei
Pori, Leptokarya a Meteora) bolo zozbieranych 135 vzoriek trusu a4 vzorky piesku.
Z rekreatnych oblasti Bulharska (Plovdiv, Chepelare a Primorsko) bolo vySetrenych 69
vzoriek trusu a 13 vzoriek piesku. V rekreacnych lokalitdich Talianska (Milano, San
Valentino, Limone sul Garda, okolie jazera Garda a Ledro) bolo zozbieranych 117 vzoriek
trusu. Vzorky piesku o hmotnosti 500 — 1000 g boli odoberané z detskych pieskovisk a plazi.
Na vySetrenie bola pouzitd sedimentacno-flotatnd metdoda podla Kazacosa (1983). Vzorky
trusu pochadzali od neznamych zvierat a boli zozbierané ndhodne na verejnych
priestranstvach miest a na plazach. Trus bol na pritomnost zarodkov parazitov vySetreny
flota¢nou metédou pomocou dvoch flotaénych roztokov — roztok sachardzy so Specifickou
hmotnostou 1300 g/cm? a roztok siranu zino¢natého so Specifickou hmotnostou 1180 g/cm?.
Interval spol'ahlivosti (konfiden¢ny interval CI) bol vypocitany na 95% hladine vyznamnosti s
pouzitim online kalkulacky (http://vassarstats.net).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkova prevalencia parazitov v jednotlivych krajinach sa pohybovala od 35,55% do 43,48%
(Obr. 1.). Zaznamenali sme spolu 10 taxénov (Obr. 2.). Vo vSetkych troch krajindch sme
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zaznamenali vyskyt vajicok z celade Ancylostomatidae, a vajicka zrodov Toxocara,
Trichuris a Capillaria.

Obr. 1. Celkova prevalencia parazitov v truse psov v jednotlivych krajinach (v zatvorkach je
uvedeny interval spolahlivosti 95%)
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Zarodky aspon jedného druhu parazitov obsahovalo 35,56% (95% CI = 27,99 — 43,93%)
vzoriek trusu psov zozbieranom v Grécku. Spolu sme zaznamenali 9 taxénov (Obr. 2.).
Najcastejsi bol vyskyt vajicok zcelade Ancylostomatidae (20,74%; 95% CI = 14,76 —
28,34%), potom vajiCok Toxocara canis (4,44%; 95% CI = 2,05 — 9,35%), Capillaria spp.
(2,96%; 95% CI = 1,16% — 7,37%), Trichuris spp. (2,22%; 95% CI = 0,76 — 6,33%),
Mesocestoides spp. (0,74%; 95% CI = 0,13 — 4,08%) a Ascaris spp. (0,74%; 95% CI = 0,13 —
4,08%). V truse psov z Grécka boli pritomné aj sporocysty Sarcocystis spp. (5,19%; 95 %CI
= 2,54 — 10,32%), oocysty Eimeria spp. (2,96%; 95% CI = 1,16% — 7,37%) a Isospora spp.
(2,22%; 95% CI = 0,76 — 6,33%). Vo vzorkach piesku z plazi v sledovanych lokalitach sa
parazitarne zarodky nenachédzali. NaSe vysledky koreSponduju s vysledkami Haralabidisa
a kol. (1988), Papazahariadoua a kol. (2007) ako aj Lefkaditisa a kol. (2010), podl'a ktorych
sa prevalencia endoparazitov u psov v Grécku pohybuje od 25,20% do 39,20%.

V truse psov z modelovych lokalit Bulharska boli zarodky 6 taxénov endoparazitov zistené
v 43,48% vzoriek (95% CI = 32,43 — 55,21), pricom sa najCastejSie vyskytovali vajicka
z ¢el'ade Ancylostomatidae (37,68%; 95% CI = 27.18 — 49,48%), Trichuris spp. (10,14%;
95% CI = 5,00 — 19,49%) a Capillaria spp. (5,80%; 95% CI = 2,28 — 13,98%). Vajicka
z ¢elade Taeniidae, 7. canis a sporocysty Sarcocystis spp. boli detegované iba v 1,45% (95%
CI = 0,26 — 8,89%) vzoriek (Obr. 2.). Radev a kol. (2015) uvadzaja, Ze celkova prevalencia
endoparazitov u talavych psov v Bulharsku je az 65,00% adominuji u nich vajicka
Ancylostoma spp.. V piesku z detského pieskoviska v meste Plovdiv sme detegovali len
vajicka strongylidného typu a v piesku z detského pieskoviska v meste Chepelare sme zistili
az 13 vaji¢ok Toxocara spp. na 100 g piesku. VSetky vaji¢ka boli embryonované a obsahovali
vitalnu larvu.

V sledovanych lokalitach v severnom Taliansku bolo na pritomnost’ zarodkov endoparazitov
pozitivnych 37,61% (95% CI = 29,36 — 46,65%) vzoriek trusu psov. Podobné vysledky
uvadzaji Riggio a kol. (2013), ktori u psov v Taliansku zaznamenali 31,00 % prevalenciu
endoparazitov. V nami zozbieranom truse sme identifikovali iba 5 taxénov parazitov (Obr.
2.). NajcastejSie sa v truse nachadzali vajicka z ¢el'ade Ancylostomatidae (34,19%; 95% CI =
26,22 — 43,16%). Menej Casto boli pritomné vajicka Trichuris spp. (5,98%; 95% CI = 2,93 —
11,83%), T. canis (2,56%; 95% CI1 = 0,87 — 7,26%), Capillaria spp. (0,85%; 95% CI=0,15 —
4,68%) a oocysty Eimeria spp. (0,85%; 95% CI = 0,15 — 4,68%).
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Obr. 2. Vyskyt jednotlivych taxdnov parazitov v truse psov zo sledovanych lokalit
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Vysoky vyskyt parazitov upsov moze viest ku kontamindcii vonkajSieho prostredia.
Prostredie kontaminované vyvinovymi $tadiami endoparazitov tak moze predstavovat’ zdroj
infekcii u dalSich zvierat i ¢loveka. Vyznamnym zistenim bol ¢asty nalez vaji¢ok z cel'ade
Ancylostomatidae vo vzorkach trusu, pretoze larvy, ktoré sa z vajicok vyliahnu prechadzaju
do pody a su schopné penetrovat’ neposkodent kozu. Ludia na pldzach Casto chodia bosi,
alebo st v priamom kontakte s pieskom, o vytvara prilezitost pre prestup lariev, ktoré
u ¢loveka vyvolavaja syndrém larva migrans cutanea.

Tdto praca bola podporend projektom Vega ¢ 2/0140/13 (0,8) a projektom SF ITMS:
26220220116 na zdklade podpory operacného programu Vyskum a vyvoj financovaného
z Europskeho fondu regionalneho rozvoja (0,2).
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DYNAMIC LIGHT SCATTERING (DLS) STUDIES ON DILUTE SOLUTIONS OF BOVINE
SKIN GELATIN

Pisarcikova J.1, Farrugia C.2, Sinagra, E.2

Institute of Animal Physiology, SAS, Kosice, Slovakia

? Department of Chemistry, UoM, Msida MSD 2080, Malta

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the behaviour of dilute solutions of bovine skin
gelatin using Dynamic Light Scattering (DLS). Three gelatin concentrations (0.2, 0.1, 0.05%
w/w), adjusted to pH values ranging from 4 to 8, and incubated at temperatures from 25 °C to
45 °C, were analysed for scattering intensity, polydispersity index and zeta potential. Two
measurement methods were compared — Single Mode measurements, where the solutions
were pre-incubated and subsequently analysed by DLS, and Temperature Trend
measurements, where changes in temperature were preprogrammed and controlled by the
instrument. The results obtained indicated that at 0.2% w/w concentration the behaviour of
gelatin in solution began to deviate from that of a dilute solution. Moreover, statistical
analysis by multivariate ANOVA resulted in distinct homogeneous data subsets for the
Temperature Trend analytical method rather than the Single Mode method, indicating that the
former is more suitable for examination of gelatin behaviour in dilute solution using DLS.

INTRODUCTION

Gelatin is a polypeptide produced by the partial hydrolysis of collagen derived from animal
skin, connective tissue and bones (Sarbon ef al., 2013) and its properties are affected by
variations in pH and temperature (Farrugia and Groves, 1999). Dynamic Light Scattering
(DLS) is an appropriate method to study the behaviour of proteins in dilute solution. DLS
measures the speed of particles undergoing Brownian motion and uses the intensity
fluctuations of scattered light to measure both the protein size and zeta potential, the latter
being a fundamental parameters known to affect protein stability in solution (Application
notes, Malvern Instruments, 2015).

MATERIAL AND METHODS

Three aqueous solutions of bovine skin gelatin type B, bloom strength 225 (Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany), of concentrations 0.2%, 0.1%, and 0.05% w/w, were prepared by
heating with stirring in water at 40 °C for 30 minutes. The pH of the solutions was adjusted to
4, 5, 6, 7, or 8 using dilute hydrochloric acid or potassium hydroxide. A first set of these
solutions was incubated for 30 minutes at 25, 37 or 45 °C and their light scattering intensity,
polydispersity index and zeta potential determined using a Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Ltd., UK), with the temperature of the cuvette chamber set at 25, 37 and 45 °C,
respectively, for the appropriate sample (Single Mode). A second set of solutions was
subjected to light scattering intensity and zeta potential readings directly in the Zetasizer Nano
ZS with a temperature program set to cover the range 25 to 45 °C, with readings taken at 4 °C
intervals. Three readings for all samples were performed. The data was subjected to
multivariate ANOVA statistical analysis using IBM SPSS Statistics 20.

RESULTS AND DISCUSSION

We noticed a different behaviour of 0.2% w/w gelatin solutions compared to solutions of
lower concentration. In particular, for the temperature trend experiments, the highest degree
of scattering was observed at pH 5, an observation consistent with the isoelectric point (IEP)
of B-type gelatin, and where gelatin renaturation is most likely to occur. A possible
explanation for this phenomenon is that the concentration of 0.2% w/w may represent the
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limit at which renaturation behaviour is consistent with that of dilute protein solutions, as
opposed to the formation of a network typical of gelation processes. Thus, at the highest
concentration of 0.2% w/w gelatin, networks of gelatin molecules modified the free diffusion
of particles and this lead to an atypical pH-dependency of aggregation (Fig. 1) Furthermore,
this distinction was only observed in Temperature Trend mode, and not in Single Mode.
Trends in polydispersity index with temperature were also observed, where the highest values
were found at temperature 25 °C at all concentrations of gelatin solutions, probably due to
protein renaturation resulting in a more hetergeneous protein dispersion, and decreasing with
increasing temperature due to denaturation processes resulting in a more homogenous protein
mixture. However, these differences were only observed to be statistically significant (p<
0.05) in post hoc multivariate ANOVA analysis in Temperature Trend mode, rather than in
Single Mode, indicating that the former method is probably more sensitive to such changes.
Differences in the zeta potential of gelatin at different pH values were, as expected, with the
isoelectric point occuring around pH 5.0. A variation in zeta potential that matches the typical
titration curve of proteins was noted in Temperature Trend mode below 0.2% w/w
concentration (Fig. 2), once again indicating that such a concentration may be at the
borderline between dilute solution and networking behaviours. Moreover, a statistically
significant temperature dependance of zeta potential, with increasingly negative zeta potential
values at higher tempatures, presumably due to increased dissociation of the predominant
carboxylic acid groups, was observed but only in Temperature Trend mode, once again
indicating the sensitivity of this measurement method. We can therefore conclude that the
behaviour of gelatin in dilute solution is best studied at concentrations below 0.2% w/w.
Moreover, when the temperature of the gelatin solutions is set automatically by the DLS
instrumentation, better observations of gelatin behaviour were recorded, and thus the
Temperature Trend method was foundto be a more suitable and powerful method for
evaluation of gelatin behaviour in dilute solution.

The author would like to acknowledge the contribution of the COST Action FAI302
www.methagene.eu
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Fig. 1 (a,b) 3D graphs of count rate vs temperature and pH for 0.2, 0.1 and 0.05% w/w gelatin
solutions for Single Mode and Temperature Trend Settings
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Fig. 2 (a,b) 3D graphs of zeta potential vs temperature and pH for 0.2, 0.1 and 0.05% w/w
gelatin solutions for Single Mode and Temperature Trend Settings
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POROVNANIE DETEKCNE] SCHOPNOSTI MIKROBIALNYCH INHIBICNYCH TESTOV
S MAXIMALNYMI LIMITMI REZiDUi VYBRANYCH ANTIBIOTIK POUZIVANYCH VO
VETERINARNE] PRAXI U POTRAVINOVYCH ZVIERAT

Polakov4, Z., KoZarova, 1.

