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PREFERMENTOVANY CEREALNY SUBSTRAT A JEHO VPLYV NA RAST
KURCIAT A KVALITU HYDINOVEHO MASA
Baga M.', Marcin¢ak S.', Certik M., Guothové L.?
"Katedra hygieny a technolégie potravin, Ustav hygieny a technolégie méisa, UVLF, KoSice
2Oddelenie biochemickej technologie, FCHPT STU, Bratislava

ABSTRAKT

Skrmovanie prefermentovaného cerealneho substratu obohateného o PUFA hydine je jednou
z moznosti zvySenia prijmu PUFA u konzumentov. V praci bol sledovany vplyv
prefermentovaného substratu (3 %) obohateného o kyselinu y-linolénovii (GLA), samostatne a
v kombinacii s 0,1 % extraktom repika lekarskeho (GLA+R) podavanom hydine vo vode na
rast kuriat, na zloZenie mastnych kyselin, oxidaén stabilitu, antioxidacnu aktivitu
a senzorické vlastnosti stehennej a prsnej svaloviny poc¢as chladiarenského skladovania (4 °C,
7 dni). Pokusné skupiny dosiahli vys$Siu priemernti jatoéni hmotnost’ a vytaznost’ na Grovni
78 %. Skrmovanie prefermentované¢ho substratu viedlo k zmene profilu mastnych kyselin,
najmd k zvySeniu n-3 MK (EPA, DHA, DPA). GLA skupina ako jedind vykazovala
Statisticky vyznamne nizSiu oxida¢nu stabilitu masa (P < 0,05). Vysledky poukézali na to, ze
0,1 % repik ako antioxidant, postauje na ochranu hydinového misa obohateného o PUFA
pred zvysenou oxidaciou. Hodnotenie senzorickych vlastnosti stehennej a prsnej svaloviny
nepreukdzalo vyznamné rozdiely v skupinach.

UvoOD

Polynenasytené mastné kyseliny (PUFA) su vyznamnou sucastou pre fungovanie organizmu.
Omega-3 a omega-6 mastné kyseliny nie st produkované v I'udskom tele, a musia byt ziskané
prostrednictvom stravy alebo doplnkov (Rubio-Rodriguez a kol., 2010). Nedostatocny prijem
PUFA vedie k poruchdm kardiovaskularneho, endokrinného, nervového, imunitného,
respiraéného a reprodukéného systému (Harris a kol., 2008). Jednou z moznosti ziskania
vysokohodnotnych PUFA st biotechnologické postupy zaloZené na Solid-state fermentacii
(SSF), ktoré boli pouzité k obohateniu obilnin o PUFA. SSF je charakterizovana ako proces,
pri ktorom niz$ie vlaknité huby rastli na vlhkom pevnom substrite v nepritomnosti volnej
vody a za vhodnych podmienok st schopné transformovat’ obilné substraty na produkty, ktoré
obsahujl n-6 a n-3 PUFA (Pandey, 2003). Fermentaciou sa si¢asne znizuji antinutri¢né latky
a Ciastocne hydrolyzujii biopolyméry v substratoch (Slugen a kol., 1994). Vyuzitie SSF s
pouzitim réznych druhov obilnin ako zdroja Zivin a réznych druhov hib (Thamnidium sp.,
Mortierella sp., Mucor sp.) bolo ispe$ne pouzité pre vyrobu GLA, EPA a DHA (Certik a kol.,
2006). Skrmovanim tychto prefermentovanych substratov obohatenych o MK mdzeme
ovplyvnit’ zloZenie mastnych kyselin hydinového mésa (Zelenka a kol., 2008). Avsak, miso
s vy$§im obsahom PUFA vykazuje senzorické zmeny a nizSiu nutricnit hodnotu, z dévodu
rychlej oxidacie. Aby sa zabranilo zvySenej oxidacii a strate kvality mésa je potrebné vytvorit
vhodny systém kombinacie PUFA a antioxidantov.

MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bolo zaradenych 90 ks jednodiovych brojlerovych kurciat hybrida COBB 500
rozdelenych do troch skupin po 30 ks. Prva skupina (K) bola kimené klasickymi kfmnymi
zmesami HYD 01, HYD 02 a HYD 03. Druhd (GLA) a tretia pokusna skupina (GLA+R) boli
kfmené kfmnymi zmesami HYD 01, HYD 02 a HYD 03 s pridavkom 3 % prefermentovaného
cerealneho substratu obohateného o GLA, pri¢om tretej skupine bol navyse podavany vo vode
0,1 % extrakt repika lekarskeho (Agrimonia eupatoria L.). Pocas vykrmu (42 dni) mali
kurcaté pristup ku krmivu a k vode ad libitum. Priebezne sa sledoval klinicky zdravotny stav,
spotreba krmiva a hmotnost’ zvierat. Zvieratd boli po omrifeni usmrtené a vykrvené.
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Nasledne boli odobraté vzorky stehennej a prsnej svaloviny. Vzorky boli zabalené do
polyetylénovych obalov a skladované v chladni¢ke pri 4 °C pocas 7 dni. Oxidacia tukov
v stehennej a prsnej svalovine bola stanovena pomocou metddy tiobarbiturového cCisla (TBA)
podla Marcincdk a i. (2004). Stanovenie mastnych kyselin bolo vykonané plynovou
chromatografiou podla Certik ai. (2008). Stanovenie antioxida¢nej aktivity misa bolo
vykonané spektrofotometrickou metédou redukcie DPPH radikalu. Senzorické hodnotenie
odbornou komisiou 5 bodovym hodnotiacim syst¢tmom bolo vykonané 24 hodin po zabiti
(Pribela, 2001). Na senzorickii analyzu bola pouzitd uvarend svalovina stehien a pfs.
Statistické spracovanie vysledkov bolo vykonané §tatistickym programom Graph Pad Prism
5.0 (2007).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Brojlery oboch pokusnych skupin vykazovali vyssSiu konverziu krmiva, €o sa prejavilo nizSou
spotrebou krmiva a vySSou jato¢nou hmotnost'ou (data neuvedené). Pri hodnoteni profilu
mastnych kyselin doslo v skupinach GLA a GLA+R k zvySeniu obsahu n-3 a n-6 PUFA (Tab.

1.

Tabulka 1 Profil mastnych kyselin stehennej a prsnej svaloviny
Fatty acids Prsia K Prsia GLA GIEZTR Stehno K S(t;e[lj;o g;f’:i%

C 15:0 1,915 2,947 1,950 1,115 1,036 1,898
C 16:0 22,149 21,467 21,340 20,939 21,463 20,308
Cl6:1 3,643 2,997 2,902 5,356 4,678 3,485
C 18:0 12,439 16,132 12,904 9,609 9,817 12,941
C 18:1-9¢ 27,381 21,938 25,623 30,420 29,777 25,831
C18:1-11c 2,396 2,957 2,700 2,328 2,157 2,481
C18:2 LA 20,567 18,717 22,599 21,883 22,782 21,642
C 18:3 GLA4 0,132 0,180 0,152 0,173 0,196 0,169
C18:3 ALA 1,182 0,802 1,296 1,242 1,430 1,078
C20:0 0,142 0,232 0,127 0,103 0,095 0,142
C 20:3 DGLA 0,681 1,139 0,724 0,417 0,425 0,673
C 20:4 ARA 2,813 4,356 2,729 2,620 2,308 3,795
C 20:5 EPA 0,208 0,386 0,232 0,109 0,111 0,156
C 22:5 DPA 0,521 0,776 0,527 0,386 0,355 0,589
C 22:6 DHA 0,446 0,544 0,412 0,251 0,215 0,369
> SFA 37,153 41,275 36,850 32,315 33,036 35,896
> MUFA 33,782 28,222 31,686 38,618 37,144 32,398
Y PUFA n-3 2,598 2,876 2,700 2,149 2,272 2,423
> PUFA n-6 24,884 25,500 27,090 25,628 26,241 27,052
> PUFA 27,882 28,825 30,222 28,148 28,933 29,948
n-6/n-3 index 9,578 8,866 10,035 11,926 11,552 11,167

LA- kys. linolovd, ALA- kys. a-linolénova, GLA- kys. y-linolénova, DGLA- Kys. dihomo-y-linolénova, ARA — Kys.
arachidonova, EPA- kys. eikozapentaénova, DPA- kys. dokozapentaénova, DHA- kys. dokozahexaénova, SFA-
saturated fatty acids, MUFA- monounsaturated fatty acids

Hodnoty GLA boli vyssie v oboch skupinach oproti kontrole, taktiez v oboch skupinach boli
zvySené¢ hodnoty dihomo-GLA. GLA sluzi ako prekurzor dihomo-GLA, ktora ma
protizapalové ucinky, aj ked patri do skupiny n-6 PUFA. Vysledky poukazuju, Ze obsah
esencidlnych PUFA ako st EPA, DHA a DPA sa v pokusnych skupinach vyrazne zvysil.
Tabulka 2 vyjadruje mnozstvo malondialdehydu (MDA) ako hlavného sekundarneho
rozkladného produktu PUFA. V 1. den bol Statisticky vyznamny rozdiel zisteny len vo
vzorkach GLA stehna a GLA prsia (P <0,05).
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TabuPka 2 Rozkladné zmeny tukov vyjadrené ako mnoZstvo maléndialdehydu (mg.kg") potas chladiarenského

skladovania

1. dent 4. den 7. den
K Stehno 0,0779 + 0,03° 0,1830 = 0,002 0,3769 + 0,03
GLA Stehno 0,1380 = 0,02° 0,2208 + 0,02 0,4245 + 0,03
GLA+R Stehno 0,0986 + 0,02° 0,2030 + 0,03 0,3730 + 0,01

1. den 4. den 7. deni
K Prsia 0,0372 + 0,04 0,1386 = 0,03° 0,2761 + 0,03
GLA Prsia 0,1766 = 0,03° 03314 + 0,05° 0,3808 + 0,08
GLA+R Prsia 0,0242 + 0,01° 0,1864 + 0,04° 0,3586 + 0,02

a,b — hodnoty s rozdielnym ozna¢enim v stipci sii §tatisticky rozdielne (P < 0,05)

Pridany repik vyrazne pozitivne ovplyvnil zniZenie oxidacnych procesov v mdse. Hodnoty
MDA su u vSetkych skupin na 4. a 7. den vyrovnané, Statisticky nevyznamné (P > 0,05).
Statisticky rozdiel (P < 0,05) bol zaznamenany len pri vzorkach prsnej svaloviny GLA na 4.
den skladovania. Porovnatelné vysledky v oblasti oxidacnej stability po skrmovani kyseliny
linolovej v kombinécii s antioxidantom dosiahol Jung ai. (2010). NajvysSiu antioxida¢nt
aktivitu hydinového misa (P < 0,05) vykazovala skupina GLA+R v 1. a 7. denl skladovania
(data neuvedené). Taktiez moZzeme konstatovat, Ze skrmovanie prefementovaného substratu
a repika ako antioxidantu nemalo vyrazny vplyv na senzorické hodnotenie (data neuvedené).
Pri oboch pokusnych skupindch bola mierne lepSie hodnotend chut’ misa. K podobnym
zaverom dosSiel aj Lee a 1. (2004), ktory poukazuje na zlepSené senzorické vlastnosti mésa
hydiny po pridani rastlin s antioxida¢nym t¢inkom.

Praca bola vykonanda vd'aka financnej podpore z grantového projektu VEGA ¢. 1/0648/11.
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VPLYV ZnO NANOCASTIC NA RASTLINNU MODELOVU KULTURU TABAKU
Ballova L’l’z, Babula P?
! Katedra farmakognézie a botaniky, UVLF, Kosice
? Ustav pFirodnich 1éc¢iv, VFU, Brno

ABSTRAKT

Nanocastice (NP) maju uplatnenie v roznych odvetviach vdaka svojim jedineCnym
vlastnostiam, velkej plochy a malého objemu. Napriek tomu mdze mat’ ich neustdle sa
zvySujuce pouzivanie aj potencidlne negativne dosledky v environmentalnej oblasti. Boli
potvrdené toxické vplyvy na baktérie, bunkové kultary, riasy aj ZivociSne modely. Oblast
fytonanotoxikologie, skimajiica toxicky vplyv nanocastic na rastliny, je zatial malo
preskiimand. V naSej $tadii sme skiimali vplyv nanocastic oxidu zino¢natého (nZnO) (0, 1,
10, 100 a 400 ng/ml) na modelovil bunkovt kultaru tabaku BY-2 (Nicotiana tabaccum, L.var.
Briliant yellow - 2) po dobu 4 dni. Zistili sme vyznamny negativny vplyv ZnO nanocastic na
viabilitu pri ich koncentracii 100 a 400 ng/ml ktoré boli manifestované aj morfologickymi
zmenami. Efekt ¢asu bol vyznamny na parameter ¢erstvd hmotnost’ a objem sedimentovane;j
kultary vzhl'adom k celkovému objemu suspenzie (PCV). Vysledky tejto prace ukazuji na
potencialne poskodenie buniek a stagnaciu aZ redukciu rastu rastlin exponovanych nZnO.

UvoOD

Nanocastice (NP) su latky, ktorych minimalne jeden rozmer je v rozmedzi 1-100 nanometrov.
Hlavnym doévodom ich narastajiceho pouZzivania je velky aktivny povrch vzhladom
k ich malej velkosti. NP mézu byt vyrobené zlatok chemického (uhlikové, kovové,
polymérne nanocastice) alebo biologického povodu (fosfolipidy, dextran, chitosan) (Wang,
2004). Podla ,, The Nanotechnology Consumer Products Inventory* patria nanocastice oxidu
zino¢natého (nZnO) do skupiny najcastejSie pouzZivanych nanocastic z radov oxidov kovov
(http://www.nanotechproject.or/...draft/). nZnO sa Siroko pouzivané vdaka svojim
antikorozivnym vlastnostiam, transparentnosti a schopnosti pohlcovatt UVA a UVB Ziarenie a
nasli uplatnenie v Sirokej Skale komercnych pripravkov (transparentné UV ochranné filmy,
elektronick¢ zariadenia, sklo, keramika, stavebné materidly, kozmetické pripravky
a opalovacie krémy atd’. (Wang 2004).Nanopolucia (znecistenie nanocasticami) predstavuje
v siCasnosti narastajici problém v dosledku rychleho rozvoja nanotechnologii a
ich nasledného uplatnenia v praxi, kedze NP maju vykazuju aj potencidlne zdravotné a
environmentalne rizikd. nZnO vykazuju zavaznu toxicitu voc¢i baktéridm, riasam, udskym
bunkovym kultiram a mySiam (Heinlaan a kol. 2008; Kasemets a kol. 2009). Oblast’
fytotoxikolégie nZnO (mechanizmy vzniku toxicity a toxikokinetika) je doteraz malo
preskiimand, no je dolezita pre moznost’ ich pripadnej akumulacie v potravinovom ret'azci.

MATERIAL A METODIKA

Pouzité chemikalie boli zaobstarané z firmy Sigma-Aldrich (USA) a boli uchovavané za
podmienok udévanych vyrobcom. Bunkova suspenzia Nicotiana tabacum L. cv. Briliant
Yellow-2 (BY-2) bola kultivovana v Murashige a Shook médiu (MS) modifikovanom podl'a
Nagata (1992). Ku kultivaénému médiu MS boli pridané sterilné komeréne zakiipené nZnO
(<50 nm, Sigma-Aldrich, USA) v nasledovnych koncentraciach 0, 1, 10, 100 a 400 ng/ml (n =
3/dana koncentracia). Vzorky (n = 3/dany casovy interval) boli zbierané v c¢asovych
intervaloch 1, 2, 3 a4 dni po pridani nZnO. Parametre hodnotiace rast suspenzie (Cerstva
hmotnost’ a objem sedimentovanej kultury vzhl'adom k celkovému objemu suspenzie (PCV))
boli stanovované gravimetricky resp. metddou packed cell volume (PCV). Viabilitia buniek
rastlinnej kultiry BY-2 bola stanovena mikroskopicky (Axioscop 40, Carl Zeiss Nemecko)
s pouzitim fluorescenéného farbiva fluoresceindiacetitu (FDA) a propidiumiodidu (PI)
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pocitanim v desiatich poliach v triplikdtoch. Na spracovanie a vyhodnotenie vyslednych
fotografii bunkovej kultry bol pouzity NIS elements software (Nikon, Japonsko). Na
Statistické vyhodnotenie bola pouzitd dvojcestna ANOVA s naslednym Fisherovym Post-hoc
testom (Statistica®) a vysledky st vyjadrené ako MEAN + S.E.M (hodnoty s p < 0,05 boli
povazované za Statisticky vyznamné).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Viabilitia buniek rastlinnej kultiry BY-2 bola vyrazne ovplyvnena len samotnou expoziciou
nZnO hlavne pri koncentracii 100 a 400 ng/ml a to uz po prvom dni (obr 1). Morfologické
zmeny v danom ¢asovom intervale pri expozicii nZnO (400 ng/ml) preukdzali poskodenim
bunkovej steny.

ZnQ:p=0.000004

Viabilita
100
T [ kontrola
g0 - T . L1 = zotngml
- X ¥ e /= ZnO 10 ng/ml
60 4 * * B Zn0 100 ng/ml
= mm Zn0 400 ng/ml
40
20
0 T T T
1 2 4
Den

Obr. &. 1: Graf zavislosti viability v % na koncentracii ZnO nanogastic a dizke expozicie.* vs. kontrola v ramci
daného dna; * vs. ZnO 1 ng/mlv ramci daného dita; “vs. ZnO 10 ng/ml v rémci daného dia.

Objem sedimentovanej kultary vzhl'adom k celkovému objemu suspenzie (PCV, obr. €. 2)
obdobne ako aj parameter Cerstvd hmotnost (obr. ¢. 3) bol Statisticky vyznamne
modifikovany len v rdmci ¢asu. Narast PCV bol najvyssi po 4 diioch v ramci kontrolnych

cwwvr

(100 a 400 ng/ml) v dane skupine (PCV, obr. €. 2).

PCV 1 cas p = 0.000001 casip=0.001562
60 4 0.6-
T o 1 kontrola [ kontrola
4 1 Znid 1 ngfmil 3 Zn2 1 ngdml
20112 24 =3 Zn0 10 ngiml 0.4 == ZnO 10 ngfml
7 B Zn0 100ngml  E = ZnO 100 ng/m
R m 7nC 400 ngdml tE” m Zn0 400 ngfml
201 0.2
0 T T T T 0.0- T
1 2 3 4 1 4
Den

Obr. €. 2: Graf zavislosti PCV v percentach oproti
koncentracii nanocastic a dizke expozicie. l VS.
kontrola v 1 defl;zvs. ZnO Ing/ml v 1 den; } Vs.
kontrola v 2 den; ! vs. kontrola v 4 den, ’ vs. ZnO

Obr. ¢. 3: Graf zavislosti Cerstvej hmotnosti na
mnozstve nanocastic a dobe expozicie. : vs. kontrola v
1 deii; ’ vs. ZnO 100 ng/ml v 1 den; 3Vs. ZnO 10
ng/ml v 2 den; ) vs. kontrola v 3 den.

Ing/ml v 4 den.

Predpoklada sa, ze toxicky uc¢inku nZnO spociva v troch mechanizmoch. Prvy typ je zaloZeny
na toxicite uvoltfiovaného i6nu Zn>*, &o vedie k poruSeniu bunkovej homeostazy zinku a
nasledne k inhibicii enzymatickej aktivity, k mitochondridlnemu poskodeniu a nakoniec
k bunkovej smrti. Druhy spdsob je zaloZzeny na povrchovej interakcii, pri ktorej mdze
dochddzat k produkcii toxickych substancii ako napriklad chemickych radikéalov
a reaktivnych foriem kyslika (ROS). nZnO je navySe fotokatalyzator a zvySuje generovanie
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ROS po oziareni. Tretia moznost’ toxicity n ZnO je, Ze nanocastice alebo ich povrch moézu
priamo interagovat’ a poSkodzovat biologické systémy (Ma a kol. 2013).

Uginok nZno bol pozorovany u rdznych jednokli¢nolistovych (4llium cepa, Lolium
perenne, Zea mays) aj dvojklicnolistovych rastlin (Raphanus sativus, Brassica napus,
Lactuca sativa, Cucurbita pepo a Cucumis sativus). Bola pozorovana redukcia rastu
korenového systému, redukcia biomasy, deformacia korenovej Ciapocky (Lin a Xing, 2007;
Lin a Xing (2008; Stampoulis a kolektiv (2007)). Potencidlny genotoxicky efekt nZnO bol
zistovany sledovanim mitézy v bunkach korenovej hlavicky Allium cepa. Vysledky ukazuju,
ze rast korefiov bol inhibovany priamoumerne narastajucej koncentracii nanocastic. Redukcia
korenového rastu aodliSna morfoloégia koreiov moze poukazovat na indukciu
chromozomalnych aberacii a redukciu mitotickej aktivity, ktoré mozu viest' k smrti bunky
(Shaymurat, 2011).

V nasej praci bola zaznamenda stagnicia rastu suspenzie, ktord suhlasi s redukciou
biomasy, rastu a mitotickej aktivity pozorovanych v inych stadiach. Vysledky po expozicii
nZnO, ako napriklad: poskodenie korenovej Ciapocky, deformacia povrchu koretov a
chromozomalne aberidcie veduce ksmrti bunky, koreluju s pozorovanou znizenou
viabilitou kultary BY-2.

Vysledky nasej Stadie poskytujii nové informacie o moznych fytotoxickych a genotoxickych
ucinkoch ZnO NP na rastliny. Mnoho kl'ucovych otdzok v ekotoxikologickych ucinkoch
nanocastic zostava stale nevyriesenych.

Tato publikacia vznikla v ramci plnenia grantového projektu za financnej podpory agentury
1GA 2013 VFU,;88/2013/FaF’; Vlyv ZnO nanocastic na rostlinnou modelovou kulturu BY-2.
Praca bola podporovana NRL UVLF v KE.
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VPLYV VLASTNOSTI PLA NANOSFER NA AMYLOIDNU AGREGACIU
INZULINU
Bednarikova Z.l’z, Koneracka M.z, Zavisova V.z, gipoéové K. 2, Kopcansky P.2, Girman V.3,
Gazova Z.”
"Katedra Biochémie, Prirodovedecka fakulta UPJS, Kosice
?Ustav experimentdlnej fyziky, SAV, Kosice
IKatedra fyziky kondenzovanych latok, Prirodovedecka fakulta UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Tvorba proteinovych amyloidnych fibril v réznych castiach l'udského tela je spojend s
mnohymi neliecitelnymi ochoreniami. Inzulinové amyloidné fibrily su vysoko organizované
proteinové agregaty, ktoré sa in vivo vyskytuju u pacientov trpiacich injekénou inzulinovou
amyloidozou. Studovali sme in vitro G&inok rdznych nanosfér vytvorenych z polyméru
kyseliny mlie¢nej (PLA) na amyloidnt fibrilizdciu inzulinu. Zistili sme, Ze inhibi¢na aktivita
PLA nanosfér zavisi od ich fyzikalno-chemickych vlastnosti, ktoré boli determinované ich
modifikaciou. Najvacsia inhibi¢né aktivita bola detegovand pre PLA nanosféry s najmenSim
hydrodynamickym priemerom, ktoré boli modifikované hoviddzim sérovym albuminom
(BSA) a obsahovali magnetitové jadro.

UvoD

Patologia viac ako 20 l'udskych ochoreni (napr. Alzheimerova a Parkinsonova choroba,
diabetes, rozne systémové amyloidézy a iné) je spojend s pritomnostou amyloidnych
agregatov lokalizovanych v roznych castiach 'udského organizmu, ktoré st v prevaznej miere
tvorené jednym druhom poly/peptidu typickym pre dané ochorenie (Dobson a Karplus, 1999).
Inzulinové amyloidné agregaty sa vyskytuju u diabetikov v miestach vpichu inzulinu pri jeho
dlhodobej aplikacii. Vytvaranie inzulinovych amyloidnych agregatov predstavuje tiez
problém pri skladovani a transporte tohto lieciva, ako aj pri pouzivani inzulinovych pump
(Yumlu a kol., 2009).

V stcasnej dobe nie je mozné amyloidné ochorenia lieit’, experimentalne udaje ziskané na
bunkovych a zvieracich modeloch vSak naznacuju, ze inhibicia tvorby amyloidnych agregatov
je pre tieto systémy prospesSna (Khlistunova a kol., 2006). Inhibi¢na aktivita bola zistena pre
protilatky, malé peptidy, surfaktanty, nizkomolekulové zliceniny, a v sti€asnej dobe aj pre
niektoré druhy nanocastic. Sti€asné in vitro experimenty poukazuju na to, ze inhibi¢ny uc¢inok
nanocastic je podmieneny hlavne ich fyzikélno-chemickymi vlastnost'ami (Siposova a kol.,
2012; Bellova a kol., 2010).

Studovali sme interakciu dvoch roznych typov PLA nanosfér s cielom zistit’, &i sii schopné
ovplyvnit’ tvorbu inzulinovych amyloidnych agregétov.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Ludsky rekombinantny inzulin (12643 - SOMG) a tioflavin T (ThT - T3516) boli zakupené od
firmy Sigma Aldrich, Na,HPO4 a NaH,PO4 od firmy LaChem.

Amyloidna agregacia inzulinu

Inzulinové amyloidné agregaty boli pripravené 2 h inkubaciou roztoku inzulinu (10 pM) v 50
mM fosfatovom tlmivom roztoku, pH 7.5 pri teplote 65°C a intenzivnom mieSani (1 200
rpm). Pritomnost’ amyloidnych fibril bola potvrdend meranim ThT fluorescencie a
transmisnou elektronovou mikroskopiou.

Priprava PLA nanosfeér

PLA nanosféry boli pripravené¢ modifikovanou nanoprecipitacnou metdédou. Organicka faza,
roztok polyméru kyseliny mliecnej o koncentracii 10 mg/ml, bola po kvapkéach pridavana do
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vodného koloidného roztoku. Tento koloidny roztok bol pripraveny zmieSanim roztoku
kyseliny plurénovej (25,6 mg/ml) a roztoku Fe;O4 nanocastic (koncentracia magnetitu = 72
mg/ml). PLA nanosféry s magnetitovym jadrom boli modifikované pridanim rézneho
mnozstva zasobného roztoku BSA (100 mg/ml) ku fixnej koncentracii PLA nanosfér, ¢im
sme pripiravili BSA nanosféry s definovanymi hmotnostnymi pomermi BSA/Fe;O4 = 0.1, 1,
10. Néasledne bola zmes mieSana niekol’ko hodin pri izbovej teplote. Velkost' nanosfér bola
urc¢end pomocou DLS merani.

Viazanie ThT

Pritomnost’ inzulinovych fibril bola detegovana narastom intenzity ThT fluorescencie v
emisnom spektre. ThT bol excitovany pri 440 nm a emisia bola merand pri 485 nm, vysledna
koncentracia ThT bola 20 uM. Merania boli uskuto¢nené v 96-jamkovej platni pomocou
spektrofluorimetra Synergy MX (od firmy BioTek) so Sirkou excitanej a emisnej Strbiny 9.0
nm.

Sledovanie inhibicnej aktivity PLA nanosfér na amyloidnu agregdciu inzulinu

K roztoku inzulinu (10 uM = 58 pg/ml) boli pridané jednotlivé PLA nanosféry v pomere =
4:1, ktory bol nasledne vystaveny podmienkam indikujiicim amyloidnu fibrilizaciu. Inhibi¢ny
efekt nanosfér bol detegovany meranim intenzity fluorescencie ThT. Inhibi¢né aktivity
jednotlivych nanosfér boli ur¢ené ako rozdiel fluorescencnej intenzity ziskanej pre inzulinové
amyloidné agregaty (100%) a normalizovanej fluorescencie meranej po inkubdacii s
nanosférami. Experimenty boli uskuto¢nené vzdy trikrat apouzité¢ Udaje predstavuja
priemerné hodnoty s priemernou odchylkou.

Transmisna elektronova mikroskopia

Vzorky boli nanesené na medenu mriezku potiahnutti formvarom. Po adsorpcii vzorky boli
mriezky oplachnuté destilovanou vodou a vol'ne ususené na vzduchu. Nasledne bola na ne
nanesend vrstva uhlika. Vzorky boli sledované elektronovym mikroskopom JEOL-TEM
2100F pri 200kV v STEM BF reZime.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Sucasné poznatky poukazuji na vyznamny terapeuticky potencidl nanocastic
v biomedicine, avSak ich u¢inok na amyloidnt agregaciu proteinov nebol doteraz predmetom
intenzivneho vyskumu. Sledovali sme preto interakciu roznych druhov nanosfér s amyloidnou
agregaciou inzulinu. Pouzili sme dva typy nanosfér: i) PLA - sférické nanosféry vytvorené iba
z polyméru kyseliny mlie¢nej, ii) BSA NS - PLA nanosféry dopované Fe;O4 nanocasticami
a modifikované rdéznym mnoZstvom hoviddzieho sérového albuminu (BSA) s pomermi
BSA/Fe;04=0.1, 1.0 a 10.

Pomocou metddy viazania ThT sme pre nanosféry sledovali inhibicny ucinok na
amyloidnu agregaciu inzulinu (obr.1). Nanosféry tvorené len z PLA (PLA) sa vyznacovali len
vel'mi slabou inhibi¢nou aktivitou, pozorovali sme iba 28% zniZenie fibriliz4cie inzulinu. Pre
PLA nanosféry s magnetitovym jadrom a modifikované réznym mnozstvom BSA bola
pozorovanad velmi rozdielna inhibi¢na aktivita. Pre BSA10 NS bola inhibi¢nd aktivita
podstatne nizsia (~ 6 %), ako aktivita pozorovana pre samotné PLA nanosféry. O nieCo vicSia
aktivita bola detegovana pre BSA0.1 NS (~ 40%). Vyrazna inhibicia inzulinovej fibrilizacie
bola ur¢end pre BSA1 NS, ato takmer 98%. Ziskané vysledky inhibi¢nych aktivit spolu
s hydrodynamickymi priemermi nanosfér st uvedené v Tabul’ke ¢. 1. Zaujimavym je zistenie,
ze inhibi¢na aktivita nepriamo koreluje s velkostou nanosfér, t.j. ¢im mensi je rozmer
nanosfér, tym je ich schopnost’ inhibovat’ tvorbu fibril vicsia.

Inhibi¢ny ucinok nanosfér bol potvrdeny aj pomocou elektronovej transmisnej

mikroskopie. Na obr. 2A mézeme vidiet' inzulinové fibrily s charakteristickou amyloidnou
morfologiou. Na obrazku 2B su znazornené sférické nanosféry s pomerom BSA1 NS
s priemerom priblizne 127 nm. Pritomnost’ tychto nanosfér mala inhibi¢ny ucinok na tvorbu
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amyloidnych agregatov. Pozorovali sme redukciu mnozstva fibril, ako aj zmeny v ich dizke
a morfologii (obr. 2C).

120
lag typ inhibi¢na

g 100 ] - nanosféry | Phvar(nm) | asivita (%)
S go. . PLA 123,7 28,4
]
§ 60 | < BSAO.1 NS 134,1 39,7
o
2 BSA1 NS 127,2 97,8
g 40 1
\% BSA10_NS 149,4 6,2
© 20

0 : : A i Tab.1 Vel’kost’ a inhibi¢na aktivita PLA

Wk W WO (W nanosfér.

Obr. 1 Inhibiény udinok nanosfér na amyloidnu
agregaciu inzulinu. Fluorescen¢né signaly detegované pre
inzulinové amyloidné fibrily (Cierno-biele pruhy) a
v pritomnosti PLA nanosfér s rtdznym pomerom BSA/Fe;0,
(0.1; 1; 10) pre pomer inzulin: nanosféry = 4:1 (modré
pruhy).

Obr. 1 STEM zobrazenie inzulinovych fibril. A) 10uM inzulinové fibrily; B) nanosféry BSA1 NS;
C) fibrilizécia inzulinu v pritomnosti nanosfér BSA1 NS. Ciara predstavuje 500 nm.