Katedra hygieny a technologie potravin , UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Zasadnou podmienkou pre produkciu bezpecnych potravin je =zaistenie, aby produkty
zivociSneho pdvodu boli prosté Skodlivych rezidui antibiotik. Kontrola pritomnosti tychto
rezidui sa vykondva v kazdej faze produkcie az po kone¢ny predaj spotrebitelovi a to
prostrednictvom réznych monitorovacich programov, planov, cielenych kontrol a inSpekeii.
K vykonu tejto kontroly st potrebné citlivé a spolahlivé testy schopné zachytit' pritomnost’
rezidui antibiotik v hladinach zdujmu (maximalny limit rezidui, /MRL/). Cielom naSej prace
bolo porovnat citlivost’ testovacich kmeniov dvoch mikrobidlnych inhibi¢nych testov (MIT)
s legislativne stanovenymi MRL vybranych antibiotik pouZivanych u potravinovych zvierat
(penicilin, streptomycin, erytromycin, tetracyklin, ciprofloxacin a sulfadimidin). Na
porovnanie bola vyuZzitd metdéda STAR (Gradne schvalend metoda v Slovenskej republike)
arelativne novo vyvinutd alternativa metdody STAR, skriningovy test NAT (The Nouws
Antibiotic Test radne schvaleny v Holandsku). Oboma metddami boli prislusné antibiotika
detegované na alebo pod uroviiou MRL s vynimkou penicilinu a testovaciecho kmena Kocuria
rhizophila, kde bol detekény limit oboch metdd na urovni dvojnasobne vyssej hodnoty MRL.

UvoD

Zakladnymi skriningovymi metédami, ktoré st urcené pre rychle stanovenie pritomnosti
rezidui veterinarnych lie¢iv v potravindch zivoc¢iSneho povodu st mikrobiologické metddy.
Tieto metddy st zalozené na detekcii vel'kého mnozstva vzoriek, maju vysoku priepustnost’
vzoriek, relativne nizku cenu a schopnost’ detekcie latky alebo skupiny latok v hladinach
zaujmu. V pripade MRL musia byt tieto skriningové metddy schopné zachytavat’ rezidua na
alebo pod tymto limitom. Podl'a rozhodnutia Komisie 2002/657/ES musia byt validované
a mat’ detekénu schopnost’ (CCB) s moznostou chyb (B) nizsiu ako 5 %. Nesmu poskytovat
vel'ké mnozstvo falosne - zhodnych vysledkov, ktoré sa konfirmaénou analyzou uréia ako

cv v

v

koncentraciu vysetrovanej latky, ktorda ma za nasledok tvorbu inhibi¢nych zén (Rozhodnutie
Komisie 2002/657/ES).

V nasej praci boli pouzité dve platnové skriningové metddy so zhodnym principom detekcie
(agarova difuzia), metdda STAR a NAT. Obe metody predstavuju S-platiovy skriningovy
systém s prislusnymi testovacimi kmenmi umoznujici zistovanie pritomnosti rezidui beta-
laktdmovych, makrolidovych, aminoglykozidovych, tetracyklinovych antibiotik, chinolénov
a sulfénamidov vo vySetrovanych vzorkach.

Predmetom naSej prace bolo porovnat’ detekénu schopnost’ testovacich kmeniov tychto MIT
s MRL vybranych antibiotik, ktoré sa pouzivajui vo veterinarnej praxi u potravinovych zvierat.
MRL su legislativne stanovené nariadenim Komisie ¢. 37/2010 v platnom zneni.

MATERIAL A METODIKA

Standardné roztoky antibiotik: Zasobné roztoky penicilinu (PNC), streptomycinu (STR),
erytromycinu (ERY), tetracyklinu (TTC), ciprofloxacinu (CFC) ana sulfadimidinu (SD)
s koncentraciou 1000 pg.ml' boli pripravené rozpustenim 10 mg prislusného Standardu
v demineralizovanej vode, v 2 ml 0,IN NaOH v pripade CFC alebo v 2,4 ml 5 % metanolu
v pripade SD a doplnenim do 10 ml sterilnou demineralizovanou vodou. Nasledne boli
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pripravené pracovné roztoky Standardov antibiotik riedenim zasobnych roztokov sterilnou
demineralizovanou vodou na koncentracie 0,03; 0,04; 0,05; 0,1; 0,2; 1 ug.ml'1 (PNC, TTC,
CFCaSD), 0,1;0,2;0,3; 0,4; 0,5; 1 pg.ml'1 (STR) a 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 1 pg.ml'1 (ERY).
STAR: Kultivaéné média a testovacie kmene boli zakupené od firiem Merck (Nemecko),
Oxoid (Velka Britania), Difco (USA) a Ceskej zbierky mikroorganizmov (Ceska republika)
a pripravené podla postupu metddy uvedenej v Zozname uradnych metdd laboratdrnej
diagnostiky potravin akrmiv (CH 12.19., 2006). V kultivatnom médiu boli pouzité
nasledovné koncentracie spor: B. stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 5x10°
spor.ml™ (trimetoprim 0,005 pg.ml™), B. subtilis BGA 5x10* spor.ml”, E. coli ATCC 11303
10° sporml”, K. rhizophila ATCC 9341 5x10* spor.ml™ a B. cereus ATCC 11778 3x10*
spor.ml™. Disky filtraéného papiera (@ 9 mm, Whatman International, L.t.d., Velka Britania)
napustené¢ 30 pl prisluSnej koncentracie Standardu boli aplikované na povrch testovacieho
agaru v Petriho miskéch. Takto pripravené Petriho misky boli inkubované pri stanovenej
kombinacii teploty a Casu inkubécie. Platne s testovacim kmenom Bacillus cereus ATCC
11778 sa inkubovali pri teplote 30 °C £ 1°C pocas 24 hodin. Platne s testovacim kmetiom
Kocuria rhizophila ATCC 9341, Bacillus subtilis BGA a Escherichia coli ATCC 11303 boli
inkubované pri teplote 37 °C + 1°C po dobu 24 hodin. Inkubacia platni s testovacim kmeniom
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 prebiehala pri 55 °C + 1°C pocas
12-15 hodin.

NAT: Kultivaéné médid a testovacie kmene boli zakipené od firiem Merck (Nemecko),
Oxoid (Velk4 Britania), ), Difco (USA), CCM (Ceska republika) a NCIMB Ltd. (Velka
Britania) a pripravené podla postupu metddy Pikkemaat a kol. (2008). Pouzité testovacie
média obsahovali nasledujicu koncentraciu spor: Bacillus pumilus NCIMB 10822 10°
spor.ml™, Bacillus subtilis BGA 10° spor.ml™, Yersinia ruckeri NCIM 13282 10° spor.ml”,
Kocuria rhizophila ATCC 9341 10° spor.ml™ a Bacillus cereus ATCC 11778 10° spér.ml™.
Na stanovenie sulfonamidov je pri metdde NAT urcena testovacia platiia s pridavkom Iml
zdsobného roztoku trimetoprimu (0,7 pg.ml”) tak, aby jeho vysledna koncentracia
v testovacom agare bola 0,007 pg.ml” agaru. Na detekciu tetracyklinov je urena platiia
s pridavkom 1 ml zasobného roztoku chloramfenikolu (62,5 pgl') tak, aby vysledna
koncentracia CAP v agarovom médiu bola 0,625 pg.ml™. Disky filtra¢ného papiera (@ 12,7
mm, Albet-Hahnemiihle, Nemecko) napustené 100 pl prislusnej koncentracie Standardu boli
aplikované do otvorov v testovacom agare s priemerom 14 mm. K diskom v jednotlivych
otvoroch boli priddvané platiovo Specifické tlmivé roztoky: 200 ul 0,1 M fosfatového
tlmivého roztoku s pH 6,0 (B. cereus), 200 ul 0,1 M fosfatového tlmivého roztoku s pH 6,5
(Y. ruckeri), 200 pl 1,5 M fosfatového timivého roztoku s pH 8 (K. rhizophila), 200 pl 0,1 M
TRIS tlmivého roztoku s pH 8,5 (B. subtilis) a 300 ul 0,133 M fosfatového timivého roztoku
s pH 8 (B. pumilus). Inkubacia Petriho misiek prebiehala pri teplote 30 °C + 1°C (platne s
testovacim kmenom (Yersinia ruckeri NCIM a Bacillus cereus ATCC 11778) a pri teplote 37
°C £ 1°C (platne s testovacim kmenom Bacillus pumilus NCIMB 10822, Kocuria rhizophila
ATCC 9341 a Bacillus subtilis BGA) pocas 24 hodin.

VYSLEDKY

Velkosti inhibi¢nych zén (IZ) boli merané v mm od okraja papierového disku po vonkajsi
okraj IZ (STAR) alebo ako priemer 1Z od jedného okraja k druhému (NAT) pomocou
digitdlneho posuvného meradla s presnostou na 0,01 mm (Mitutoyo, Japonsko).

Na zéklade nami ziskanych vysledkov mo6Zzeme zhodnotit’, Ze z pohl'adu detekénej schopnosti
testovacich kmemiov su oba skriningové testy porovnatelné. V oboch pripadoch jednotlivé
testovacie kmene zachytili pritomnost’ rezidui na alebo hlboko pod troviiou MRL. Iba
v pripade testovacie kmena K. rhizophila uw metdédy STAR a aj NAT sa nepodarilo zachytit
pritomnost’ rezidualnych koncentracii PNC ani na dvojnasobnej urovni MRL. Metdéda STAR
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vSak na testovanie pritomnosti rezidui beta-laktamovych antibiotik vyuziva aj kmen B.
stearothermophilus, ktorého pouzitim bol PNC detegovany hlboko pod uroviiou MRL.
Dosiahnuté vysledky st prezentované v Tab. 1. ako priemerné velkosti [Z mm £ smerodajna
odchylka (SD).

Tab. 1: Priemerné velkosti IZ (mm + SD) vytvorené rezidualnymi koncentraciami
Standardnych roztokov antibiotik pri metéde STAR a NAT

Metdda Testovaci kmen 1Z (mm + SD)
PNC 0,05
7 e 0,03 0,04 b 0,1 0,2 1
(beta-laktdmové antibiotikd) ’ > (MRL) > ’
STAR K. rhizophila - - - - 3,12£1,79 5,76 +1,99
B. stearothermophilus 9,8+ 1,11 10,66+ 0,62  11,57+£0,55  13,11£120 13,38+ 1,01 18,9+ 1,17
NAT K. rhizophila - - - - 20,72+0,0 28,76 + 1,86
STR 0,5
. o, 0,1 0,2 0,3 0,4 b 1
(aminoglykozidové antibiotika) ’ > i ’ (MRL)
STAR B. subtili 1,22+0.48 1,02 + 035 1,65 + 0,43 1,26 + 0,41 1,56 + 0,37 1,95+ 0,26
NAT - SUDHIS - 1655+0,87 1703+0,74 1662+058  1637+0,00  18,64+123
ERY 0,2
(makrolidové antibiotiks) 1B e (MRL) 03 0.4 1
STAR K. rhizohil 1,76 + 0,55 1,84+045  426+094  531+050  518+065  3,95+0,67
NAT - rizophiia - 17824017 22,06+001  2448+0,63 2482+080  2137+0,73
CFC 0,1
(el 0,03 0,04 0,05 (MRL) 0,2 1
STAR E. coli 378064  4,17+£0,75  488+065  668+£0,66  746+082  1125+0,76
NAT Y. ruckeri - - 1,17+0,32 17,66 £094  2043+1,13  33,14+0,24
TTC 0.1
. . L8 AT 4 s 2 1
(tetracyklinové antibiotikd) LB W WS (MRL) 0,
STAR B 3,65+0,558  3,50£043  4,04+£051  495+0,61 6,27+0,58  9,18+0,86
NAT - cereus 1949+022  2626+120 2600+ 1,08 27,46+002 2843066 33,24+226
SD 0,1
(sulfonamidy) 0:08 0,04 0,05 (MRL) 0,2 1
STAR B. stearothermophilus - - - 2,81+ 1,01 3,46+ 0,86 8,22+2,17
NAT B. pumilus 30,66+0,86  3439+1,19  3576+0,95 3093+3,15 30,54+494 3825+ 144

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze detekénd schopnost’ testovacich kmenov oboch
skriningovych metdd je porovnatelnd. PouZzitim metédy STAR a NAT boli pod alebo na
urovni MRL detegované vsetky testované Standardy antibiotik. Vynimku tvoril len testovaci
kmenn K. rhizophila oboch metdd, ktory detegoval pritomnost’ rezidualnych koncentracii
standardu PNC aZ na tirovni dvojnasobku MRL (0,2 pg.ml™). Pre relevantny skrining rezidui
antibiotik v potravinach zivo¢isneho povodu oba MIT vykazuji pozadovanu troven detekcie.
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EXPRESIA PROZAPALOVYCH CYTOKINOV V IZOLOVANYCH KURACICH PMBCS PO
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ABSTRAKT

Cielom tejto in vitro experimentalnej $tidie bolo otestovat’ imunomodula¢nu schopnost’
vybranych probiotickych baktérii odpovedat na infekciu C. jenuni cez expresiu
prozapalovych cytokinov. K izolovanym periférnym krvnym PMBCs bol pridany
Campylobacter jejuni CCM619 a vybrané probiotické baktérie: E. faecium EFSS, E. faecium
AL41, E. faecium H31, L. fermentum ADI. Stupen relativnej expresie mRNA pre vybrané
cytokiny bol stanoveny 24h a 48h po infekcii pouZitim qRT-PCR metddy. Stupen expresie IL-
18, LITAF a MIP-1B bol signifikantne zvyseny (P<0.05; P<0.01; P< 0.001) v LAD+CJ (L.
fermentum AD1+Campylobacter jejuni) skupine, v porovnani s kontrolnou skupinou (C), CJ
skupinou (Campylobacter jejuni) a ostatnymi kombinovanymi skupinami (EF55+CJ, AL
41+CJ, H31+CJ) 24 h po infekcii. Vysledky preukdzali najvyS$siu imunomodula¢nu aktivitu L.
fermentum AD1 a E. faecium AL41 oproti kampylobaktériovej infekcii v in vitro
podmienkach.

UvOoD

Kampylobakteriéza spdsobend baktériami rodu Campylobacter sa povazuje za jednu z
najCastejSich gastroenteritid zvierat a ludi (Alter akol.,, 2005). NajcastejSim pdvodcom
akutnych enteritid je baktéria Campylobacter jejuni. Hydina je povazovana za primarneho
rezervoarového hostitela kampylobakterov, pricom pre dospeli hydinu su vécsinou
nepatogénne. V sucasnosti existuje niekol'ko patogenetickych markerov, no patogenéza
infekcie u hydiny nie je stale dobre prestudovand (Fernandes a kol., 2010).

Vo vsSeobecnosti je zname, ze aplikdcia probiotickych baktérii moze efektivne ovplyvnit
zlepSenie mikroflory a tym znizit' vyskyt mnohych ¢revnych infekeii, ktoré si najcastejSim
dovodom uhynu mladych kurc¢iat. Medzi tieto ¢revné infekcie v chovoch hydiny patri hlavne
salmoneldza a kampylobakteridza. Probiotické kmene reguluji imunitna eliminéciu antigénov
patogénnych mikroorganizmov a taktiez ovplyviluju systémovu imunitni odpoved’ hostitel’a
(Nemcova a kol., 2010). Patogén C. jejuni aktivuje imunitni odpoved kurciat aj cez
produkciu prozapalovych cytokinov, ktora je zvé¢Sa nepostacujica na elimindciu patogéna
z organizmu hostitela (Tu a kol., 2008). Pochopenie mechanizmov u¢inku probiotickych
baktérii na hostitel'sky organizmus moéze vyrazne prispiet’ k efektivnemu potlacaniu tejto
infekcie (Willis a Reid, 2008). Kmene Lactobacillus spp., Enterococcus spp. a iné patria
k poCetnym mikroorganizmom, u ktorych boli dokdzané pozitivne vlastnosti zahfnajuce
antibakteridlny efekt na mozné patogénne kmene rovnako ako imunomodula¢ny efekt
suvisiaci s redukciou infekcii a lepSim zotavovanim (Heineman a kol., 2012; Hemarajata
a kol., 2013).

K vyberu probiotickych baktérii sme uskuto¢nili in vitro Studiu ktord poskytla hodnotné
informdcie o ich prospesnom posobeni a nésledne na zéklade tychto poznatkov sme hodnotili
¢i mozu byt vybrané probiotické kmene imunologicky efektivne pre prevenciu a liecbu
infekcie u kurciat vyvolanej C. jejuni.
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MATERIAL A METODIKA

Krv bola odobraté z vena cutanea ulnaris do 1,5% EDTA z klinicky zdravej hydiny, chovanej
v Standardnych podmienkach chovu. Nasledne bola nariedena v PBS v pomere 1:2 a
prenesend do Leucoseps skumavok (Greiner bio-one, DE) s obsahom hustotné¢ho gradientu
Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, UK). Po centrifugacii 19000 rpm pri 20°C 40 min.
vzniknuty prstenec buniek bol preneseny do Iml PBS a nasledne 2x premyty pri 16000 rpm
5min. Zivotaschopnost’ buniek bola stanovena pomocou trypanovej modrej a podet ziskanych
buniek pocitany v Biirkerovej komorke v 50 malych Stvorcoch.

Izolované¢ bunky PMBCs (peripheral mononuclear blood cells) boli kultivované na 12-
jamkovej kultivaénej platnicke (Orange Scientific, BE) v poéte 1x10” buniek/ml a kultivované
cez noc v CO, termostate (5% CO,) pri teplote 39°C v médiu RPMI 1640 obohatenom s
10mM HEPES (Lonza, BE) a 10% bovinnym fetdlnym sérom (Lonza, BE). Po kultivacii cez
noc k PMBCs boli do prislusnych jamiek kultiva¢nej platnicky pridané 200 ul C. jejuni
CCM6191 v poéte 1x10° CFU/ml a 200 pl vybranych probiotickych kmetiov: E. faecium EF
55, E. faecium AL4l, E. faecium H31, L. fermentum AD1 v poéte 1x10° CFU/ml.
(poskytnuté: Dr. Laukova, IAP SAS, KoSice, Slovensko). Po pridani baktérii boli PMBCs
kultivované pocas 24 a 48 hodin.

Po 24 a 48 hodinovej kultivacii boli bunky z jednotlivych jamiek odsaté pomocou pipety a
centrifugované pri 12900 rpm 1min. K vzniknutému peletu buniek bol pridany lyza¢ny pufer
s obsahom B-merkaptoetanolu (Qiagen, USA). K ziskanému celobunkovému lyzatu bol
pridany 70% etanol v pomere 1:1 a celd zmes bola homogenizovand pomocou vortex mixéra
(Labnet, USA) Imin. Vzniknuty celobunkovy lyzat bol d’alej pouzity na samotnu izolaciu
RNA. Izolacia total RNA sa vykonala pouzitim RNAasy mini kitu podl'a inStrukcii vyrobcu
(Qiagen, USA).

Stupen relativnej expresie cytokinov IL-1B, LITAF, chemokinov MIP1B, K60 (IL-8) bol
stanoveny pomocou qRT-PCR. Stupenn expresie cielovych génov bol normovany voci 2
referencnym génom: glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH) a ubikvitinin (UB).

Na Statistickt analyzu ziskanych udajov bola pouzitd jednocestnd ANOVA a Tukey test v
programe Minitab 16 (SCaC Partner, Brno).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zo vsetkych testovanych probiotickych kmeniov bol zaznamenany signifikantne najvyssi
stupen relativnej expresie vybranych cytokinov a chemokinov po kultivacii s L. fermentum
ADI (24 hp.i.) a E. faecium AL41 (48 h p.i.). V naSom experimente sme potvrdili, Ze pouzité
kmene st schopne navodit’ zvysenie expresie IL-1p, LITAF a chemokinu MIP1B v in vitro
podmienkach, ¢o poukazuje ich imunomodulaény ucinok.

V praci Bobikova a kol. (2014) poukazali na prozapalovu aktivitu E. faecium AL41 v krvi
hydiny infikovanej Salmonella Enteritidis PT4. Vysledky prezentované v praci Chaveraach a
kol. (2004) rovnako dokumentovali, ze Lactobacillus P93 izolovany z ¢riev hydiny vykazoval
baktericidnu aktivitu voci testovanym kmenom Campylobacter spp. V pracach autorov Jin
akol., (1996) a Todorov a kol., (2005) bol taktiez dokazany inhibi¢ny vplyv bakteriocinov
produkovanych kmentiom Lactobacillus spp. na gramnegativne baktérie.

Na zéaver je mozn¢ konStatovat’, ze nami testované probiotické kmene E. faecium Al4la L.
fermentum ADI st schopné stimulovat PMBCs zvySenim expresie prozapalovych cytokinov
v in vitro podmienkach.

Dosiahnuté vysledky v tejto praci vyznamne poukazuji na opodstatnenost’ vyskumu, ktory sa
venuje Stadiu probiotickych baktérii.

Tato praca bola podporena grantovymi ulohami VEGA ¢. 1/0483/15 a Agenturou na podporu
vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢. APVV-0302-11.
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MORFOLOGICKE A PROLIFERACNE VLASTNOSTI MEZENCHYMOVYCH KMENOVYCH
BUNIEK DERIVOVANYCH Z TUKU

Székiova E.! Slovinska L1, Blasko ]1., PIsikova ].2 Harvanova D? a Cizkova D1
'Neurobiologicky ustav, Slovenska akadémia vied, Kosice

*Zdruzend tkanivova banka LF UPJS, Kogice

ABSTRAKT

Mezenchymové kmenové bunky st multipotentné bunky (MSCs), ktoré je mozné izolovat
z rdznych tkaniv. Pre svoj terapeuticky efekt si nasli uplatnenie v liecbe rdznych ochoreni
vratane poSkodenia CNS. V nasej praci sme sledovali morfologické, fenotypové a
proliferacné vlastnosti MSCs izolovanych z podkoZzného tuku potkanov kmena Wistar.
Klucoveé slova: mezenchymové kmenové bunky, in vitro kultivacia, Specifické povrchoveé
markery

UvOD

Poranenie miechy (PM) patri k vdznym ochoreniam CNS, ktoré¢ vedie k Ciastocnému alebo
uplnému ochrnutiu pacientov., Z hladiska vysledkov biomedicinskeho vyskumu, st
mezenchymové kmenové bunky (MSCs) vhodnym zdrojom kmenovych buniek pre terapiu
PM. MSCs st schopné diferencidcie do mnohych bunkovych typov, produkuji dolezité
rastové, antiapoptotické faktory a cytokiny, a maju schopnost’ ovplyviiovat’ bunky imunitného
systému. V in vitro podmienkach st schopné vysokej proliferac¢nej aktivity , avSak maji svoj
expanzny limit (J. Rosocha a kol., 2008). Vd’aka tymto vlastnostiam a moznosti ziskat’ velky
pocet buniek v laboratornych podmienkach, st vhodnym kandidatom na liecbu Sirokej Skaly
tkaniv, medziinymi aj nervového tkaniva (Zhilai Zhou a kol., 2013). Pre ich uspesni
aplikaciu v klinickej praxi je dolezité selektovat’ optimalny typ MSCs, zvladnut’ ich in vitro
kultivaciu, poznat’ ich vlastnosti a mozny terapeuticky efekt. V sucasnosti sa MSCs ziskavaju
z roznych typov tkaniv, napr. zkostnej drene, pupocnikovej krvi, pupoénikov, placenty,
zubnej pulpy, tukového tkaniva (Venkata Ramesh Dasari a kol., 2014).

V naSej praci sme sa zamerali na: 1) izolaciu MSCs z podkoZného tuku (ATMSCs) potkana,
i1) in vitro kultivaciu s cielom identifikovat morfologické vlastnosti , iii)fenotypovu
charakterizaciiu v 2. a 3. pasaZzi pomocou prietokovej cytometrie (pritomnost’ Specifickych
povrchovych markerov pre MSCs (CD90+, CD291) a stanovenie proliferacnej aktivity
buniek v jenotlivych casovych usekoch ( 0.,2.,3.,5. a 7. den in vitro kultivacie) pomocou
CyQUANT® Direct Cell Proliferation Assay Kitu.

Na zéklade sucasnych vedeckych poznatkov, boli Medzinarodnou spolo¢nost'ou pre bunkova
terapiu stanovené minimalne kritérid, pomocou ktorych sa MSCs definované ( J. Rosocha
kol.) :

1. Adherenciou k povrchu kultivac¢ne fl'ase v Standardne;j statickej kultare

2. Minimdlne 95% MSCs musi exprimovat’ povrchové molekuly CD105,CD73,CD90
a nesmie exprimovat hematopoetické markery ako su CD45,CD34,CD14 alebo CD11b,CD79
alebo CD19 a HLA-DR.