Na zaklade experimentalnych udajov je mozné vyvodit’ zaver, ze PLA nanosféry samotné
ako aj dopované magnetitom a modifikované BSA maji schopnost’ ovplyvnit’ fibrilizaciu
inzulinu. Rozsah inhibi¢ného uc¢inku zavisi od velkosti nanosféry a pritomnosti Fe;O4
nanocCastic. Ako najlepSie inhibitory sa ukdzali magnetitom dopované PLA nanosféry
modifikované BSA v hmotnostnom pomere BSA/Fe;O4 = 1:1, pravdepodobne v dosledku ich
najmensSej velkosti. Nase vysledky poukazujii na mozné terapeutické vyuzitie nanosfér v
prevencii amyloidnej agregacie.

Této préca vznikla za podpory projektov VEGA 0181, 0041, SF EU 26110230061,
APVV 0171-10 a VVGS98/13-14.
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SPEKTROFOTOMETRICKE METODY STUDIA ANTIRADIKALOVYCH
VLASTNOSTI NIEKTORYCH RASTLINNYCH EXTRAKTOV
Fejercakova A., Vaskova J., Vasko L.

Ustav lekdrskej a klinickej biochémie UPJS LF a LABMED, KoSice

ABSTRAKT

Polyfenolické zluCeniny rastlin tvoria mnozstvo-skupin chemickych zlu¢enin, ktoré vznikaju
esterifikaciou, metylaciu alebo polymerizaciou. M6zu tvorit’ az 65% celkovych antioxidantov
pritomnych v rastlindch. Na zéklade poznatkov o antioxida¢nych vlastnostiach sekundarnych
metabolitov rastlin sme sa vnaSej praci zamerali na sledovanie ucinku rozdielnych
koncentracii vybranych rastlinnych extraktov- repik lekarsky (Agrimonia eupatoria), horec
zIty (Gentiana lutea) a hrozno (Vitis vinifera) vo¢i superoxidovému a hydroxylovému
radikdlu v réznych podmienkach pH (6,5 a7,4) aich efektu voci oxidu dusnatému
a peroxynitritu. In vitro experimenty st vo vSeobecnosti vyznamné z hladiska priblizenia
resp. objasnenia predpokladaného mechanizmu ¢inku rastlinnych extraktov na organizmus.
Jednoduchou, citlivou a relativne rychlou metédou stanovenia antioxida¢nych vlastnosti
rastlinnych extraktov je metdda spektrofotometrie. V pritomnosti antioxidantu, vygenerovany
volny radikal ziskava jeden elektron, ¢im dochédza k poklesu absorbancie. Pri pouziti
pH=6,5, ktoré je viac charakteristické pre bunky, bola pozorovand vysSia antioxidacna
aktivita testovanych latok voc¢i peroxynitritu, naopak rastlinné extrakty boli ucinnejSie voci
superoxidovému a hydroxylovému radikalu pri pouziti pH=7,4. Voci oxidu dusnatému sme
zaznamenali pomerne slaby inhibi¢ny uc¢inok, ktory mal naviac so vzrastajicou koncentraciou
klesajuci charakter.

UvOD

Bunky Zivého organizmu prakticky nepretrzite produkujii volné radikély, oznacované ako
ROS (reactive oxygen species) a reaktivne dusikaté radikaly oznacované ako RNS (reactive
nitrogen species). ROS a RNS su nestale, vysoko reaktivne energetické molekuly, ktoré st
schopné samostatnej existencie kratky cas. V biologickom systéme sa moézu tvorit’
prooxidativnymi enzymovymi systémami, lipidovou oxidaciou, oziarenim, zdpalom v tele,
fajcenim, latkami znecistujucimi ovzdusie a procesom glykoxidacie (Stief, 2003). Reakcie
volnych radikdlov, pripadne latok neradikalovej povahy s biomakromolekulami sa
najCastejSou pricinou poskodenia bunkovych Struktur, buniek a celych tkaniv. Vocéi ich
poOsobeniu v organizme existuje mnoho obrannych mechanizmov, ktorych sa zac¢astiuja latky,
tzv. antioxidanty. V sucasnej dobe sa sustreduje velky zaujem prave na antioxidanty
z prirodnych rastlinnych zdrojov z dovodu obdv nad bezpecnostou a toxicitou syntetickych
antioxidantov (Wenk, 2003). K hlavhym komponentom extraktov rastlin, ktoré vykazuju
antioxida¢ny ucinok, patria polyfenolické zlozky a flavonoidy. Flavonoidy, okrem ich
priameho antioxida¢ného uc¢inku, ovplyviiuji aj tvorbu radikdlov nepriamo aktivaciou alebo
deaktivaciou antioxidac¢nych enzymov podiel'ajucich sa na vzniku réznych radikdlov. Zaroveil
poOsobia na rézne signdlne cesty v bunke a ovplyviuju tak napriklad extracelularne signal
regulujlice kinazy a iné transkripéné faktory. Cielom predloZenej prace bolo sledovat’ i€inok
rozli¢nych koncentracii vybranych rastlinnych extraktov (repik lekéarsky, horec zIty a hrozno)
voci superoxidovému (Oy7), hydroxylovému radikalu (OH), a peroxynitritu (ONOO") pri
r6znych podmienkach pH (6,5 a 7,4) zasobného tlmivého roztoku, pricom bola porovnavana
ich schopnost’ oxidovat’ tieto radikdly. Rovnako bol sledovany aj ich efekt voc¢i oxidu
dusnatému (NO).
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MATERIAL A METODIKA

K stadiu bol pouzity suchy extrakt viate repika lekarskeho (Agrimonia eupatoria), etanolovy
extrakt korena horca zlt¢ho (Gentiana lutea) a suchy extrakt zo Supiek Cerveného hrozna
(Vitis vinifera). Bola sledovana koncentracna (5, 25, 50, 75, 100 pg/mL PBS) a pH zavislost’
(6,5 a7,4) testovanych latok voci O,”, 'OH a ONOO', rovnako ako aj ich aktivita vo¢i NO.
Antioxidacnd aktivita vo¢i O,” bola stanovend podl'a Beauchampa a Fridovicha (1971). K
zasobnému tlmivému roztoku bol pridany L- metionin a EDTA. K takto pripravenému
roztoku bol nasledne priddvany riboflavin, nitrotetrazoéliovd modrd (NBT) a testovany
rastlinny extrakt v koncentratnom rozsahu 5-100 pg/ml. Po 10 a 20 minatovom ozarovani
zmesi UV ortutovou lampou najprv bez pritomnosti Studovanych latok a nésledne za
pritomnosti testovanych latok boli stanovené absorbancie roztokov pri 450 nm a 560 nm. ‘OH
bol stanoveny podla Halliwella et al. (1987). Reakéna zmes obsahovala 2-deoxy-D-ribozu
rozpustenu v zasobnom tlmivom roztoku (pH 6,5 alebo 7,4) s obsahom NaCl, Mohrovej soli a
peroxidu vodika (H,O,). K tejto zmesi boli aplikované testované extrakty v roznych
koncentraciach, pricom zmes bola inkubovana pri 37 °C 10 minut. Nasledne boli pridané
kyselina tiobarbiturova (TBA) a trichléroctova (TCA) a zmes bola zahrievana 8 minut pri 100
°C. Po ochladeni boli zaznamenané absorbancie zmesi bez a s pritomnou testovanou latkou
pri 532 nm. Z rozdielu absorbancii bez a s pritomnou testovanou latkou mozno urcit’ %
inhibicie pre pouziti koncentraciu danej latky vo¢i ‘OH. Nakol’ko NO je reaktivna molekula s
kratkou Zivotnostou (3-5 s), vel'mi Casto sa jeho obsah stanovuje nepriamo, t.j. na zdklade
obsahu jeho stabilnejSich produktov, vznikajucich jeho oxidaciou. Schopnost’ testovanych
latok vychytavat’ NO bol stanoveny prostrednictvom detekcie nitritu Griessovou reakciou pri
546 nm (Miranda et al., 2001). Roztok ONOO" bol pripraveny reakciou okysleného H,O, s
roztokom dusitanu sodného a naslednym rychlym pridanim hydroxidu sodného. Jeho
koncentracia bola indikovand absorbanciou pri 302 nm (Beckman, 1994).

VYSLEDKY A DISKUSIA

O;" patri k vol'nym radikdlom s pomerne malou reaktivitou, ktord je zavisld na prostredi
v ktorom je rozpusteny, a to hlavne na pH. Jeho toxicita sa pripisuje najmé tvorbe inych
reaktivnejSich metabolitov ako napriklad H,O, a ‘OH. Testované rastlinné extrakty preukazali
pomerne slaby inhibi¢ny efekt voci O,”, priCom tento vplyv bol koncentraéne a pH zavisly.
Lepsi ucinok bol sledovany pri vysSom pH. Pri pouziti koncentracie 100 pg/mL sme
zaznamenali u hrozna 55 %, u horca zltého 40 % a repika 20 % inhibicny efekt voci
superoxidu. V pripade 'OH sme rovnako zaznamenali ndrast antioxidacnej aktivity so
vzrastajicou koncentraciou extraktov, pricom v pripade extraktu repika a horca bolo %
inhibice 50 % pri pouzitej koncentracii 100 pg/ml a pouzitom pH 7,4. V pripade hrozna sme
pri rovnakych podmienkach zistili az 80 % inhibicnu aktivitu. Bolo zistené, ze medzi
obsahom polyfenolov aschopnostou vychytavat 'OH je vysokd pozitivna korelacia
(Shyamala et al., 2005). Pri pouziti nizSiecho pH (6.5) bol antioxida¢ny efekt latok voci
hydroxylovému radikélu o polovicu niz$i. Alkalizaciou sa antiradikdlova aktivita rastlinnych
extraktov znizuje, naopak v kyslom prostredi sa zvysuje (Kosar a kol., 2005). NO je
jednoduchéd zlucenina dusika, ktorej uloha v metabolizme zivych organizmov sa skiima
relativne kratko. Tvori sa prirodzene v l'udskom tele a zabezpecuje komunikaciu medzi
bunkami a mnoho inych fyziologickych funkcii. Nadprodukcia NO je vSak Skodliva nielen na
urovni bunky, ale aj na urovni celého organizmu. Bolo zistené, ze sekundarne metabolity
rastlin m6Zu mat’ zna¢ny vyznam v prevencii Skodlivého uG¢inku pri nadprodukcii NO
(Yabuki a kol.,1999). Testované rastlinné extrakty preukazali vyssi inhibi¢ny efekt voci NO
pri pouZiti niz8ej koncentracie (30 % v pripade extraktu repika lekarskeho a hrozna a 40 % pri
pouziti extraktu z horca). V pritomnosti kyslika sa vzajomnou reakciou O, a NO formuje
vel'ké mnoZstvo oxidativne aktivnej molekuly, OONO". Aj napriek svojej neradikalove;j
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povahe, je to potencialny oxidant, ktory spdsobuje fragmentaciu DNA, lipidovl peroxidéciu a
zasahuje aj do bunkovych signalizaénych drah (Halliwell a Guterridge, 1986; Valko a kol.,
2007). Repik lekarsky ahorec zIty boli uinnejSie voci peroxynitritu pri pouziti pH 6,5,
priCom sme zaznamenali priblizne 80 % inhibi¢ny efekt v porovnani s pH 7,4, kde ich G¢inok
voli peroxynitritu bol podstatne nizsi (65 %). Naopak v pripade extraktu hrozna sme vplyv
pH na schopnost’ vychytdvania peroxynitritu nezaznamenali. Jeho inhibi¢na aktivita voci
ONOO bola v roznych podmienkach pH vyrovnana (60 %).

Praca vznikla za podpory grantu VEGA 1/1236/12.
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SCREENING REZIiDUi ANTIBIOTIK V PECENI A OBLICKACH JATOCNYCH
ZVIERAT METODOU STAR A NAT TESTOM
Gondova, Z., Kozarova, 1., Polakova, Z.
Katedra hygieny a technologie potravin, Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie
v Kosiciach

ABSTRAKT

Predmetom $tadie bolo stanovenie pritomnosti rezidui antibiotik v peceni a oblickach
oSipanych a hovddzieho dobytka pouzitim dvoch mikrobialnych inhibi¢nych testov (MIT) -
metody STAR (screeningovy test na stanovenie antibiotik a sulfonamidov s pouZitim piatich
bakteridlnych kmenov) a NAT testu (the Nouws Antibiotic Test). Pri metéde STAR boli
pozitivne na rezidud antibiotik pecen a oblicky oSipanych a hovéddzieho dobytka na platniach
s testovacim kmenom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 a Kocuria
rhizophila ATCC 9341, co predpokladd pritomnost’ beta-laktamovych antibiotik,
sulfonamidov a makrolidovych antibiotik. Pri metode NAT boli pozitivne len oblicky
hovéddzieho dobytka na platni s testovacim kmenom Kocuria rhizophila ATCC 9341, ¢o
predpoklada pritomnost’ beta-laktamovych a makrolidovych antibiotik.

Viac pozitivnych vysledkov detegovanych pri metdéde STAR poukazuje na vysSiu citlivost’
uvedene] metdody na rezidud antibiotik vo vySetrovanych matriciach. Na zaklade zhody
inhibicie testovanych kmenov predpokladdme pritomnost’ beta-laktdmovych a makrolidovych
antibiotik v oblickach hovéddzieho dobytka.

UvOD

Aplikacia antibiotik na lieCbu infekénych ochoreni je beznou praxou v chovoch
potravinovych zvierat. Vysledkom pouzivania tychto lieCiv je vSak nevyhnutne pritomnost
ich rezidui v tkanivach potravinovych zvierat a potencidlne ohrozenie verejného zdravia.
Z dovodu neuvazeného, ¢i nespravneho podavania antibiotik potravinovym zvieratam, resp.
nedodrzania stanovenej ochrannej lehoty, mézu byt rezidué antibiotik pritomné v zivoc¢isnych
produktoch v mnozstvach presahujucich stanovené maximalne limity (MRL).

Kontrola rezidui veterinarnych liekov v Zivych zvieratach a zivoc¢iSnych produktoch je
v Slovenskej republike legislativne pokrytd zakonom Nérodnej rady Slovenskej republiky
¢.39/2007 Z. z. o veterinarnej starostlivosti a nariadenim vlady Slovenskej republiky

¢. 320/2003 Z. z. o monitorovani urcitych latok a ich rezidui v zivych zvieratach a produktoch
zivoc¢isSneho povodu v zneni neskorSich predpisov. Metody pouzivané za ucelom uradnej
kontroly rezidui veterinarnych lickov v potravindch Zivodisneho pdvodu musia spinat
poziadavky ustanovené rozhodnutim Komisie 2002/657/ES a stanovovat’ rezidué na prislusne;j
urovni (MRL). Pod pojmom ,,maximalny limit rezidui“ rozumieme maximalnu koncentraciu
rezidui farmakologicky ucinnej latky, ktort moZno povolit' v potravindch Zzivocisneho
povodu. V zaujme ochrany verejného zdravia s nariadenim Komisie (EU) &. 37/2010
stanovené MRL veterinarnych lieciv v potravinach Zivocisneho povodu.

Rozsiahly screening rezidui antimikrobialnych latok v zivoc¢isnych produktoch je vykonavany
pomocou mikrobidlnych inhibiénych testov, ktorych principom je inhibicia rastu testovacieho
kmena v pritomnosti inhibujucej latky (rezidua), ktord sa prejavuje tvorbou inhibi¢nych zon
(IZ), alebo zmena farby testovacieho agaru nie je pozorovana.

Pre prvotny screening rezidui v tkanivach potravinovych zvierat su v sucasnosti prisluSnym

organom schvalené nasledovné uradné metoddy laboratornej diagnostiky potravin, ato
platiiova metoda STAR a liekovkova metoda PREMI®TEST.

Metoda STAR (CH 12.19, 2006) pozostava z piatich testovacich platni, z ktorych kazda je
Specificky urCena pre inu skupinu antibiotik: Bacillus subtilis BGA - aminoglykozidy,
Kocuria rhizophila ATCC 9341 — makrolidy a beta-laktamové antibiotikd, Bacillus cereus
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ATCC 11778 — tetracykliny, Escherichia coli ATCC 11303 — chinolony a Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 — sulfonamidy a beta-laktdmové
antibiotikd. NAT test (Pikkemaat a kol., 2008) predstavuje novy testovaci systém rovnako
pozostavajlci z piatich testovacich platni. Kazda z platni je urend na stanovenie urcitej
skupiny antibiotik: Bacillus cereus ATCC 11778 — tetracykliny, Yersinia ruckeri NCIM
13282 — chinolény, Kocuria rhizophila ATCC 9341 — beta-laktdmy a makrolidy, Bacillus
subtilis BGA — aminoglykozidy, Bacillus pumilus CN 607 — sulfonamidy. Oba testy
poskytuju skupinovo-$pecificku identifikaciu antibiotika ul'ah¢ujicu nasledny post-screening
rezidui alebo ich chemicku konfirmaciu.

NAT test nepatri medzi iradné metddy schvalené na stanovenie rezidui antimikrobialnych
latok v produktoch zivocisSneho povodu. Predmetom nasej prace bolo stanovit' a vzadjomne
porovnat’ citlivost oboch metdéd na rezidua antibiotik v peceni a oblickdch oSipanych
a hovéddzieho dobytka. VySetrovany material pochadzal zo zvierat zabitych na bitunkoch
a posudenych pri prehliadke post mortem iradnym veterinarnym lekdrom ako pozivatel'né pre
I'udsku spotrebu.

MATERIAL A METODIKA

Testovacie kmene a kultivacné média boli zakipené od firiem Merck (Nemecko), Oxoid
(Velka Britania) a Difco (Holandsko) a pripravené podla postupu uvedené¢ho v Zozname
uradnych metod laboratornej diagnostiky potravin a krmiv — metéda STAR (CH 12.19, 2006)
a pri NAT teste podl'a autorov Pikkemaat a i. (2008). Pri metéde STAR sme pouzili médium s
B. stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 s koncentraciou 5x10° spér.ml”, B.
subtilis BGA (5x10* spor.ml™), K. rhizophila ATCC 9341 (5x10* spor.ml™), E. coli ATCC
11303 (10° spor.ml™) a B. cereus ATCC 11778 (3x10* spor.ml™). Pre NAT test bolo pouzité
médium s K. rhizophila ATCC 9341 (10° KTJ.ml™), B. subtilis BGA (10° KTJ. ml"). B.
cereus ATCC 11778 (10° KTIL.ml™), Y. ruckeri NCIM 13282 (10° KTJ.ml™") a B. pumilus CN
607 (10° KTJ.ml"). Vzorky peceni a obli¢iek boli pri metéde STAR ziskané pomocou
sterilného korkovrtu, nasledne narezané na hrubku priblizne 2 mm a aplikované na povrch
agaru v Petriho miske. Pri NAT teste sme pouzili sterilné papierové disky s priemerom 12,7
mm, nasiaknuté tekutinou oblickovej panvicky a pecene. Disky sme aplikovali do otvorov
v agare spriemerom 14 mm adoplnili plathovo Specifickymi fosfatovymi roztokmi
v mnozstve 200 — 300 pl. Takto pripravené platne sme inkubovali pri teplote 37 °C + 1 °C (K.
rhizophila ATCC 9341, B. pumilus CN 607, B. subtilis BGA, E. coli ATCC 11303),30°C =+ 1
°C (B. cereus ATCC 11778, Y. ruckeri NCIM 13282) 16-18 hodin a B. stearothermophilus
var. calidolactis ATCC 10149 pri teplote 55 °C = 1 °C pocas 12 — 15 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Velkost’ IZ bola pri metdéde STAR merana od okraja papierového disku po vonkajsi okraj 1Z
a pri metdde NAT sme merali cely priemer IZ pomocou digitdlneho posuvného meradla
(Mitutoyo, Japonsko) s presnostou na 0,1 mm. Za pozitivne sme povazovali vzorky, pri
ktorych pri metéde STAR bola pritomnd inhibi€nd zéna o velkosti > 2 mm (B.
stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 > 4 mm) a pri NAT teste o velkosti > 15
mm. Vysledky stanovenia rezidui antibiotik vo vySetrovanych vzorkach pouZitim metody
STAR a NAT testu su prezentované v tabul'ke 1. Velkosti IZ st vyjadrené ako priemer +
smerodajna odchylka (SD) desiatich merani jednej vzorky (Microsoft Office Excel 2007).
Vysledky prezentované v Tabul'ke 1 poukazuju na inhibiciu rastu dvoch testovacich kmenov,
B. stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 a K. rhizophila ATCC 9341, c¢o
predpokladd pritomnost rezidui beta-laktdmovych a makrolidovych antibiotik vo
vySetrovanych vzorkach.
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Tabulka 1:. Velkosti IZ (mm £ SD) detegované pri vySetrovani obliCiek a peceni oSipanych a hovédzieho
dobytka metodou STAR a NAT testom

STAR NAT
druh matrica B. B. E. coli K. B. B. subtilis Y. B. B. K.
zvierat’a subtilis cereus ATCC rhizophila | stearothermophilus BGA ruckeri cereus | pumilus | rhizophila
BGA ATCC 11303 ATCC var. calidolactis NCIM ATCC | CN 607 ATCC
11778 9341 ATCC 10149 13282 11778 9341
peceii 1 0 0 0 3,21 4,86 0 0 0 0 0
+1,89 +0,97
peceii 2 0 0 0 2,29 4,54 0 0 0 0 0
+0,35 0,77
peceii 3 0 0 0 3,06 4,05 0 0 0 0 0
+0,78 +0,84
pedeii 4 0 0 0 3,44 5,22 0 0 0 0 0
hovidzi +0,79 +1,87
dobytok [ gplitka 0 0 0 3,03 6,26 0 0 0 0 23,41
1 +0,97 +0,84 +0,92
obli¢ka 0 0 0 6,45 5,57 0 0 0 0 22,67
2 +0,34 +1,06 +0,10
oblicka 0 0 0 2,76 5,58 0 0 0 0 18,79
3 +0,75 +0,67 +0,65
oblicka 0 0 0 2,24 5,73 0 0 0 0 0
4 +0,63 +1,23
peceii 1 0 0 0 3,30 7,84 0 0 0 0 0
+0,67 +1,06
pedeii 2 0 0 0 2,88 5,47 0 0 0 0 0
+0,50 +0,94
peceii 3 0 0 0 0 5,36 0 0 0 0 0
+0,88
peceii 4 0 0 0 0 8,34 0 0 0 0 0
oSipané +1,05
oblicka 0 0 0 3,30 7,65 0 0 0 0 0
1 +0,67 +2,13
oblicka 0 0 0 0 7,34 0 0 0 0 0
2 +0,69
oblicka 0 0 0 0 791 0 0 0 0 0
3 +0,75
obli¢ka 0 0 0 0 6,32 0 0 0 0 0
4 +1,06

v v

Screening rezidui antibiotik v zivo¢iSnych produktoch, ako aj vyvoj novych metod detekcie
antibiotik je vel'mi doleZity z pohl'adu ochrany verejného zdravia. Obe porovnavané metody
patria medzi platiové difuzne metody, kde sa pritomnost’ inhibujucej latky (reziduum) prejavi
tvorbou ¢irej zony inhibicie okolo vySetrovanej vzorky. Vsetky vySetrované vzorky, pri
ktorych bola vytvorena 1Z, povazujeme za potencidlne pozitivne. Z tohto dovodu su
mikrobidlne inhibi¢né testy délezitymi metddami prvotného screeningu rezidui antibiotik
v zivo¢iSnych produktoch schopné roztriedit’ vySetrované vzorky na negativne a potencialne
pozitivne. AvSak, pre potvrdenie, resp. vylicenie pritomnosti rezidui antibiotik v potencialne
pozitivnych vzorkdch je potrebné dalSie vysetrenie vzoriek schvalenymi konfirmacnymi
metddami.

Spracovanie prispevku bolo podporené grantom MS SR VEGA 1/0939/12.
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ABSTRAKT

Plazy predstavuji v porovnani s inymi zZivoc¢ichmi (napr. cicavce) malo ptrstudovanua skupinu.
Rovnako ako iné zivocichy sluzia plazy ako hostitelia ektoparazitov (kliestov a roztocov),
ktoré prenaSaju pdvodcov réznych ochoreni. V nasej $tadii sme sa zamerali na jednobunkové
krvné parazity a na baktérie z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato. Z 809 vysetrenych
plazov sa nam pritomnost jednobunkovcov podarilo potvrdit u 145 jedincov (17,9%
prevalencia). PCR metddou a sekvenovanim pozitivnych vzoriek sme potvrdili pritomnost’
Hepatozoon sp. uexotickych druhov hadov, eurdpskych plazov aich ektoparazitov.
Zastupcovia komplexu B. burgdorferi s.l. predstavuji povodcov ochoreni spdsobujucich
Lymsku boreliozu a navratné horucky. U klieStov I ricinus parazitujucich na eurdpskych
jastericiach sme identifikovali B. lusitaniae a B. burgdorferi sensu stricto. Pritomnost’ B.
burgdorferi, B. afzelii a neddvno opisanej REP (reptile-associated) Borrelia bola zistend u 14
jedincov tropickych druhov hadov.

UvoOD

Plazy predstavuju skupinu zivocichov, ktora je v porovnani s inymi stavovcami (ryby, vtaky
acicavce) mdalo preStudovand. Medzi parazity, ktoré infikuju plazy, patria krvné
jednobunkovce, z ktorych vécésina patri do podkmena Apicomplexa. Najcastejsie sa u plazov
vyskytuju Karyolysus, Hepatozoon, Haemogregarina a Hemolivia, ktoré sa vyznacuji roznou
hostitel'skou Specificitou (Smith, 1998). Vic¢sina dostupnych udajov o krvnych parazitoch
vychadza z mikroskopického pozorovania morfolégie gamontov v erytrocytoch plazov, ktoréd
je urdoznych druhov vel'mi uniformna. Okrem jednobunkovcov sluzia plazy ako hostitelia pre
rozne patogény. V préaci sme sa zamerali na spirochéty patriace do komplexu B. burgdorferi s.
1. Zastupca komplexu, B. lusitaniae, bol detegovany u plazov (Lacerta viridis a L. agilis) a ich
ektoparazitov (Ixodes ricinus) (Majlathova a kol., 2006, 2008). Takano a kol. (2010) na
zéklade izolatov z kliestov zozbieranych z importovanych plazov charakterizoval nova
skupinu borélii asociovant s plazmi (REP = reptile-associated).

MATERIAL A METODIKA

Plazy boli odchytavané rukou, slu¢kou alebo hdkom. Nésledne boli z jedincov odobraté
ektoparazity, Supiny a organy (pecen, srdce a slezina), ktoré¢ sa uchovavali v 70% etanole. Krv
sa odoberala ventralnou punkciou kaudalnej zily a uchovévala sa v skimavke s citratom. Z
kvapky krvi sa zhotovoval krvny nater, ktory sa nechal vysus$it na vzduchu. Po odobrati
biologického materidlu boli plazy pustené do volnej prirody. Natery sa farbili pomocou
farbiva Giemsa po dobu 30 minut. Ofarbené natery sa hodnotili svetelnym mikroskopom pri
400x zvacSeni, pricom v kazdom natere sa pozorovalo priblizne 50 zornych poli. Ak pocas
pozorovania neboli ndjdené gamonty, nater bol hodnoteny ako negativny. Ektoparazity sa
identifikovali pomocou kl'i¢a a stereolupy. Nasledne bola z krvi a organov izolovana DNA
pomocou komer¢ného kitu. DNA zektoparazitov aSupin bola izolovana alkalickou
hydrolyzou (1,25% amoniak). Pouzitim metddy PCR boli fragmenty DNA parazitov
a patogénov amplifikované pouzitim roznych primerov: HEMO1/HEMO2 (Perkins a Keller,
2001) a HEP300/HEP900 (Ujvéari akol., 2004) na amplifikiciu casti génu 18S rDNA
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jednobunkovcov;  IGSa/IGSb  (Black aRoehrdanz, 1998) a BflaPAD/BflaPDU,
BflaPBUnest/BflaPCRnest (Sato a kol., 1997) primerov pre detekciu pritomnosti patogénov
z komplexu B. burgdorferi s.l.. Amplikony intergénového medzernika borélii boli nasledne
podrobené metoéde RFLP (Polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov ). Vybrané
pozitivne vzorky boli sekvenované a pouzité na objasnenie fylogenetickych vztahov pozitim
dvoch metdd - Maximum Likelihood a Bayesova analyza. Material sa zbieral z viacerych
lokalit v ramci Eurépy (Slovensko, Mad’arsko, Pol'sko, Grécko a Svédsko), z juznej Afriky
(Svazijsko, Ghana, Uganda, Kamerun, Tanzénia, JAR a Egypt), Azie (Indonézia) a Ameriky.
Zozbierany material predstavoval 806 vzoriek z 57 druhov plazov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo sa vysetrilo 806 plazov, pricom pritomnost krvnych jednobunkovcov bola
pozorovand u 145 jedincov (prevalencia 17,9%). Na zdklade vysledkov sme zistili, Ze do
cirkulacie parazitov si zapojené rdozne druhy plazov. U africkych, azijskych a americkych
hadov (Dendroaspis, Mehelya, Python, Philothamnus, Morelia, Corallus a Coluber)sa
amplifikaciou Casti génu 18S rDNA potvrdila pritomnost Hepatozoon sp., ¢o predstavuje
prvy nalez Hepatozoon sp. u spominanych hadov. Fylogenetické analyzy (Obr.1) ukazali
vysoku variabilitu Hepatozoon sp. medzi roznymi hostitel'mi. Blizko pribuzné haplotypy boli
najdené¢ uhadov zdvoch rdznych geografickych oblasti, Afrika a Amerika. Pribuznost
parazitov dvoch poddruhov D. jamesoni pozorovana nebola, ¢o moéze suvisiet' sich
geografickou izolaciou. Ueuropskych _ —— Hozseactyosama ranaum

. HQ224959 Haermogregarina balli
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REP Borrelia zistend u kliestov Amblyomma trimaculatum, A. latum, A. geoemydae,
Hyalomma aegyptium a u plazov Testudo graeca, T. horsfieldii a Geochelone pardalis
(Takano a kol., 2010, 2011). Zistenie pritomnosti spirochét z komplexu B. burgdorferi s.l. v
exotickych hadoch naznacuje existenciu doposiall neopisanych parazito-hostitel'skych
vztahov v ramci tohto komplexu a predpoklada, ze do transmisie spirochét su zapojené aj iné
vektory, mimo kliestov z rodu Ixodes.

Tato praca bola vytvorend realizaciou projektu Ochrana Zivotného prostredia pred
parazitozoonozami pod vplyvom globadlnych klimatickych a spolocenskych zmien (kod
ITMS:26220220116) na zdklade podpory operacného programu Vyskum a vyvoj
financovaného z Europskeho fondu regionalneho rozvoja (0,5), ITMS: 26110230045, projektu
VEGA 2/0199/11 a VEGA 1/0579/12.

POUZITA LITERATURA

Black IV, W.C. a Roehrdanz, R.L. Mitochondrial gene order is not conserved in arthropods: Prostriate
and metastriate tick mitochondrial genomes. Mol Biol Evol. 1998; 15: 1772-1785.

Majlathova, V., Majlath, 1., Derdakova, M., Vichova, B. a Petko, B. Borrelia lusitaniae and Green
Lizards (Lacerta viridis), Karst Region, Slovakia. Emerg Infect Dis. 2006; 12: 1895-1901.

Majlathova, V., Majlath, 1., Hromada, M., Tryjanowski, P., Bona, M., Antczak, M., Vichova, B.,
Dzimko, S., Mihalca, A. a Petko, B. The role of the sand lizard (Lacerta agilis) in the transmission
cycle of Borrelia burgdorferi sensu lato. International Journal of Medical Microbiology. 2008; 298:
161-167.

Perkins, S. L. a Keller, A. K. Phylogeny of nuclear small subunit rRNA genes of hemogregarines
amplified with specific primers. J Parasitol. 2001; 87: 870-876.