3. MSCs musia byt’ schopné diferencovat’ sa do osteoblastov, adipocytov a chondroblastov in
Vitro.

MATERIAL A METODY

Bunky boli izolované z podkozného tuku potkana kmena Wistar o hmotnosti 360g po
terminalnej anestézii tiopentalom (50mg/kg 1i.p.). Sterilne odobraty tuk bol preneseny do
odberového média s antibiotikami ( ATM, Biowest) a d’alej spracovany v lamindrnom boxe.
Tu bolo tkanivo po niekol’kondsobnom antibiotickom oplachu disekované a prenesené do
0,25% roztoku kolagenazy typ I (Gibco) na hodinovii inkubaciu pri 37°C za staleho mie3ania.
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Po inkubdcii sme pridali na inaktivaciu d’alSieho posobenia kolagendzy kultivaéné médium
so sérom. Tkanivovy debris bol odstraneny filtraciou cez 100pm filter a bunkovl suspenziu
sme centrifugovali ( 400 x g /10min.). Ziskany sediment bol resuspendovany v kultivanom
médiu (MEM, 10% fetalne bovinné sérum, 1% antibiotikd) a nasadeny na kultiva¢nu fl'asu.
Inkubécia prebiehala v CO, termostate pri 37°C, médium bolo menené v intervale 3 dni.
Priblizne o 5-7 dni kedy dosahuju bunky 90% konfluenciu, bola kultara pasazovana
aspirovanim kultivaéného média a pridanim 4 ml 0,25% trypsinsin-EDTA do kaZzdej fTaSe.
Po niekol’kominutovej inkubdcii v termostate bolo k uvolnenym bunkdm pridané rovnaké
mnozstvo sérového média na inaktivaciu U¢inku trypsinu a ziskand suspenzia bola
centrifugovana ( 400 x g /10min.) . Bunky boli na kultiva¢nti flaSu nasadené v koncentracii
2500/cm’. Pre potvrdenie MSCs fenotypovej charakteristiky boli bunky v 2. a 3. pasazi
analyzované prietokovou cytometriou na pritomnost Specifickych povrchovych markerov
(CD90, CD 29 ) a nepritomnost’ Specifickych markerov hematopoetickych a endotelianych
buniek (CD 45 a CD 31). Vzorky boli spracované na prietokovovom cytometri FACS
Calibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA) s vyuzitim CellQuest softvéru .
Vysledky a diskusia: 24 hodin po izolacii ztukového tkaniva cast buniek adheruje
k povrchu kultiva¢nej flase a morfologicky moézeme detekovat bunky vretienkovitej
morfologie typickej pre MSCs. Bunky vykazuju vel'mi dobri proliferacnti schopnost,
jednotlivé pasaze boli uskuto¢iiované v 5 az 7 ditovych intervaloch. Prietokovou cytometriou
sme uz vdruhej pasazi potvrdili 95% pritomnost MSCs v eSte heterogénnej bunkovej
kultire. Zaverom mdzeme konstatovat, Zze tukové tkanivo je vhodnym zdrojom
mezenchymovych kmenovych buniek pre in vitro kultivaciu, avSak nad’alej ostdva otazkou
sposob odlisenia MSCs od fibroblastov, sktorymi maji velmi podobni morfologiu a
Specifické povrchové markery, ako aj ich vhodnodnost’ pre vyuzitie v terapii poskodené¢ho
nervového tkaniva.

Praca vznikla vdaka podpore v ramci projektu VEGA-2/0169/13, VEGA/0125/15
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SENZITIVITA A SPECIFICITA SEROLOGICKYCH ELISA TESTOV NA DETEKCIU
SPECIFICKYCH PROTILATOK PROTI ECHINOCOCCUS SPP.

Skutova M., Antolova D., Reiterova K.

Parazitologicky Ustav SAV, Kosice

ABSTRAKT

Echinokokoza, ako jedna z najzavaznejSich parazitozoondz cirkulujicich na uzemi Slovenska,
moéze v nelieCenych pripadoch sposobit’ smrt’ Cloveka a preto je jej vCasnd diagnostika
obzvlast dolezita. Citlivost’ a Specificita sérologickych testov, ktoré predstavuju vychodisko
pre diagnostiku, st predmetom mnohych diskusii. Cielom prace bolo overenie a porovnanie
tychto parametrov, prediktivnych hodnét a koeficientov pravdepodobnosti u somatického
antigénu E. multilocularis (AgEm) a antigénu B E. granulosus (AgB) a u komerénych testov
NovaLisa "™ Echinococcus 1gG a Echinococcus multilocularis firmy Bordier. VySetrenim 81
vzoriek bolo zistené, ze najrelevantnejSie vysledky v ramci sérodiagnostiky protilatok proti E.
multilocularis poskytol ELISA test spouzitim somatického Em antigénu. Hodnoty
sledovanych parametrov zoradili pouzité antigény/testy v poradi AgEm, Echinococcus
multilocularis firmy Bordier, NovaLisa'™ Echinococcus 1gG a ako najmenej vyznamny AgB,
ktory bol najmenej Specificky a teda najmenej vhodny na odliSenie ochoreni E. multilocularis
a E. granulosus.

UvoOD

Echinokokoza je jedna z najzavaznejsich parazitozoonoéz cirkulujicich na tizemi Slovenska.
Na Slovensku sa vyskytuju dve formy tohto ochorenia: menej zavazna cysticka echinokokoéza,
ktorej povodcom je pasomnica FEchinococcus granulosus a alveolarna echinokokoza
sposobend pasomnicou lis€ou, E. multilocularis. Ochorenie je v pripade nakazenia ¢loveka
mimoriadne nebezpecné. V dosledku pomaly sa vyvijajucich nespecifickych priznakov a
nespravnej diagnostiky ostadva ndkaza mnohokrat neodhalend. Pri nelieCeni alebo nespravnej
terapii ochorenie Casto konci v priebehu 10-15 rokov smrtou pacienta. V¢asné odhalenie a
spravne odliSenie povodcu ndkazy su preto obzvlast dolezité a rozhodujice pre vedenie
terapie a urenie prognézy pacienta. Pri podozreni na ochorenie je zédkladnou diagnostickou
metddou sérologické vySetrenie na pritomnost’ protildtok proti Echinococcus spp. v krvi.
ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) test vyuziva vizbu pritomnych protildtok na
antigény. Trh ponuka mnoZstvo sérologickych testov fungujicich na podobnom principe.
Avsak citlivost’ a Specifickost’ testov je predmetom mnohych diskusii. Preto sa odporuca
overit’ spravnost’ vysledku Specifickejsim testom Western Blotom. Sucasne sa pre potvrdenie
ochorenia u l'udi vyuzivaju zobrazovacie metody (USG, CT, MR), priama detekcia parazita
z histologického preparatu a molekularne metédy (PCR). Cielom prace bolo overenie a
porovnanie citlivosti, Specifickosti a skrizenej reaktivity sérologickych ELISA testov
zalozenych na vézbe Specifickych protilatok z krvného séra 'udi na antigény E. multilocularis
(AgEm), E. granulosus (AgB) a komerénych testov NovaLisa'™ Echinococcus 1gG (NovaTec
Immunodiagnostica GMBH, Nemecko) a Echinococcus multilocularis firmy Bordier (Bordier
Affinity Products SA, Svajiarsko).

MATERIAL A METODIKA

Do vyskumu bolo zaradenych spolu 81 vzoriek sér, pricom 51 vzoriek pochddzalo od klinicky
zdravych osob, ktoré v €ase odberu netrpeli Ziadnym ochorenim. Dvanast’ vzoriek pochadzalo
od pacientov s potvrdenou alveolarnou echinokokézou, Styri séra od osOb s potvrdenou
cystickou echinokokoézou. Z dovodu overenia vyskytu krizovych reakcii s inymi parazitdzami
bolo do prieskumu zaradenych 11 sér vykazujucich pozitivitu na toxokarézu a dve séra od
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0s0b s trichinel6zou. U Siestich 0s6b bola potvrdend toxoplazmdza, jedna vzorka bola od
pacienta s podkoznou dirofilariézou a jedna od pacienta s riketsiozou.

Na stanovenie pritomnosti protilatok proti E. multilocularis bol pouzity somaticky antigén E.
multilocularis (AgEm) (Turcekova a kol., 2004) a na detekciu protilatok proti E. granulosus
bol pouzity antigén B (AgB) (Ioppolo akol., 1996). ELISA testy boli vykonané podla
vypracovanej metodiky (Reiterova akol.,, 2014). Ako pozitivne boli hodnotené tie séra,
ktorych absorbancia bola vyssia ako 40% hodnoty priemeru pozitivnych kontrol. Pritomnost’
protilatok proti Echinococcus spp. bola detegovand komerénym sérologickym testom
NovaLisa™ Echinococcus 1gG (NovaTec Immunodiagnostica GMBH, Nemecko), metodikou
odporucanou vyrobcom. Vzorky boli vySetrené aj komerénym sérologickym testom
Echinococcus multilocularis firmy Bordier (Bordier Affinity Products SA, Svajéiarko) podla
navodu odporu¢eného vyrobcom. Ako indikéatory diagnostickej vyznamnosti testu boli
sledované hodnoty senzitivity - citlivosti (Se), $pecificity (Sp), pozitivnej prediktivnej
hodnoty (PH+) a negativnej prediktivnej hodnoty (PH-). Pre posudenie hodnoty
diagnostického testu boli vyuzité aj koeficienty pravdepodobnosti pre pozitivny a negativny
vysledok testu (LR+ a LR-) (Altman a kol., 1994; Kovac, 1994; Deeks a kol. 2004; Knapp
a kol., 2014). Vyznamnost’ rozdielov sledovanych parametrov testov bola analyzovana chi-
square testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Desat’ z dvanastich sér pacientov pozitivnych na alveolarnu echinokokézu bolo pozitivnych v
ELISA teste s pouzitim Em antigénu (83,3% senzitivita), teda Em antigén zachyti protilatky
proti alveolarnej echinokokéze u 83% pripadov ochorenia. Vel'mi podobna citlivost’ bola
pozorovand pri komerénom teste Echinococcus multilocularis firmy Bordier, kde z
jedenastich sér test neodhalil ochorenie taktiez v dvoch pripadoch (81,8% senzitivita) a
komerény test NovaLisa, ktory z 15 sér pozitivnych na alveolarnu a cysticku echinokokozu
identifikoval protilatky v dvanastich pripadoch, ¢o zodpovedd 80% senzitivite testu.
Najvyssia citlivost’ bola zaznamenana antigénom B pri diagnostike cystickej echinokokozy
(100% senzitivita), ale s ohl'adom na malu vzorku pozorovanych pacientov pozitivnych na
toto ochorenie nie je vysledok sledovaného parametra Statisticky vyhodnotitel'ny.

Antigén Em a test Echinococcus multilocularis firmy Bordier rovnako iba v jednom pripade
urcili faloSne pozitivnu vzorku zo skupiny vzoriek pozitivnych na E. granulosus, ¢im bola
vypocitana aj najvyssia hodnota Specifickosti pre dané testy (98,5%), NovaLisa test urcil dve
faloSne pozitivne vzorky, avSak zo skupiny klinicky zdravych osob (96,9% Specificita)
a antigén B az v 13 pripadoch (10 zo skupiny pozitivnych na E. multilocularis a 3 zo skupiny
klinicky zdravych osdb) urcil faloSne pozitivne vysledky, co zodpovedd najnizsej hodnote
Specifickosti (83,1%). Vyznamnost rozdielov senzitivity a Specificity sledovanych testov
nebola vani jednom pripade signifikantnd (p<0.05). Vysledky ostatnych parametrov
porovnavanych testov (PH+, PH-, LR+, LR- ) zoradili testy podla hodnoty vyznamnosti
v rovnakom poradi ako hodnoty senzitivity a Specificity, a to AgEm, Echinococcus
multilocularis firmy Bordier, NovaLisa ™ Echinococcus 1gG a ako najmenej vyznamny
antigén B (Tab. 1).

Mozeme konstatovat’, Ze vySetrenim 81 vzoriek bolo zistené, Ze najrelevantnejSie vysledky
v ramci sérodiagnostiky protilatok proti E. multilocularis poskytol ELISA test s pouzitim
somatického Em antigénu. Test Echinococcus multilocularis firmy Bordier sa ukazal ako
druhy v poradi s najvyssou diagnostickou hodnotou. Oba testy urcené na detekciu protilatok
proti E. multilocularis iba v dvoch pripadoch nezachytili pritomnost’ protiladtok v krvnom sére
napriek prebiehajicemu ochoreniu. Tento jav sa moze vyskytnit' aj v pripadoch absencie
tvorby protilatok. Napriek tomu, sa tento komercny sérologicky test zdd byt diagnosticky
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vhodnejsi ako NovaLisa ™ Echinococcus 1gG, ktory nezachytil pritomnost’ protilatok v troch
pripadoch.

Najmenej vhodny na odliSenie alveolarnej a cystickej echinokokozy bol sledovany AgB
antigén, ktory poukazal v 13 pripadoch pritomnost’ protilatok proti E. granulosus u pacientov
s potvrdenou alveolarnou echinokokoézou. Pricinou tohto javu je krizova reakcia protilatok,
vd’aka niektorym spoloénym povrchovym antigénom E. multilocularis a E. granulosus a preto
odporucame v pripade pouzitia antigénu spravnost’ vysledku overit® Specifickej$im testom,
napriklad Western Blotom. Na druhej strane sa zd4d byt antigén B vysoko ucinny pri
odhalovani cystickej echinokokozy. Krizové reakcie medzi alveoldrnou a cystickou
echinokoko6zou boli zachytené aj pri pouziti Em antigénu a pri teste Bordier a to rovnako,
v jednom pripade. Tento parameter nebol hodnoteny pri NovaLisa teste, ktory je urceny len
na identifikaciu protilatok proti rodu Echinococcus spp. Na druhej strane krizové reakcie s
inymi sledovanymi parazitézami neboli zachytené u ziadneho pouzitého testu.