Sato, Y., Konishi, T., Hashimoto, Y., Takahashi, H., Nakaya, K., Fukunaga, M. a Nakao, M. Rapid
diagnosis of lyme disease: Flagellin gene-based nested polymerase chain reaction for identification
of causative Borrelia species. International Journal of Infectious Diseases. 1997; 2: 64-73.

Smith, T. G. The genus Hepatozoon (Apicomplexa: Adeleina). J Parasitol. 1996; 82: 565-585.

Takano, A., Goka, K., Une, Y., Shimada, Y., Fujita, H., Shiino, T., Watanabe, H. a Kawabata, H.
Isolation and characterization of a novel Borrelia group of tick-borne borreliae from imported
reptiles and their associated ticks. Environ Microbiol. 2010; 12: 134-146.

Takano, A., Fujita, H., Kadosaka, T., Konnai, S., Tajima, T., Watanabe, H., Ohnishi, M. a Kawabata,
H. Characterization of reptile-associated Borrelia sp. in the vector tick, Amblyomma geoemydae, and
its association with Lyme disease and relapsing fever Borrelia spp. Environ Microbiol. 2011; 5: 632-
637.

Ujvari, B., Madsen, T. a Olsson, M. High prevalence of Hepatozoon spp. (Apicomplexa,
Hepatozoidae) infection in water pythons (Liasis fuscus) from tropical Australia. J Parasitol. 2004;
90: 670-672.

28



IMUNOMODULACNY VPLYV GLUKANU PROTI MIGRACII LARIEV 4. SUUM
Hermanovska L., Dvoroznakova E.
Parazitologicky ustav SAV, KoSice

ABSTRAKT

Ascaris suum vyvolava Th2 imunitnu odpoveda v praci sme testovalii€¢inok glukdnového
imunomodulatora (Thl aktivator) na askariézu mysi. Parazitarna infekcia bola signifikantne
redukovand u mysi modulovanych glukdnom. Glukan zvysil proliferacnt aktivitu T buniek do
2 tyzdnov po aplikécii a naslednd infekcia 4. suum zvysila tento efekt aj pocas dalSich 2
tyzdiov. Infekcia A. suum predizila stimuldciu pomocnych CD4+ T buniek indukovanu
glukdnom na d’alSie 2 tyzdne. Cytokinova odpoved mysi s glukanom bola nasmerovana do
Thl typu, produkcia IFN-y sa zvySila a nésledna infekcia 4. suum ju neredukovala. Th2
cytokinova tvorba (IL-5, IL-10, IL-4) u infikovanych mys$i imunomodulovanych glukanom
bola signifikantne zniZena. Produkcia superoxidového aniénu (O;) v peritonedlnych a
plucnych makrofagoch bola najviac stimulovand u infikovanych mysi s aplikaciou glukanu,
s maximom na 1. a2. tyzdenn po infekcii. Ziskané vysledky naznacuji pozitivny ucinok
glukanovej imunomodulacie na primarne efektory bunkovej imunity, glukan stimuloval
tvorbu IFN-y a metabolicka aktivitu makrofdgov, ktoré mohli prispiet’ k vyraznej redukcii
parazitarnej infekcie hostitel’a.

UvOoD

Imunitni odpoved’ hostitel'a vyvoldvaju najmad migrujiace larvy A. suum, ktoré v miestach
aktivacie produkuju exkrééno-sekrecné produkty a proteolytické enzymy, schopné invadovat’
tkaniva hostitela (Frontera a kol., 2004). Ovplyviluju humorélne aj celularne zloZky imunity.
Miesta aktivacie imunitnej odpovede pri askarioze su:1) ¢revo — blokovanie migracie lariev
pri reinfekcii prostrednictvom lokalnej imunitnej odpovede; 2) peceit — zvySené zapalové
reakcie zachytavaju a destruuju larvy parazita; 3) pl'uca — lokalna IgA protildtkova odpoved’ v
sucinnosti s tkanivovymi reakciami eliminuje larvy (Eriksen a kol., 2004). Askaridza je
asymptomatické, vacsinou chronické ochorenie. Je vysledkom dvojakého uc¢inku helminta na
imunitny systém. 4. suum usmeriiuje imunitni odpoved’ hostitela do Th2 cytokinového
profilu (IL-4, IL-5, IL-10), ktory moze aktivovat’ imunologické cesty, napr. produkciu IgE,
ktoré su irelevantné pre helminta, alebo podporuji jeho prezivanie v hostitel'ovi (Enobe a kol.,
2006). Zapalové cytokiny (IFN-y, TNF-a, IL-2), produkované Thl subsetom pomocnych
buniek, aktivuji zdpalové reakcie poskodzujice helminta.

Imunomodulatory mozu regulovanim intenzity Thl alebo Th2 imunitnej odpovede prispiet
k zefektivneniu terapie parazitarnych ochoreni. Glukany st imunomodulétory biologického
povodu, B-(1,3)-D polyméry glukdzy, nachadzajuce sa v bunkovych stenach baktérii, hub a
kvasiniek . Stimuluji najmé fagocyty vrodenej imunity, ovplyviiuju aj $pecificki imunitu —
aktivacia T a B lymfocytov. Viazu sa na receptory makrofagov, neutrofilov a NK buniek (Di
Renzo a kol., 1991; Thornton a kol., 1996; Vétvicka a kol., 1996). Stimulované leukocyty vo
zvySenej miere produkuju cytokiny IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-y (Rasmussen a Seljelid,
1991; Kidd, 2000), reaktivne zluceniny kyslika (Gallin a kol., 1992), oxid dusika (Sakurai a
kol., 1997) a metabolity kyseliny arachidonovej (Czop a Austen, 1985).

Cielom tejto prace bolo otestovat’ uc¢inok glukdnového imunomodulatora na mysiach
s experimentalnou askariézou.

MATERIAL A METODIKA

V experimente bolo pouzitych 72 mysi kmena BALB/c (18-20 g), rozdelenych do 4 skupin
pol8 mysi: 1. skupina — kontrola, mysi bez infekcie a imunomodulécie. 2. skupina — mysi
infikované 1000 vajickami 4. suum/mys per os na 0. deii experimentu. 3. skupina — mysi,
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ktorym bol podavany glukanovy imunomodulator (GI)(Mevak, SR) intramuskuldrne v davke
5 mg/kg z.h. na -14., -10., -7., -3. deil pred infekciou. 4. skupina — mysi, ktorym bol
podavany glukdnovy imunomodulator (GI)(Mevak, SR) vdavke 5 mgkg Zzh.
intramuskuldrne pred infekciou na -14., -10., -7., -3. den a nasledne boli infikované1000
vajiCkami 4. suum/mys per os na 0. deii experimentu.

Baermanovou metédou z pecene a plic infikovanych mysi boli ziskané larvy 4. suum.
Proliferacna odpoved’ slezinovych T lymfocytov bola hodnotend MTT testom. Na stanovenie
CD4+ aCD8+ T lymfocytov bola pouzitd prietokovd cytometria (BD Biosciences).
Superoxidovy anidén v makrofagoch bol stanoveny podla Hrckovej a Velebného (1997).
Produkcia cytokinov splenocytmi mysi bola detegovana capture ELISA metodou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Parazitdrna zataz bola redukovand u mysi imunomodulovanych glukdnom. Pocty lariev A.
suum v peceni signifikantne poklesli na 4. deni po infekcii (p.i.), rovnako aj v pl'icach na 7.
a 14. den p.i. Aj ini autori potvrdili redukény uc¢inok glukdnu na pocet lariev Skrkaviek
Ascaris suum (Solt}'Is a kol., 1994), Toxocara canis (Dvoroznakova a Akao, 2000; Hrckova a
Velebny, 2001) a pasomnice Echinococcus multilocularis (Porubcova a kol., 2007).

Tabulka €. 1. Intenzita parazitarnej infekcie A. suum (pocet izolovanych lariev) u mysi
imunomodulovanych glukdnom a infikovanych A4. suum.

Deri po infekeii A. suum Glukan + 4. suum
peceit pluca peceit pluca
(priemer£=SD) (priemer£SD) (priemer=SD) (priemer£SD)
4. p.i 335,5+65,8 121,3+70,2*
7. p.i. 10,5+3,5 86,3+23.,6 2,3+4,0 33,242, 1%
14. p.i. 3,5+2,1 41,444,0 0 7,3+5.2%
*P<0,05

A. suum ovplyviiuje regulaéné mechanizmy imunitnej odpovede hostitel'a, ¢o mu zabezpecuje
unik a prezitie, a to prostrednictvom imunomodula¢nych molekul, zapojenych do prezentacie
antigénu, proliferacie a aktivacie buniek, do protilatkovej odpovede (Soares a Aratjo, 2008).
T lymfocyty reguluji protildtkova a bunkovll imunitu, makrofagy sa uplatituja v zapalovych
reakciach, kde produkuju reaktivne metabolity kyslika (Gregory a Wing, 2002). Glukany
indukuju najmai prolifera¢nu a funként aktivitu fagocytov (makrofdgy, NK bunky) (Vétvicka
a kol., 1996; Soltys a Quinn, 1999). Aviak, zvysuju aj aktivitu T lymfocytov a produkciu
cytokinov (Sakurai a kol., 1997; Kidd, 2000). Imunostimula¢ny potencial glukdnu tak moze
podporit’ obranné mechanizmy hostitel’a, ktoré sa zucastiiuji na destrukcii parazita.

V naSej praci glukdn zvysil proliferacni aktivitu T lymfocytov do 2 tyzdnov od prvej
aplikacie imunomodulatora, naslednd infekcia A. suum tato stimulaciu prediZila na d’alsie 2
tyzdne. Pocty pomocnych CD4+ T buniek dosiahli maximum na 3. tyzdent imunomodulacie a
nasledna infekcia A. suum prediZila tento stimulaény uéinok o dalsie 2 tyzdne. Pomocné
CD4+ T lymfocyty su dolezité regulacné zlozky neSpecifickej imunity. Rozpoznanie antigénu
T bunkou mé za nasledok prenos réznych intracelularnych signalov, ktoré vedu k proliferacii
T buniek, k syntéze cytokinov a receptorov pre tieto cytokiny. Cytokinova odpoved mysi s
glukdnovou moduléaciou bola nasmerovand do Thl imunitnej odpovede, produkcia IFN-y sa
zvysSila a ani néslednd infekcia A4. suum nepotlacila tvorbu tohto cytokinu. Produkcia IL-5
cytokinu (Th2 odpoved’) sa zvySila po infekcii 4. suum, ale u mysi s glukanom boli
koncentracie IL-5 nizSie. Aj tvorba IL-10 a IL-4 cytokinov bola vyrazne inhibovana u mysi
imunomodulovanych glukdnom. Infiltracia antigén- Specifickych CD4+ T buniek a produkcia
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IL-5 v miestach zapalu hra centralnu ulohu pri pulmonélnej eozinofilii a hypersenzitivnych
zapalovych reakciach v pl'uicach (Matsumoto a kol., 2003).

§ 'I::: { l l 1 ‘“ilakcia |
§ 000 - |
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—t— Kontrola Asuum ——— Glukdn Glulkdns A suum

Graf 1: Produkcia cytokinu IFN-y v splenocytoch mysi imunomodulovanych glukanom a
infikovanych 4. suum.

Thl cytokinovéd odpoved’ aktivovala metabolizmus makrofagov. Produkcia superoxidového
anionu (O;) v peritonedlnych makrofdgoch narastala od 2. tyzdna aplikacie glukanu, s
maximom v 1. tyzdni infekcie A. suum. Plicne makrofagy boli tieZ stimulované u
infikovanych mysi s glukanom od 1. do 2. tyzdna p.i. V tomto obdobi bola zistena aj vyrazna
redukcia lariev parazita v peceni a nasledne aj v pl'icach.

Vysledky prace poukazujii na moznost’ vyuzitia glukdnového imunomodulétora v prevencii
pred rozvojom patologickych procesov v plucach pri askarioze, ktoré st vyvoldvané
masivnou migraciou lariev parazita. Glukan pozitivne ovplyvnil primarne efektorové zlozky
bunkou sprostredkovanej imunity, stimuloval tvorbu prozapalového cytokinu IFN-y (Thl) a
metabolicku aktivitu makrofagov, ktoré sa podielaji na vyraznej redukcii lariev parazita
v hostitel'skom organizme.

Praca bola podporena Slovenskou grantovou agenturou VEGA 2/0093/11 a VEGA 2/0172/13.
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VPLYV PRIJMU OMEGA-3 PNMK NA HODNOTY CHOLESTEROLU V KRVI
Hertelyova, Z., Vasko, L.
Ustav lekarskej a klinickej biochémie a LABMED, a.s., LF UPJS Kosice

ABSTRAKT

Cielom naSej prace bolo sledovat U¢inok omega-3 PNMK (EPA a DHA) na celkovy
cholesterol (TC) a jeho zlozky (LDL, HDL) a markery kardiovaskularnych ochoreni (KVO)
(non HDL a index LDL/HDL). V naSej praci sme sa zamerali na sledovanie zmien v hladine
cholesterolu v skupine 300 mladych l'udi, prevazne $tudentov LF UPJS Kosgice. Denna davka
EPA a DHA bola 1,35 g. Suplementécia trvala 30 dni. TC, HDL a TAG boli stanovené
spektrofotometricky enzymatickou metoédou. LDL, non HDL aindex LDL/HDL boli
kalkulované. Zaznamenali sme pokles TC, LDL a non HDL, ale takisto aj HDL. V zavere
mozeme zhodnotit’, Ze mesacny prijem EPA a DHA v davke 1,35 g mal pozitivne ucinky na
lipidovy profil v populdcii mladych l'udi najmad v skupine s patologickymi hodnotami
cholesterolu.

UvoD

Omega-3 mastné kyseliny st najhodnotnejsie z polynenasytenych mastnych kyselin (PNMK)
vyskytujucich sa v prirode. Ich ucinok je hypolipidemicky, protizapalovy, imunostimulacny,
antiagregacny, antiarytmogénny, kardioprotektivny, hypotenzivny a antiproliferativny.
Najviac prac je popisanych v suvislosti s kardiovaskularnymi ochoreniami (Mourek a kol.,
2007). KVO postihuju v poslednych rokoch coraz viac mladych l'udi a takisto stipa pocet
mladych Tudi s vysokymi hladinami celkového cholesterolu a LDL-cholesterolu.
Vysokogkolskti (VS) mladez negativne ovplyviuje zvy3ujici sa psychicky stres, nadmerna
konzumacia alkoholu, fajcenie, zla vyziva, nedostato¢nd telesna aktivita, ktora je dosledkom
ich spdsobu Zivota pocas niekol’koro¢ného VS Zivota (Jurkovidova a kol., 2010).

Cielom naSej prace bolo sledovat’ uc¢inok omega-3 PNMK (EPA a DHA) na celkovy
cholesterol (TC) a jeho zlozky (LDL, HDL) a markery KVO (non HDL a index LDL/HDL)
pocas mesacného prijmu v skupine klinicky zdravych mladych l'udi.

MATERIAL A METODIKA
Experimentu sa zucastnilo 124 Studentov, z toho 64 ucastnikov experimentdlnej skupiny
a 60 ucastnikov kontrolnej skupiny. Vekovy priemer ucastnikov bol 22,34+3,68. Experiment
bol schvaleny Etickou komisiou LF UPJS KE 28.3.2012. Suplementicia omega-3 PNMK
trvala 30 dni, davkovanie EPA a DHA bola 3x/deii. Mnozstvo dennej davky EPA a DHA bolo
1,35g. Pre suplementiciu ®-3 PNMK sme vybrali vyzivovy doplnok MaxiCor "70+20"
(FARMAX Slovakia a.s., Bratislava). Ucastnici experimentalnej skupiny chodievali na
odbery raz do tyzdiia, i€¢astnici kontrolnej skupiny na zaciatku a na konci experimentu.
Vysetrované lipidové parametre (TC, HDL) sme stanovili z krvného séra spektro-
fotometricky enzymatickou metdédou pomocou biochemického analyzatora COBAS MIRA
(Roche, Svajéiarsko). Standardy, kalibratory a kontrolné séra boli dodané cez BioVendor -
laboratorni medicina, a.s. (Brno, Ceska Republika). LDL, non HDL a pomer LDL/HDL sme
vypocitali podl'a vzorcov:

LDL

a) LDL = TC — (HDL + %) b) non HDL = TC-HDL ) pomer LDL/HDL = ==

Vysledky sme hodnotili metdodou deskriptivnej Statistiky pomocou Statistického testu Anova
jednovyberova. Vztahy medzi spojitymi premennymi a korelacné vzt'ahy sme hodnotili podl'a
Pearsona a medzi sledovanymi skupinami sme hodnotili Tukey testom, kde odli$né pismena
znamenaju $tatisticky vyznamné vztahy pri P<0,05. Statistické spracovanie vysledkov sme
robili pomocou programov Microsoft Office Excel 2007, SPSS wverzia 19,0
a MINITAB for Windows 11,21.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zacCiatku experimentu mali ucastnici kontrolnej skupiny vSetky hodnoty sledovanych
parametrov nizSie ako ucastnici experimentalnej skupiny. Sledovanim zmien v hladinach
jednotlivych zloziek cholesterolu v experimentélnej skupine (obr. 1, 2) sme v trefom tyzdni
zaznamenali Statisticky vyznamny pokles vSetkych sledovanych parametrov: TC o 19,48%,
LDL o0 23,71%, non HDL o 22,57% pri P<0,001, HDL o 13,82% pri P<0,01 a nesignifikantny
pokles LDL/HDL o 8,57%. V dalSich tyzdioch suplementicie hodnoty lipidovych
parametrov rastli v porovnani s tretim tyzdnom. Na konci suplementacie sme v porovnani s
prvym odberom zaznamenali nesignifikantny pokles TC o 6,92%, non HDL 0 4,92% a LDL o
5,73% a signifikantny pokles HDL o 11,11% pri P<0,05. Sledovanim rozdielov LDL/HDL
v experimentalnej skupine sme na konci suplementacie zistili jeho narast o 4,33% vplyvom
zvySenia hladiny LDL, ale aj poklesu HDL. V kontrolnej skupine sme zaznamenali pokles
HDL (o 5,51%) a nérast ostatnych lipidovych parametrov (TC o 0,76%, LDL o 4,85%, non
HDL o 3,80%, LDL/HDL o 12,22%) (obr. 1 a 2).
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Obr. 1 a 2: Lipidové parametre v experimentalnej (¢) a kontrolnej (k, kontr.) skupine

Na zaciatku experimentu 13 ucastnici experimentalnej skupiny mali zvySené hodnoty v 2 a
viac lipidovych parametrov. PocCas prijmu EPA a DHA sme sledovali nielen zmeny
lipidovych parametrov v celej skupine, ale aj jednotlivo v tzv. rizikovej skupine a porovnali
sme tuto skupinu s ostatnymi ucastnikmi experimentalnej skupiny (obr. 3 a 4). Na zaciatku
experimentu probandi s patologickymi hodnotami mali vysSie hodnoty vSetkych sledovanych
zloziek cholesterolu (TC 046,5%; HDL o 13,2%; non HDL o 64,4%, LDL o0 66,9%,
LDL/HDL o 53,81%). Prijmom omega-3 PNMK sme zaznamenali vyraznej$i pokles vSetkych
sledovanych parametrov v sledovanej skupine v porovnani s ostatnymi probandami.
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Obr. 3 a 4: Lipidové parametre v referencnej skupine (norma) a patologickej skupine (rizik.)

Najvyraznejsi pokles v skupine so zvySenymi lipidovymi parametrami bol v tretom tyzdni:
TC 041,4%, HDL 33,4%, non HDL 44,6%, LDL 46,7% a LDL/HDL o 16,4%). Rozdiely
lipidovych parametrov medzi fyziologickou a rizikovou skupinou boli minimalne o polovicu
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mensie ako na zaciatku experimentu s vynimkou HDL, kde vysSie hodnoty boli zaznamenané
v skupine s referencnymi hodnotami. Na konci prijmu omega-3 PNMK v porovnani s tretim
tyzdiiom mierne vzrastli hladiny cholesterolu, avsak boli vyrazne niz§ie v porovnani
s hodnotami na zaciatku experimentu. Hodnota HDL mierne réstla v porovnani s tretim
tyzdinom, teda sledujeme neskorsiu reakciu HDL na prijem omega-3 PNMK (obr. 3 a 4).
Vysledky viacerych experimentalnych, klinickych a epidemiologickych $tadii potvrdili
protektivne posobenie ®-3 PNMK na rozvoj a progresiu aterotrombotického procesu, ktory
stvisi so zmenami v lipidovom profile (Zak et al., 2011). Porovnanim $tadii sme zistili
rozdiely medzi naSou a inymi sledovanymi Stadiami (Harris a kol., 1997, Park, Harris, 2003,
Fedacko a kol., 2007, Vrablik, 2007, Simopoulos, 2008, Pella, 2009).

Hodnoty TC v nasej stadii klesali poc¢as prijmu ®w-3 MK v priemere o 11%. NaSe vysledky
v hladindch TC sme nemohli porovnat’ s ostatnymi Stadiami, pretoZe nesledovali zmenu
celkového cholesterolu, ale len jeho jednotlivé zlozky. Predpokladame, ze TC takisto
vyznamne klesal v priebehu suplementacie. Trend zostupu TC, ale aj non HDL a LDL
bol podobny v referencnej aj v rizikovej skupine s tym rozdielom, ze druhd spominana
skupina mala vyrazne vysSie hodnoty sledovanych parametrov.

Koncentracie HDL sa pocas suplementicie vyrazne nemenili, ale mierne klesali
v priemere o 12%. Pozorovanim rizikovej skupiny sme zaznamenali vyrazny pokles HDL
na rozdiel od referencnej skupiny. Prace inych autorov nezaznamenavaju véacsinou ziadne
zmeny alebo mierny narast hladin HDL (Harris a kol., 1997, Park, Harris, 2003, Fedacko a
kol., 2007, Vrablik, 2007, Simopoulos, 2008, Pella, 2009). Vrablik (2007) zaznamenal
protektivne zmeny hladin HDL suplementaciou DHA, nie EPA.

Hodnoty non HDL a LDL podla naSich zisteni klesali pocas prijmu -3 MK v priemere
o 11%, na rozdiel od inych §tadii, ktoré skor zaznamenavaji narast LDL, najmé u pacientov
so zavaznou hypertriacylglyceridémiou, avSak pri hodnotich non HDL takisto sledovali
niektori autori pokles v priemere o 14% (Fedacko a kol., 2007, Vrablik, 2007).

V nasej s$tadii sme pocas suplementacie zachytili pozitivne zmeny vo vsetkych zlozkach
cholesterolu s vynimkou HDL v celej experimentalnej skupine, avSak ovela vyraznejSie
zmeny boli v skupine s patologickymi hodnotami. Potvrdili sme, ze prijem ®-3 MK ma
vyznam aj v prevencii, no najmé u jedincov s rizikovymi lipidovymi hodnotami, ktoré mozu
v neskorSom veku iniciovat’ zavazné KVO.
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VPLYV PROADIFENU NA VYSLEDNU CYTOTOXICITU MITOXANTRONU V
BUNKACH DUDSKEJ PROMYELOCYTOVEJ LEUKEMIE
Hilovska L., Jendzelovsky R., Jendzelovska Z., Mikes J., Fedorocko P.
Katedra bunkovej bioldgie, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta
UPJS v Kosiciach

ABSTRAKT

Mnohopocetna liekova rezistencia (MDR) je ¢astym dovodom netispesnej chemoterapeutickej
liecby. Vznik MDR sa v mnohych pripadoch spaja so zvySenou expresiou a aktivitou
transportnych proteinov patriacich do rodiny ATP-dependentnych transportnych proteinov
(ABC transportéry). Latky schopné inhibicie ABC transportérov by mohli zlepsit' u¢innost’
terapie. Viaceré Studie poukazuji na chemosenzitiza¢nu schopnost’ nesteroidnych antiflogistik
v dosledku ovplyvnenia aktivity ABC transportérov. V tejto praci sme sa zamerali na Studium
kombinovaného uc¢inku inhibitora P450 monooxygenaz, proadifenu, na vyslednu cytotoxicitu
mitoxantronu (MTX) v bunkach T'udskej promyelocytovej leukémie (bunkova linia HL-60
citlivd na MTX a bunkova linia cBCRP so zvySenou expresiou ABCG2, rezistentna na MTX).
Vysledky viacerych analyz (MTT test, analyza externalizacie fosfatidylserinu, analyza zmien
mitochondridlneho membranového potencidlu a bunkového cyklu) naznacuju, ze 24 hod
predinkubécia buniek s proadifenom zvySovala citlivost oboch bunkovych linii voci
mitoxantronu, pricom tento efekt bol signifikantnejsi v pripade rezistentnej bunkovej linie. Na
zaklade tychto vysledkov je mozné predpokladat’, Ze proadifen by mohol ovplyvnit’ aktivitu
proteinu BCRP, avSak eSte st potrebné d’alSie Studie na odhalenie presného mechanizmu
zapojen¢ho do procesu proadifenom sprostredkovanej senzitizacie buniek voc¢i ucinku
mitoxantronu.

UvoD

Jednym z najzavaznejSich problémov pri chemoterapeutickej lieCbe a castym dovodom
neuspesnej terapie je znizujuca sa senzitivita nddorovych buniek voci aplikovanému liecivu,
¢o napokon vedie ku vzniku mnohopocetnej liekovej rezistencie (MDR). Jednym z
najvyznamnejSich mechanizmov zodpovednych za MDR je zniZenie intracelularnej
koncentracie lieCiva az na neucinnu hladinu prostrednictvom ATP-dependentnych
membranovych transportnych proteinov (ABC transportéry) (Tiirk a Szakacs, 2009).
Nesteroidné antiflogistikd (NSAIDs) st v klinickej praxi vyuzivané ako latky
s protizdpalovym, analgetickym a antipyretickym uc¢inkom. Svoje uplatnenie vSak maju aj
v protinadorovej liecbe (Hanif akol.,, 1996; Souza akol., 2000). NSAIDs su schopné
zvySovat’ citlivost’ nddorovych buniek voci antiproliferativnemu U¢inku chemoterapeutik
v dosledku zmeny aktivity ABC transportnych proteinov, ¢o napokon vedie k posilneniu
cytotoxického ucinku protinddorovych lieciv (Arico a kol., 2002; Zatelli a kol., 2007; Roy
akol., 2010). V tejto praci sme sa zamerali na analyzu vplyvu kombinované¢ho ucinku
NSAIDs (proadifen) a chemoterapeutika. Proadifen (SKF-525A) bol vybraty na zaklade
predchéadzajucich vysledkov ziskanych na nasom pracovisku (Jendzelovsky a kol., 2009).
Vychadzajic z tychto tdajov, najmd schopnosti proadifenu ovplyvnit’ transportéry BCRP a
MRPI1, bolo do experimentalnej schémy zahrnuté chemoterapeutikum mitoxantron (MTX).
MTX je bezne vyuzivané cytostatikum a taktieZ substrat viacerych transportnych proteinov,
najmd ABCG2 (BCRP).

MATERIAL A METODIKA

Bunkové linie. Bunkové linie 'udskej promyelocytovej leukémie HL-60 (ATCC) (citliva voci
MTX) a ¢cBCRP subklon (poskytol prof. Balazs Sarkadi, D.Sc., Vyskumny tstav bioldgie
membran, Budapest, Mad’arskd republika) (rezistentnd vo¢i MTX) boli nasadené do 96-
jamkovych kultivaénych platni¢iek (MTT) alebo 6-jamkovych kultivaénych platnic¢iek

35



(analyzy prietokovej cytometrie) a kultivované v kompletnom médiu RPMI 1640 doplnené 10
% FBS v inkubétore s 5 % CO, atmosférou pri 37°C a 95 % vlhkosti.

Test metabolickej aktivity buniek (MTT). 24 hod pred pridanim mitoxantronu, bol k bunkdm
pridany proadifen. Po uplynuti doby pdsobenia MTX (24 a 48 hod) bol k bunkam pridany
MTT, ktory je zivymi bunkami metabolizovany na nerozpustny fialovy formazan.
Metabolizacia MTT bola po 4 hod zastavena pridanim 10 % SDS. Nasledujuci deii bola
odmerana absorbancia (A=585) rozpusten¢ho formazanu pomocou spektrofluoroluminometra
FluorStar Optima. Programom CalcuSyn (Chou a Talalay, 1984) a na zédklade kombina¢ného
indexu bol stanoveny vplyv predinkubdcie buniek s proadifenom na uc¢inok mitoxantronu.
Analyza zmien mitochondrialneho membranového potencialu (MMP). Pre analyzy zmien
MMP boli bunky zozbierané 24 a 48 hod po pridani MTX, oplachnuté roztokom PBS, farbené
0,1 uM TMRE (tetrametylrodanim etyl ester) po dobu 30 min pri izbovej teplote. Vzorky boli
analyzované pomocou prietokového cytometra BD FACSCalibur.

Analyza externalizdcie fosfatidylserinu a viability. Bunky boli zozbierané v uz spominanych
casovych intervaloch, farbené s Annexin V-FITC po dobu 20 min pri izbovej teplote,
oplachnuté a nasledne farbené s propidium jodidom minimélne 5 min. Vzorky boli merané
prietokovym cytometrom BD FACSCalibur.

Analyza bunkového cyklu. Pre analyzy bunkového cyklu boli bunky zozbierané a fixované
v 70 % chladenom etanole po dobu minimalne 24 hod pri -20°C. Pred analyzou boli bunky
dvakrat premyté chladenym PBS a farbené 30 min Vindelovym roztokom s obsahom
propidium jodidu a RNazy. Vzorky boli analyzované pomocou prietokového cytometra BD
FACSCalibur.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Chemoterapia je dolezitou a Casto vyuzivanou lieCebnou metédou. Mnohé nadory su vsak
voci ucinkom protinadorovych lie€iv rezistentné. Vznik rezistencie sa najCastejSie spaja so
zvysenou expresiou a aktivitou ABC transportnych proteinov. Ich ¢innostou sa redukuje
intracelularna koncentricia lieCiva az na net¢innd hladinu. Inhibicia ich funkcie by mohla
znamenat' posilnenie cytotoxického ucinku protinadorovych lie¢iv. Vysledky dosiahnuté
v naSich laboratéridch poukazuju na nesteroidné antiflogistikum, proadifen, ako na d’alSiu
latku schopnu inhibovat’ aktivitu ABC transportérov (Jendzelovsky a kol., 2009). Na zaklade
tychto poznatkov je mozné predpokladat, Ze proadifen by mohol byt schopny potlacit
rezistenciu nddorovych buniek a zvysit’ u¢innost’ vybraného chemoterapeutika, mitoxantronu.
Mitoxantron sa bezne v klinickej praxi vyuZziva na lie€bu leukémii a v mnohych pripadoch st
vo¢i nemu nadorové bunky rezistentné. Cielom tejto Studie bola analyza vplyvu
predinkubacie buniek [l'udskej promeylocytovej leukémie s proadifenom na Uc¢inok
mitoxantronu a overenie hypotézy potlacenia rezistencie.

V prvom kroku experimentov sme sa zamerali na vyber koncentracii IC20 samotného
proadifenu a mitoxantronu pre obe bunkové linie (MTT test), priCom hodnoty IC20 ako pre
mitoxantron tak aj pre prodifen boli vyrazne vyssie v pripade rezistentnej bunkovej linie.