Senzitivita Specificita =~ PH+

Antigén/ELISA set PH- (% LR+ LR-

. (%) %) (%) )
AgEm 83,3 98,5 90,9 97,1 55,5 0,17
(95% CI) (54,0-96,5) (92,6-99,9) (60,1-99,9)  (89,6-99,8) (35,4-82,4) (0,02-0,19)
AgB 100,0 83,1 23,5 100,0 5,9 0
(95 % CI) (543-100,0)  (762:913)  (9,1-47,8)  (95,1-100,0) (0,01-45,7) (0,02-0,79)
NovaLisa Echinococcus 1gG 80,0 95,5 85,7 95,5 17,8 0,20
(95 % CI) (54,1-93,7) (86,9-98.,9) (58,8-97,2)  (86,9-98,9) (11,1-37,4) (0,03-0,81)
Echn?ococcus multilocularis 81.8 98.5 90,0 97.1 545 0.18
Bordier
(95% CI) (51,2-96,0) (95,7-99,9) (57,4-99,9)  (89,4-99.8) (35,4-82,4) (0,02-0,79)

Tab.1. Sledované hodnoty diagnostickej vyznamnosti jednotlivych ELISA testov.
Praca bolo podporena grantom VEGA 2/0127/13.
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VYSKYT STRONGYLOIDES STERCORALIS U DETi A PSOV V ROMSKE] OSADE
NA VYCHODNOM SLOVENSKU

Strkolcova G.1, Goldova M.1, Halanova M.2

TUstav parazitologie, UVLF, KoSice

Ustav verejného zdravotnictva, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Cielom nasej prace bolo zistit’ predpokladany vyskyt Strongyloides stercoralis vo féces deti,
psov a dokazat’ pritomnost’ Specifickych IgG protildtok vich sérach. Od marca 2013 do
oktobra 2014 bolo vySetrenych 73 deti zrovnakého mesta ( 55 deti zrémskej osady v
juhovychodnom okraji mesta Medzev a 18 z majoritnej populacie, ktoré sluzila ako kontrolna
skupina). Z vySetrenych 50 psov bolo 30 z rémskej osady z mesta Medzev a 20 z ttulku Unie
vzajomnej pomoci l'udi azvierat. Vzorky stolic romskych a nerémskych deti boli KAP,
Baermannovou a Faustovou metédou negativne na pritomnost lariev Strongyloides
stercoralis. Metddou KAP boli z féces potvrdené filariformné larvy u 23,3 % psov z osady
(7/30) au 20 % psov z utulku (4/20). Faustovou metdodou boli uréené rabditiformné larvy
S. stercoralis u 13,3 % psov z osady (4/30). Baermannovou metdodou sme nedetegovali Ziadne
larvy. Séroprevalencia u romskych deti bola 36,36 % (20/55), u kontrolnej skupiny 27,77 %
(5/18). Z vySetrenych sér psov bola zistena 68,75 % séroprevalencia strongyloidozy.

UvoOD

Strongyloidoza spolu s d’al§imi intestindlnymi nematodami ako su Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura a Ancylostoma spp. patria medzi tzv. "soil transmitted helmints" (STH),
¢ize pddou prenasané helminty. STH infikujii viac ako 1 miliardu l'udi na celom svete a
sposobuju obrovsku zataz na verejné zdravotnictvo. Su taktiez nazyvané aj ako "neglected
tropical diseases” tzv. zanedbavané tropické choroby (Brooker a kol., 2006; Bethony a kol.,
2006). V krajinach s komunitami marginalizovanych skupin obyvatel'stva (ako st napriklad
romske osady) dochddza v poslednych rokoch k narastu ochoreni spdsobovanych STH.
V tychto komunitach stt vhodné podmienky na Sirenie sa tychto STH ako st napr. obydlia s
chybajicim zdrojom pitnej vody, kanalizdciou a socidlnym zariadenim, s nedostato¢nou
likvidaciou odpadkov. Romovia €asto trpia podvyzivou a imunosupresiami roznej etiologie.
Navyse v podmienkach globalneho otepl'ovania infekéné larvy STH dlhodobo prezivaju v
prostredi infekcieschopné (Genta, 1989; Rudohradska a kol., 2012).

Strongyloides stercoralis je Crevny parazit 'udi, psov, maciek, primatov, vyskytujici sa
CastejSie v tropoch, subtropoch, ale aj v miernom pasme na miestach s nizkym hygienickym
Standardom. Odhaduje sa, Zze asi priblizne 30-100 milionov l'udi na celom svete je
infikovanych touto parazitézou (Olsen akol., 2009). Biologicky cyklus parazita je
mnohotvarny so striedanim parazitickej a vol'ne zijlicej generacie, preto moze byt rozdeleny
na 3 fazy: volne Zijlicu, parazitick(l a autoinfekciu. Castejsie st postihnuti 'udia, ktori st v
kontakte s pddou (polnohospodari, farmari, lesni robotnici a pod.). Strongyloidoza patri
medzi oportinne ndkazy. ViacSinou prebieha bezpriznakovo, az pri zlyhani, ¢i oslabeni
imunitného systému moze dojst k hyperinfekcii, priCom hlavne postihuje dychaci
a gastrointestinalny systém (Totkova a kol., 2008).

MATERIAL A METODIKA

Vysetrili sme 55 rémskych a 18 deti z majoritnej populécie (kontrolna skupina), ktoré boli
rozdelené podl'a veku na 1-5 ro¢né, 6-9 rocné, 10-14 roc¢né. Z vysetrenych 50 psov bolo 30
z romskej osady z mesta Medzev a 20 z Gtulku Unie vzijomnej pomoci ludi a zvierat. Boli
rozdeleni podla veku na psy mladSie ako 7 mesiacov a psy starSie ako 7 mesiacov. Vzorky
féces boli vySetrené troma metédami: Koga agarové platne (Koga a kol., 1991); Baermanova
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metoda (Garcia a Bruckner, 1997); flotacna metoda podl'a Fausta (Faust a kol., 1938, Garcia a
Bruckner, 1997). Pod svetelnym mikroskopom sme vySetrili vzorky na pritomnost’ vajicok
helmintov a pritomnost’ rabditiformnych a filariformnych lariev. Pozorovali sme
morfologické charakteristiky, tj. dizku larvy, tvar paZerdka, velkost ustnej dutiny,
pritomnost’ genitalneho primordia. Na kvalitativny dokaz Specifickych IgG protilatok proti
Strongyloides stercoralis v sére deti a psov nepriamou imunoenzymovou reakciou (ELISA)
sme pouzili komercny test Strongyloides 1gG ELISA (Demeditec Diagnostics GmbH,
Germany. V pripade pozitivnej imunologickej reakciu na pritomnost IgG protilatok,
absorbancia (450/630 nm, ELISA Reader OPTYS MR Thermo Labsystems) bola 0,2 OD
jednotiek a vyssie.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzorky stolic romskych a nerémskych deti boli KAP, Baermannovou a Faustovou metédou
negativne na pritomnost’ lariev Strongyloides stercoralis. Vicsina deti nemala Ziadne klinické
priznaky, ale 13 deti (17,80 %) malo 'ahku hnacku, 10 deti (13,70 %) malo bolesti brucha a
svrbenie okolo periandlnej oblasti.

Z 55 rémskych deti (30 chlapcov; 25 dievcéat) vykazali pozitivne IgG protilatky proti
Strongyloides stercoralis 20 (36,36 %). Séroprevalencia bola 42,1% u deti predSkolského
veku mladsich ako 5 rokov (8/19), 27,77 % udeti Skolského veku 6-9 ro¢nych (5/18) a
38,88 % u starSich ziakov 10-14 ro¢nych (7/18). Séroprevalencia u kontrolnej skupiny bola
27,77 % (5/18). U réomskych deti sme tiez diagnostikovali aj iné endoparazity: Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura a Giardia intestinalis. U jedného diev€ata z kontrolnej
skupiny sme zistili Enterobius vermicularis (tab. 1).

Tab.1. Strongyloides stercoralis — porovnanie séropozitivnych a séronegativnych pripadov
medzi rémskymi det'mi a kontrolnou skupinou

ELISA
+ - Risk
Romske deti 20 35 0,4
Kontrolna skupina 5 13 0,3

RR=1,3

Metodou KAP boli z féces potvrdené filariformné larvy u 23,3 % psov zosady (7/30)
au20% psov zutulku (4/20). Faustovou metdodou boli uréené rabditiformné larvy
S. stercoralis u 13,3 % psov z osady (4/30). Baermannovou metddou sme nedetegovali ziadne
larvy S. stercoralis. Diagnostikovali sme tiez Siroktl Skdlu endoparazitov misoZravcov:
Ancylostoma / Uncinaria spp., Toxocara spp., Toxascaris leonina, Trichuris vulpis,
Capillaria spp., Isospora spp., Giardia intestinalis, zaznamenali sme aj pasazované vajicka
I'udi a prasiat — Ascaris spp., Trichuris trichiura.

Séra 16 psov z utulku boli vySetrené na pritomnost’ anti-Strongyloides protilatky pomocou
ELISA metody. Z vySetrenych sér bola zistend 68,75 % séroprevalencia strongyloidozy.
U psov mlad$ich ako 7 mesiacov bola 100 % (5/5), upsov starSich ako 7 mesiacov bola
54,5 % (6/11).

Na uzemi Slovenska bola sporadicky zaznamenana strongyloidoza. Prvé zéznamy su z
Podkarpatskej Rusi u troch pacientov, ktoré ako prvy zaznamenal Dziuban (1928). Neskor
vySetrenim 3 500 pacientov zistil d’alSich 16 pripadov strongyloidézy l'udi, pricom az 11
pacientov pochadzalo z juhovychodného Slovenska (Dziuban, 1962). V byvalej CSSR
do roku 1982 bolo opisanych 44 pripadov autochtonnej strongyloidozy, z toho 16 pripadov
bolo zistenych v juznej oblasti vychodného Slovenska (Giboda a Maloveska, 1982). V CSSR
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v rokoch 1983-1987 bolo hlasenych d’alSich 15 pripadov, v roku 1995 boli opisané tri pripady
strongyloidézy l'udi, pricom v dvoch z nich sa jednalo o fatdlnu diseminovani formu pri
imunitnej nedostatocnosti  (Jira, 1998). VnaSej praci sme potvrdili pritomnost
rabditifomrnych a filariformnych lariev  Strongyloides stercoralis  parazitologickym
vySetrenim trusu psov a sérologickym vySetrenim u deti a psov. Prave nizky hygienicky
Standard, vlhko, obydlia s hlinenymi podlahami a spolocné spolunazivanie psov aludi v
domoch v tejto osade, vytvara vhodné podmienky na Sirenie a udrziavanie tohto parazita.

Praca je podporovana grantovou ulohou VEGA 1/0455/15, VEGA 1/0063/13.
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TUBULIZACNE TECHNIKY PRE OPRAVU POSKODENYCH PERIFERNYCH NERVOV
Tomko P., Vanicky I.
Neurobiologicky ustav Slovenskej akadémie vied, KoSice

ABSTRAKT

PreruSenie periférneho nervu je zavazné ochorenie. K najbeznej$im postupom liecby patri
zositie alebo zlepenie koncov preruSen¢ho nervu. K menej zndmym, avSak v dneSnej dobe
uspesnym metédam opravy patri tubulizacia. Pri tubulizacii sa vyuzivaju trubice vyrobené
z r6znych materiadlov (biologickych alebo syntetickych). Tieto trubice slizia na premostenie
vzniknute] medzery anavigovanie regenerujiceho sa nervu. Tento prispevok pojednava
o historickom vyvoji tubulizacnych technik a ich vyhodach oproti inym technikam.

UvoD

PosSkodenie periférneho nervu ma za nasledok tplnu alebo c¢iastocnu stratu fyziologickych
funkcii v inervovanych oblastiach tela. Zakladnym prostriedkom pre zabezpecenie
regeneracie je mikrochirurgicka rekonstrukcia preruseného nervu. V poslednych rokoch sa pre
regeneraciu periférneho nervu intenzivne Studuje vyuzitie tzv. tubulizacnej techniky, pri
ktorej sa poskodeny nerv premosti pomocou Specidlne pripravenej trubice. T4 mdze byt
biologicka alebo syntetickd, prazdna alebo naplnend bunkami a inymi chemickymi latkami.
Ukazuje sa, ze vysledky svyuzitim tubulizdcie st porovnateIné s najjemnejSou
mikrochirurgiou.