24 hod predinkubacia buniek s proadifenom zvysila cytotoxicitu mitoxantronu v pripade
oboch bunkovych linii, av§ak vyraznejSie zmeny sme pozorovali pri rezistentnom subklone
cBCRP. Pomocou programu CalcuSyn a na zaklade kombina¢ného indexu (Chou a Talalay,
1984) sme zistili, ze proadifen ma v pripade buniek HL-60 aditivny az synergicky ucinok,
pricom v pripade rezistentnej bunkovej linie je G¢inok vylucne synergicky. V d’alsich fazach
experimentov sme uskutoc¢nili analyzy pomocou prietokovej cytometrie. V pripade detekcie
depolarizacie mitochondridlneho membranového potenciadlu (MMP), samotny mitoxantron
zvysil percento buniek s depolarizovanou mitochondridlnou membranou v oboch bunkovych
liniach, avsak v pripade kombindacie proadifenu s mitoxantronom sme vyrazny narast percenta
buniek zaznamenali iba pri rezistentnych bunkéach. Pri kombinovanej terapii sme zaznamenali
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aj vyznamny narast subpopulécie apoptotickych a nekrotickych buniek v porovnani s u€inkom
samotného mitoxantronu, zatiall ¢o v bunkiach HL-60 doSlo iba k minimalnemu narastu
subpopuléacie nekrotickych buniek. Samotny mitoxantron vyvolal akumulaciu oboch
bunkovych linii v G2 faze bunkového cyklu, avSak predinkubacia rezistentnych buniek s
proadifenom zvratila tento stav a sposobila akumuldciu buniek v S faze. Ovplyvnenie
efektivity chemoterapie prostrednictvom proadifenu je malo preskiimané. Téato praca odhalila
schopnost’ proadifenu modulovat vysledni cytotoxicitu pouzitého chemoterapeutika. Na
zaklade tychto vysledkov je mozné predpokladat. Ze proadifen potenciuje wCinok
mitoxantronu a zvySuje jeho cytotoxicitu, avSak na odhalenie presného mechanizmu
zvySovania u¢inku chemoterapeutika posobenim proadifenu budu potrebné d’alSie analyzy.

Tdto praca bola podporovand Vedeckou grantovou agentirou MSVVaS SR a SAV ¢. VEGA
1/0626/11 a Nadaciou Vyskum rakoviny ¢. O-12-102/0001-00.
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EXPRESIA CHEMOKINOV PO IN VITRO APLIKACII PROBIOTICKYCH
KMENOV A SALMONELLA ENTERICA (SE147)
Husékova E., Kolesarova M., Levkutova M., Herich R., Spisdkova V., Levkut M.
Katedra patologickej anatomie a patologickej fiziologie, UVLF KoSice

ABSTRAKT

Cielom tejto Studie bolo sledovat’ ucinok vybranych probiotickych kmenov na hladinu
expresie zapalovych chemokinov K60 aMIP1B, v kultire perifémych krvnych
mononukledrnych buniek izolovanych z kurciat, po ovplyvneni S. enterica serovar Enteritidis
(SE147). Hladina expresie K60 a MIP1p bola stanovend metddou kvantitativnej real-time
PCR. Najvyssia expresia K60 a MIP1B nastala po 24h kultivacii v kultarach buniek
vystavenych posobeniu SE 147. Zvysena expresia chemokinov nastala aj v skupine SE147+F.
faecium AL41 po 48h kultivacii a taktiez v skupine obsahujucej E. faecium H31 po 24h
kultivacii. V skupine obsahujicej SE147+L. fermentum AD1 sme zaznamenali najvysSiu
expresiu K60 a MIP B po 24h kultivéacii.V porovnani s kontrolami, su dynamické zmeny
v expresii chemokinov reakciou na bakteridlnu infekciu S. enterica serovar Enteritidis
(SE147). Tieto vysledky naznacuju, Ze probiotické kmene ovplyviuju expresiu zapalovych
chemokinov MIP1B, K60 a maju potencidlnu ulohu v modulacii aktivacie imunitného
systému.

UvOD

Chemokiny predstavuju skupinu priblizne 50 malych peptidov, ktoré su G€innymi aktivatormi
a chemoatraktantmi leukocytov. Okrem ich ulohy v zapalovych a imunitnych reakciach
participuji na procesoch angiogenézy, hematopoézy a zvySuju antitumorové obranné
mechanizmy. S0 efektorovymi molekulami prirodzenej a ziskanej imunity. Indukuju
a koordinujii imunitn odpoved’ zameranu na Siroké spektrum patogénov (Swaggerty a kol.,
2008). Detekcia vtacich chemokinov je limitovana nedostatkom Specifickych protilatok, avSak
dostupnost’ ich génovych sekvencii umoziiuje kvantifikovat' hladinu expresie mRNA
vyuzitim kvantitativnej real-time RT-PCR metddy. Sucasné studie poukazuji na vysoku
citlivost RT-PCR metddy a schopnost’ kvantifikovat’ rozsiahle spektrum chemokinov (Beal
a kol., 2004; Smith a kol., 2005). MIP1f (macrophage inflammatory protein) a K60 st uc¢inné
atraktanty pre Thl CD4" lymfocyty amakrofigy aindukuji migraciu heterofilov
a lymfocytov (Mantovani a kol., 2003). Celkovo mozno konstatovat, ze charakter imunitnej
odpovede reprezentovany jednotlivymi bunkovymi populdciami, je Casovo regulovany proces
nadviazany na dynamiku produkcie chemokinov. Cielom naSej prace bolo sledovat vplyv
vybranych probiotickych kmetiov na expresiu zdpalovych chemokinov v kultire periférnych
krvnych mononuklearnych buniek, po ovplyvneni salmonelovou infekciou.

MATERIAL A METODIKA

Izolacia a kultivacia PMBC z periférnej krvi sliepok

Z klinicky zdravej hydiny bola krv odobratd z vena cutanea ulnaris do 1,5% EDTA,
nariedena pomocou PBS v pomere 1:2 a prenesend do skiimaviek s obsahom histopaqa-u
1077 (Sigma-Aldrich, UK). Po centrifugacii bol vzniknuty prstenec buniek preneseny do 1ml
PBS a 2-krat premyty pri 14000rpm S5Smin. [zolované bunky boli nasadené na 12-jamkovu
kultivaénu platni¢ku v poéte 1x10 buniek/mL a kultivované cez noc (39°C, 5% CO,)
v médiu RPMI 1640 obohatené¢ o 10mM HEPES a 10% bovinného fetdlneho séra. Po
kultivacii bolo do prislusnych jamiek pridané 200ul S. Enteritidis SE147 (poskytnuté: Doc.
Rychlik, VUVEL, Brno, Ceska republika) v poéte 1x10° CFU/ml a 200 pl probiotickych
kmenov: E. faecium AL41, E. faecium H31, L. fermentum ADI1 (poskytnuté: Dr. Laukova,
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IAP SAS, Kosice, Slovensko) v podte 1x10° CFU/ml. Po pridani baktérii boli PMBC
kultivované pocas 24 a 48 hodin.

Homogenizacia buniek PMBC a izoldcia RNA

Po uplynuti kultivacnej doby boli bunky odsaté a scentrifugované pri 12900 rpm Ilmin.
K vzniknutému peletu buniek bol pridany lyzaény pufer s obsahom [-merkaptoetanolu
(Qiagen, USA). K celobunkovému lyzatu bol pridany v pomere 1:1 70% etanol a celd zmes
bola homogenizovand pomocou vortex mixéra (Labnet, USA) Imin. Izolacia RNA sa
uskutoénila pouzitim RNAeasy mini kitu podla in§trukcii od vyrobcu (Qiagen, USA). Cistota
a vyslednd koncentracia RNA bola stanovena spektrofotometricky pomocou Nanodropu.
Ziskana RNA bola prepisana pouzitim Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific,UK). Vysledna cDNA bola 10x zriedena destilovanou vodou a pouzitd ako templat
pre RT-PCR.

Real-time PCR

Pomocou RT-PCR bola stanovena relativna expresia chemokinov K60 a MIP1f. Stupeni
expresie cielovych génov bol normovany voci 2 housekeepingovym génom: glyceraldehyd —
3-fosfat dehydrogendza (GAPDH) a ubikvitin (UB). Detekcia $pecifickych produktov RT-
PCR prebichala na CFX 96 Real time systéme (Bio-Rad, USA) pomocou Maxima SYBR
Green qPCR Master Mix (ThermoScientific, UK) podla preddefinovaného programu:
pociato¢na denaturdcia 15 minat pri 95°C a 45 cyklov: denaturdcia pri 95°C 20 sektnd,
anelacia pri 60°C 30 sekund, extenzia pri 72°C 30 sekund a findlna elongacia 72°C 10min.
Celkovy objem reakéného mixu bol 25 pl a pozostaval z 12,5 pl Supermix-u, 10 pl primerov
a 2,5 ul templatu cDNA.

Na Statisticka analyzu dat bola pouzitd jednocestna ANOVA, Bonferoniho test (GraphPad
InStat).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Bunkové kultury vystavené pdsobeniu S. enterica serovar Enteritidis SE147, vykazovali
najvyssiu expresiu prozapalovych chemokinov K60 a MIP1B po 24h kultivacii. AvsSak
v kultarach, ktoré obsahovali SE147 a E. faecium AL41 bola expresia K60 vyrazne znizena
po 24h kultivacii. Expresia MIP1B bola zvySena po 48h kultivacii po posobeni E. faecium
ALA41. Probioticky kmen E. faecium H31 pdsobil v smere znizenej expresiec K60 a MIP1f po
24h aj 48h kultivacii, v porovnani s kultirami so samotnou infekciou SE147. Najsilnejsi
stimula¢ny G¢inok na expresiu K60 a MIP1B mal probioticky kmen L. fermentum ADI, po
24h kultivacii.V sucasnosti sa viaceré Stadie zaoberaji ucinkami probiotik v imunitnej
odpovedi v priebehu réznych ochoreni. V naSej praci sme sledovali ucinky réznych
probiotickych kmetiov na imunologické mechanizmy v kultire periférnych krvnych
mononukledrnych buniek izolovanych z kurciat, po infekcii S. enterica serovar Enteritidis
SE147. Zhang akol. (2012) vo svojej praci sledovali in vitro uC€inky baktérii rodu
Lactobacillus na indukciu prozépalovych chemokinov. Podobné vysledky zaznamenal Amit-
Romach a kol. (2010), ktory poukézal na vyuzitie baktérii rodu Lactobacillus ako probiotik
v kontrole kolonizécie c¢revnymi patogénmi. NaSe vysledky naznacuju, Zze aplikacia
probiotického kmena L. fermentum AD1 poOsobi stimulacne na expresiu prozapalovych
chemokinov K60 a MIP1fB. Tato prozapalova odpoved je kItiCovym miestom v iniciacii
imunitnej odpovede hostitel'a na pritomnost’ patogénov. Tieto vysledky tiez naznacuju, ze
zvySena expresia chemokinov mdze mat’ klI'aiCovl tlohu v migracii buniek do miesta zapalu.
Probiotick¢é kmene zosilfiuji imunitny status hostitela prostrednictvom Specifickej
a neSpecifickej imunitnej odpovede.

Tato praca bola financovana prostrednictvom grantov VEGA: 1/0886/11, 1/0885/11,
1/0313/12 a KEGA: 008-4/2011.
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CITLIVOST GRAM-NEGATiVNYCH BAKTERIi ZO PSTROSOV A INYCH DRUHOV
HYDINY K ANTIMIKROBIALNYM SUBSTANCIAM
Imrichova, J., Kandri¢akova, A.
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat SAV, Soltésovej 4-6, 04001 Kosice, Slovenskd
republika

ABSTRAKT

V chovoch hydiny st zo skupiny Gram-negativnych baktérii ¢astymi povodcami ochoreni
koliformné baktérie, avSak zo zoonotického hladiska su to baktérie z rodu Campylobacter.
Nésledkom  ekologizacie  ZivociSnej  vyroby  postupne dochddza  k vyuzivaniu
antimikrobialnych latok prirodného charakteru vo vyzive zvierat. Jednou z moznosti st
enterociny (bakteriociny), latky bielkovinového charakteru s antimikrobidlnym ucinkom.
Cielom tejto Studie bolo detegovat Gram-negativne baktérie v truse vybranych druhov
hydiny so zameranim sa na kmene E. coli a Campylobacter spp. a testovat’ ich citlivost’
k antimikrobidlnym latkam (antibiotikdm a enterocinom-Ent). Vzorky trusu boli odobraté
zréznych druhov hydiny vratane pStrosov a spracované Standardnou mikrobiologickou
metddou. Izolované kolonie boli indentifikované MALDI-TOF spektrometrom; 75 kmenov
bolo taxonomicky priradenych k druhu E. coli, 26 k druhu C. jejuni a1l k druhu C. coli.
Izolaty boli oSetrené semi-purifikovanymi Ent (10) produkovanymi izolatmi Enterococcus
faecium rézneho povodu s koncentraciou (3200-51200 AU/ml). In vitro $tadia preukdzala
vysoké % inhibicie Gram-negativnych bakterii enterocinmi, ¢o predstavuje dobri viziu do
budticna v suvislosti s preventivnymi opatreniami v chovoch.

UVOD

Chov hydiny patri k efektivnym odvetviam zivociSnej vyroby a v suCasnosti sa Coraz viac
sustred’uje aj na menej tradi€né druhy tzv. potravinovych zvierat, akymi st napr. pstrosy. Tie
sa chovaju predovsetkym pre ich dieteticky hodnotné méso, avSak aj vysoko cenent kozu,
vajcia a d’alSie produkty. V chovoch hydiny sa ako najcastejSi neziaduci agens zo skupiny
Gram-negativnych baktérii uvadzaju predovSetkym koliformné baktérie najmd z rodu
Escherichia a zo zoonotického aspektu st to baktérie z rodu Campylobacter (EFSA, 2010;
Cooper, 2005). Hoci su to baktérie patriace k normalnej mikroflore traviaceho traktu, mnohé
ich kmene maju patogénne ucinky. Ked’ze cielom kazdého chovatela je udrziavanie zdravého
chovu a tym ziskavanie zdravych a bezpecnych potravin, cielom tejto Studie bolo poukazat
na alternativne moznosti eliminacie a/alebo prevencie pred infekciami spésobenymi tymito
druhmi baktérii. Ekologizacia zivocisnej vyroby totiz vedie k postupnému nahradzovaniu
syntetickych zloziek krmiv substanciami alebo produktmi tzv. naturdlneho teda prirodného
povodu. Zdrojom naturdlnych, bioaktivnych substancii s antimikrobidlnym u¢inkom mozu
byt okrem iného aj baktérie; bakteriocin-produkujice kmene baktérii st producentmi
bakteriocinov, latok proteinového charakteru s antimikrobidlnym u¢inkom. Enterociny (Ent)
su podkupinou bakteriocinov, ktoré su produkované niektorimi zastupcami rodu Enterococcus
(Franz a kol., 2007). Tie vd’aka ich antimikrobidlnym vlastnostiam, ale aj pre svoju stabilitu v
prostredi traviaceho traktu predstavujii moznost’ ako chranit’ chov pred rozsirenim ¢revného
ochorenia, ale predstavuju aj moznosti redukcie uz vzniknutych ochoreni (Laukova a kol.,
2004). Druhy baktérii testované v radmci tejto Stidie su zname dlhodobo sa zvySujucou
rezistenciou na rozne druhy antibiotik. Preto bolo cielom tejto prace detegovat Gram-
negativne baktérie v truse vybranych druhov hydiny so zameranim sa na kmene E. coli
a Campylobacter spp. a testovat’ ich citlivost’ ku Ent.

MATERIAL A METODIKA
Vzorky trusu boli odobraté od 140 pstrosov troch vekovych skupin a z nosnic, brojlerov a
kacic z domacich chovov. Odber vzoriek prebehol v stlade s predpismi Statnej veterinarnej
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a potravinovej spravy Slovenskej Republiky. Odobratych bolo 54 vzoriek trusu zo pstrosov a
24 vzoriek z domacich chovov. Vzorky boli spracované sStandardnou mikrobiologickou
zried'ovacou metddou (ISO) a inokulované na selektivne kultivacné média Mac Conkey agar
(Oxoid, Ltd, Basingstoke, Hampshire, England) a Cled agar (Oxoid, Ltd, Basingstoke,
Hampshire, England) pre urCenie poctu koliformnych baktérii a na Campylobacter agar base —
Karmali (Oxoid) pre zachyt baktérii Campylobacter-like. Izolované koliformné
a Campylobacter-like kolonie boli testované na puritu a postipené na identifikaciu s pouzitim
MALDI Biotyper™ identifikacného systému (Bruker Daltonics, USA), ktory bakteridlne
druhy rozliSuje na zéklade analyzy hmotnostnych spektier bielkovin. U identifikovanych
zastupcov rodov Escherichia a Campylobacter bola testovana citlivost/rezistencia na
antibiotika agarovou difiznou metdédou (CLSI, 2009) na TSY agare (Tryptikdza s6jovy bujon;
Becton & Dickinson) a PYG médium (Pepton-kvasnicné médium s glukézou) s pouzitim
antibiotickych diskov (s koncentraciou a Specifikaciou antibiotik bezne pouzivanych vo
veterindrnej praxi. Inhibi¢nd aktivita enterocinov voci izolovanym druhom baktérii bola
testovana kvantitativnou difuznou metodou podla De Vuysta a kol. (1996) pouzitim TSY
bujonu a BHI bujonu (Becton & Dickinson) pre kultivaciua 1,5 % a 0.7 % TSY a PYG agaru.
Inhibi¢na aktivita bola vyjadrena v Arbitrarnych jednotkdch na mililiter (AU/ml), ¢o
predstavuje najvyssie riedenie enterocinu, ktoré este spdsobuje inhibiciu rastu indikatorového
kmena. Pre $tidium bolo pouzitych 10 semi-purifikovanych enterocinov produkovanych
izolatmi Enterococcus faecium rdzneho pdvodu (Ent EM 41, Ent EM 42, Ent M, Ent 55, Ent
412, Ent 9296, Ent EK13, Ent 4231, Ent EF 131, Ent 2019), ktoré boli izolované na naSom
pracovisku. Aktivita enterocinov na rast Enterococcus avium EAS (zakladny indikator-citlivy
kmen z ciciaka, pozitivna kontrola) bola nasledovna a dand v jednotkach AU/ml: Ent 55 -
51 200; Ent EM 41 — 51 200, Ent 412 — 25 600, Ent 9296 — 25 600, Ent EK13 — 25 600, Ent
EM 42 - 25 600 AU/ml; Ent M - 6 400; Ent 4231 - 3 200; Ent EF 131 — 12 800; Ent 2019 — 51
200. Nasledne bola u kmenia E. coli 221/c sledovand kompetitivna aktivita. Pouzité boli 3
enterociny (Ent M, Ent EM 41, Ent 412). Pre kultivaciu indikatorového kmena bol pouzity
TSY bujon; kontrolnd i1 pokusna vzorka (KV, PV) boli inokulované 0,1 % preinokulom (18
hodinova bujénova kultara, EC 221/c). PV a KV boli nésledne kultivované vo vodnom kupeli
pretrepavanim pri 37°C po dobu 24 hodin. Pouzité enterociny boli pridané na zaciatku
kultivacie (PV1) a v logaritmickej faze rastu (PV2) kmena EC 221/c (3. hodina rastu). Vzorky
(1,5 ml), vratane nultej vzorky, boli odoberané kazdu hodinu pricom bola spektrofotometricky
pri ODgoo (Spekol 11, Carl Zeiss, Jena, Nemecko) odmerana ich optickd denzita a kazdé dve
hodiny boli sledované pocty bakteridlnych buniek (MacConkey agar, Becton & Dickinson).
Pocty prezivajucich buniek boli vyjadrené v KTJ/ml.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Koliformné kolonie (100) boli na zaklade identifikacného skore vyselektované a na testovanie
antimikrobialnej citlivosti bolo pouzitych 75 kmenov taxonomicky identifikovanych ako E.
coli; 41 hemolytickych a 34 kmenov hemolyzu netvorilo. Rovnakou metdédou boli stanovené
Campylobacter-like baktérie, u ktorych bola potvrdend identita Campylobacter jejuni (26)
a C. coli (1). Zachytené kmene baktérii boli d’alej pouzité ako indikatorové baktérie pre
testovanie citlivosti k antibiotikdm a inhibi¢nej aktivity enterocinov. K pouzitym antibiotikdm
boli kmene E. coli prevazne rezistentné. Kmene Campylobacter spp. boli na pouZité
antibiotika citlivé. V pripade kmenov E. coli bolo 32 kmeniov (43%) citlivych najmenej na 1
enterocin a rast 43 (57%) kmenov nebol ovplyvneny vdobec. Doposial’ s dostupné len
limitované poznatky o inhibi¢nych uc¢inkoch bakteriocinov produkovanych Gram-pozitivnymi
baktériami na rast Gram-negativnych baktérii. Vo vSeobecnosti totiZ bakteriociny viac
inhibuju rast Gram-pozitivnych baktérii. Izolované kmene E. coli zo pStrosov boli
najcitlivejSie na Ent 412 (E. faecium 412, izolat z trusu kona), ktory inhiboval z celkového
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poctu testovanych kmenov (75) rast 26 kmenov (35%); Ent 9296 (E. faecium 9296, izolat zo
silaze), inhiboval rast 26 kmenov (35%). Ent M (E. faecium AL41, enviromentalny izolat)
inhiboval rast 24 kmenov (32%). Ent EK13 produkovany enviromentalnym izolatom CCM
7419 a Ent 4231 produkovany kmetiom E. faecium CCM4231 rumindlneho povodu inhibovali
kazdy rast 22 kmetiov (29%). Inhibi¢ny u¢inok na rast 9 kmenov baktérii (12%) preukazal Ent
55 produkovany izolatom z hrvol'a kurCata. Izolaty zo pStrosa Ent EM 41, Ent EM 42
prejavovali pomerne vysoku aktivitu voci testovanym kmenom. Na ucinky Ent EM 41 bolo
citlivych 21 kmenov a 8 kmenov (11%) bolo citlivych na Ent EM 42. Aktivita enterocinov
bola najmenej 100 AU/ml. Kmene z rodu Campylobacter boli citlivé predovsetkym na u¢inok
Ent EF 131 (E. faecium EF 131, bobor) a Ent 9296. V pripade Ent EF 131 bol inhibovany rast
15 kmenov (55,5 %) a Ent 9296 spdsobil inhibiciu rastu 7 (25,9 %) kmenov baktérii. In vivo,
bola tendencia zniZzenia poctov kampylobakterov zaznamenana aj v modelovom experimente
a to po podavani Ent EM 41 (nepublikované udaje). V nasom in vitro testovani bol v pripade
Ent EM 41 zaznamenany inhibi¢ny u¢inok na 11,1 % kmenov. Tieto ¢iastkové vysledky teda
poukazuju na moznost’ ovplyviiovania rastu Campylobacter spp. baktérii enterocinmi, ¢o ma
vyznam najmd z hladiska prevencie. Opakovane sa nam aj v tejto Studii potvrdilo, Ze
efektivita enterocinu nestvisi so zdrojom kmena produkujuceho dany Ent. Nase vysledky uz
v minulych pracach preukazali inhibi¢ny 0€inok enterocinov na rast Gram-negativnych
koliformnych baktérii a to nielen v in vitro podmienkach (Laukova a kol., 1993), ale tiez v in
situ (Laukova a Turek, 2011) a v in vivo podmienkach napr. u kralikov (Szabdova a kol.,
2008). Aj ked’ su nase vysledky zatial’ preliminarne predstavuji dobrt viziu do buducna. V
studii je vSak potrebné d’alej pokraCovat a rozSirovat’ naSe poznatky o efektivite bakteriocinov
vo¢i kmenom E. coli a Campylobacter najmi tych, ktoré su rezistentné na komercne
pouzivané antibiotika.

Tato studia bola podporenda projektom VEGA 2/0002/11 Slovenskej vedeckej grantovej
agentury. Za spolupracu dakujem pani Margite Bodnarovej a RNDr. Katarine Dubikovej.
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EXPRESIA ADRENERGNYCH RECEPTOROV U PREIMPLANTACNYCH
EMBRYI KRALIKOV
Janstova Z.
Ustav fyziolgie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice, Slovenskd republika

ABSTRAKT

Aktivacia adrenergnych receptorov (po vdzbe ligandov — adrenalinu a noradrenalinu) ma
vplyv na mnohé fyziologické procesy, vratane embryogenézy. Uloha a expresia adrenergnych
receptorov v najskor§ich Stddiach embryondlneho vyvinu je vSak malo zndma a dostupné
informécie sa tykaju len mySacieho modelu. V tejto praci sme sa zamerali na Stidium expresie
adenoreceptorov v roznych Stadiach preimplantaéného vyvinu (oocyty, moruly a blastocysty)
kralikov. Vysledky RT-PCR analyzy potvrdili, ze Sest typov adenoreceptorov je
exprimovanych v niektorych Stadiach preimplantacného vyvinu embrya, priCom tri typy
adrenoreceptorov neboli detegované v ziadnom Stadiu.

UvoOD

Adrenalin a noradrenalin pdsobia ako neurotransmitery a hormény, pri¢om bola preukazana
vyznamna uloha tychto katecholaminov aj pri zékladnych vyvinovych procesoch ako su
embryogenéza a morfogenéza, kde sa podielaji na regulacii bunkovej proliferacie,
diferenciacie a migracie (Pendleton a kol., 1998; Weiss a kol., 1998; Herlenius a Lagercrantz,
2001). Adrenalin a noradrenalin aktivuju v bunkéch adrenergné receptory, ktoré patria do
skupiny receptorov  spojenych s G proteinmi. VSetky adenoreceptory predstavuju
heptahelikalne transmembranové proteiny s N- extracelularnym a C-intracelularnym koncom.
Sedem transmembranovych domén je navzajom prepojenych sluckami, ktoré maji vyznamnua
ulohu pri prenose signalu. Adenoreceptory sa rozdel'uji do troch typov: alfal (al), alfa2 (a2)
a beta (B), priCom kazdy typ zahfna tri podtypy: alA, alB, alD; a2A, a2B, a2C; B1, 32, B3
(Watson a Arkinstall, 1994; Kobilka, 2011).

MATERIAL A METODY

Izolacia krali¢ich (New Zealand White rabbit) oocytov a kultivacia embryi bola uskutocnena
Standardnymi technikami (Chrenek a kol., 2005) na pracovisku Centra vyskumu Zivocisnej
vyroby v Nitre.

Bioinformaticka analyza a dizajnovanie primérov

Pre Studium expresie transkriptov alfa 1 receptorov sme pouzili priméry navrhnuté¢ v praci
Piao a kol. (2000). Priméry pre d’alSie adenoreceptory sme dizajnovali pomocou programu
Primer 3, pricom sme pouzili nukleotidové sekvencie adrenergnych receptorov ulozené
v databaze GenBank. Pre dizajnovanie primérov na amplifikaciu transkriptov kralic¢ich beta
adrenergnych receptorov sme pouzili sekvencie vytvorené bioinformatickou analyzou
genomickych sekvencii (ulozené v GenBank). Pre krali¢i a2C adenoreceptor nebola doteraz
zverejnena ziadna sekvencia, preto sme pri dizajnovani pouzili nukleotidové sekvencie a2C
génu mysi, potkana a ¢loveka.

RT-PCR a analyza PCR produktov

Celkovi RNA sme ziskali extrakciou z 80-120 krali¢ich preimplantacnych embryi
a neoplodnenych oocytov. Ako pozitivhu kontrolu sme pouzili RNA izolovanu z kréli¢ich
tkaniv (srdce, peCeii, mozog). Izolacia RNA bola uskutocnend pomocou TRIzol reagent
(Invitrogen Life technologies, Karlsruhe, Nemecko). Kompelentarna c¢DNA bola
syntetizovand pomocou reverznej transkriptizy Superscript' @ III (Invitrogen Life
Technologies). Ako negativna kontrola bola pouzitd reakcia bez reverznej transkriptazy.
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Takto ziskani cDNA sme precistili elanolovou precipitdciou a pelet cDNA sme rozpustili
v 10 mM Tris (pH 8,3). Do PCR reakcie sme pridali 1 ul cDNA. PCR produkt sme detegovali
pomocou elektroforetickej analyzy na 2% agar6zovom géle. Na overenie totoZnosti sme
kazdy PCR produkt Stiepili s dvomi restrikénymi enzymami.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Expresiu adrenergnych receptorov u kralikov sme skumali v roéznych preimplantacnych
vyvinovych Stadidch (oocyty, moruly a blastocysty). Na detekciu sme pouzili RT-PCR,
pricom podmienky pre jednotlivé PCR reakcie boli optimalizované na tkanivach so znadmou
expresiou jednotlivych adrenoreceptorov. V pripade krali¢iecho a2C receptora, ktorého
nukleotidovd sekvencia nie je znama  sme dizajnovali priméry pomocou znamych
homologickych sekvencii inych cicavcov (mys, potkan, ¢lovek). Vysledky tejto prace ukazali,
Ze u oocytov a preimplantacnych embryi kralika dochadza k transkripcii génov adrenergnych
receptorov, pricom sme zaznamenali viacero profilov expresie. Transkripty niektorych
adenoreceptorov (02A, a2C, B1 a B2) boli pritomné vo vsetkych troch vyvinovych Stadiach.
Alfa 1A receptor bol exprimovany v blastocystach, ale nie v skorSich Stadiach. Naopak, a1B
receptor bol exprimovany v oocytoch, ale nie neskoér. Receptory alD, a2B a B3 sme
neidentifikovali v Ziadnych Stadiach (Tab.1).

Tab. 1 Expresia adrenergnych receptorov u kréalikov v r6znych preimplantacnych vyvinovych
Stadiach

alA olB aolD 02A 2B 02C i1 32 3
Oocyty ND D ND D ND D D D ND
Moruly ND ND ND D ND D D D ND
Bastocysty | D ND ND D ND D D D ND

D - detegovany, ND- nedetegovany

Tieto vysledky ukazuju, Ze expresia adrenergnych receptorov u oocytov a preimplantaénych
embryi nie je Specifikom mySaciecho modelu, ale mdéze byt vSeobecnou charakteristikou
cicavéieho preimplantaéného vyvinu. Zaujimavé je, Ze na rozdiel od mysi (Cikos a kol., 2005;
2007) u kréli¢ich preimplanta¢nych embryi st exprimované vSetky tri typy adenoreceptorov
(alfa 1, alfa 2 abeta), ¢o naznacuje mozné medzidruhové rozdiely v expresii jednotlivych
podtypov adrenergnych receptorov pocas preimplantacného vyvinu.

Aj ked’ fyziologicka uloha adrenergnych receptorov v preimplantacnom vyvine nie je znama,
predpokladd sa Ze tieto receptory by mohli mat urcitt ulohu za nevhodnych alebo
patologickych podmienok materského organizmu. Je zname, Ze v strese stipaju hladiny
katecholaminov v krvi, pricom adrenalin a néradrenalin boli detegované v tekutine vajcovodu
u kralikov a krav (Khatchadourian, 1987; Way, 2001). Vysledky niektorych experimentov
ukazuju, ze matersky stres moze vyznamne ovplyvnit’ tak vyvin oocytu, ako aj vyvin embrya
v najskorsich stadiach embryogenézy (Burkus 2013, Zhang 2011). Adrenergné receptory by
teda mohli hrat’ Glohu v sprostredkovani vplyvu materského stresu na oplodnenie oocytu,
preimplanta¢ny vyvin a implantaciu embrya do maternice.

Praca bola podporena grantami APVV-0815-11 a VEGA 2/0029/12.
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ODLISNY VPLYV HYPERICINU NA UCINOK MITOXANTRONU
V SENZITIVNYCH A REZISTENTNYCH LEUKEMICKYCH BUNKACH
Jendzelovska Z., Jendzelovsky R., Hil'ovska L., Mikes J., Fedorocko P.
Katedra bunkovej bioldgie, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta
UPJS v Kosiciach

ABSTRAKT

Castou pri¢inou zlyhania aplikovanej lie¢by su interakcie lie¢iv a prirodnych latok. Prave
mnozstvo rastlinnych metabolitov, ktoré su obsiahnuté v extraktoch z lieivych bylin, zvySuje
riziko vzniku negativnych liekovych interakcii. Napriek pocetnym vysledkom mnohych
experimentalnych a klinickych $tudii, informacii dodnes nie je dost’ a stale sa vynaraju d’alSie
pri¢iny komplikacii protinadorovej liecby. Cielom naSej prace bolo sledovat’ vplyv
hypericinu (HYP), jedného zo sekundarnych metabolitov [l'ubovnika bodkovaného
(Hypericum perforatum L.), na 0finky mitoxantronu (MTX) v bunkach Tludskej
promyelocytovej leukémie (HL-60, cBCRP). Vysledky viacerych analyz (MTT test, analyza
externalizacie fosfatidylserinu a viability, analyza zmien mitochondrialneho membréanového
potencialu) poukazuji na schopnost HYP zmiernit’ cytotoxicitu MTX v senzitivnych bunkach
HL-60. Opacny efekt sme zaznamenali v pripade rezistentnej bunkovej linie ¢cBCRP, kde
doslo vplyvom HYP k zoslabeniu rezistencie tychto buniek vo¢i MTX. Navyse, vyplyvajuc
z rozdielnej akumulacie HYP v bunkach a odliSnej Grovne expresie proteinu BCRP medzi
tymito bunkovymi liniami, mézeme predpokladat, ze HYP by mohol byt potencidlnym
substratom tejto transportnej pumpy. Dosiahnuté vysledky by mohli upozornit’ na riziko
sibezného wuzivania extraktov zlubovnika s cytostatikami a prispiet k odhaleniu
mechanizmov zodpovednych za vznik negativnych liekovych interakcii s lieCivymi bylinami.

UvoOD

Jednou z pric¢in zlyhania chemoterapeutickej liecby nadorov st liekové interakcie vznikajuce
v dosledku prijimania viacerych lieciv a xenobiotik. Tie su schopné ovplyvnit' niektoré
farmakokinetick¢ a farmakodynamické mechanizmy do takej miery, ze dochadza k
ovplyvneniu U¢inku samotného cytostatika. Je zndme, Ze aj mnoZstvo lieivych bylin a latok
v nich obsiahnutych, prispieva k vzniku liekovych interakcii. Napriek tomu, Ze tieto interakcie
modzu mat’ vyrazne negativny dopad na efektivitu viacerych lieCebnych postupov, stale viac
I'udi uziva produkty z liecivych rastlin spolu s predpisanymi lieckmi. Jednou z takychto bylin
je aj Tubovnik bodkovany (Hypericum perforatum L.), ktorého extrakty a pripravky sa vo
vysokej miere vyuzivaju ako antidepresiva. Biologicky aktivne metabolity obsiahnuté
v l'ubovniku st vSak schopné modulovat viaceré farmakokinetické mechanizmy,
predovsetkym metabolizmus (cytochrom P450 monooxygendzy) a transport lieciv (ABC
transportné proteiny) (Mueller a kol., 2006; Tian a kol., 2005). Vysledky z naSich laboratoérii
poukazuju na indukény potencial hypericinu (HYP), jedného zo sekundarnych metabolitov
I'ubovnika bodkovaného, voli expresii a aktivite ABC transportnych proteinov MRP1
a BCRP (JendZelovsky a kol., 2009). Toto zistenie by mohlo prispiet’ k odhaleniu negativnych
liekovych interakcii, ktoré by mohli byt zodpovedné za pripadné komplikacie v liecbe
nadorovych ochoreni. Vychadzajuc z predpokladu, ze HYP by mohol ovplyvnit 0¢inok
cytostatik prostrednictvom aktivacie ABC transportnych proteinov, bolo naSim cielom
analyzovat vplyv predinkubécie leukemickych buniek s HYP na t¢inok mitoxantronu (MTX)
— substratu ABC transportnej pumpy BCRP.

MATERIAL A METODIKA
Bunkove linie. Ako experimentdlny model boli pouzit¢é dve bunkové linie l'udskej
promyelocytovej leukémie. Bunkova linia HL-60 predstavuje liniu senzitivhu vo¢i MTX.
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Bunkova linia ¢cBCRP bola retrovirdlne transformovana génom ABCG?2 atak sa vdaka
nadmernej expresii transportného proteinu BCRP (ABCG2) vyznacuje zna¢nou rezistenciou
voc¢i danému cytostatiku. Bunky boli nasadzané do kultiva¢nych platni alebo Petriho misiek
a kultivované v médiu RPMI 1640 obohatenom o 10 % FBS po dobu 24 hod za definovanych
podmienok (37°C, 95 % vlhkost, 5 % CO,). Nasledne boli bunky vystavené vplyvu
xenobiotik a podrobené procediram podla experimentalnej schémy.

Analyza metabolickej aktivity buniek (MTT test). Bunky boli predinkubované s vybranymi
koncentraciami HYP (0,1 a 0,5 uM) po dobu 24 hod a nasledne k nim bol pridany MTX
(IC50). Po uplynuti doby pésobenia MTX (24 a 48 hod) bol k bunkam pridany MTT (3-(4,5-
dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid; 0,5 mg/ml), ktory je Zivymi bunkami
metabolizovany na nerozpustny fialovy formazén. Po 4 hod inkubécii bol na zastavenie
metabolizdcie MTT arozpustenie krystalického formazanu pridany 10 % roztok SDS
(dodecylsulfat sodny). Nasledujuci den bola pomocou spektrofluoroluminometra FluoStar
Optima odmerand absorbancia (A = 585 nm) rozpusteného formazéanu.

Analyza bunkového cyklu. Pre cytometricki analyzu bunkového cyklu boli bunky vystavené
posobeniu HYP (0,1 a 0,5 uM) a po tejto 24 hod predinkubécii bol pridany MTX (IC50).
Nasledne po uplynuti 6, 24 a 48 hod boli bunky zozbierané, oplachnuté v chladenom roztoku
PBS, fixované v chladenom 70 % etanole a uchované cez noc pri -20°C. Pred samotnou
analyzou boli fixované bunky dvakrat oplachnuté v chladenom roztoku PBS, resuspendované
vo farbiacom roztoku (0,1 % Triton X-100; 0,137 mg/ml ribonukledza A; 0,02 mg/ml
propidium jodid) ainkubované vtme po dobu 30 min pri izbovej teplote. Vzorky boli
analyzované pomocou prietokového cytometra BD FACSCalibur.

Analyza externalizacie fosfatidylserinu a viability. Bunky boli zozbierané 24 a 48 hod po
pridani MTX (IC50), ktorému predchadzala 24 hod predinkubacia s HYP (0,1 a 0,5 uM).
Nasledne boli bunky farbené s Annexin V-FITC v tme po dobu 20 min pri izbovej teplote,
oplachnuté a farbené s propidium jodidom (2 pg/ml) minimdlne 5 min. Vzorky boli
analyzované pomocou prietokového cytometra BD FACSCalibur.

Analyza zmien mitochondrialneho membranového potencidalu (MMP). Bunky boli zozbierané
v stlade s experimentdlnou schémou identickou s predosSlymi analyzami, oplachnuté
v roztoku PBS aresuspendované v roztoku HBSS. Bunky boli farbené¢ s 0,1 uM TMRE
(tetremetylrodamin etyl ester) vtme po dobu 30 min pri izbovej teplote. Vzorky boli
analyzované pomocou prietokového cytometra BD FACSCalibur.

Stanovenie obsahu hypericinu v bunkdach. Bunky HL-60 aj cBCRP boli inkubované v médiu
s HYP (0,1 a 0,5uM). Po 48 a 72 hod boli bunky zozbierané, oplachnuté roztokom PBS,
resuspendované v roztoku HBSS a pomocou prietokového cytometra BD FACSCalibur bola
merand fluorescencia HYP.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Liekové interakcie predstavuju v sucasnosti zavazny klinicky problém aj v protinddorovej
terapii. Mozu sa prejavit vyraznymi zmenami ucinkov lieCiv na organizmus, ktoré¢ su
Castokrat neziaduce. Pomerne casté su interakcie lieCiv s metabolitmi produkovanymi
roznymi lie€ivymi bylinami, medzi inymi aj lubovnikom bodkovanym (Hypericum
perforatum L.). Viacero experimentalnych a klinickych $tudii odhalilo a potvrdilo indukény
potencidl hyperforinu voc¢i niektorym cytochrom P450 monooxygendzam a transportnému
proteinu P-gp (Mueller a kol., 2006; Tian a kol., 2005). To malo za nasledok vyrazné znizenie
biologickej dostupnosti tych lieCiv, ktoré st substratmi danych metabolickych enzymov
a efluxnych pimp atym padom aj zlyhanie celého terapeutického pristupu. Vysledky
dosiahnuté v nasich laboratéridch vSak poukazuju aj na hypericin, ako na d’alsi biologicky
aktivny metabolit T'ubovnika bodkovaného, ktory je schopny indukovat aktivitu ABC
transportnych proteinov MRP1 a BCRP (JendZelovsky a kol., 2009). Okrem toho, Ze tieto
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transmembranové pumpy vyrazne vplyvaji na farmakokinetiku mnoZzstva cytostatik, spéjajua
sa aj so vznikom rezistencie nddorovych buniek voci Sirokému spektru lieciv. Na zaklade
spomenutych faktov je mozné predpokladat, Ze HYP by mohol byt schopny navodit
rezistenciu nadorovych buniek prostrednictvom aktivacie transportnych proteinov a tym
obmedzit’ G¢innost’ nasledne aplikovanych chemoterapeutik — substratov danych pump.
Cielom tejto Studie bolo analyzovat’ vplyv hypericinu na G¢inok MTX (substratu BCRP)
v T'udskych leukemickych bunkach, ktoré sa vyrazne lisia v senzitivite vo¢i MTX. Zistili sme,
ze nizke koncentracie HYP (0,1 a 0,5 pM) st schopné zmiernit,, respektive oddialit’ nastup
cytotoxického ucinku MTX v senzitivnych bunkdch HL-60. Aj ked HYP nedokazal zvratit
akumulaciu buniek v G2/M faze bunkového cyklu vyvolant MTX, zaznamenali sme
vyznamny narast metabolickej aktivity aredukciu subpopulacie mrtvych, nekrotickych
aj apoptotickych buniek. V pripade rezistentnej bunkovej linie cBCRP mal v§ak HYP opacny
efekt. Dosiahnuté vysledky odhalili vyznamny narast subpopuldcie apoptotickych aj
nekrotickych buniek v porovnani s pésobenim samotného MTX, mézeme teda konstatovat’, ze
HYP este potencioval jeho cytotoxicky ucinok. Tieto vysledky su zaujimavé aj z hladiska
obsahu HYP v bunkach. Kym v bunkidch HL-60 bol namerany markantny narast obsahu HYP,
jeho intracelularna hladina bola v bunkach ¢cBCRP niekol’kondsobne nizsia. To koreSponduje
s naSimi predoSlymi vysledkami (Jendzelovsky akol., 2009) a podporuje predpoklad, Ze
hypericin by mohol byt eliminovany z buniek prostrednictvom proteinu BCRP. Zaroven je
zaujimavé, Ze napriek jeho nizkym hladindm v bunkdch ¢BCRP, zosiliiuje tento rastlinny
metabolit cytotoxicitu MTX. Je mozné, ze HYP by potencidlne mohol do uritej miery
interagovat’ s proteinom BCRP a tym spomalit’ eflux MTX v tychto bunkach. Pre objasnenie
konkrétnych mechanizmov, ktoré by mohli byt zodpovedné za spomenuté zmeny odpovede
buniek na MTX, st vSak nevyhnutné d’alSie Stidie a analyzy. Predpokladdme, Ze vplyvom
HYP by mohlo dojst’ aj k modulécii d’alSich systémov a signalnych drah zodpovednych za
rezistenciu nadorovych buniek, kedZe t4 je znacne multifaktoridlna a uplatiiuje sa v nej
viacero mechanizmov.

Dosiahnuté vysledky by mohli prispiet’ k odhaleniu liekovych interakcii zodpovednych za
pripadné komplikacie v liecbe nadorovych aj inych ochoreni. Je dodlezité upozornit' na
extrakty z l'ubovnika bodkovaného, ked’ze ich dlhodobé uzivanie by nielen kvoli obsahu
hyperforinu, ale aj kvoli obsahu hypericinu, mohlo mat’ za nasledok ovplyvnenie ucinnosti
aplikovanej liecby.

Tato praca bola podporovand grantom poskytnutym Naddaciou Vyskum rakoviny ¢. O-12-
102/0001-00 a Vedeckou grantovou agenturou MSVVaS SR a SAV ¢. VEGA 1/0626/11.
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LAKTOBACILY, IZOLATY Z TRUSU BAZANTOV A ICH VLASTNOSTI
Kandri¢akova A.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Bazanta polovného (Phasianus colchicus) zaradujeme medzi mali pernati zver (do Celade
Phasianidae, do radu Galliformes, do rodu Phasianus). Bazanty sa chovaji hlavne pre
Sportovy lov, ale vyuzitie ma aj ich miso. Prioritou chovatel'ov je preto udrziavat dobry
zdravotny stav zvierat v chovoch. Dobry zdravotny stav zvierat a rozvoj imunitného systému
zavisi od beZznej Crevnej mikroflory. Sucast’ obligatnej mikroflory, o ktorej su u baZantov
nedostatocné informacie, tvoria aj kyselinu mlie¢nu produkujiuce baktérie. Najmi niektori
zastupcovia rodu Lactobacillus svojimi vlastnostami priaznivo ovplyviiuja intestindlny trakt
zvierat ¢i l'udi. Odobraté boli fekalne vzorky od 60 farmovych bazantov vo veku 16-17
tyzdilov. Zmesné vzorky trusu boli spracované Standardnou mikrobiologickou metodou
s naslednym vysiatim prisluSnych riedeni na MRS agar. Inkubované boli 48 h pri 37°C.
Nahodne odpichnuté kolonie boli identifikované systémom MALDI Biotyper™. Celkové
pocty laktobacilov dosahovali v priemere hodnotu 2.72 (log10) KTJ/g. Z 50 kmeniov boli 4
izolaty taxonomicky priradené do rodu Lactobacillus, k dvom druhom: Lactobacillus brevis a
L. plantarum. ldentifikacia tychto druhov bola potvrdend aj fenotypickymi vlastnostami
a produkciou enzymov. Priemernd hodnota kyseliny mlie¢nej dosiahla 3, 73 mmol/l
Laktobacily boli prevazne citlivé na testované antibiotikd. Aktivita antimikrobialnych
substancii produkovanych testovanymi kmefimi sa prejavila inhibiciou najmenej 2
indikatorovych kmenov zo 16 testovanych; inhibované boli prevazne kmene Listeria
monocytogenes a L. innocua. NajaktivnejSia bola substancia produkovana kmetiom LP13;
inhibovala 14 zo16 testovanych indikatorovych kmenov. Bakteriocin-like aktivita je jednym
z povzbudzujicich vysledkov pre nasledné testovanie a vyber vhodného kmeia pre aplikacné
klinické testovanie.

UvOoD

Chov bazZantov je zamerany hlavne na Sportovy lov, ale svoje vyuZitie méa aj baZantie méso,
ktoré je dodavané do restauracii ako kulinarska Specialita. Prvoradym zaujmom chovatel'ov je
preto zabezpecit’ zdravé chovy. Bazanty radime do triedy vtaky (4ves), podtriedy pravé vtaky
(Neornithes), rad hrabavce (Galliformes), ¢elad’ bazantovité (Phasianidae), rod bazant
(Phasianus), druh bazant polovny (Phasianus colchicus). Rizikéa vyskytu ochoreni v chovoch
bazantov st vysoké hlavne u mlad’at v ¢ase ich vypustania do vol'ného reviru. Délezitu tilohu
v rozvoji imunitného systému ma bezna ¢revnd mikroflora. Z hladiska popisu bakteridlneho
zloZenia ¢i osidlenia bazantov existuju doposial’ len ve'mi obmedzené a nepostacujice
informdcie. Dominujucou mikroflérou su kyselinu mlie¢nu produkujice baktérie (KMPB)
ako napr. bifidobaktérie, peptokoky a streptokoky vratane enterokokov, ale aj bacily (Shulin a
Xiuli, 1998). Stcastou beZnej crevnej mikroflory st samozrejme aj laktobacily taktiez
patriace medzi kyselinu mlie¢nu produkujuce baktérie. Niektori zéastupcovia rodu
Lactobacillus (Bergeys Manual, 2009) st odolni vo¢i nizkemu pH a zI€ovym soliam a maji
priaznivy ucinok na intestinalny trakt zvierat a l'udi (Strompfova a kol., 2005; Strompfova
a kol., 2006; Jahreis a kol., 2002). Doposial je k dispozicii len malo informéacii o mikroflore
bazantov; a prave pre vyssie uvedené schopnosti laktobacilov sme sa v tejto praci zamerali na
ich vyskyt, izolaciu a vlastnosti.

MATERIAL A METODIKA
Vzorky trusu boli odobraté od 60 farmovych bazantov z bazantnice na zdpadnom Slovensku.
Bazanty boli kfmené zmesou BZ3 pre odchov bazantov a mali pristup ku vode ad libitum.
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Boli umiestnené vo voliérach s volnym pohybom. Vek bazantov sa pohyboval od 16 do 17
tyzdiiov. Odber vzoriek bol vstlade s veterinarnymi predpismi ako ajso sthlasom
prevadzkovatela. Zmesné vzorky trusu boli spracované Standardnou mikrobiologickou
metddou (riedenia v Ringerovom roztoku) a prislusné riedenia boli nasledne vysievané na
MRS agar pre zachyt laktobacilov (De Man-Rogosa-Sharpe bujon s 1,5% pridavkom agaru,
Merck, Nemecko, ISO 15214). Média boli kultivované 48 hodin pri 37°C. Bakterialne pocty
boli vyjadrené v kolonie tvornych jednotkach na g (logl0, KTJ/g). Nahodne odpichnuté
kolonie boli skontrolované na puritu a identifikované systémom MALDI Biotyper™ (Bruker
Daltonics, USA), pricom lyzaty bakteridlnych buniek boli pripravené podla inStrukcii
vyrobcu (Bruker Daltonics, 2008). Fenotypové vlastnosti boli potvrdené pomocou BBL
Crystal Anaerobe testov (Beckton a Dickinson, Cockeysville, USA). U vybranych izolatov
bola spektrofotometricky vyhodnotend produkcia kyseliny mlieénej (mmol/l); k blizSej
diagnostike sme pouzili aj API-ZYM testy pre stanovenie enzymatickej aktivity (BioMérieux,
France). Citlivost’ na antibiotikd bola otestovana diskovou difiznou metédou (EFSA, 2012) a
produkcia antimikrobialnych substancii kvantitativnou metédou podla Skalku (1983). Dalsie
probiotické vlastnosti su v procese testovania.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Laktobacily patria do oddelenia Firmicutes, triedy Bacilli, radu Lactobacillales, celade
Lactobacillaceae (Bergyes Manudl, 2009). Celkové pocty laktobacilov v truse baZantov
dosahovali v priemere hodnotu 2.72 (logl0) KTJ/g. Tieto pocty boli podobné ako aj u ingj
hydiny (Marcinakova, 2006). Z 50 izolatov KMPB boli 4 izolaty taxonomicky zaradené
do rodu Lactobacillus; 2 kmene boli priradené k druhu Lactobacillus brevis a2 kmene
kdruhu L. plantarum, svysokym identifikacnym skore vramci ich taxonomickej
identifikacie: Lactobacillus brevis LB 11- 2, 401; Lactobacillus brevis LB12- 2, 383; L.
plantarum LP 13- 2, 292; L. plantarum LP 14- 2, 104. Fenotypicka identifikacia (tvorba NH3
z argininu a fermentacia disacharidov) potvrdila taxonomické zaradenie izolatov (Bergyes
Manudl, 2009). Najma L. plantarum patri ku najcastejSie detegovanym druhom v réznych
prostrediach, traviaci trakt zivo¢ichov nevynimajuc (Nemcova, 1997). Hodnoty produkcie
kyseliny mliecnej sa pohybovali v rozmedzi od 2, 82 do 4, 865 mmol/l; priemernd hodnota
bola 3, 73 mmol/l, ¢o je typické pre homofermentativne laktobacily. Enzymy f-
glukuronidaza, B-glukozidaza, ktoré si neziaduce pre probiotické vyuZitie kmeniov boli u
LP13, LP14 a LB12 negativne, preto kmene LP13, LP14 a LB12 su podstipené na testovanie
dal§ich vlastnosti vratane probiotickych. Identifikované laktobacily boli citlivé na
erytromycin,  rifampicin, chloramfenikol a tetracyklin. U kmenov LB12, LP13 bola
preukdzand rezistencia na vankomycin akanamycin, ¢o je u laktobacilov cCastym
diagnostickym znakom (Swenson a kol., 1990). Kmen LP14 bol aj gentamicin rezistentny.
Aktivita antimikrobialnych substancii produkovanych testovanymi kmenimi sa prejavila
inhibiciou najmenej 2 indikatorovych kmenov zo 16 testovanych; inhibované boli prevazne L.
monocytogenes a L. innocua. NajaktivnejSia bola substancia produkovana kmetiom LP13,
ktord inhibovala 14 zo 16 testovanych indikatorovych kmenov. Najmid oznaCovana
bakteriocin-like aktivita je jednym z povzbudzujicich vysledkov pre nasledné testovanie
a vyber vhodného kmena pre aplikacné klinické testovanie.

Praca bola podporend projektom VEGA No. 2/0002/11. Dakujeme za pomoc pri priprave
meédii pani Margite Bodnarovej a za asistenciu pri Maldi Biotyperi RNDr. Katke Dubikovej.
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ULOHA SOD-2 V CITLIVOSTI ADENOKARCINOMOVYCH MCF-7 BUNIEK NA
FOTODYNAMICKU TERAPIU HYPERICINOM
’ Kimakova P.l, Solar P.l, Ferenc P.
! Ustav Biologickych a Ekologickych vied, Prirodovedeckd Fakulta, Univerzita P. J. Safdrika,
Kosice
? Ustav Biolégie, Fakulta Humanitnych a Prirodnych vied, Presovskd Univerzita, Presov

ABSTRAKT

V tejto stidii sme sa zamerali na otestovanie antioxida¢nych systémov v MCF-7 a MDA-MB-
231 bunkdch, pricom sme svoju pozornost’ upriamili na zmeny v aktivite a expresii superoxid
dismutazy-2 (SOD-2). Cielom bolo zistit’ ¢i zmeny SOD-2 vedu k tomu, Zze bunky MCF-7 sa
dokazu rychlejsSie vysporiadat’ s intracelularnou hladinou reaktivnych druhov kyslika (ROS),
¢o vedie k eliminacii poSkodenia MCF-7 buniek v skorych casovych intervaloch po
fotodynamickej terapii (PDT) s hypericinom (PDT-HY) a ¢i tento mechanizmus moze byt
moznou pri¢inou rezistencie tejto bunkovej linie na PDT-HY v porovnani s bunkami MDA-
MB-231, ktoré vykazuju vyssiu citlivost’ na tto terapiu. Na otestovanie aktivity SOD-2 sme
pouzili kit pre stanovenie aktivity tohto enzymu. Zmeny hladin mRNA SOD-2 sme
analyzovali pomocou Real-Time PCR detekéného systému. Narast resp. pokles intracelularnej
hladiny ROS bol detekovany pomocou prietokového cytometra. V bunkdch MCF-7 sme 3
hod. po PDT zaznamenali pokles ROS na rozdiel od bunieck MDA-MB-231, za ¢im stoji
zvySena aktivita SOD-2, ktora zodpoveda za rychlejsi pokles intracelularnej hladiny ROS.
Zvysena aktivita SOD-2 rovnako korelovala aj s narastom hladiny mRNA tohto génu a to aj
za podmienok tmy. Inhibitor SOD-2 — 2-metoxyestradiol (2ME) viedol ku zvyseniu expresie,
avSak kombinacia s PDT-HY viedla k poklesu expresie SOD-2 na troven kontroly.

UvoD

PDT je vsucasnosti jednou znajmodernejSich alternativnych terapeutickych metdd
pouzivanych v liecbe solidnych nadorov aj nemalignych 1€zii (Allison a kol., 2001). Princip
tejto metody spodiva v aktivacii fotosenzibilizatora (FS) svetlom prisluinej vinovej dizky
(600-800nm). Protinddorovy ucinok je vysledkom akumulacie FS v deliacich sa nadorovych
bunkach, priameho cytotoxického ucinku ROS a posSkodenia ciev zdsobujucich bunky
zivinami a kyslikom (Dougherty a kol., 1998). Za fyziologickych podmienok, antioxidacné
obranné systémy prekondvaji potencidlny toxicky uc¢inok ROS intracelularnou SOD,
kataldzou a glutation peroxidazou (Demple a kol., 1994). Rovnovdha medzi ROS
a antioxida¢nou ochranou je rozhodujica pre zivotaschopnost’ buniek. Nadorové bunky vSak
maju nedostatok antioxida¢nych obrannych systémov, o odraza ich vysoku citlivost’ k ROS
(Fang a kol., 2009).

MATERIAL A METODIKA

Bunkové¢ linie: V experimente sme pouzili I'udské nddorové bunkové linie MDA-MB-231
a MCF-7 pévodom z mamarneho adenokarcinomu, ktoré sme ziskali z Biofyzikéalneho ustavu,
Ceskej Akadémie Vied, Ceska republika.

Reagencie: V nasej Studii sme pouzili ako fotosenzibilizator HY (Applichem, Darmstad,
Nemecko) a ako inhibitor SOD-2 bol pouzity 2ME (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko).

Stanovenie hladiny ROS: Intracelularna hladina ROS bola analyzovand prietokovym
cytometrom BD FACS Calibur v FL-1 kanaly pouzitim fluorescencnej proby dihydrorodamin
123.
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Stanovanie aktivity SOD-2: Aktivita SOD-2 bola stanovena pomocou kitu na meranie aktivity
tohto enzymu (Biovision). Absorbancia bola merana pri vinovej dlzke 450nm pomocou
pristroja Fluostar Optima.

Real-Time PCR: Celkovu vyizolovani RNA sme pouzitim reverznej transkriptdzy prepisali
do cDNA atd bola analyzovand pomocou Real-Time PCR detekéného systému (iCycler iQ,
Bio-Rad). Expresia SOD-2 génu bola normalizovana voci expresii B-aktinu (SOD-2/ B-aktin).
Vysledky boli vyhodnotené na zdklade porovnania s kontrolou a st prezentované ako priemer
+ SD troch nezavislych experimentov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Testovanim intracelularnej hladiny ROS v bunkdch MCF-7 a MDA-MB-231 po PDT-HY
sme uz 1 hod. po aplikacii zaznamenali zvySenie produkcie ROS v oboch bunkovych linidch.
V case 3 hod. po PDT v bunkdch MCF-7 doslo k poklesu hladiny ROS, zatial’ ¢o v bunkach
MDA-MB-231 zostali hladiny ROS zvysené (Graf 1.)
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Graf 1: Vplyv PDT s hypericinon (PDT-HY) na tvorbu reaktivnych produktov kyslika v bunkovych liniach MCF-7 (A) a MDA-MB-231
(B) 1 a 3 hod. po PDT. Statisticky vyznamné rozdiely PDT-HY oproti kontrole (K) st vyznagené symbolom x (p<0,05) a rozdiely PDT-HY
3 hod. oproti PDT-HY 1 hod. st vyznac¢ené symbolom o (p<0,05).

Za tymto javom stoji zvySena aktivita SOD-2, ktord bola v pripade bunkovej linie MCF-7
vyraznejSia uz 1 hod. po PDT, zatial’ ¢o v pripade bunieck MDA-MB-231 bol pozorovany len
mierny narast aktivity tohto enzymu (Graf 2.). Podobny efekt bol pozorovany uz aj v pripade
ionizujiceho ziarenia (Golab a kol.,, 2003). Vyssia aktivita SOD-2 je pravdepodobne
zodpovedna za rychlejsi pokles ROS uz v kratkom case po PDT, ¢im sa eliminuje poSkodenie
buniek, o moze byt na druhej strane aj moznou pri¢inou rezistencie MCF-7 buniek na

terapiu PDT-HY.
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Graf 2.: Vplyv PDT s hypericinom (PDT-HY) a nefotoaktivovaného hypericinu (HY) na aktivitu mitochondriélnej superoxid dismutazy 2
(SOD-2) v bunkovych liniach MCF-7 (A) a MDA-MB-231 (B). Statisticky vyznamné rozdiely PDT-HY oproti kontrole (K) s vyznacené
symbolom x (p<0,05).

Je zaujimavé, ze v pripade MCF-7 buniek bola zvySena aktivita SOD-2 spojend aj s narastom
expresie génu SOD-2 ato nie ako vysledok fotoaktivacie HY, resp. PDT, ale ako ucinok
posobenia HY v podmienkach tmy (Graf 3.).
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Graf 3.: Vplyv PDT s hypericinom (PDT-HY) a nefotoaktivovaného hypericinu (HY) na zmenu hladiny mRNA superoxid dismutazy 2
(SOD-2) v bunkovych liniach MCF-7 (A) a MDA-MB-231 (B). Statisticky vyznamné rozdiely PDT-HY oproti kontrole (K) su vyznacené
symbolom x (p<0,05).

Ulohu SOD-2 v rezistencii MCF-7 buniek na PDT-HY sme sa rozhodli otestovat’ aj pouZitim
2ME - inhibitora SOD-2. Paradoxne vSak 2ME taktiez zvysil expresiu SOD-2, no na druhe;j
strane, kombinacia terapii PDT-HY a 2ME znizila expresiu génu SOD-2 na uroven kontroly
(Graf 4.). Ug¢inok kombinicie PDT-HY a2ME sa prejavil aj na vyraznom poklese
proliferacnej schopnosti MCF-7 buniek a zaroven aj na zvySeni citlivosti tychto buniek na
PDT-HY.
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Graf 4.: Vplyv 2-metoxyestradiolu (2ME), PDT s hypericinom (PDT-HY) resp. ich kombinacie (PDT-HY+2ME) na zmenu hladiny mRNA
superoxid dismutazy 2 (SOD-2) v bunkovej linii MCF-7. Statisticky vyznamné rozdiely 2-ME a PDT-HY oproti kontrole (K) st vyznagené
symbolom x (p<0,05).

Tato praca bola podporena Slovenskou Agenturou pre Vyskum a Rozvoj prostrednictvom
grantu ¢ APVV-0040-10 a Vedeckou Grantovou Agentiirou Minesterstva Skolstva Slovenskej
Republiky prostrednictvom grantu ¢. VEGA 1/0733/12.
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EXPRESIA PCNA U NMU- INDUKOVANYCH NADOROV MLIECNEJ ZI'AZY
U POTKANOV: KORELACIA S MITOTICKYM INDEXOM A HISTOLOGICKYM
OBRAZOM
Kissova V., Sevéikova Z., Revajova, V.

Ustav patologickej anatéomie, UVLF, Kosice
Katedra patologickej anatomie a fyziologie

ABSTRAKT

Ciel'om nasSej prace bola detekcia expresie PCNA v NMU - indukovanych nadoroch mliecne;j
expresia PCNA bola pozorovana v pripade solidneho karcinému, o ktorom je zname, Ze aj
napriek malignej histopatologii sa nador z hl'adiska klinického Casto sprdva ako benigny.
NajvysSie hodnoty boli zaznamenané u nekrotizujucich adenokarcindémov. Nekréza je
regresivny proces detegovany u rychlo rastucich naddorov a jeho vyskyt je spojeny s horSou
prognézou onemocnenia. Praca preukdzala koreldciu medzi histologicky detegovanymi typmi
experimentalne indukovanych malignych nadorov mlie¢nej Zl'azy u potkanov, ich mitotickou
a PCNA aktivitou.