HISTORIA TUBULIZACNYCH TECHNIK

Pouzivanie autolégnych Stepov umozituje uspeSni rekonStrukciu rozsiahlych poraneni s
preukdzatel'nym zlepSenim vysledkov, a vyuziva sa najmd pri chirurgii ruky. Nevyhody
spojené s tymto postupom zahtiiaju 1, potrebu d’alSieho chirurgického zésahu 2, odstranenie
zdravého senzorického nervu a nasledny senzorickym deficitom, 3, mnozstvo materidlu pre
Step je obmedzené. Pre tieto dovody sa v poslednom obdobi stupniuje usilie najst’ efektivne
alternativy k rieSeniu pomocou autolégnych Stepov. Objavila sa moznost’ vyuzitia rarok z
nenervového materidlu atento postup sa oznacuje ako tubulizacia (tubuliza¢na technika
premostenia).

Tubuliza¢né techniky sa vyuzivaji najmé poslednych cca 20 rokov. Prvy pokus o premostenie
bol pravdepodobne urobeny Gliickom uz v roku 1880, pri ktorom bol pouzity kostny Step
(Gliick, 1880). Aj ked Gliick nemal tspech, pokusmi ho nasledoval Vanlair, ktorému sa
podarilo zregenerovat’ nervové vldkno cez 3 cm dlhu rarku vyrobenu z dekalcifikovanej kosti
(Vanlair, 1882).

Historicky existuji opisy pouzitia biologickych aj syntetickych rurok. V pripade biologickych
rarok sa najCastejSie pracovalo skrvnymi cievami a kostrovym svalstvom. Vo vécSine
pripadov sa vyuzivali zily, pretoze ziskanie dostatocne velkej tepny od pacienta je Casto
naro¢né a zahfiia zdvazné komplikécie. Prvé pouzitie publikoval Wrede v roku 1909, pricom
opisal regenerdciu stredného nervu na vzdialenost 45mm (Wrede, 1909). Viaceri autori
skasali do zily umiestnit’ d’al$i material (nervové tkanivo alebo vldkna kostrovych svalov)
a opisali vylepSenie regenerdcie na vzdialenost’ vacsiu ako 30mm (Tang, 1993). Pouzitie
prie¢ne pruhovanych svalov ako substratu pre regeneraciu bolo prvykrat zaznamenané v roku
1940 (Kraus & Reisner, 1940), ale vicSia pozornost’ tejto alternative bola venovana az
v osemdesiatych rokoch (Keynes & Huang, 1984). Svaly sa zacali pouzivat z ddévodu
podobnosti bazalnych lamin svalovych vlakien so Struktirou endoneurialnych trubic
degenerujticich nervov (Fawcett et al., 1986). Testovalo sa pouzitie preddegenerovanych
svalov a ukazalo sa, Ze takyto sval je dobrym substratom pre regenerujuci nerv (Mligiliche et
al., 2001).
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Velky pocCet vojnovych zraneni pocCas 1. a2. svetove] vojny motivoval testovanie
regeneraénych vodi¢ov pripravenych zrozliénych (z dnesného pohladu kuridznych)
materidlov ako horcik, guma, zelatina, pergamenovy papier a tantal. Tieto materialy sa vSak
pre svoju nizku biokompatibilitu neukézali ako vhodné. Rurky zo syntetickych materidlov sa
aj napriek prvotnym netuspechom (Garrity, 1955) zacali v poslednej dobe viac pouzivat.
Silikonové rarky sa v klinickej praxi pouzivaji len na premostenie velmi kratkych
vzdialenosti. Ich pouzitie sa vSak ukdzalo minimélne rovnako dobré ako mikrochirurgické
zositie (Dahlin et al., 2001). V klinickej praxi sa na opravu nervov pouzil aj tetrafluoroetylén
s dobrymi vysledkami (Stanec & Stanec, 1998). Obe tieto rarky su z biologicky
neabsorbovatel'ného materialu.

Rurky vyrobené z bioabsorbovateInych materidlov (napriklad polyglykolové kyseliny)
ukazuju dobré vysledky ako pri regeneracii na kratke vzdialenosti (menej ako 4mm), tak aj pri
dlhsich (do 30mm) (Mackinnon & Dellon, 1990). St to napriklad PGA (polyglykolid), PLLA
(polylaktid) a PGA/PLLA zmesi.

Rozsiahle pokusy boli s vyuzitim Millipore (celulézovy acetat - porovity material), ktory
spociatku ukazal pozitivne vysledky ale pri testoch na pacientoch dochadzalo ku jeho
kalcifikacii a ndslednému rozpadu. Rurky zo silastic (silikobnovy elastomér) v experimentoch
umoznili regeneraciu u viacerych druhov experimentdlnych zvierat a nerozpadali sa ani po
dlhSom case.

V poslednej dobe sa vel'mi rozvinulo tkanivové inzinierstvo, ktoré sa vyuziva aj
pri tubulizacii. Vyuzivaju sa dva pristupy. Prvym je snaha o tipravu roznych tkaniv do podoby
vodicov, ktoré by mali vlastnosti ¢o najviac podobné tomu v intaktnom nerve. Druhym
pristupom je snaha obohatit’ vodi¢e o rozne prvky, ktoré by mohli podporovat’ regeneraciu
axonov. Velmi slubnym sa ukazuje vyuZitie rarok vytvorenych zkomponentov
extracelularneho matrixu, ako je kolagén (Harley et al., 2004). Vhodna je pdrovitost’ takéhoto
kolagénu, ktord umoznuje komunikaciu s okolim. Do takychto rurok sa vkladaju d’alSie latky
ktoré stimuluju rast axénov najéastejSie NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), GGF (glial growth factor), SC, CNTF (ciliary neurotrophic factor), NT-
3,4 (neuronotrophin 3 a 4), IGF-1,2 (insulinelike growth factor 1 a 2), PDGF (platelet-derived
growth factor), aFGF (acidic fibroblast growth factor) a bFGF (basic fibroblast growth factor)
(Valentini, 2000).

VYHODY TUBULIZACIE

Tubulizdcia vytvara priamu cestu medzi proximalnym a distdlnym koncom prerusené¢ho
nervu, prevenciu pred vstupom tkaniva vytvarajiceho jazvu, umoziuje priame navadzanie
prerastajucich axonov a migrujicich buniek, komunikaciu distdlneho a proximalneho kypta,
bez zbyto¢ného napitia na axony. Minimalizuje vplyv sutir na regeneraciu, a udrziava vsetky
sucasti regeneracnej jednotky pokope (Battiston et al., 2005). Tubulizidcia mé& vyznam aj pre
vedecké experimenty ato preto, lebo vieme kontrolovat vzdialenost medzi pahyl'mi
nervového vldkna, tekutiny a tkanivo vstupujice do rany je meratel'né, takyto kanal méze byt
modifikovany avieme ho plnit'’ roznymi lie¢ivami, gélmi, podpornymi latkami, atd’.
(Valentini, 2000). Pri aplikacii tubuliza¢nych technik musi dojst’ k pribliZzeniu proximalného
a distalneho konca. Nesmie dojst’ k priliSnému napétiu a nemalo by dojst’ k torzii kyptov a
zlej orientacii fasciklov vo vldkne. Konce prerusen¢ho vldkna su zasunuté do pripravenej
rarky, ktora je bud’ urobena vopred alebo pomocou materidlu obto¢eného priamo okolo
koncov nervov. Rurka méze ale aj nemusi byt zloZend z viacerych druhov materidlov. Konce
nervov su nasledne uchytené k rarke. Uchytenie sa robi bud’ pomocou stehov alebo lepenim
(Fields et al., 1989). Dalsou vyhodou tubulizaénych technik je moznost’ ovplyviiovat’ niektoré
ich vlastnosti atak optimalizovat regeneraéné vlastnosti. Stena vodi¢a ovplyviiuje
komunikaciu regenerujucej Ccasti s prostredim. Preto je jednou z ddlezitych vlastnosti
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permeabilita steny rurky. Semipermeabilné rarky vytvaraji vhodné prostredie pre rast
axonov, ktoré su po prerasteni viac podobné normalnemu stavu, st viac myelinizované
a obsahuju menej spojivového tkaniva. Taktiez takéto nervové vlakna si uchovavaju kruhovy
tvar na priereze a nie su zrastené s trubicou.

Dal$ou vlastnostou, ktora sa v experimentoch ukazuje déleZitou je mikrogeometria pri ktorej
sa ukazuje, ze ak je vnutorny povrch zdrsneny tak dochadza k rastu v celej trubici, orientacii
fibrinovych molekul podla tychto nerovnosti a preto aj migrujuce bunky sa rozdelia v celom
lumene a nevytvaraju len jednu zhustent centralnu Struktaru.

Praca bola financovana projektom VEGA ¢. 2/0183/13 s nazvom Transplantdcia tkanivovych
konstruktov pre regenerdciu poSkodenych nervovych vidkien.
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VYZNAM NOMOGRAMOV V SUDNOM VETERINARSKOM LEKARSTVE
\{argové G., Takacova D.
Ustav sudneho a verejného veterinarskeho lekarstva a ekonomiky, UVLF KoSice

ABSTRAKT

Veterinarska prax doposial’ nedisponuje nomogramom, ktory by bol napomocny pri zistovani
Casu Uhynu zvierat. Cielom naSej prace bolo ziskanie podkladov pre vyhotovenie
nomogramu, vyuziteI'ného v sidnom veterinarskom lekarstve, pri zistovani predpokladaného
Casu uhynu zvierat. Priprava podkladov pozostavala z merania poklesu telesnej teploty
kadaveru v prostredi, v ktorom sa kadaver nachadzal, az do vyrovnania tychto teplot.
Samotné merania boli uskuto¢iované na zvieratach eutanazovanych na klinikdich UVLF
KoSice. Meranie poklesu telesnej teploty bolo vykonavané Specidlnym dvojkanalovym
teplomerom TESTO 175 T3 so sondou pre meranie teploty prostredia a meranie teploty
kadaveru v rekte. Meranie prebiehalo paralelne do vyrovnania teplot kadaveru s teplotou
prostredia. Vystupom boli namerané hodnoty vyjadrené vo forme grafu alebo tabulky.
Doposial’ vyuzivané pravidlo chladnutia kadaveru vyuZziva poznatok, ze pokles telesnej
teploty o 0,8 — 0,6 °C za hodinu sice poskytuje uspokojivé vysledky, avSak vykazuje velka
chybovost, najmd v priebehu chladnutia, ktoré trva dlhSie ako 24 hodin v réznych
podmienkach prostredia. Vyhotovenim nomogramu by bolo mozné rozpitie vyskytu chyb
znizit’, a tym poskytnit’ presnejSie tdaje o predpokladanom ¢ase uhynu zvierat. Tieto Udaje
mézu posluzit pre organy Statnej spravy vo veterindrnej oblasti, ¢i pre organy cinné
v trestnom konani v suvislosti s tyranim zvierat, pytliactvom alebo poSkodzovanim cudzej
veci.

KEY WORDS: nomogram, ¢as smrti, predpokladany ¢as thynu zvierata

UvoOD

Chladnutie je fyzikalny proces pozostavajuci z konvekcie, kondukcie, radidcie a evaporacie.
Vzdy vSak ide o odovzdéavanie tepla telesa teplejSicho chladnejSiemu. Metéda sledovania
poklesu telesnej teploty je vhodna len pre mierne a studené klimatické pasma, v tropickych
podmienkach, kde teplota prostredia sa takmer rovna telesnej teplote, je tdto metoda
nevyhovujuca a v praxi nevyuzitel'na. Nomogram je grafickym vyjadrenim matematickych
alebo fyzikédlnych vztahov, ¢i zavislosti troch a viac neznamych veli¢in. V humannej praxi
maji nomogramy S§iroké vyuzitie napr. pri stanovovani rizik v onkoldgii, oftalmologii,
neonatoldgii, vyzive a dietetike pri stanovovani BMI (body mass index), kardiovaskularneho
rizika, a pod. (https://en.wikipedia.org/wiki/Nomogram).

V sudnom lekarstve bol nomogram prvykrat popisany v roku 1988 Dr. Henssgem v préci
,,Death time estimation in case work 1., The rectal temperature time of death nomogram *.
Henssgeho nomogram (Obr. €.1) sliZi ako pomdcka pre obhliadajticich sudnych lekarov pre
stanovenie predpokladaného ¢asu smrti. Jeho podkladom st namerané hodnoty teplot z miesta
¢inu, teplota prostredia, teplota namerana v rekte, hmotnost' jedinca a vyhodnotenie
podmienok, v ktorych sa jedinec nachddzal v ¢ase najdenia (prostredie vonkajsie alebo
vnutorné, podlozie, na ktorom sa telo nachddza, popripade pocet vrstiev, ktorymi je telo
prikryté). Henssgeho nomogramy su vyhotovené pre teploty prostredia pod anad 23 °C
(Henssge, C., 1988). Veterinarna oblast’ nedisponuje takymito nomogramami pre stanovenie
predpokladaného €asu thynu zvierat, nakol’ko existuje vel'a limitujacich faktorov, akymi st
druhova variabilita, fyziologicka konsStiticia, mnozstvo podkozného tuku, pokryvka tela,
pohlavie, hmotnost’, fyzicka aktivita a pripadné ochorenia zvierat tesne pred smrtou a rozne
podmienky prostredia.
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Obr. .1 Henssgeho nomogram pre odcitanie casu smrti v prostredi nad a pod

23C

Trmprratura -hrﬂnhlu'm

MATERIAL A METODIKA
Doposial’ sme mali moZnost’ uskuto¢nit’ merania na 17 zvieratach, ktoré boli rozdelené do 7
skupin v zavislosti od druhu, hmotnosti a vonkajSich podmienok, za ktorych nastal uhyn
(rocné obdobie, poveternostné podmienky, simuldcia utopenia — stojaca voda). Vysledky
merani a priebeh krivky chladnutia roznych kadaverov v réznych podmienkach prostredia
zaznamenava tabulka ¢.1 a graf €.2.

SOHRN DO AN LA [ S SsGE

Termpuraatura aimbirssy siperise & 1T ormigrade

Ambiente (*C) F

o

Ew
- M

Tab. ¢. 1
hod. pes stredny pes maly macka pes vel’ky pes stredny  kadaver vel’ky
2 vo vode pes
prudiaci vzduch, stojaci stojaci stojaci vonku, T16-18 T pod
T18°C vzduch, vzduch, vzduch, T4-6"C ’C 0°C
T18°C T18°C T 18°C
2,80 2,50 2,20 1,20 2,40 4,00 1,70
6 0,90 1,40 1,00 1,00 0,90 3,00 1,00
10 0,60 1,00 0,90 0,90 0,50 1,50 0,90
15 0,50 0,90 0,70 0,50 0,40 0,60
19 0,40 0,70 0,50 0,50 0,30 0,50
20 0,30 0,50 0,20 0,30 0,50 0,10 0,30
22 0,10 0,40 0,10 0,30 0,20 0,10 0,40
25 0,10 0,30 0,20 0,10 0,30
30 0,10 0,20 0,2-0,1 0,20
30h 0,10 0,10 0,10

91




Graf ¢. 2

4,50
4,00 =i—pes stredny prudiaci vzduch, T
3,50 18C
pesmaly stojaci vzduch, T 18C
o 2.00
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@
5_2.00 —t—pes velky stojaci vaduch, T18 C
7 1,50 \
' =8—pesstredny2vonku, T 4 - 6C
1,00 -
kadavervovode T 16- 13C
0,50 e o3
0.00 . ,.'%!‘_".‘ velky pes T pod OC
1] 2 4 6 8 10 12
chladnutie vhodinach
VYSLEDKY A DISKUSIA

Meraniami sme zistili, Ze hlavnymi faktormi ovplyviiujacimi priebeh chladnutia, st hmotnost’
jedinca a prostredie, kde sa telo po uhyne nachiddza. Mozno konstatovat, ze najrychlejsSie
prebieha chladnutie v prvych 4 hodinach, t. j. priblizne pokles o 1,2 °C / h u maciek, 2,5°C/
h u malych a strednych psov. Pri pradiacom vzduchu klesa teplota o 2,8 °C / h. Kadaver
o hmotnosti 56 kg, vo vonkajSom prostredi pri teplote pod 0°C, chladol v priemere 1,7°C / h,
ale 20 kg kadéver pri vonkajsej teplote 4 - 6°C chladol 2,4°C / h. Kadaver ponoreny vo vode
teplej 16 — 18°C chladol priemerne 4°C / h. Po 15 hodinach sa chladnutie spomalilo na 0,7 —
0,5°C / h. Zaznamenali sme vyskyt aj tzv. plat6é faz (niekol’ko hodin trvajucich bez poklesu
teploty), po ktorych nasledoval pokles 0 0,3 — 0,2°C / h. Posledné hodiny kadaver chladol 0,1
°C / h az do tplného vyrovnania tepldt s prostredim. Z uvedeného vyplyva, ze pravidlo, ktoré
vyuZiva poznatky o poklese telesnej teploty o 0,6 — 0,8°C, je vel'mi vSeobecné, rovnako, ako
vzorec odvodeny od Newtonovho zékona chladnutia® je znacne limitujuci, ¢im su obe
pravidla pouzitel'né iba za Standardnych podmienok ako je napr. izbova teplota.

t = -=10In[F —Rt+ 37,2 —Rt] 0]
Zdroj: http: //www.regentsprep.org/math/algtrig/ate9/

Nakol'ko ndjdené zvieracie kadavery sa Casto vyskytuju v nestandardnych podmienkach, tym
aj urCenie Casu ich uhynu metdodou merania poklesu telesnej teploty je narocné, preto
urcovanie ¢asu smrti pomocou nomogramu vyzaduje d’alSie experimentalne skiimania.

POUZITA LITERATURA:

Henssge C., Forensic Science International, 38 (1988) 209 - 236

The Case of the Murdered Accountant, http:// www.regentsprep.org/math/algtrig/ate9
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STANOVENIE FYZIOLOGICKYCH HODNOT OCNYCH IMPEDANCNYCH INDEXOV
U PSOV MALYCH PLEMIEN

Vrbovska T., Trbolova A.

Klinika malych zvierat, UVLF KoSice, Oddelenie chirurgie, ortopédie, rontgenologie

a reprodukcie

ABSTRAKT

Cielom tejto Stadie bolo stanovit’ fyziologické hodnoty ocnych impedanénych indexov u psov
plemena maly brada¢ a krizencov malych plemien. VySetrili sme 18 psov (35 o¢i), zaradenych
do dvoch skupin (malé bradace: n =10 psov, 20 o¢i; krizence: n = 8 psov, 15 oci). Fyziologicka
hodnota impedancnych indexov (RI; PI) pre malé plemend psov s mezaticefalickym
utvaranim lebky bola (0,65+0,07; 1,14+0,20).

UvOD

Ultrasonografia je v sucasnosti vo veterinarnej oftalmologii rozSirena al'ahko dostupna
diagnostické zobrazovacia metoda (Hazdira, 2008). Je to presnd, relativne lacna a neinvazivna
metdda, umoznujica charakterizovat orbitdlnu a okuldrnu anatémiu aich patologické
alteracie (Gelatt — Nicholson a kol., 1999). Ultrasonografia je vo veterinarnej oftalmologii
indikovana vo vSetkych pripadoch, kedy nie je mozné vySetrit’ hlbsie Struktiry oka z dovodu
ich nepriehl’'adnosti (rohovka, predna o¢na komora, SoSovka, sklovec). Je bezne pouzivana pri
diferenciacii a merani velkosti vnltrooénych mas, pri hodnoteni rozsahu poskodenia oka
sposobeného traumou, pri merani axialnej dizky mikroftalmického oka (Vosough a kol.,
2008). Rovnako umoziuje urcit’ pritomnost’ cudzich telies, katarakty, odlucenia sietnice a
1ézii zaberajucich retrobulbarny priestor (Mitchell, 2011). Vyraznym benefitom je moznost
kombinovat’ konvenény dvojdimenziondlny B-moéd s farebnym dopplerovskym zobrazenim
(Gelatt a kol., 2013), kedy ku zobrazeniu o¢nych alteracii pribuda aj moznost” demonstrovat’
zmeny na stendch ciev, zmeny v rychlosti prietoku a zmeny v tlakovom gradiente krvi
v cievach (Sindak a kol., 2003). Vysledkom dopplerovskej ultrasonografie je spektralna
dopplerovska krivka, ktord umoznuje semikvantitativnu analyzu krvného toku. Mézeme z nej
odcitat’ maximalnu systolicku rychlost’, minimalnu diastolickt rychlost’, systolické zrychlenie
a umoziuje vypocet impedancnych indexov (index odporovy- RI a pulza¢ny- PI). Hodnoty RI
a PI hodnoty maji vyznam pre posudenie hemodynamiky v danom mieste krvného obehu
(Hazdira, 2008).

MATERIAL A METODIKA

Zvierata: V praci bolo pouzitych 18 zdravych nesedovanych psov rozdelenych do dvoch
skupin. Prvi skupinu tvorilo 10 dospelych jedincov plemena maly brada¢ vo veku 2 - 4 roky
(5 &: 5 Q). Druh4 skupina bola zloZena z 8 psov malych plemien vo veku 2 — 5 rokov
(43:49Q). Psy boli vySetrené so suhlasom majitel'a. VySetrenie bolo vykonané u zdravych,
klinicky vysetrenych psov. Na vylucenie ocnych ochoreni boli psy vySetrené podla
Standardného oftalmologického protokolu pouzivaného na KMZ UVLF v KoSiciach.
Nasledne boli o¢i vySetrené ultrasonograficky.

Postup dopplerovského vysetrenia oc¢i: Psy boli vySetrované po 15 minutovej adaptacii na
prostredie vySetrovacej miestnosti v sternalnej polohe. Fixované boli s miniméalnym tlakom na
oblast’” krku a hrudnika. U psov boli vySetrované obe oci, priCom l'avé oko bolo vzdy
vySetrené ako prvé. Na ultrasonografické vySetrenie oci bol pouzity pristroj ALOKA
ProSound Alpha 6 a linearna sonda s frekvenciou 5 — 12 MHz najskér v B — méde (na
konvencné postdenie anatomického stavu o¢ného bulbu vB — modde anasledne
v dopplerovskom moéde s impulzne modulovanou nosnou vlnou (PW — Pulsed-Wave
Doppler). Pred ultrasonografickym vysetrenim bolo do oka aplikované lokalne anestetikum
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s u€innou latkou 0,4 % oxibuprokain a nasledne sterilny ultrasonograficky gél. Na vySetrenie
bola pouzitd kornedlna technika. Pri vySetreni sme sa zamerali na a. ciliaris posterioris
longae. Zékladnym principom bolo vytvorenie spektralnej dopplerovskej krivky s minimalne
tromi  zobrazenymi  vlnami. Impedan¢né indexy boli  vypocitané  softvérom
ultrasonografického pristroja po manualnom ohraniceni priebehu rychlostnej krivky.

Statistickd analyza: Ziskané hodnoty boli spracované a vyhodnotené pomocou programu
GraphPad Prism version 6.01 for Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com. Na ziskanie rozsahu hodnot RI a PI zdravych nesedovanych psov bol
pouzity 95% konfidencny interval. Na porovnanie hodn6t medzi pravym a 'avym okom bol
pouzity Studentov #-test a na porovnanie hodndt impedanénych indexov jednotlivych skupin
psov Mann — Whitney U — test. Statistickd vyznamnost bola definovana ako P<0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priemernd hodnota impedan¢nych indexov + Standardnd odchylka bola v skupine malych
brada¢ov RI 0,68+0,07 a PI 1,18+0,21. V skupine krizencov bola hodnota RI 0,63+0,06
ahodnota PI 1,08+0,15. Nepozorovali sme Statisticki vyznamnost medzi hodnotami
impedanénych indexov pravého a l'avého oka v skupinach psov. Kedze pri porovnani hodnot
impedanénych indexov (RI; PI) oboch skupin psov taktiez nebola preukazana Statisticka
vyznamnost’ (P=0,051; P=0,211), vysledky boli pouzit¢ na kvantifikdciu fyziologickych
hodndt impedancnych indexov pre psy malych plemien s mezaticefalickym utvaranim lebky.
Vysledky sledovania su zhrnuté v tabul'ke ¢. 1. Pre minimaliz4ciu variability vysledkov boli
vySetrenia vykondvané jednym sonografistom, s pomocou jedného fixatéra, v rovnakej
miestnosti, po 15 minttovej adaptacii na prostredie a podl'a stabilného protokolu. U vsetkych
psov boli vySetrené¢ obe oc€i, s vynimkou pravého oka u jedného krizenca z dovodu slabej
kooperécie.

Pocet Studii vo veterinarnej oftalmoldgii s tematikou ultrasonografie s vyuzitym Dopplerovho
javu je stale limitovany. Taktiez vyuzitelnost Dopplerovho efektu v ultrasonografii, taktiez
postupy vySetrenia si v sucasnej dobe viac rozpracované v humannej medicine a huménnej
oftalmoldgii.

Gelatt — Nicholson a kol. (1999) zobrazili a identifikovali vac¢Sinu ciev oka, priCom a.ciliaris
posterioris longae bola vyhodnotend ako vel'mi jednoducho identifikovatel'na, s najlepSou
kvalitou zobrazenej dopplerovskej krivky. Podobne Novellas a kol. (2007), povazuju a.
ciliaris posterioris longae za najjednoduchsie a najspol’ahlivejSie rozpoznatelnu cievu oka,
zobrazovanu bud’ na 9 alebo 3 hodine v oblasti skléry.