UvoOD

Nédor mlie¢nej zl'azy je komplexné genetické ochorenie charakterizované kumulaciou mnohych
molekularnych zmien (Chan a kol. 2005). Stidie vykonané na experimentalnych zvieracich
modeloch preukézali, ze je to komplexny viacstupiiovy proces, ktory moze byt’ vyvolany bud’
chemikaliami, ziarenim, virusmi alebo genetickymi faktormi (Russo a Russo, 2000). NMU
(N-Nitroso-N-methylurea) je vysoko Specificky karcinogén pre vyvolanie nddorov mlie¢ne;j
zlazy (Perse a kol. 2008). Reakcia je maximalna vtedy, ked’ je karcinogén podany mladym,
pohlavne nezrelym nekastrovanym zvieratam, u ktorych je mlie¢na Zl'aza nediferencovana
a vysoko proliferujica (Russo a Russo, 1998). Urcenie stupnia diferenciacie patri medzi
zékladné klasifikacné metédy, vramci ktorej je okrem zakladnej diagnozy
uréena proliferacna aktivita naddorovych buniek. Proliferacia je jednym zo zakladnych
parametrov, ktory je stanovovany u nadorov v stvislosti s ur€enim stupiia ich invazivnosti a
rastu. Okrem mitotického indexu je stanovovany hlavne protein PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) (Madewell, 2001). Cielom nasej prace je detekcia expresie PCNA u NMU-
indukovanych nadorov mliecnej Zlazy u potkanov a jej korelacia s mitotickym indexom
a histologickym obrazom

MATERIAL A METODIKA

Zvierata

V pokuse boli poZzité samice potkanov plemena Sprague-Dawley (SD) vo veku 5 tyzdinov
(ANLARB s.r.0. Praha, Ceska republika). Po tyzdni v karanténe boli drzané vo zverinci Ustavu
patologickej anatémie (UPA) UVLF pri $tandardnych podmienkach (21-23°C, pri vlhkosti
vzduchu 50+10% a pri riadenom 12 hodinovom svetelnom rezime ). Potkany boli umiestnené
v pevnych plastovych nadobach shoblinami po dvoch, pricom jeden bol oznaceny
vodovzdornym perom na chvoste. Prijem krmiva (komeréna zmes MP-0S-06, Misko P., Snina,
SR) a tekutiny bol zabezpeceny ad libitum pocas celého pokusu.

Experiment

NMU (N-Nitroso-N-methylurea, Sigma Aldrich Chemical Company, St. Lois, MO, USA) bol
rozpusteny vo fyziologickom roztoku. Na 42. a 49. deni bol pokusnym zvieratdm podany 1i. p.
(0,5ml / zviera) v davke 50 mg/kg /z. h., 15 minat po priprave. Po 16 tyzdioch boli na
histologické a imunohistochemické vySetrenia odobraté vzorky (z kontrolnej skupiny 2 ks,
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zpokusnej 10 ks) ovelkosti lem’ a fixované v 10% roztoku formalinu po dobu 48 hod,
nasledne spracované beznou technikou zaliatim do parafinu a ofarbené hematoxylin eozinom.
Na detekciu expresiec PCNA bol pouzity komerény kit Dako ARK™ (Animal Research Kit).
Mikroskopické vySetrenia boli uskutonené svetelnym mikroskopom Nikon Labophot 2
(Nikon, Japan). Program NIS-Elements Advanced Research 3.0 Programme (komercny
program) bol pouzity pre kvantifikéciu mitotickych obrazcov a PCNA pozitivnych buniek. Pri
zviacSeni 40x bolo ndhodne vybranych Sest’ poli, ktoré predstavovali plochu kalibrovanej
okularovej mriezky LTD 0,25 mm2 IdxGrD (Ch. Grépl Electronmikroskopy, UK). Pocet
buniek s pozitivnou reakciou proti PCNA bol vyjadreny percentualne ako PCNA index, a to
pomerom medzi celkovym poctom buniek a po¢tom PCNA pozitivnych buniek. Merané
zakladné data expresie PCNA boli aj Statisticky vyhodnotené jednocestnym ANOVA testom.
Pre porovnanie Statistickych rozdielov medzi pokusnymi a kontrolnymi skupinami bol
pouzity post hoc Tukey test.

VYSLEDKY A DISKUSIA

hodnoty boli zaznamenané u solidneho karcindému, naopak najvysSie u nekrotizujiicich
adenokarcindmov a u jedného infiltrujuceho adenokarcindému.

Pri Statistickom vyhodnocovani poctov PCNA pozitivnych buniek v histologickych
preparatoch bolo zistené, ze k signifikantnym rozdielom v porovnani s kontrolami vzorkami
doslo v pripade vSetkych vzniknutych nadorov (P<0,001) avSak v pripade solidnych
karcindmov boli rozdiely menej vyrazné (P<0,01).

Tabulka 1. PCNA index a mitotickd aktivita v NMU experimentalne vyvolanych nadoroch
mlie¢nej zl'azy potkanov.

Histologicka diagndéza Pocet | PCNA index (%)
mitoz
Cysticky papiloformny adenokarcindm 10 61,7
Papilarny adenokarcinbm 5 32,7
Papiloformny miestami cysticky adenokarciném 5 42,9
Nekrotizujlci cysticky adenokarciném 12 60,3
Infiltrujtci cysticky adenokarciném 16 52,8
Nekrotizujuci, infiltrujici cysticky papiloformny 18 49,78
adenokarcinom
Dobre ohrani¢eny solidny karcinom 4 23,3
Infiltrujuci cysticky adenokarcinbm 11 53,4
Cysticky adenokarcindm 6 32,6
Nekrotizujlci adenokaricnom 25 80,5
Kontrola - 11,3
Kontrola - 5,5

Tato praca preukazala korelaciu medzi histologicky detegovanymi typmi experimentalne
indukovanych malignych nadorov mlie¢nej Zl'azy u potkanov, ich mitotickou a PCNA
aktivitou.

Najnizsi PCNA index ako aj Statisticky najmenej vyrazné rozdiely boli pozorované v pripade
solidneho karcindému, o ktorom je zname, Zze aj napriek malignej histopatologii sa nador
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z hl'adiska klinického Casto sprava ako benigny. Téato skuto¢nost’ je pravdepodobne sposobena
suvislou stratou neoplastickych buniek apoptéozou (Goldschmidt a Shofer, 1992). Navyssia
mitoticka aktivita a PCNA index boli zaznamenan¢ u jedného infiltrujuceho a nekrotizujiacich
adenokarcinomov. Pocas posledného Stadia tzv. vaskularnej fidzy rastu nadorov dochadza
velmi cCasto k alteracii nadorového tkaniva. Jeho cievny systém moze byt znacne
dezorganizovany, bizardnych tvarov, ¢o vedie k spomaleniu cirkulacie krvi. Vd’aka rychlemu
rastu nadorov v nich stpa intersticialny tlak, ktory eSte potencuju prepustajice cievy, pretoze
endotelové bunky v tychto cievach st nezrel¢ a diskontinudlne. V kone¢nom dosledku
dochadza ku kompresii ciev, pripadne k vzniku centralnej nekrdzy. Tento obraz je cCasto
pozorovany hlavne pri velkych arychlo rastiicich nadoroch, kde je limitované nutri¢né
a cievne zasobenie vich mikroprostredi a bunky su vystavené hypoxii (Bucova, 2001).
Zaverom je mozné konStatovat’, Ze stibezné vySetrenie histologického obrazu, expresie PCNA
a mitotickej aktivity nadorov poskytuje komplexnejsi obraz o prebichajucom neoplastickom
procese. Vysledkom je ziskanie vdc¢Sieho mnozstva udajov, ktoré umoznia presnejSie nador
definovat’ hlavne z hl'adiska jeho néslednej expanzie a invazivnosti.

Projekt bol financovany z grantu VEGA ¢ 1/0800/10: Studium diagnostiky patologickych
procesov v tkanivach pomocou termografie a experimentdalne pouzitie radioterapie pri
nadoroch zvierat.
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KOMPARATIVNE MAPOVANIE LCA5L GENU A ANALYZA SEKVENCII
VYBRANYCH EXONOV U ZASTUPCOV CELCADE BOVIDAE
Kolesarova V., Sivikova K.

Ustav genetiky, Katedra bioldgie a genetiky UVLF, Kosice

ABSTRAKT

LCASL gén (Leber congenital amaurosis 5-like) bol identifikovany ako jediny pravy homolog
génu kodujiiceho protein lebercilin  (LCAS), ktory je spojeny s ochorenim Leberova
kongenitalna amaur6za. Ochorenie je charakterizované dystrofiou retiny s réznymi klinickymi
prejavmi poruich zraku. V naSej praci sme sa zamerali na zistenie lokalizadcie LCAS5L génu na
chromozémoch kravy, ovce akozy asekvenaciu vybranych kédujucich usekov.
Fluorescen¢nou in situ hybridizdciou sme detegovali LCA5SL gén v distalnej Casti dlhého
ramena chromozomu 1 vsetkych druhov (BTA1g44 u hovidzieho dobytka, OAR1g43 u ovce
a CHI1g44 u kozy). Sekvenovanim vybranych exénov LCAS5L génu sme zistili vysoku mieru
identity, ¢o sa zhoduje s popisovanou homoldgiou autozémov v Celadi Bovidae.
PodrobnejSou analyzou sekvenovanych vysledkov sme zaznamenali tri ,tiché”“ bodové
mutacie. Nukleotidova substitucia v pozicii 1016 (A/G) v bovinnom exdéne 4 sa zhodovala s
udajom v databdze GenBank (rs10149293); dve dalSie, v pozicii 1903 (C/T) uovce
a 137094787 (C/T) u kozy v exdéne 9, boli identifikované prvykrat.

UvoD

Leberova kongenitdlna amauréza (LCA), je zriedkavé geneticky podmienené ochorenie
sposobené dystrofiou retiny. Ma mnohé klinické prejavy, ako napr. nystagmus, redukovant
elektroretinograficki odpoved’ na svetelny podnet, az stratu zraku. Doteraz bolo
identifikovanych 14 génov, ktorych mutéacie su schopné vyvolat LCA, medzi nimi aj gén
kédujaci protein lebercilin (LCAS). Den Hollander akol. (2007) identifikovali protein
homologicky s lebercilinom, (LCASL, lebercilin like). LCASL sa nachddza hlavne
v riasinkovitych tkanivach a povazuje sa za moznu pri¢inu ciliopatii (Mans a kol., 2012).
Génova terapia uskutotnend na psoch a mySiach trpiacich LCA viedla k ¢iastonému
obnoveniu zraku.

Cytogenetické mapy sa uplatiuju pri komplexnom §tidiu gendému zvierat. Florescenéna in
situ hybridizacia (FISH) umoZiuje urcit poziciu génu na chromozéme a identifikovat
konzervované segmenty evolucne pribuznych druhov. Humanny LCAS5L gén bol lokalizovany
na chromozéme 21 (HSA21q22.2 pre ¢elad’ Bovidae st daje o jeho chromozémovej pozicii
neuplné. Referencné sekvencie su prezentované ako ,,predbezné“ pre bovinny, (GenBank ID:
781766), resp. ,,modelové pre oveéi LCASL gén (GenBank ID: 10123084). U kozy eSte nebol
tento gén identifikovany.

Cielom naSej prace bolo urcit’ poziciu LCA5SL génu u kravy, ovce a kozy pouzitim FISH
techniky s BAC sondou CH240-118J20 Vybrané exény kazdého Studovaného druhu sme
nasledne amplifikovali a porovnali so znamymi/predpokladanymi sekvenciami dobytka/ovce.

MATERIAL A METODIKA

Periférnu krv sme odobrali od 2 byckov, 2 oviec a2 kdz. Chromozémové preparaty sme
pripravili Standardnou cytogenetickou metédou s modifikaciou pre FISH analyzu podla
Sivikova akol. (2013). Digoxigeninom zna¢eni bovinni BAC sondu CH240-118J20
obsahujicu sekvenciu LCA5SL sme najprv pouZzili na hybridizaciu denaturovanych
chromozémov v metafdze, potom detegovali protilatkou Anti-Dig a nasledne ofarbili
kontrastnym farbivom DAPI/Antifade. Mikroskopické fotografie sme upravili ISIS softvérom
(Metasystems, Nemecko). Lokalizaciu sondy sme urcili porovnanim s GTG idiogramom
(ISCNDB, 2001) a DAPI reverznym pruhovanim. DNA pre PCR analyzu sme izolovali
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metodou vysokej koncentracie soli od 2ks kazdého druhu. Primery pre bovinny exon 4
(AAAGCACAGCTGGAA TGTACC - TGGACAAC TCTGAGTGAGC) aex6on 9
(TGGAAGCACAACCATCTCTG - CTCCAGAATCTCCAAAAGCA) sme
navrhli PRIMER 3® softvérom. Vysledky sekvenovania sme porovnali s referenénymi
sekvenciami dostupnymi v GenBank databaze (NM_00195068.1 pre hovéddzi dobytok
a XM _004003351.1 pre ovcu). Ako referencnd sekvencia kozy sa pouzila sekvencia
identifikovand BLASTN komparaciou DNA sekvencie kozy (CMO001710.1) a sekvencie
bovinného LCAS5L génu (NM_00195068.1).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledkami dosiahnutymi analyzou FISH sme detegovali hybridizaciu BAC sondy CH240-
118J20 v distadlnom useku q ramena chromozému €. 1 u vSetkych druhov. Presné lokalizacia
génu na chromozéme bola urcena porovnanim DAPI-reverzného prizkovania so Standardnym
karyotypom (ISCNDB, 2001); a to u kravy v BTA1q44 (obr. 1a), uovce v OAR1g43 (obr.
1b) au kozy v CHI1g44 (obr. 1c).

Sekvenovanim PCR fragmentov exénu 4 a9 sme sa zamerali na detekciu LCASL génu
ukravy aovce, a potvrdenie pritomnosti génu ukozy, ako aj urcenie pripadnych
nukleotidovch polymorfizmov (SNPs, single nucleotide polymorphisms). Porovnanim tseku
kozej DNA (CM001710.1) a kompatibilnej referencnej sekvencie bovinného LCASL génu
sme zistili vysokdl mieru identity vramci exénov 4 a 9 (95-96%). V exdéne 4 bol
identifikovany polymorfizmus v pozicii 1016 (A/G, bez zmeny aminokyselinovej sekvencie)
len u dobytka. Analyzou d’alSieho ex6nu sme zaznamenali 2 substiticie: u ovce na pozicii
1903 (C/T) v porovnani s referenénou sekvenciou XM 004003351.1 aukozy na pozicii
137094787 (CM001710.1) (C/T, predpokladany exén 9 pomocou BLASTN analyzy).

Obr. 1 Chromozdémova lokalizacia LCASL génu u: kravy (a), ovce (b) a kozy(c). V l'avej Casti
FISH mapovanie, v strede chromozoém pruzkovany DAPI-reverznym farbenim a v pravej ¢asti
GTG idiogram (ISCNDB, 2001).

a b ¢

Pozi¢éné mapovanie LCASL génu u zastupcov celade Bovidae nebolo doteraz vykonané.
Nasimi vysledkami sme potvrdili vysokti mieru konzervacie autozémov celade. Podla
ISCNDB (2001), sa G-pruzkovacou technikou odhalilo homologické usporiadanie
jednotlivych pruzkov a zhodné poradie génov na chromozémoch BTAI1, OARIq a CHII.
FISH stéle patri medzi metédy vhodné pre mapovanie génu s uroviiou rozliSenia limitovanou
na pruzok. Porovnanim cytogenetickej mapy Ccloveka akozy, Schibler akol.,, (2009)
dokumentovali, ze v rovnakom tseku ako LCAS5SL gén je lokalizovany aj marker DVEPC119;
u cloveka na HSA21g22.2 aukozy na CHIlg44. Medzi d’alSie zname gény a markery
vyskytujuce sa v rovnakom pruzku patria: 7F gén u kozy (CHI1qg44; Schibler a kol., 2009)
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a kravy (BTA1q41-46; Schmutz akol., 1998) a DVPECI119, TF a TFDP2 gény uovce
(OAR1g43; Di Meo a kol., 2007; Goldamer a kol., 2009).

Analyza vysledkov sekvenacie odhalila 3 heterozygotné SNPs, ktoré su povazované kvoli
nezmenenému poradiu aminokyselin v retazci za tzv. ,tiché* mutacie. Nukleotidova
substitucia zistena v pozicii 1016 bovinného exonu 4 (A/G) bola zhodnd so substiticiou
publikovanou v NCBI databaze. Tiché mutécie st definované ako mutécie, ktoré nemaju
vplyv na kodujicu Cast’ génu. Avsak predpokladéd sa, ze ich lokalizacia v konzervovanych
usekoch kédujucich proteiny moze byt pricinou aberantného zostrihu, atym ovplyvnit’
funkciu génu. Asociacia medzi Leberovou kongenitdlnou amaurdézou a mutaciami v LCAS
géne, ako aj identifikdciu LCAS5SL génu ako jeho pravého homoldga, bola prvykrat
formulovana autormi Den Hollander a kol. (2007). Identifikaciou viacerych homologickych
sekvencii LCAS5 aLCAS5SL génov u cicavcov sa predpokladd, Ze oba pochadzaju od
spolocného predka. Navyse bioinformatickou analyzou sme zistili existenciu viacerych
transkriptov  LCA5L génu (2 u hovéddzieho dobytka a3 wucloveka) srovnako dlhou
proteinovou sekvenciou (670aa) a rovnakym poctom kdédujucich exénov (7).

Vysledky naSej prace potvrdili, Ze autozomy u zastupcov celade Bovidae si konzervované
a sekvenovanim vybranych exonov sme odhalili vysoka mieru homologie LCASL génu. Dve,
doteraz nepopisané nukleotidové substitiicie sme zistili v sekvenciach exonu 9 u ovce a kozy.

Praca vznikla vdaka fin. podpore grantov VEGA 1/0125/11, 1/0117/13 a vdaka odbornému
usmerneniu Ustavu genetiky VFU, Brno a Odd. genetiky a reprodukcie VUVL, Brno.
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ABSTRAKT

O vyskyte parazitov dravych vtakov na Slovensku existuje len vel'mi malo tdajov. Cielom
nasho vyskumu je prispiet’ k poznaniu parazitofauny dravych vtakov pochédzajtcich z nasho
uzemia, ktorda doposial nebola komplexne skiimania. Od roku 2012 sme wvySetrili na
pritomnost’ parazitov 88 dravcov (Falconiformes) a sov (Strigiformes) z druhov Buteo buteo
(63), Buteo lagopus (2), Buteo rufinus (1), Accipiter gentilis (4), Accipiter nisusus (2), Falco
cherrug (1), Milvus milvus (1), Pernis apivorus (1), Circus aeruginosus (3), Haliaeetus
albicilla (1). Zistenych bolo 8 druhov motolic (Trematoda): Strigea falconis (Szidat, 1928),
Strigea strigis (Schrank, 1788), Strigea vandenbrokae (Dubois, 1966), Parastrigea flexilis
(Dubois, 1934), Paracoenogonimus ovatus (Katsurada, 1914), Neodiplostomum attenuatum
(Linstow, 1906), Neodiplostomum spatoides (Dubois, 1937) a Neodiplostomum perlatum
(Ciurea, 1911). S vynimkou druhu Strigea falconis boli vSetky druhy zaznamenané po
prvykrat a ide o prioritné nalezy v rdmci slovenskej fauny.

UvoOD

Je zname, ze parazitizmus u volne zijucich vtakov je vSadepritomny a vicsSina jedincov je
pocas svojho zivota vystavend pdsobeniu mnozstva réznych parazitov, avSak nase poznatky
o ich vyskyte u vtakov vo volnej prirode st len zlomkovité. Stidium parazitizmu je vystavené
radu obmedzeni, ktoré robia pracu s vol'ne Zijicimi druhmi ovel’a zlozitejSou ako je vyskum u
I'udi alebo domestikovanych zvierat (Atkinson akol., 2008). Vtaky su vo vSeobecnosti
povazované za indikétory stavu Zivotného prostredia. Dravé vtaky st pre zdravé ekosystémy
obzvlast dolezité, kedze mnohé znich sa nachadzaji na vrchole potravného retazca
(Ferguson-Lees a Christie, 2001). Zaroven stoja na konci zivotného cyklu mnohych druhov
parazitov, ktorych pritomnost’ v hostitel'skych druhoch zavisi okrem iného aj od typu
a diverzity koristi, ktorti doty¢ny hostitel’ skonzumuje (Sanmartin a kol., 2004).

Nasim cielom je zmapovanie stavu parazitofauny dravych vtakov na Slovensku a sledovanie
vyskytu novych druhov parazitov, pricom vtomto prispevku sa zameriavame na druhy
z triedy Trematoda — motolice.

MATERIAL A METODIKA

Od roku 2012 vySetrujeme uhynuté dravce asovy zuzemia Slovenska na pritomnost
parazitov metdodou uplnej helmitologickej pitvy. Uhynuté vtdky ziskavame na zaklade
povolenej vynimky MZP SR v spolupraci s ornitologmi a zdchrannym a rehabilitaénymi
stanicami, pricom ide vylu¢ne o jedince, ktoré uhynuli vo volnej prirode, po strete
s automobilmi, po zdsahu elektrickym pradom alebo jedince, ktoré uhynuli na nasledky
zraneni v zariadeniach na zachranu chranenych zivocichov. Vysetrili sme 88 dravcov
(Falconiformes) a sov (Strigiformes) z druhov Buteo buteo (63), Buteo lagopus (2), Buteo
rufinus (1), Accipiter gentilis (4), Accipiter nisusus (2), Falco cherrug (1), Milvus milvus (1),
Pernis apivorus (1), Circus aeruginosus (3) a Haliaeetus albicilla (1). VSetky jedince boli
podrobené uplnej helmintologickej pitve, pri ktorej sme izolovali parazity z tiel uhynutych
vtakov. Motolice sme konzervovali v 4 % formaline, ofarbili Zelezitym karminom, preniesli
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cez alkoholovy rad do xylénu a zaliali kanadskym balzamom. Druhova diagnostika bola
vykonana na zéklade morfologickych znakov motolic.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Helmintologickou pitvou sme u dravych vtakov z izemia Slovenska zistili nasledujuce druhy
motolic:

Strigea falconis (Szidat, 1928)

Zistend bola v Creve mySiaka lesného (Buteo buteo) (16/63), mysSiaka hrdzavého (Buteo
rufinus) (1/1), jastraba lesného (Accipiter gentilis) (2/4), jastraba krahulca (4. nisus) (1/2),
haji cervenej (Milvus milvus) (1/1) a u kani mociarnej (Circus aeruginosus) (2/3).

Je to bezne sa vyskytujuca motolica dravych vtakov s kozmopolitnym rozsirenim (Dubois,
1968). Parazituje v ¢reve dravcov. Vyvinovy cyklus je obligitne tetraheteroxénny, s k nemu
potrebni 4 hostitelia. Prvym medzihostitelom su ulitniky z ¢el'ade Planorbidaec — kotulka
obribend (Planorbis planorbis). Experimentalne boli zistené aj iné druhy z tejto Celade.
Cerkarie prenikajii do pltc ziab, kde sa menia na mezocerkarie. V prirode boli zistené
u skokanov Rana temporaria a Rana arvalis, ale pri pokusoch sa vyvijali aj v d’alSich
druhoch. Medzihostitelom metacerkarii moézu byt zaby, hady, vtaky aj cicavce (Odening,
1967). Na tzemi Slovenska bol tento druh ndjdeny u mysSiaka lesného (Tenora a Lusk, 1960;
Skarda, 1964).

Strigea strigis (Schrank, 1788)

Motolica z celade Strigeidae charakteristickd najmid pre sovy (Strigiformes). V nami
vySetrovanych vtakoch bola zisten4 u mysiaka lesného (Buteo buteo) (3/63) a mySiarky uSatej
(Asio ostus) (1/3). Ide o prvé nalezy na izemi Slovenska.

Strigea vandenbrokae (Dubois, 1966)

Druh charakteristicky vylu¢ne pre vcelara lesného (Pernis apivorus). Je to prvy nalez na
Slovensku (1/1). Dva nalezy tohto parazita pochiddzaju zizemia Ceskej republiky (Sitko,
1994; Sitko, 1998). Vyvinovy cyklus nie je znamy.

Parastrigea flexilis (Dubois, 1934)

Motolica parazitujuca v ¢reve dravcov. Na Slovensku az doposial’ jej vyskyt nebol
zaznamenany. V nami vySetrovanych vzorkach bola ndjdend ukani mociarnej (Circus
aeruginosus) (1/3). V Ceskej republike ju opisal Sitko (1998) taktiez u C. aeruginosus.
Informécie o vyvinovom cykle tejto motolice nie st dostupné (Sitko a kol., 2006).
Paracoenogonimus ovatus (Katsurada, 1914)

Na Slovensku doteraz nezaznamenany druh z ¢elade Cyathocotylidae. Nam sa ho podarilo
izolovat’ z ¢reva orliaka morského (Haliaaetus albicilla) (1/1). Vyvinovy cyklus prebicha cez
slimaky Viviparus contectus, V. viviparus a dalej cez ryby a jaSterice z druhu Lacerta
praticola. Ako definitivni hostitelia sa v literatire uvadzaju orliaky morské (Haliaeetus
albicilla) a kane mociarne (Circus aeruginosus) (Sitko a kol., 2006).

Neodiplostomum attenuatum (Linstow, 1906)

Motolica vyskytujtca sa v celej holarktickej zoogeografickej oblasti. Typickym hostitelom je
mysiak lesny (Buteo buteo) (Sitko et al., 2006). V nami vySetrovanych dravcoch bol prioritne
potvrdeny u mysiaka lesného (Buteo buteo) (13/63), mySiaka hrdzavého (Buteo rufinus) (1/1)
a vCelara lesného (Pernis apivorus) (1/1). Vo vyvinovom cykle sa uplatiuju kotal’ky (Anisus
vortex, Gyraulus albus). Mezocerkarie boli experimentidlne dokézané u skokanov (Rana
arvalis, Rana temporaria) a metacerkarie boli zistené u uzovky obojkovej (Natrix natrix)
(Odening, 1965).

Neodiplostomum spatoides (Dubois, 1937)

Motolica najdena u kani mociarnej (Circus aeruginosus) (1/3),predstavuje prvy nalez tohto
druhu pre Slovensko. Lokalizuje sa v ¢reve dravcov. Vyvinovy cyklus prebicha cez kotulky
(Planorbis Planorbis). Mezocerkérie boli potvrdené v zabach z rodov Bufo, Pelobates a Rana
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a metacerkarie v hadoch (Natrix natrix) (Vojtkova, 1970). V Ceskej republike bol
determinovany u Accipiter gentilis, A. nisus, Circus cyaneus a C. aeruginosus (Sitko, 1994;
Sitko, 1998).

Neodiplostomum perlatum (Ciurea, 1911)

Prvy zaznamenany vyskyt na Slovensku, zisteny u orliaka morského (Haliaeetus albicilla)
(1/1). Motolica parazituje v tenkom creve. Larvalne §tadia sa vyvijaju v rybich hostitel'och
(Cyprinus carpio, Carassius carassius). Na Gzemi Ceskej republiky ju opisal Sitko (1969)
u sokola raroha (Falco cherrug).

Zistenie novych druhov trematod je vyznamné nielen z hl'adiska poznania parazitov dravych
vtakov a sov, ale prispieva aj k rozSireniu poznatkov o diverzite fauny Slovenska.

Vyskum bol podporovany grantom VEGA 1/0702/12.
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ULOHA PLK1 A CHK1 KINAZY POCAS PRVEJ EMBRYONALNEJ MITOZY
) Kovatikova V.
Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Bunkovy cyklus je riadeny velkym mnoZstvom proteinkinaz, ktoré reguluju jednotlivé kroky
cyklu. Zamerali sme sa na dve kl'icové serin/treoninové proteinkinazy, ktoré plnia rézne
funkcie pocas bunkového cyklu, priCom interagujii so svojimi Specifickymi substratmi, ¢im
ovlyviiuju doblezité¢ udalosti bunkového delenia. Polo-like kinaza 1 (Plkl) je primérne
zapojena v aktivacii komplexu Cdk1-cyklin B pri vstupe do mitdzy, maturacii centrozomov a
tvorbe vretienka pred zahajenim cytokinézy. Checkpoint kindza 1 (Chkl) plni kontrolnu
ulohu pri zahdjeni mitézy a aktivacii kontrolného bodu mitotického vretienka (,,spindle
assembly checkpoint — SAC). Tiez sa zucastiuje transformacie signalov v ramci reparacie
poskodenej DNA. Chkl kindza je negativnym regulatorom Plk1 kindzy a to nezavisle od
poskodenia DNA

Hlavnym cielom Stadie je Specifikacia uloh klI'aicovych proteinkinaz (Plk1 a Chkl) v priebehu
ranné¢ho vyvoja preimplantaného embrya so zameranim na zahdjenie a priebeh jeho prvého
mitotického cyklu. Experimentalne je Studium zamerané na sledovanie biochemickych aktivit
tychto proteinkindz pri vzniku deliaceho vretienka (,,spindle assembly*) a kontrole cytokinézy
(,,cell cycle checkpoint®) a tiez na vplyv enzymatickej aktivity tychto proteinkiniz na celkovu
proliferacnu aktivitu preimplanta¢ného embrya.

UvOD

Polo-like kindzy (Plk kin4zy) st rodinou fylogeneticky konzervovanych enzymov, ktoré maja
mnoho uloh pri prechode bunick M fazou. Su pomenované podla polo génu Drosophily
melanogaster, ktory bol pdvodne identifikovany cez recesivne letdlne materské mutécie.
Konzervované homology Plk boli identifikované v kvasinkach, Xenopus laevis, C. elegans a v
cicavcoch (Archambault a kol., 2012). Homolégom polo-like kinase 1 (Plk1l) je Cdc5p v
Saccharomyces cerevisiae, plol v Schizosaccaromyces pombe, PIx1, PIx2, a PIx3 v Xenopus
laevis. Polo-like kindzy kvasiniek, hmyzu, obojzivelnikov a cicavcov obsahuji rovnaku
celkova Struktiru, ktord je sekvencne dobre fylogeneticky konzervovand v N-koncovej
katalytickej doméne a C-koncovej regula¢nej doméne, ¢o naznacuje blizku evolu¢nu spojitost’
medzi tymito enzymami a ich funként dolezitost’ pre bunku.

Checkpoint kindza 1 (Chkl) je evolucne konzervovand serin/treonin proteinkinaza (Okita a
kol., 2012) a uc¢inkuje ako hlavny mediator, ktory spaja mechanizmy monitorovania integrity
DNA a efektorové komponenty bunkového cyklu. Homology Chk1 kinazy boli identifikované
v cicavcoch, Drosophile melanogaster, kvasinkach, Caenorhabditis elegans, Xenopus leavis
(Ning a kol., 2011). Vo vSetkych eukaryotickych bunkdch ma Chkl dobre konzervovanu
primarnu Struktiru, obsahujiicu N-terminalnu kindzovi doménu, flexibilny spéjaci (linkérovy)
region a C-terminalnu doménu (Katsuragi a kol., 2004) vel’ka priblizne 200 AMK zvySkov a
SQ/TQ doménu (317-383).

POLO-LIKE 1 KINAZA

PIk1 sa nepriamo zucastiuje aktivacie MPF fosforylaciou Cdc25C a cyklinu B1 (Jackman a
kol., 2003), ¢im kontroluje maturaciu centrozomu pri prechode G2/M (Dai a kol., 2003) a
nasledne tvorbu bipolarneho deliaceho vretienka pred vstupom do anafazy (Zhao a kol., 2010,
Vugt a kol., 2004). Plk1 je tak sucastou dolezitych kontrolnych mechanizmov mitotického
cyklu (Dai a kol., 2003, Petronczki a kol., 2008). Kindzova aktivita Plkl kin4dzy dosahuje
vrchol v M-faze, kedy je tato kindza plne fosforylovana. Nacasovanie aktivacie Plk1 vSak
musi byt synchronizované s aktivaciou MPF, preto je rychla aktivacia Plk1 pri vstupe bunky
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do mitotického delenia ddlezita (van de Weerdt a kol., 2006). Aktivita Plk1 je tiez nevyhnutna
pocas cytokinézy a formovani deliaceho vretienka (Brennan a kol., 2007). Plkl tu hra
vyznamna ulohu pri vytvarani stabilného pripojenia mikrotubulov na kinetochory, ¢o
nasledne suvisi so spravnym usporiadanim chromozémov v §tadiu metafazy, teda pred
vstupom bunky do anafazy a naslednej cytokinézy.

REGULACIA Plk1 KINAZY

Aktivita Plkl je pocas bunkového cyklu striktne kontrolovand. Pocas mitézy je Plkl
fosforylovana na treoninovom zvysku (Thr210 v Plkl, Thr201 v Plx1 - homolég Plkl u
Xenopus) v jej aktivacnej slucke (T loop) a tato fosforylacia je potrebna pre jej kindzovu
aktivaciu. Kinazova aktivita Plkl je regulovand pomocou jej vlastnej molekularnej
konformécie, pretoze polo-box PBD interaguje s kindzovou doménou a potlaca jej aktivitu v
bunkach pocas interfazy v pripade, ked Thr210 nie je fosforylovany. Této inhibicna
interakcia absentuje pocas mitdzy (Seki a kol., 2008).

Synergické pdsobenie kinazy Bora a Aurora A kinazy (AURKA) kontroluje prechod G2/M v
ramci mitotického cyklu. V G2 faze sa vyrazne akumuluje Bora kindza ¢im sa podporuje
aktivacia Plk1 pomocou AURKA, ¢o vedie ku aktivacii Cdkl a vstupu bunky do mitdzy. Bora
interaguje s Plk1l a kontroluje pristupnost’ jej aktivacnej slucky pre fosforylaciu a aktivaciu
pomocou AURKA. Takto kindzy Bora a AURKA kontroluju vstup bunky do mitézy a
predstavuju mechanizmus pre jeden z doteraz nejasnych, ale najdodlezitejSich dejov
bunkového cyklu (Seki a kol., 2008). Vstup do mitoézy je vo findle kontrolovany aktivaciou
Cdkl, ktorej aktivita je regulovand priamo mitotickymi cyklinmi a fosfatazou Cdc25C
(Murray 2004) a nepriamo Plk1 a AURKA (Lenart a kol., 2007). Plk1, Cdc25 a Cdkl formuju
spatnovézobnu slucku a pozitivne reguluji navzajom svoju aktivitu (Murray, 2004).

CHECKPOINT KINAZA 1

Tato kinaza ako substrat ATM kinazy v kvasinkach a tiez vo vys$Sich eukaryotoch sa
zucCastnuje pri monitorovani integrity DNA a regulacii procesov opravy poskodenej molekuly
DNA. V odpovedi na poskodenie molekuly DNA hraju primarnu ulohu dve fosfo-inositolové
kindzy: ,,ataxia telangiectasia mutated“ (ATM) a ,ataxia telangiectasia mutated—related*
(ATR) (Tang a kol., 2006), ktoré st ¢lenmi rodiny fosfoinozitol 3-kinaz (PIKK) (Okita a kol.,
2012). Po akumulécii ATM a ATR v mieste poSkodenej molekuly DNA sa obe efektorové
kindzy Chkl a Chk2 fosforylacne aktivuju. Takto aktivované Chkl a Chk2 proteinkinazy
asociuju s mnozstvom substratov, ktoré su klacovymi reguldtormi procesu reparacie
poskodeného miesta DNA a tym dalSieho priebehu bunkového cyklu (Tang a kol., 2006).
Nové¢ vysledky vyskumu naznacuja, Ze histon H3 je vel'mi doélezitym substratom, ktory je po
aktivacnej fosforylacii pomocou Chkl zapojeny v transkripcnej represii sposobenej DNA
poskodenim. Okrem toho Chkl hra délezitu tlohu aj pocas bunkového rastu, pri vstupe do
mitézy (G2/M) a v procese bunkovej smrti — apoptdézy (Okita a kol., 2012). Pocas
nenaruSen¢ho priebehu bunkového cyklu Chkl kiniza kontroluje aktivitu cytoplazmatickej
Cdc25B fosfatazy. Chkl kindza lokalizovana na centrozéme blokuje predCasnu aktivaciu
Cdc2 prostrednictvom Cdc25B fosfatazy, ¢im kontroluje pred¢asny vstup do mitézy (Boddy a
kol., 1998).

Na zéklade publikovanych udajov mozno zhrnit’ funkcie Chk1 pocas metafazy, kde je Chkl
nevyhnutnd pre spravne usporiadanie chromozémov a aktivaciu SAC v pripade poruchy
usporiadania chromozoémov po nekorektnom pripojeni mikrotubulov v kinetochéroch
tvoriaceho sa mitotického vretienka.

REGULACIA Chk1 KINAZY
Reguldcia Chkl si vyZaduje mnozZstvo komplexnych udalosti, pricom vSetky komponenty
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tejto signalnej drahy neboli eSte identifikované. Stdle zostdva neobjasneny detailny
molekularny mechanizmus aktivacie Chkl kindzy. Nie je zndme ako je aktivita Chkl v
neporuSenom bunkovom cykle kontrolovana, ale pocas poSkodenia DNA je Chkl aktivovana
pomocou ATM a ATR fosforylacie (Pabla a kol., 2012). Draha ATM/ATR-Chk1-Cdc25 hra
ulohu v S-faze alebo kontrolnom bode G2/M. Ako odpoved’ na pretazenu replika¢nt vidlicu,
alebo poskodenie DNA molekuly aktivovand ATR fosforyluje Chkl na Ser317 a Ser345, ¢o
indukuje katalyticka aktivaciu a nuklearnu akumulaciu Chkl1 kinazy. Chkl potom fosforyluje
a tym inhibuje rodinu Specifickych protein fosfatdz Cdc25. Inhibicia Cde25 pomocou Chkl
indukuje zastavenie cyklu, ¢o poskytuje Cas na reparaciu 1¢ézii molekuly DNA.

Praca bola podporena grantom APVV-0237-10.
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VPLYV APLIKACIE PROBIOTIK A LANOVEHO SEMENA V PROBLEMOVOM
CHOVE PRASIAT
Kravcova Z., Sopkova D., VIckova R., Kresakova L.
Katedra anatomie, histologie a fyziologie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

V praci sme sledovali uc¢inok skrmovania probiotickych mikroorganizmov v kombinacii
s polynenasytenymi mastnymi kyselinami (lanové semeno, odroda Flanders) na zdravotny
stav zvierat v chove s potvrdenou infekciou E.coli a Coronavirus. Pozorovali sme 36 prasiat
rozdelenych do 2 skupin: Kontrolnej (K, n=18), ktorej bola podavana komer¢na kfmna zmes
s pridavkom syra typu Cedar apokusnej (LMK, n=18), ktorej bol podavany syr
s probiotickymi kmenmi (L. plantarum a L. fermentum) a Srotované 'anové semeno v 10%
koncentracii v krmive. Zvieratd sa pocas pokusu klinicky sledovali, merala sa im telesna
teplota, hodnotila sa konzistencia a vlhkost' trusu, sledovali sa aj vybrané krvné
a biochemické parametre. Nas pokus poukdzal na zlepSenie zdravotného stavu zvierat
u pokusnej skupiny (LMK), ktora vykazovala lepsi klinicky stav oproti kontrolnej skupine.

UvoOD

Zaujem o ochranu zdravia ¢loveka a produkciu kvalitnych a bezpecnych potravin neustale
stupa. Do popredia sa dostdva vyskum novych metdd prirodného charakteru. Probiotikd maji
schopnost’ pomocou stabilizacie fyziologickej funkcnosti ekosystému traviaceho traktu
posobit’ proti vzniku rdéznych ochoreni zvierat. NajvyhodnejSou moznostou zvySenia
ucinnosti probiotik sa javi ich kombindcia so synergicky podsobiacimi komponentmi
prirodzeného pdévodu. Medzi takéto komponenty patria prebiotika (predovsetkym
oligosacharidy), fytokomponenty, neSpecifické substraty, metabolity mikroorganizmov,
mikroelementy (Gibson a Roberfroid, 1995; Yadava a kol., 1995) a polynenasytené mastné
kyseliny (PNMK) (Bomba a kol., 2005). PNMK su esencialne, pretoze sa do organizmu
zvierat dostavaju vyluéne z potravy alebo krmiva. Patria tu n-3 an-6 PNMK, ktoré sa
zucastituju mnohych doélezitych reakcii (sekrecnych, rastovych, reprodukénych, imunitnych)
(Komprda, 2003; Simopoulus, 2008).

Preto v nasej s$tadii sme sa zamerali na ucinok probiotik a PNMK (v podobe l'anového
semena, odroda Flanders) na zdravotny stav prasiat v problémovom chove s potvrdenou
infekciou E.coli a Coronavirus.

MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bolo zaradenych 36 prasiat vo veku 28 dni plemena Slovenska biela u§lachtila x
Landras, ktoré boli ziskané z chovu Pozdisovce, KOAN spol., s.r.o., 072 01 Krasnovce 183.
Zvieratd boli rozdelené do dvoch skupin a kfmené 10 dni pred odstavom priamo v chove, 14
dni po odstave (po prevoze do pokusného zariadenia Ustavu mikrobioldgie a gnotobiologie
UVLF KE), kde pokus pokracoval.

Schéma aplikacie probiotik (identickd pre chov aj pre pokusné zariadenie na UVLF):
pokusnej skupine (LMK, n=18) boli predkladané probiotické syry (L. plantarum a L.
fermentum) v davke 4g/ks/denr z kazdého syra (1g syra obsahuje 1 x 10° CFU) a §rotované
lanové semeno odroda Flanders v 10% koncentracii (zdroj n-3 PNMK); kontrolnej skupine
(K, n=18) bol predkladany &isty syr (trvanlivy syr typu Cedar) v davke 8g/ks/den. Vietky
zvierata boli su¢asne kfmené upravenou Startérovou kimnou zmesou OS 02 (Spisské kimne
zmesi, Spisské Vlachy, SR) a vodou ad libitum.

V chove kde bola vykonand aj depistaZ s ndlezom negativneho parazitologického vySetrenia a
na zéklade mikrobiologického vysetrenia bola v nazalnych vyteroch potvrdena pritomnost
beznej komenzalnej mikroflory. Rektalne vytery a vzorky trusu rovnako potvrdili pritomnost’
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beznej komenzalnej mikroflory ¢revného traktu (E. coli, enterobaktérie, bacily). U niektorych
zvierat bola dokazand pritomnost” hemolytickej E.coli a Coronavirusu.

V pokusnom zariadeni Ustavu mikrobiolégie a gnotobiologie UVLF KE boli zvierata
ustajnené¢ v montovanych nerezovych klietkach s roStovou podlahou vystlanou v % izola¢nou
podlahovou gumou a s teplotou prostredia 20-22°C. U prasiatok boli vzorky krvi odoberané z
plexus venosus suborbitalis v den odstavu (n=6), na 7. den po odstave (n=6) a na 14. deil po
odstave (n=6). Krv bola odoberand do skumaviek s pridavkom K3EDTA pre hematologické
vySetrenie na automatickom analyzatore BC-2008 VET (Mandray, China), a sti¢asne bola krv
odoberand bez priddvania antikoagula¢nych prostriedkov a po jednohodinovom stati sa
centrifugovala pri 349 g/15 min. V ziskanom krvnom sére sme spektrofotometrickym
pristrojom Alizé (Lisabio, Francuzsko) stanovili celkovy cholesterol (CCH), celkové
bielkoviny(CB), celkovu aktivitu laktat dehydrogendzy (CLDH). V rovnakom case boli
odoberané vzorky trusu, ktoré boli hodnotené vizudlne (1-tuhy, 2-pastézny, 3-riedky, 4-
vodnaty, 5-s primesou krvi alebo hlienu), bola sledovana telesna teplota (o 8:00 a 15:00,
kazdy den) a sucasne bola stanovena vlhkost’ trusu pomocou susenia vzorky pri 80°C az do
konStantnej hmotnosti. Vysledky boli navzajom porovnané jednocestnym ANOVA testom.
Pre porovnanie Statistickych rozdielov medzi skupinami bol pouzity Tukeyov porovnavaci
test. Grafické znazornenie vysledkov je v podobe hodnoty aritmetického priemeru a jeho
Standardnej chyby (Mean + SEM).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Tab.1 Namerané parametre ziskané po¢as skrmovania probiotik a PNMK u prasiat
(Mean+SEM)

Sledova Deii odstavu 7. dei po odstave 14. deni po odstave
ny
parame
ter K LMK K LMK K LMK
39,024+0,094 | 39,1+0,0856 | 39,07+0,298 | 38,87+0,130 | 38,62+0,087 | 38,73+0,17
TT (°C) 58 3 5 8 24 64
1,333+0,210 | 2,667+0,210 | 1,833+0,477 | 2,833+0,166 | 1,667+0,42
T [** 8 8 3 7H* 16
87,86+0,994 70,74+4,935 | 75,814£3,52
VT (%) | 75,6£3,305 | 77,87+2,823 2% 87 48+2.545 * 7
6,087+0,175 | 6,203+0,119 | 6,388+0,367 | 6,149+0,843 | 6,713+0,182 | 7,063+0,18
Er (T/1) 5 6 9 1 0 98
19,72+0,717 | 18,63+1,700 19,82+2,198 | 31,35+2,16
Le (G/1) ] ** ok 24,124+2,539 | 19,55+2,148 ok O**
0,3867+0,01 | 0,315+0,008 | 0,3617+0,01 | 0,29+0,0474 | 0,3267+0,01 | 0,355+0,01
Hk (1/1) 978 466 621 7 202 118
3,115+0,146 | 3,437+0,255 | 3,163+0,305 | 2,698+0,282 | 3,162+0,232 | 2,975+0,12
TCH 7 2 9 3 5 85
62,88+3,39
TP 48,62+1,956 | 54,322,221 | 59,67+4,409 | 55,45+2,04 | 49,2+3,594* 4%
17,03+0,971 | 22,62+1,089 | 22,37+1,477 | 12,63+1,837 | 13,93+0,530 | 15,2+0,565

TT = telesné teplota, T = trus, VT = vlhkost’ trusu, Er = erytrocyty, Le = leukocyty, Hk =
hematokrit, TCH = celkovy cholesterol, TP = celkovy protein, TLDH = celkova laktat

dehydrogenéza
*(P<0,05) — signifikantny rozdiel,**(P<0,01) - veI'mi signifikantny rozdiel, ***(P<0,001) -
extrémne signifikantny rozdiel
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Z nameranych vysledkov vyplyva, ze telesa teplota nebola pocas pokusu vyrazne ovplyvnena
(P>0,05). Konzistencia trusu sa vyrazne liSila (P<0,01) u kontrolnej skupiny v defi odstavu
ana konci pokusu (14. dent skrmovania). Vlhkost’ trusu sa ¢asto pouziva ako index kvality
vylu¢ovania. V naSom pokuse sme u obidvoch sledovanych skupin zaznamenali zniZenie
obsahu vody, ¢o je v stlade s tvrdeniami Wang a kol. (2009). Pocet leukocytov bol vyrazne
vys$si u obidvoch skupin (leukocytéza) oproti fyziologickej norme (11 — 18 G/l), ¢o je
pravdepodobne sposobené infekénym agensom ako reakcia na zdpal. Pocet erytrocytov sa
pohyboval vramci fyziologickych hodnoét a nevykazoval u pozorovanych skupin vyrazné
rozdiely (P>0,05). Hematokrit mal taktiez staly charakter v priebehu celého pokusu.

N-3 PNMK pritomné v 'anovom oleji maji hypolipidemicky u¢inok, a tym zniZuju riziko
vzniku aterogenézy a hypertenzie (Ikeda a kol., 1998). V naSom pokuse sme zaznamenali
postupné znizovanie celkového cholesterolu, ktoré vsSak nebolo signifikantné (P>0,05).
Aktivita laktat dehydrogendzy sa v obdobi suplementacie krmiva probiotikami a PNMK
postupne zniZovala, no najvyraznej$i rozdiel sme zachytili u zvierat na 7. det skrmovania
(P<0,001). Obdobie odstavu je kritickym obdobim v zZivote prasiat, kedy dochadza
v organizme k mnohym zmenam, najmi vo fyziologii gastro-intestindlneho traktu, ktory je
hlavnym miestom travenia a vstrebavania zivin. NajvyraznejSou zmenou je redukcia vysky
klkov a prehlbovanie krypt ¢reva (Pluske a kol., 1997), ¢o sa povazuje za pri¢inu zniZenia
absorpcie Cerva. Z nameranych vysledkov vyplyva, Ze aplikacia probiotik v kombinacii
s latkami prirodzeného povodu (I'anového semena, odroda Flanders) mala priaznivy vplyv na
zdravotny stav zvierat s potvrdenou infekciou E.coli a Coronavirus, ateda ze priebeh
ochorenia sa zmiernil a infekcia, ktorda ma primarnu afinitu k ¢revnym enterocytom sa
v priebehu pokusu nerozvinula na plno.

Praca sa uskutocnila v ramci riesenia projektu VEGA ¢. 1/0706/12.
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ANATOMICKA KONFIGURACIA A VARIABILITA SRDCOVYCH ZiL U
POTKANA
Kresakova L!., Schusterova I2., Kravcova Z!., Maloveska M.!, Vdoviakova K.!
Katedra anatomie, histologie a fyziolégie, UVLF Kosice, 2Lekdrska fakulta, UPJS Kosice

ABSTRAKT

Potkan patri k ¢asto pouzivanym modelom v invazivnej kardioldgii, napriek tomu je jeho ven6zny
systém malo preStudovany. Vzhl'adom na vysoku variabilitu Zil, cielom tejto prace bolo opisat
priebeh a usporiadanie srdcovych Zil potkana s dorazom na anatomické varidcie, pouZitim
korozivnych technik a latexovej injikacie. Nastrekové médium (Spofacryl a ofarbeny latex) sme
aplikovali do kaudalnej dutej Zily po perfuzii cievneho systému fyziologickym roztokom.
Morfologicka variabilita bola manifestovana rozdielmi v pritomnosti, pozicii a pocte srdcovych
zil. NekonStantne sa vyskytovali v. cordis cranialis (58,3%), vv. caudales minores (16,7%)
a anastomozujuca zila (66,7%). Medzi v. coni arteriosi sinistra av. cordis sinistra boli
pozorované kolateralne zily (11,1%).

UvOoD

Vendzny systém srdca zohrava kIic¢ovu lohu v aplikacii novych technologii a technik v lieCbe
kardiovaskularnych ochoreni (Jain a kol, 2006). Potkan predstavuje Standardne pouzivany model
v experimentalnej kardiologii pre in vitro ako aj in situ Studie infarktov myokardu (Ytrehus a kol.,
2006). V invazivnej kardiologii vendzny systém predstavuje potencidlnu cestu pre cielové
dodanie kmenovych buniek, vektorov pre génovu transfekciu, angiogenetickych rastovych
faktorov, alebo kardioprotektivnych reagentov. Pocetné Stadie na laboratornych zvieratach
hodnotia ucinnost’ retrogradnej infuzie lieCiv do ischemickych oblasti myokardu. Retrogradna
venozna aplikdcia kmenovych buniek umoznuje ich Sirenie vo vSetkych vrstvach myokardu s jeho
minimalnym poskodenim (Suzuki akol. 2004). Ztychto dovodov si detailné poznatky
o komplexite a variabilite koronarneho ven6zneho systému doleZitym faktorom pred r6znymi
kardiologickymi tukonmi a elektrofyziologickymi intervenénymi postupmi. Morfologia a
variabilita srdcovych zil bola dokumentovana u ¢loveka (Mlynarski a kol., 2011), niektorych
druhov domacich zvierat (Nickel a kol., 1981; Besoluk a Tipirdamaz, 2001) mysi (Ciszek a kol.,
2007) a kralika (Yoldas and Nur, 2012). Podl'a dostupnych informacii sa srdcovym zilam potkana
venovala Stadia z roku 1953 (Halpern), neskor datované prace vychadzali z tejto Stadie. Variacie
venozneho systému srdca potkana doposial’ pozorované neboli. Ciel'om tejto prace bolo opisanie
anatomickej konfiguracie s dérazom na variabilitu a komunikéciu srdcovych Zil potkana.

MATERIAL A METODIKA

V praci sme pouzili 36 potkanov plemena Wistar, oboch pohlavi, s priemernou hmotnostou 350
g. Po eutanazii akanyldcii kaudalnej dutej zily sme vykonali perfuziu cievneho systému
fyziologickym roztokom (Mazensky a kol., 2011). Kranialnu duta zilu, plicny kmen a aortu sme
ligovali. Ako nastrekové médium pre vizualizaciu kardiovendzneho systému sme zvolili
komeréne vyrabanu, samopolymerizujicu, dentdlnu Zivicu Spofacryl® (Spofa — Dental, CR)
a ofarbeny latex. Hmotu sme injikovali po ligatare kanyly zavedenej do v. cava caudalis.
Maceracia mékkych tkaniv prebehla v 2 - 4 % roztoku KOH pocas 3 - 6 dni pri teplote 60 - 70°C
(Mazensky a kol., 2010). Priebeh a variabilitu zil srdca sme analyzovali operaénym mikroskopom
(Leica M 320) a makroskopicky. Anatomicka nomenklatira je v sulade s Nomina Anatomica
Veterinaria (Danko a kol., 2011) a s predchadzajucimi Stidiami.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vendzny systém srdca potkana sa Struktirou liSi od hospodarskych zvierat, vratane kralika.
Podobné usporiadanie srdcovych zil bolo pozorované u mysi (Ciszek a kol., 2007). Hlavny rozdiel
spoiva v pritomnosti v. cava cranialis sinistra (VCCS), hoci existencia tejto zily bola
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pozorovand u mysi, kralika a ako zriedkava varidcia u maciek, hovéddzieho dobytka (Sekeles
akol.,, 1982) acloveka (0,3% participantov a 5% pacientov s kongenitalnymi srdcovymi
malforméciami; Cha a Khoury, 1972). Potkan poukazuje na retenciu primitivnych vendznych
vzt'ahov, ktoré sa nevyskytuji uinych cicavcov. Vendzny odvod z oblasti truncus pulmonalis,
conus arteriosus ako aj aorta ascendens okrem Standardného odvodu, ktory zabezpecuje v. coni
arteriosi dextra (VCoD) je z pravej strany tejto oblasti odvadzany anastomézujicou Zilou, ktora
krizi arcus aortae avstupuje z ventralnej strany do VCCS. Tato zila bola pozorovana u 24
potkanov a koreSponduje so zilou pritomnou u obojzivelnikov (Halpern, 1953). Z l'avej strany
conus arteriosus odvadza krv v. coni arteriosi sinistra (VCoS), ktord prebieha na pravua stravu a
vlieva sa do v. cava cranialis dextra (VCCD). Tento typ bol sledovany u ryb (Halpern, 1953).
VCoS vznika v proximalnej tretine srdca ako 3 Zily integrujuce v spolo¢ny kmen, ktory prebicha
medzi 'avou predsienou a plicnym kmeniom a vlieva sa do VCCD vo vsetkych pozorovanych
pripadoch. Vaskularizuje oblast’ conus arteriosus, truncus pulmonalis, proximalnu tretinu l'avej
komory a ventralnu stranu I'avého uska. U hospodarskych zvierat a kralika cieva vstupuje do v.
interventricularis paraconalis (Yoldas a Nur, 2012; Aksoy a kol., 2009).

Sinus coronarius (SC) predstavuje terminalny segment VCCS od miesta vstupu v. azygos az po
jej vyustenie do pravej predsiene. Je jednou z najddlezitejSich Zil srdca, odvadza krv zo steny
lavej a CiastoCne aj pravej komory, chyba u krélika (Yoldas a Nur, 2012). Do SC vstupuje v.
cordis sinistra, v. atrii sinistri a v. caudalis major.

V. cordis sinistra (VCS) je najvacSou zilou srdca, vznika na hrote alebo v 4 pripadoch (11,1%)
v distalnej tretine srdca ako jedna (91,7%), dve (5,6%) alebo tri zily (2,8%). Prebieha
dorzokaudalne okolo l'avého okraja srdca a vstupuje do SC, v dvoch pripadoch (5,6%) spolocne
s v. caudalis major. PocCas celého priebehu prijima malé Zily zo steny l'avej komory, ktoré do nej
vstupuji paralelne v pravom uhle. Lokaliziciou zodpovedd v. marginis ventricularis sinistri
pritomnej u hospodarskych zvierat a cloveka (Pakalska, 1974). Medzi VCS a VCoS boli
pozorované kolateralne Zzily v 4 pripadoch (11,1%). Pritomnost’ kolateralnych zil nebola doposial’
u potkana a mysSi opisand, ale boli zistené u domacich zvierat (Nickel a kol., 1981) a kralika
(Yoldas a Nur, 2012) medzi v. interventricularis paraconalis a v. marginis ventricularis sinistri,
pricom usporiadanie tychto dvoch zil koreSponduje s v. coni arteriosi sinistra a v. cordis sinistra.
Z kaudalnej oblasti srdca, Ciastocne z pravej aj lavej komory, je krv odvadzana konsStantne
pritomnou zilou — v. caudalis major (VCM) anekonStantne sa vyskytujucimi wv. caudales
minores (VCMi). VCM bola pozorovana ako jedna zila, alebo Zzila formujica spolocny kmen
s inymi zilami (Tab. 1), v strednej tretine srdca alebo v 3 pripadoch( 8,3%) na hrote srdca. VCMi
boli sledované u 6 potkanov (16,7%) ako jedna (3 pripady - 8,3%) alebo dve zily (2 pripady —
5,6%) a v jednom pripade (2,8%) tvorili spolo¢ny kmen s d’alSimi zilami. Kontrastne boli VCMi
u mysi referované v 38 pripadoch (82,6%) ako jedna (43,4%), dve (26,1%) alebo tri zily (13,1%;
Ciszek akol., 2007). VCM vstupuje do SC v 23 pripadoch (63,9%) ako samostatna Zzila alebo
tvori  spolo¢ny kmen, do pravej predsiene sa vlieva v 7 pripadoch (19,4%., VCMi maja
distribu¢nu oblast’ v proximdlnej tretine srdca medzi v. caudalis major av. cordis dextra.
Vstupuju do pravej predsiene samostatne alebo spolu s d’alSimi pritomnymi zilami. Hoci kaudalne
zily neboli zistené u hospodarskych zvierat a cloveka, ich priebeh mozno porovnat’ s v. cordis
media (Yoldas a Nur, 2012; Aksoy a kol., 2009; Mlynarski a kol., 2011).

Z pravej komory srdca je krv dominantne odvadzana zilou v. cordis dextra (VCD), ktora vznika
v distalnej tretine pravej komory, v 3 pripadoch (8,3%) v proximalnej tretine pravej komory a v 4
pripadoch (11,1%) na hrote srdca. Prebieha okolo pravého okraja srdca a tsti do kaudalnych Casti
pravej predsiene, hoci v dvoch pripadoch vstupuje do VCM. U hospodarskych zvierat a kralika
odvod z pravej komory srdca zabezpecuju predovsetkym v. cordis media, v. proximalis ventriculi
dextri, v. distalis ventriculi dextri, v. marginis ventricularis dextri, v. coni arteriosi dextra
a vlievaji sa do pravej predsiene (Nickel akol., 1981; Yoldas a Nur, 2012). U 21 potkanov
(58,3%) sme zistili pritomnost’ v. cordis cranialis (VCC), ktora odvadza krv z kranialnych oblasti
proximalnej tretiny pravej komory, prebieha kaudodorzalne medzi VCD a VCoD. Usti do prave;
predsiene ako solitarna zila v 7 pripadoch(19,4%) v 10 pripadoch (27,8%) tvori pritok VCD, v 4
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pripadoch (11,1%) tvori spolo¢ny kmen. Existencia VCC je udavand iba umysi v 8,7%
u hospodarskych zvierat sa nevyskytuje.

Vysoka variabilita ven6zneho systému v oblasti conus arteriosus bola pozorovana u mysi (Ciszek
a kol., 2007), kde VCoS a VCoD pred pl'icnym kmeniom anastomézuju a tvoria arcus venosus
coni arteriosi prepulmonalis. U niekol’kych mysi bola sledovana anastomoza koexistujlica s tymto
oblukom — circulus venosus coni arteriosi. Tento druh varidcie bol u potkana opisany len pocas
embryonalneho vyvoja (Halpern, 1953). Anastomo6za medzi VCoS av. atrii sinistri (VAS)
referovana ako arcus venosus intercavalis (pritomna u 23,9% mysi) u potkana nebola pozorovana.
Z Tavej predsiene odvadzaju krv VAS akauddlna vetva VCoS, zily odvadzajuce krv zo
steny pravej predsiene neboli u potkana pozorované, ¢o koreluje so zisteniami u mysi (Ciszek
a kol., 2007) a potkana (Halpern, 1953).

Tab. 1 Srdcové zily formujice spoloény kmen

Zily Pocet pripadov Frekvencia (%)
VCS + VCM 2 5,6
VCM + VCD + VCC 3 8,3
VCD + VCM 2 5,6
VCM + VCMi + VCD + VCC 1 2,8
VCD + VCC 10 27,8

Praca bola podporena grantom VEGA 1/0111/13.
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IN VITRO STUDIUM BIOLOGICKEJ AKTIVITY EXTRAKTU BOHATEHO NA
ANTOKYANY NA NORMALNYCH A NADOROVYCH BUNKACH
Ksonzekova P.', Mudrotiova D.!, Csank T.', Mariychuk R.?, Tkagikova I.'

"Ustav imunolégie, Katedra mikrobiolégie a imunolégie, UVLF, Kosice, Slovensko
’Katedra ekologie a ochrany zivotného prostredia, Narodna univerzita v Uzhorode, Uzhorod,
Ukrajina

ABSTRAKT

Cielom naSej prace bolo otestovat’ cytotoxicitu a antioxidacny potencial purifikovaného
etanolového extraktu z plodin Aroénie ¢iernoplodej (Aronia melanocarpa; Wild.) na normalnej
(IPEC-1) a nadorovej (CACO-2) bunkovej linii. Ziskané vysledky dokazuju stimula¢ny
ucinok extraktu na proliferaciu IPEC-1 buniek a naopak inhibi¢ny vplyv na rast CACO-2
linie. Anticytotoxické ucinky mali aj vyssie koncentracie extraktu, ale iba na IPEC-1 bunky,
¢o je naviac v korelacii so zistenymi rozdielmi v jeho antioxidacnej aktivite.

UvoOD

V plodoch bobul'ovin predstavuju majoritnt zlozku flavonoidov antokyany, ktoré maju velky
vyznam v obrane proti virusovym, bakteridlnym a plesnovym ochoreniam rastlin. Antokyany
sa prirodzene vyskytuji vo forme glykozidov antocyanidinov v intracelularnych Struktarach
nazyvanych antocyanoplasty (Gould a kol., 2008). Ide o skupinu vyznamnych prirodnych
antioxidantov, u ktorych boli dokdzané taktiez antimikrobialne (Tkacikova a kol., 2013),
protinadorové a protizapalové ucinky (Miguel, 2011). Ciel'om naSej prace bolo otestovat’ v in
vitro podmienkach cytotoxicitu a antioxidaény potencidl na antokyany bohatého extraktu
pripraveného z plodin arénie. Ako experimentalny model sme pouzili norméalnu IPEC-1 liniu
pripravenu z ¢revnych epitelovych buniek novonarodenych prasiat, ako aj nadorové CACO-2
bunky odvodené z adenokarcindému hrubého ¢reva u l'udi.

MATERIAL A METODY

Priprava extraktu: V experimente bol pouZity purifikovany etanolovy extrakt z plodin
Aroénie Ciernoplodej (AMEP). Extrakt bol pred testovanim nariedeny v 0,01% kyseline
octove;j.