Viaceri autori uvadzaju fyziologické hodnoty RI a PI u sedovanych psov (Sindak a kol., 2003,
Lee akol., 2002, Gelatt — Nicholson a kol., 1999). Bolo potvrdené, Ze aplikdcia anestetik
vyrazne meni hodnoty impedan¢nych indexov. V pripade kombinacie butorfanol, midazolam
dochadza ku vyraznému zvysSeniu RI a PI (Novellas a kol., 2007). Novellas a kol. (2007)
uvadza hodnoty RI aPI uzdravych nesedovanych psov. Hodnoty RI 0,63+0,06 aPI
1,1540,21 st vel'mi blizke nami ziskanym hodnotdm impedanc¢nych indexov RI 0,65+0,07 a
PI 1,14+0,20.

Farebné dopplerovskd ultrasonografia sa uspeSne vyuziva ako jedna z moZnosti panelu
vySetrovacich metod pre stanovenie diagndzy ochoreni orbity a oc¢nej gule (Sindak a kol.,
2003). Oko patri medzi mimoriadne dobre cievené organy, z ¢oho plynie jeho senzitivita na
zmeny tlaku v krvnom riecisti. Podl'a nasho ndzoru je preto potrebné definovat’ fyziologické
hodnoty o¢nych impedancnych indexov urozlicnych skupin psov s cielom identifikovat
pripadné odchylky a zabezpecit doslednejsiu diagnostiku niektorych o¢nych ochoreni.

Praca vznikla s podporou Vedeckej grantovej agentiiry MSVVaS SR a SAV (VEGA), projekt ¢.
1/0225/15.
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Tabulka ¢. 2: Namerané hodnoty impedan¢nych indexov pre a. ciliaris posterioris longae
u jednotlivych skupin psov.

Mean+SD LO Mean+SD PO P Mean £SD 95% ClI

bradace; n=20

RI 0,67+0,07 0,69+0,06 0,706 0,68+0,07 0,65 — 0,71
PI 1,21+0,24 1,17+0,18 0,211 1,18+0,21 1,09 — 1,28
krizence; n=15

RI 0,60+0,06 0,65+0,06 0,151 0,63+0,06 0,59 — 0,66
PI 1,04+0,11 1,1240,19 0,391 1,08+0,15 0,99 — 1,17
spolu; n=35

RI 0,64+0,07 0,67+0,06 0,204 0,65+0,07 0,63 — 0,68
PI 1,13+0,21 1,15+0,18 0,654 1,140,20 1,07 — 1,21

n — pocet vySetrenych o¢i, Mean - priemerna hodnota, SD - §tandardna odchylka, O - l'avé oko, PO — pravé
oko, P —hodnota P medzi O a PO jednotlivych indexov (Statisticka vyznamnost’, ak P<0,05 ),CI — konfiden¢ny
interval LO a PO, RI — odporovy index, PI — pulza¢ny index
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MODULACIA LIPIDOVEHO METABOLIZMU V BACHORE OVIEC ZMESOU
MEDICINALNYCH RASTLIN A ZDROJMI RASTLINNYCH TUKOV
Wencelova M.

Ustav fyziolbgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Styri bachorovo fistulované barany (zo$lachtena valaska) boli nahodne rozdelené podla
latinského Stvorca (4x4) s cielom stanovit vplyv dvoch zdrojov rastlinnych tukov —
slneCnicového oleja (SO, pokus €.1) a slne¢nicovych semien (SS, pokus ¢.2) v kombinacii
so zmesou medicindlnych rastlin (MRSO, MRSS) ako doplnkov diéty na lipidovy
metabolizmus v bachore oviec. V obidvoch pokusoch sme zaznamenali signifikantne vysSie
koncentracie kyseliny stedrovej a nizsie koncentracie kyseliny linolovej, a-linolénovej a y-
linolénovej pri diétach s SO (SS) a MPSO (MPSS) v porovnani s kontrolami a zmesou
medicinalnych rastlin (MP). Zdroje rastlinnych tukov v asocidcii s medicindlnymi rastlinami
v diétach ovplyvnili lipidovy metabolizmus bachora oviec atieto kombindcie moézu byt
v buducnosti zaujimavé pre strategické kfmenie preziivavcov s cielom zlepsit’ profil mastnych
kyselin.

UvoOD

V poslednych rokoch sa vyvija usilie modifikovat’ fermentaciu a lipidovy metabolizmus
v bachore prezuvavcov s cielom zvysit' produkény potencidl zvierat. Lipidovy metabolizmus
v bachore je komplex procesov, ktoré ovplyviuju zloZenie mastnych kyselin v tkanivach
amlieénom tuku. Koneénym produktom biohydrogendcie polynenasytenych mastnych
kyselin (PUFA) je nasytena kyselina stearova (SA), avSak netplnou biohydrogenaciou
dochadza v bachore k tvorbe zdraviu prospesnych medziproduktov, ako kyseliny vakcénove;j
(TVA) akonjugovanej kyseliny linolovej (CLA). Niektoré medicinalne rastliny vsak dokazu
ovplyvnit’ posledny krok biohydrogenacie a to premenu TVA na SA (Durmic a kol., 2008;
Jayanegara a kol., 2012).Pridavok rastlinného tuku a manipulécia bachorovej fermentacie
endogénnymi rastlinnymi faktormi mdéze ovplyvnit' proces lipolyzy a biohydrogenacie
v bachore (Buccioni a kol., 2012). Cielom tychto dvoch experimentov bolo stanovit’ vplyv
slnecnicového oleja aslnenicovych semien v kombinacii so zmesou vybranych
medicindlnych rastlin na lipidovy metabolizmus v bachore oviec.

MATERIAL A METODIKA

V latinskom Stvorci (4%4) boli pouzité 4 barany (zoSl'achtena valaska; vek 1,5 roka; hmotnost’
45,4+0,5 kg) s permanentne zavedenou bachorovou fistulou. Zvieratd prijimali v oboch
pokusoch rovnaku bazédlnu diétu (kontrola, K) pozostdvajucu z 540 g suSiny mletého
jamena/den a 720 g suSiny li¢neho sena/deit. V pokuse €.1 bola bazalna diéta doplnena o
zmes medicindlnych rastlin (MR, 67 g suSiny/den), slnecnicovy olej (SO, 36 g/den)
a kombinaciu oboch (MRSO) V pokuse ¢.2 bola bazdlna diéta obohatend o zmes
medicinalnych rastlin (MR, 67 g suSiny/den), slne¢nicové semena (SS, 36 g/den)
a kombinaciu oboch (MRSS). Zmes susenych MR bola totozna v oboch pokusoch a popisana
a otestovana vin vitro podmienkach v nasom laboratériu (Wencelova akol., 2014).
Experimenty pozostavali zo 4 experimentalnych faz. Vzorky bachorovej tekutiny boli
odoberané posledné¢ dva dni kazdej experimentalnej fazy. Koncentracie vysSich mastnych
kyselin boli stanovené na plynovom chromatografe Perkin-Elmer Clarus 500 (Perkin - Elmer,
Inc. Shelton, Connecticut, USA). Vysledky pokusov boli Statisticky vyhodnotené ako
opakované merania v 4x4 latinskom S$tvorci pomocou analyzy variancie (Graphpad Instat,
Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA). Statisticky model zahfial vplyv periody,
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vplyv zvierata a vplyv pokusu. Individualne rozdiely vrédmci pokusu boli porovnané
neparovym f-testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pridavok SO a MRSO do diéty v pokuse ¢.1 spdsobil pokles kyseliny palmitovej a zvysil
koncentraciu kyseliny stearovej (Tabulka ¢.1). Koncentracie kyseliny linolovej, a- afy-
linolénovej Statisticky vyznamne poklesli v SO a MRSO diétach. Podobne v pokuse ¢.2 sme
pozorovali pokles koncentracie kyseliny palmitovej a narast koncentracie kyseliny stearovej
v SS aMRSS diétach (Tabulka ¢.2). V diétach spridavkom SS a MRSS boli znizené
koncentracie kyseliny olejovej, linolovej, a- ay-linolénovej. Statisticky vyznamny narast
koncentréacie kysliny vakcénovej oproti kontrole sme zaznamenali v MR, SS, MRSS diétach.
Podobné zvySenie koncentracie kyseliny vakcénovej pri skrmovani na rastliny bohatej
alpskej horskej pastvy bolo pravdepodobne nédsledkom pritomnosti bioaktivnych rastlinnych
metabolitov (Falchero akol., 2010; Khiaosa-Ard akol., 2011). AvSak schopnost
individualnych alpskych rastlin modifikovat’ bachorovi biohydrogendciu mastnych kyselin
v in vitro inkubdaciach s 'anovym olejom nebola zatial’ celkom dokazana (Jayanegara a kol.,
2012). Je zrejmé, zZe zdroje pouzitych rastlinnych tukov vo forme oleja a semien v kombinacii
s medicindlnymi rastlinami v diétach v naSich experimentoch ovplyvnili lipidovy
metabolizmus bachora oviec. V buducnosti by mohli byt podobné kombinacie zmesi
vybranych rastlin a tukov zaujimavé pre strategické kfmenie prezivavcov s cielom zlepsit
profil mastnych kyselin.

Tabul’ka ¢.1

Koncentracia mastnych kyselin (MK) v bachore oviec kimenych diétami: bazédlna diéta bez
aditiva (K), s pridavkom zmesi medicinalnych rastlin (MR), s pridavkom slne¢nicového oleja
(SO), s pridavkom MR a SO (MRSO) (Pokus ¢.1)

MK (g/kg MK) K MR SO MRSO SEM P-value
. , b ab a a
Palmitova 314 290 239 228 13,7 0,021
95% CI of mean 259-370 214-365 216262 175281
, , a a b b

Stearova 415 436 534 570 19.4 0,009
95% CI of mean 333-496 353-519 487-582 458-682
Olejova 46,0 43,2 37,6 34,2 3,40 0,337
95% CI of mean 26,2-658 23,0-63.4 25,7-49,5 25.4-43,1
Vakcénova 32,6 32,7 40,8 36,5 4,05 0,747
95% CI of mean 18,1-47,2 13,8-51,5 10,6-62,4 23,8-57.9

. . b b a a
Linolové 66,4 65,6 39,7 38,1 3,06 0,001
95% CI of mean 53,7-79,1 47,2-84,0 26,8-52,7 29,1-47,0
c9t11 Linolova 0,41 0,77 0,52 0,69 0,128 0,069
95% CI of mean 0,19-0,64 0,20-1,33 0,41-0,63 021-1,17

. . . b b b a

a-Linolénova 26,2 29,5 19,5 13,8 2,22 0,001
95% CI of mean 19.4-33,0 19,5394 9,4-29.7 73-204
y-Linolénova 2,06" 2,02° 1AL 132" 0,124 0,005
95% CI of mean 1,46-2,67 1,71-2,32 1,10-1,76 0,91-1,72 ’ ’

Indexy (a,b) vyjadruju rozdiely v ramci riadku.
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Tabulka ¢.2

Koncentracia mastnych kyselin (MK) v bachore oviec kifmenych dié¢tami: bazalna diéta bez
aditiva (K), s pridavkom zmesi medicinadlnych rastlin (MR), s pridavkom slne¢nicovych
semien (SS), s pridavkom MR a SS (MRSS) (Pokus ¢.2)

MK (g/kg MK) K MR SS MRSS SEM P-value
. , b b a a
Palmitova 306 308 155 177 20,5 0,001
95% CI of mean 224-389 302-314 86-224 73-280
, , a a b b
Stearova 428 424 622 641 404 0,009
95% CI of mean 350-506 406-441 417-827 428-855
. , b b a a
Olejova 38,9 42,7 23,6 23,1 3.80 0,007
95% CI of mean 26,5-51,3 21,5-64,0 15,9-31,3 16,0-30,1
, , a ab b b
Vakcénova 31,0 35,1 62,4 43,9 5.2 0.025
95% CI of mean 21,4-40,7 23,2-47,0 28,8-96,0 32,6-55,2
. , b b a a
Linolova 59,3 63,2 24,9 26,2 6.05 0.004
95% CI of mean 45,8-72,8 46,7-79,7 1,5-48,2 2,5-49.9
c9tl11 Linolova 0,37 0,45 0,74 0,56 0.183 0,648
95% CI of mean -0,17-0,90 0,10-0,81 0,24-1,23 -0,39-1,51
. ’ ’ b b ab a
o-Linolénova 28,6 23,7 9.9 8,9 4,52 0.036
95% CI of mean 5,5-51,6 13,7-33.8 -6,4-26,1 0,6-17,2
. r , b b a a
y-Linolénova 2,00 2,19 0,77 0,92 0,254 0,010
95% CI of mean 1,42-2,59 1,15-3.23 0,41-1,12 0,33-2,17

Indexy (a,b) vyjadruju rozdiely v ramci riadku.
Praca bola podporend Vedeckou grantovou agentiirou MS a SAV (VEGA 2/0009/14).
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