Bunkové linie: Na kultivaciu IPEC-1 linie bolo pouzit¢ médium DMEM/F-12 (Sigma -
Aldrich) obohatené o fetalne bovinné sérum (5% FBS; Lonza), epidermovy rastovy faktor (5
ng/ml; BD Biosciences) inzulin (10 pg/ml), transferin (10 pg/ml) a selénium (10 ng/ml) (ITS;
Lonza). Bunky CACO-2 boli kultivované v médiu DMEM (Sigma-Aldrich), ktoré bolo
doplnené o FBS (10%) a L-glutamin (4 mM; Lonza). V pripade testovania cytotoxickych,
anticytotoxickych a antioxida¢nych ucinkov boli bunky nasadené na 96-jamkovu platnicku
v poéte 3 x10* IPEC-1 a 2 x10* CACO-2 buniek na jamku. Pre analyzu bunkového cyklu
(BC) boli bunky nasadené na 24-jamkovu platni¢ku v poéte 2,25 x10° IPEC-1 a 1,5 x10°
CACO-2 buniek na jamku. Bunky boli kultivované pri 37 °C v atmosfére 5% CO,. Zivotnost’
buniek bola > 95%.

Cytotoxicka aktivita (MTT-test): Nocné bunkové kultiry boli po dobu 24 hod vystavené
posobeniu AMEP (50, 100, 200 a 400 pg.ml’) a nasledne inkubované d’alSie 4 hod s 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidom (MTT; Sigma-Aldrich). Vytvoreny
formazan bol rozpusteny pouzitim dimetylsulfoxidu (DMSO; Sigma-Aldrich) a pre
stabilizaciu produktu bol pridany glycinovy pufer. Ihned’ bola merana absorbancia pri vinove;j
dizke 570 nm. Metabolicka aktivita buniek bola percentudlne vyjadrena v porovnani
s negativnou kontrolou (0,001% kyselina octova). Analyza bunkového cyklu (BC): Po
no¢nej kultivacii boli bunky 24 hod inkubované s AMEP v koncentracii 100 pg.ml”. Po
inkubécii boli bunky fixované v 70% etanole pri teplote 0°C cez noc. Nasledne boli bunky
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ofarbené propidium-iodidom (50 pg/ml; Sigma-Aldrich) a zaroven oSetrené RNazou A (100
ug/ml; Sigma-Aldrich). Vzorky boli analyzované na prietokovom cytometri BD FACS Canto
a vyhodnotené pomocou BD FACS Diva softwéru.

Antioxida¢na aktivita: Po noc¢nej inkubdcii bola k bunkam pridand nefluorescencna proba
2,7’ -dichlorofluorescein-diacetat (5 uM; DCFH-DA; Sigma-Aldrich) a AMEP v r6znych
koncentraciach (3,1; 12,5 a 50 pg.ml"'). Po 3 hod preinkubacii s extraktom boli bunky
vystavené  poOsobeniu  inicidtora  tvorby  volnych  radikdlov =~ 2,2"-azobis(2-
amidinopropan)dihydrochloridu (I mM; AAPH; Sigma-Aldrich). Fluorescencia
(485gx/527gm) bola merand ithned’ po pridani AAPH (ty) a po 24 hod. Antioxida¢ny ucinok bol
vyjadreny ako % inhibicie tvorby radikdlov podla vzorca: (1-FLy oma/FLaapr) x 100; kde FL
je pomer florescencie vzorky resp. AAPH po 24 hod a v ¢ase nula. Anticytotoxicky ucinok
a ochranny efekt vo¢i zmenam bunkového cyklu (BC): Noc¢né kultary boli po 3 hod
preinkubacii s AMEP inkubované dalSich 24 hod s AAPH v koncentracii 15 mM
(anticytotoxicita) alebo 20 mM (ochranny U¢inok voc¢i zmendm BC). Nasledne bola
metabolicka aktivita buniek vyhodnotend MTT-testom a pomocou prietokovej cytometrie
analyzovana distriblcia buniek v jednotlivych fazach BC.

Statisticka analyza: Vysledky boli spracované v programe GraphPad Prism verzia 3.00. Pri
porovnani antioxidacnej aktivity bol pouzity nepéarovy t-test a vysledky anticytotoxického
ucinku a ochranného efektu voc¢i zmenam BC boli vyhodnotené pouzitim jednocestnej
ANOVA a Dunnetovho, resp. Tukeyho testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri testovani cytotoxickej aktivity AMEP bolo zistené, Zze hodnota IC50 extraktu je o nieCo
nizsia v pripade nadorovej CACO-2 linie (340 pg.ml™) v porovnani s IPEC-1 bunkami (380
pg.ml™) (Obr.1). Pomocou analyzy BC bol vyhodnoteny vplyv testovaného extraktu na
proliferaciu buniek (Obr.2). V porovnani s kontrolou (bunky osetrené 0,001% kys. octovou)
doslo po aplikacii AMEP u IPEC-1 buniek k narastu v S-faze (NS - bez signifikancie), avSak
u CACO-2 buniek bol zisteny narast v Gl faze BC (NS). Po oSetreni buniek inicidtorom
tvorby vol'nych radikalov (AAPH) sme u oboch linii zaznamenali narast apoptickych buniek
(IPEC-1: P<0,001; CACO-2: NS) za sucasn¢ho poklesu v G1 faze BC (IPEC-1: P<0,01;
CACO-2: P<0,05), ¢o je v zhode so stadiou Elisia a Kitts (2008). Podobny efekt bol zisteny aj
v pripade kombinovanej aplikacie AMEP a AAPH na IPEC-1 bunkach, z ¢oho vyplyva, Ze
danou metdédou u normalnych buniek nebol dokézany ochranny efekt extraktu voci pésobeniu
AAPH. Avsak u CACO-2 buniek kombinované osetrenie (AAPH a AMEP) malo za nasledok
pokles v subGl a S faze (NS) anaopak narast v Gl faze BC (P<0,01), a to v porovnani
s aplikdciou samotného AAPH.

Pri porovnani antioxidacnej aktivity extraktu bolo sice u CACO-2 buniek po podani AMEP
v niz$ich koncentraciach zistené vyssie %inhibicie (P<0,0001), avSak extrakt v koncentracii
50 pg.ml” mal 3tatisticky vyznamne vys§i antioxidaény uéinok u IPEC-1 buniek (P<0,01)
(Obr.3). Podobné vysledky sme zistili pri testovani anticytotoxickej aktivity, kedy extrakt
podany v koncentraciach 50-200 pg.ml’ mal signifikantne protektivny u&inok vodi
cytotoxickému posobeniu AAPH (15mM) na normdalne bunky, avsak u nadorovych buniek
bol zisteny opaény efekt uZ pri koncentracii 50 pg.ml” (pozri Obr.l). Inymi autormi bol
podobny anticytotoxicky u€inok na CACO-2 bunky zisteny aj v pripade extraktu
pripraveného z Cucoriedky oby¢ajne;j (Elisia a Kitts, 2008).

Na zaver mozeme konStatovat’, ze bol dokdzany stimulacny U¢inok extraktu na proliferaciu
IPEC-1 linie a naopak inhibicia rastu CACO-2 buniek. Pozitivnym zistenim je fakt, ze
anticytotoxicka aktivita testovaného extraktu po jeho aplikacii v koncentracii 50 pg.ml™ a viac
bola dokazana len u normalnych buniek, ¢o je v korelacii aj so zistenymi rozdielmi v jeho
antioxidacnej aktivite.
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Obr.1: Anticytotoxicky ucinok purifikovaného etanolového extraktu z aronie na IPEC-1 (A) a
CACO-2 bunkich (B). Metabolickd aktivita buniek bola percentudlne vyjadrend v porovnani
s negativnou kontrolou. Vysledky boli Statisticky spracované pouzitim jednocestnej ANOVA
a Dunnetovho testu. V malych grafoch je zobrazeny vplyv samotného extraktu na metabolicku aktivitu
buniek. Vysledky su vyjadrené ako priemerné hodnoty + smerodajné odchylky (n=3).
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MNOZSTVO TELESNEHO TUKU MATKY OVPLYVNUJE POCET
A DISTRIBUCIU IZOLOVANYCH OOCYTOV
Kubandova J.

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo preskimat vplyv mnozstva telesného tuku matky na pocet
a distribuciu izolovanych oocytov a kvantifikovat’ mnozstvo lipidovych kvapiek v oocytoch
prostrednictvom fluorescencného farbenia NileRed. Dvojgeneratny model, zalozeny na
skrmovani matiek P generacie vysoko-tukovou diétou pocas gravidity a laktacie bol pouzity
na produkciu Styroch skupin samic F1 generacie (klasifikované na zaklade % telesného tuku):
s fyziologickym mnoZstvom telesného tuku (CN, 7-8%), mierne zvySenym mnoZstvom
telesného tuku (EXN, 8-11%), s vysokym obsahom telesné¢ho tuku (EXF, >11%) a s vyrazne
znizenym mnozstvom telesného tuku (CL, <7%). Zaznamenali sme vyS$§i pocet izolovanych
oocytov v skupine experimentalnych samic s mierne zvySenym mnozstvom telesného tuku
(EXN) v porovnani snormélnou kontrolnou skupinou samic (CN). Rovnako sme
zaznamenali, Ze mnozstvo telesného tuku signifikantne ovplyvnilo aj distribiciu oocytov
v prospech fertilizovanych, no zaroven i nezrelych a degenerovanych . Priemerné mnozstvo
tukovych kvapiek , ktoré sme hodnotili na zaklade parametra integrovanej denzity
fluorescenéného signalu NileRed bolo v oboch experimentalnych skupinach (EXF aj EXN)
nizSie ako v normadlnej kontrolnej skupine samic (CN). Na zadver mdézeme povedat, ze
mnozstvo telesného tuku signifikantne ovplyviluje pocet a distribuciu izolovanych oocytov a
fluorescenéné farbenie pomocou NileRed je spolahliva technika kvantifikacie lipidovych
kvapiek v oocytoch.

UvOD

Obezita je velkym zdravotnym problémom na celom svete. V stucasnosti je asi 400 milibnov
I'udi na svete s Body mass index nad 30 kg m™ klasifikovanych ako obézni (Binder a kol.,
2012). Tento problém sa tyka aj domdacich a hospodarskych zvierat, ktorych stravovacie
navyky sa zmenili bud’ vplyvom toho, Ze ziju v spolocenstve s clovekom, alebo boli cielene
upravené pri snahe zvySovat’ ich reprodukéné parameter (Wathes a kol., 2007). Obezitou v
stcasnosti trpi 20-34% tehotnych Zien (Farley a kol., 2009). Okrem toho, Ze obezita ma
priamy vplyv na fertilitu matky a vyvin plodu, pravdepodobne ovplyviiuje reprodukciu uz na
urovni oocytu a preimplantatného embrya (Shah akol., 2011). Bolo dokazané, ze oocyt
a embryo su schopné metabolizovat’ pridany cholesterol aj mastné kyseliny a syntetizovat
vlastné steroly alipidy (Ferguson a Leese, 2006). Predchadzajiice Studie na cicavcich
oocytoch a embryach dospeli k zdverom, ze mnozstvo intracelularnych lipidov odraza ich
kvalitu. Intraceluldrne lipidy pozostavaju z mnozstva velkych lipidovych kvapiek, ktoré su
dolezitym energetickym prvkom poc¢as maturacie oocytov, fertilizacie a pocas delenia embrya
(Barcelo-Fimbres a Seidel 2011). Akumulacia lipidov v oocytoch a embryach sa stanovuje
napriklad réznymi kvantitativnymi a semikvantitativnymi  metédami. V sucasnosti je
najjednoduchsia  technika kvantifikdcie —mnozstva lipidovych kvapiek pomocou
fluorescen¢ného farbenia prostrednictvom Nile Red farbicky (Genicot a kol., 2005; Leroy
a kol., 2010).

MATERIAL A METODIKA

Na produkciu obéznych samic sme pouzili dvojgenera¢ny dieteticky model. Samice mysi
kmefia ICR (Velaz, Praha, Ceska republika) vo veku 4-6 tyzdiiov sme po hormonalnej
stimulacii pripustili k samcom rovnakého kmena. Fertilizované samice sme rozdelili na dve
skupiny. Pocas obdobia gravidity (21 dni) a po pérode (od zaciatku laktacie po odstav — 21
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dni) boli matky v kontrolnej skupine kfmené Standardnou peletovou di¢tou (M1) a matky
v experimentalnej skupine kfmené Standardnou diétou s pridavkom vysoko-energetického
pripravku Ensure Plus ad libidum. Po odstave (21. deni veku zvierat) boli samice v kontrolne;j
a experimentalnej skupine kifmené Standardnou laboratdérnou diétou. Vysledkom tohto bola
produkcia potomstva (F1 generacia) s vysokou predispoziciou pre vyvin obezity v Case
pohlavnej dospelosti (35. deni veku). V den pohlavnej dospelosti (35. dent veku zvierat) bola
samiciam F1 generacie vySetrovana telesna hmotnost’ a objem telesného tuku. Objem tuku bol
zaznamenavany pomocou EchoMRI (Echo Medical system, Houston, Texas). Samice boli na
zéklade mnoZstva telesného tuku rozdelené do 4 skupin: CN (7-8%) normalne kontrolné mysi
s fyziologickym obsahom telesné¢ho tuku, EXN (8-11%) normdlne experimentalne samice
s mierne zvySenym mnozstvom telesného tuku, EXF (>11%) obézne experimentalne samice
s vysokym obsahom telesného tuku a CL (<7%) chudé kontrolné samice so zniZenym
obsahom telesného tuku. Oocyty sme ziskali z 5-6 tyzdiovych spontdnne ovulujicich F1
samic, ktoré sme pripustali samcom toho ist¢ho kmetia pocas jedného tyzdna. Kazdy denl sme
kontrolovali pritomnost’ vaginalnej zatky (plug) pre potvrdenie kopulacie. Oocyty sme
izolovali 08.00 ao13.00 vden identifikicie vagindlnej zatky (tzn. 6 all h po
predpokladanej ovulacii). Izolované oocyty sjednym polarnym telieskom a mitotickym
vretienkom lokalizovanym excentricky boli klasifikované ako neoplodnené MI oocyty.
Izolaty s dvoma polarnymi telieskami s mitotickym vretienkom lokalizovanym excentricky
sme klasifikovali ako oplodnené MII oocyty aizolaty sjednym alebo dvoma polarnymi
telieskami obsahujuce dve prvojadra alebo mitotické vretienko lokalizované v strede oocytu
sme klasifikovali ako zygoty. VSetky ostatné jednobunkové izolaty s netypickou morfologiou
(chybajuce polarne teliesko, cytoplazmaticka fragmentécia a i.) boli klasifikované ako nezrelé
alebo degenerované oocyty.

Pre kvantifikdciu mnozstva lipidovych kvapiek v oocytoch sme pouzili fluorescenéné farbenie
NileRed. Farbicku sme nechali pdsobit’ cez noc pri izbovej teplote. Priemerné mnoZstvo
tukovych kvapiek sme hodnotili meranim integrovanej denzity fluorescenéného signalu
zachyten¢ho na mikro-fotografiach v programe Ellipse.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V dent pohlavnej dospelosti (35.deit veku zvierat) boli priemerné hodnoty telesného tuku
a hmotnosti v skupine kontrolnych samic s fyziologickym objemom telesného tuku (CN)
7.48+0.06 % a 22.45+0.31g. Signifikantne vyssie hodnoty telesného tuku a telesnej hmotnosti
sme zaznamenali v skupine obéznych experimentalnych samic s vysokym obsahom telesné¢ho
tuku (EXF) (13.06+0.24%; P<0.001 a 24.554+0.37g; P<0.05) v porovnani s kontrolnymi
samicami. Statisticky vyznamne vy$Sie boli hodnoty telesného tuku aj v skupine
experimentdlnych samic s mierne zvySenym mnozstvom telesného tuku (EXN) oproti
kontrolnej skupine (9.54+0.13%; P<0.001). Vysledky boli podobné tidajom, ktoré uvadzaji
ini autori v predchadzajtcej stadii na potkanoch, ktora vyuzivala obdobny dieteticky model
(Seféikova akol., 2008; Levin et al., 1998). V skupine kontrolnych chudych samic so
znizenym objemom telesného tuku sme zaznamenali signifikantny pokles objemu telesného
tuku (5.91+£0.07%; P<0.001) a telesnej hmotnosti a (17.39+0.57g; P<0.001) v porovnani
s normalnou kontrolnou skupinou samic.

Stereomikroskopickym hodnotenim izolovanych oocytov sme zaznamenali vysS$i priemerny
pocet izolovanych oocytov na matku v skupine experimentalnych samic s mierne zvySenym
mnozstvom telesného tuku (EXN) v porovnani s normélnou kontrolnou skupinou samic
(13.36 vs. 11.37; P<0.05). Tento vysledok uvadzaju aj ini autori (napr. Minge a kol.,2008).
Jungheim a kol., (2010) vSak dokumentoval niz§i pocet izolovanych oocytov zo skupiny s
vysoko-tukovou diétou.

78



Zistili sme, Ze mnozstvo telesného tuku ovplyviiuje distribuciu izolovanych oocytov. O 8.00
sme vyizolovali 56.14% oplodnenych oocytov, 38.2% neoplodnenych a 5.66% nezrelych
oocytov v skupine normalnych kontrolnych samic (CN). Signifikantny rozdiel v distribtcii
izolovanych oocytov sme zaznamenali medzi experimentdlnou skupinou samic so zvySenym
mnozstvom telesného tuku (EXN) anormalnou kontrolnou skupinou samic (67.29%
oplodnenych, 29.44% neoplodnenych a 3.27% nezrelych; P<0.05). Rozdiel v distribucii
izolovanych oocytov sme zaznamenali aj medzi skupinou obéznych experimentalnych (EXF)
a kontrolnych normdalnych (CN) samic (65.48% oplodnenych, 28.33% neoplodnenych a
6.19% nezrelych; P<0.05). V skupine normalnych kontrolnych samic (CN) sme o 13.00
vyizolovali 78.76% oplodnenych oocytov, 19.19% neoplodnenych a 2.05% nezrelych
oocytov. Statisticky vyznamny rozdiel v distriblicii oocytov sme zaznamenali medzi
experimentalnou skupinou obéznych (EXF) samic oproti kontrolnej skupine normélnych
samic (75.41% oplodnenych, 13.93% neoplodnenych a 10.66% nezrelych; P<0.01). Rozdiel v
distribucii sme zaznamenali aj v skupine kontrolnych samic so zniZenym mnoZstvom
telesného tuku (CL) v porovnani s normalnou kontrolnou skupinou samic (64.87%
oplodnenych, 32.43% neoplodnenych a 2.7% nezrelych; P<0.05).

Akumulacia lipidovych kvapiek v oocytoch a zygotach izolovanych z obéznych samic (EXF
a EXN) mala nizSiu integrovanu denzitu fluorescenéného signdlu v porovnani s normélnou
kontrolnou skupinou s fyziologickym obsahom telesné¢ho tuku (CN) (25.06x10°+0.55 a
25.71x107+0.40 vs. 28.27x107°+0.48; P<0.001).

Na zaver moézeme povedat, ze mnozstvo telesného tuku signifikantne ovplyvituje pocet a
distribuciu izolovanych oocytov i obsah naakumulovanych tukov v nich.

Praca bola podporena grantmi VEGA 2/0049/11 a APVV-0815-11.
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FAKTORY VPLYVAJUCE NA UCINNOST VAKCINACIE U MACIEK
’ Kulichova L., MojziSova J., Vojtek B., Smrco P.
Ustav epizootologie a preventivnej veterinarskej mediciny, UVLF v Kosiciach

ABSTRAKT

Ciel'om naSej Stadie bolo sledovanie vplyvu pripravku Aminex (kationické peptidy a dietarne
nukleotidy) na tvorbu Specifickych protilatok po vakcinacii maciek proti panleukopénii
maciek (FPV), macaciemu kalicivirusu (FCV) a macaciemu herpesvirusu (FHV). Macky boli
rozdelené do skupin: skupina A - v ktorej bol podavany Aminex po dobu Styroch mesiacov,
skupina K - bez Aminexu. Specifické protilatky po vakcinacii sme hodnotili ELISA testami
na detekciu protilatok. Vyznamné zmeny v tvorbe protilatok (p<0,01-p<0,05) sme pozorovali
v tvorbe protildtok proti macaciemu herpesvirusu, macaciemu kalicivirusu a macaciemu
panleukopénii virusu. Protekéné hladiny protilatok boli dosiahnuté v skupine A skor ako
v skupine K. NaSe vysledky ukazujl, Ze latky na baze dietdrnych nukleotidov a kationickych
peptidov maji priaznivy vplyv pri stimulacii Specifickej imunity a mézu byt uzitocné pri
prevencii proti macacim infekénym chorobam.

UvoOD

Utinnost’ vakcinacie je mozné zvySovat pouZivanim imunostimulaénych latok, ktorymi
rozumieme latky schopné modifikovat’ imunologicki odozvu na r6znom stupni. NajcastejSie
su pouzivané pri terapii infekénych chordb alebo pri naprave narusenej funkcie imunitného
systétmu (Greene, 2006). Imunomodulatory podl'a pdvodu delime na latky biologického
povodu (vitaminy, extrakty hub alebo izolaty z baktérii), produkty imunitného systému
(interferony, lymfokiny, rastové faktory) a syntetického povodu (levamizol, izoprinosin).
Nukleotidy pozitivne ovplyviuju lipidovy metabolizmus, imunitny systém, rast, vyvoj
a reparaciu tkaniva (Gil, 2001). Rychlo proliferujuce tkaniva, ako imunitny systém alebo
crevné tkanivo, vyuzivaji nukleotidy alebo dusikaté bazy zpotravy, preto ich prijem
v potrave pomaha udrZiavat’ rast abunkové funkcie v tychto tkanivach (Gil, 2001).
Kationické peptidy sa vyznacuju antimikrobidlnou a imunomodulac¢nou aktivitou.

MATERIAL A METODIKA

Skupina A — 8 zdravych maciek, vek 7-8 tyzdnov, rozneho plemena a pohlavia, zvieratdm
bol podavany pripravok na baze kationickych peptidov a diatarnych nukleotidov (Aminex,
UNIREGEN spol. s.r.o. CR) vo forme kvapiek, per os v davke 1kvapka/lkg po dobu tyroch
mesiacov. Skupina K — 8 zdravych maciek, vek 7-8 tyzdnov, rézneho plemena a pohlavia,
bez aplikacie Aminexu.

Zvierata boli chované v rovnakych zoohygienickych podmienkach, kifmené Standardnym
komerénym krmivom vo forme grantl. Na od¢ervenie bol pouZzity pripravok Vitaminthe pasta
a.uv. (Virbac S.A., Francuzsko) v davke 0,5 ml/1kg. VSetky zvierata boli vakcinované podla
Standardnej vakcinacnej schémy: primovakcinacia (Fellocel CVR) bola vykonana v 9.tyzdni
veku (0.odber), revakcinacia (Felocell CVR) v 12.tyzdni veku (21.odber) a druha revakcinacia
(Rabisin, Merial) bola uskuto¢nend v 15. tyzdni veku (42.odber). Odber krvi: bol robeny
punkciou v.jugularis alebo v.cephalica antebrachii.

Serologicka diagnostika: Specifické protilatky sme detekovali : proti panlukopénii maciek
pomocou Feline Panleucopenia Virus Antibody ELISA, proti herpespirusovej chorobe maciek
pomocou Feline Herpes Virus Antibody ELISA aproti kalicivirusovej chorobe maciek
pomocou Feline Calici Virus Antibody ELISA (B.V. European Veterinary Laboratory EVL).
Statisticka analyza: Mann-Whitney test.

80



VYSLEDKY A DISKUSIA

V tabul’ke ¢.1-3 su uvedené hladiny protilatok proti herpesvirusu, kalicivirusu a panleukopénii
umaciek aich Statistické porovnanie medzi obidvoma skupinami. Vakcinacia proti hore
uvedenym chorobam bola vykonana u obidvoch skupin na 0O.den a 21.defl. Mierny narast
hladiny protilatok proti herpesvirusu (tab.1) sme zaznamenali na 42.den u skupiny A.
Signifikantné rozdiely v tvorbe protildtok sme zaznamenali vo vSetkych odberoch, ale
v 21.dni a 42.dni odberu boli odbery statisticky vyznamné (p<0,01). Protekénéd hladina bola
dosiahnuté u skupiny A na 42.deni odberu teda 21 dni po booster vakcinacii oproti skupine K.
V skupine bez aplikacie Aminexu bola protek¢nd hladina protilatok dosiahnuta az na 72.den
pokusu teda 42 dni po booster vakcindcii.

Tabul’ka ¢.3: Titre protilatok proti herpesvirusovej chorobe maciek a $tatistické porovnanie medzi skupinami

FHV 0.den 21.den 42 .den 72.den
Skupina 0,511 +/-|0,562 +/-10,948 +/-11,32 +/-
A 0,04 0,02 0,05 0,163
Skupina | 0,426 +/-|0,476 +/-10,666 +/-|1,04 +/-
K 0,03 0,03 0,06 0,10

% sk sk *

Zdroj: vlastna tabulka

Mierny nérast hladiny protilatok calicivirusu (tab.2) u skupiny A zaznamenavame od 42.dna
odberu. Signifikantné rozdiely v tvorbe protilatok sme zaznamenali na 42.denn (p<0,01)
a 72.den (p<0,01) odberu v porovnani so skupinou K. Protekénd hladina bola dosiahnuta
v skupine A na 42.dent odberu teda 21.dni po booster vakcinacii oproti skupine K, kde
protek¢énd hladina bola dosiahnut4 az na 70.deii odberu teda 42.dni po booster vakcinécii.

Tabul’ka ¢.4: Titre protilatok proti calicivirusovej chorobe maciek a Statistické porovnanie medzi skupinami

FCV 0.dent 21.den 42.den 72.dent
Skupina | 0,119 +/-10,105 +/-|0,193  +/-10,406 +/-
A 0,02 0,01 0,08 0,06
Skupina | 0,122 +/-|0,144 +/-|0,164 +/-10,326 +/-
K 0,01 0,04 0,01 0,06

ns ns kok kok

Zdroj: vlastna tabulka

Mierny nérast hladiny protilatok proti panleukopénii (tab.3) u skupiny A zaznamenavame od
21.dna odberu u obidvoch skupin. Signifikantné rozdiely v tvorbe protilatok sme zaznamenali
na 21.den (p<0,05), 42.dent (p<0,01) a 72.deni (p<0,05) odberu v porovnani so skupinou K.
Protek¢nd hladina bola dosiahnutd v skupine A na 42.den odberu teda 21.dni po booster
vakcinécii oproti skupine K, kde protek¢na hladina bola dosiahnuta az na 70.dent odberu teda

42.dni po booster vakcinacii.
Tabulka ¢&.5: Titre protilatok proti panleukopénii maciek a Statistické porovnanie medzi skupinami

FPV 0.den 21.den 42.den 72.den
233,3  +/-{283,3 +/-1750 +/-11200  +/-
Skupina A |12,2 186,1 464,7 367,4
116,6 +/-|233.3 +/-1400 +/-1900 +/-
Skupina K |51,6 172,2 122,4 492.5
ns % kek *k

Zdroj: vlastna tabulka
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V naSej praci sme sledovali vplyv komeréného pripravku Aminex na tvorbu Specifickych
protilatok po vakcinacii. Zaznamenali sme vyznamné zvySenie hodnét hladiny protilatok
a protekcna hladina bola dosiahnuta rychlejSie u skupiny s aplikdciou Aminexu. Podobné
Stdie na zvieratach taktieZ zaznamenali zvySenie adaptivnosti antigén-Specifickej imunity
(Tani et al., 2000). Vo vSeobecnosti mozu kationické peptidy priamo alebo nepriamo
podporovat’ tvorbu neutrofilov, monocytov, zirnych buniek, T-buniek a eozinofilov (Bowdish
et al., 2005). Kulkarni et.al. (1994) uvadzaju, ze absencia nukleotidov spdsobuje vyznamny
pokles v mnohych Specifickych a neSpecifickych imunologickych reakciach. Kombinacia
nukleotidov a peptidov su rychlo rozvijajice sa potencialne nové lieCiva, ktoré moézu priamo
usmrtit’ patogény a/alebo modifikovat’ imunitni odpoved’ (Mookherjee et al., 2012).

Praca vznikla za podpory VEGA 1/0835/12.
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HPLC V ANALYZE REZIDUI KOKCIDIOSTATIK V POTRAVINACH
ZIVOCISNEHO POVODU
Mad’arova M., Kozarova 1.
Katedra hygieny a technologie potravin, UVL a F v Kosiciach

ABSTRAKT

Ciel'om stadie bolo priblizit’ historicky vyvoj vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie s
roznymi typmi detektorov pouzivanych v analyzach rezidui kokcidiostatik v Zivoc¢isnych
produktoch. V minulosti boli casto pouzivané metddy vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie spojenej s spektrofotometrickym detektorom alebo s fluorescenénym
detektorom, ale v sucasnosti najpouzivanejSou technikou je kombinacia kvapalinovej
chromatografie s hmotnostnou spektometriou pre jej schopnost stanovit rezidua
veterinarnych lieciv roznych skupin vedla seba jednym analytickym postupom.

KLUCOVE SLOVA: HPLC, vyvoj, kokcidiostatika

UvoOD

Kokcidioza je nékazlivé infekéné ochorenie, ktoré postihuje mnoho druhov hospodarskych
zvierat, najmé hydinu. Niektoré jej priznaky s hnacka, spomalenie rastu, znizenie produkcie
az smrt. Aj mierna forma tohto ochorenia ma negativny vplyv na hydinarsky priemysel,
obzvlast na velkych farmach s intenzivnym chovom, kde mézu byt ekonomické straty vel'mi
vel'ké. Prevenciou tohto ochorenia sa vyznamne prispieva k ochrane zdravia zvierat a
starostlivosti o zvierata (Huet a kol., 2013).

Na lieCbu a prevenciu tohto ochorenia sa pouzivaju kokcidiostatika, ktoré su bud’
kokcidiostatické zastavujlice rast intracelularnych $tadii kokcidii alebo kokcidiocidne
devitalizujice kokcidie pocas ich vyvoja (Vaczi, 2008). Z hl'adiska povodu sa delia do dvoch
skupin: biosyntetické latky (antibiotikd polyetérového typu), ako je monenzin, narazin,
salinomycin, lasalocid, maduramycin a semduramycin a syntetick¢ latky a derivaty
prirodnych latok, ako je dekochinat, robenidin, halofugin6én, nikarbazin, diklazuril,
sulfénamidy a iné (Snirc a kol., 2007). PouZivanie kokcidiostatik je spojené s rizikom vyskytu
rezidui v potravinach zivoc¢isneho povodu, preto kokcidiostatikd je potrebné pouzivat v
predpisanych koncentraciadch a pocas urc¢itého ¢asového intervalu ako pre brojlery, tak aj pre
mladé kurcata (Mortier a kol., 2005). Dodrziavanim ochrannych lehdot sa méze zabranit
prestupu rezidui kokcidiostatik do potravinovych produktov (Kan a kol., 2007). Pri vyrobe
krmiv, ktoré obsahuji kokcidiostatika, ako doplnkové latky, mdze dojst’ ku krizovej
kontamindacii kokcidiostatik z cielového krmiva do necielovych krmiv pri pouziti rovnakych
vyrobnych liniek. Prili§ vysoké koncentracia kokcidiostatik v necielovych krmivach by mohla
poskodit’ zdravie ako neciel'ovych druhov zvierat, tak aj zdravie spotrebitel'a (Vincent a kol.,
2011). Preto v zaujme ochrany zdravia I'udi platia aj pre kokcidiostatikd nasledovné pravne
predpisy: Smernica Rady ¢. 96/23/ES o monitorovani urcitych latok a ich rezidui v zivych
zvieratach a Zivoc¢iSnych produktoch, nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) ¢.
470/2009 o stanoveni postupov SpoloCenstva na urfenie maximalnych limitov rezidui
farmakologicky ucinnych latok v potravinach zivo¢isSneho povodu a rozhodnutie Komisie €.
2002/657/ES tykajiceho sa vykondvania analytickych metod a interpretacie vysledkov.

HISTORICKY VYVOJ HPLC

Analyza rezidui zlG€enin v potravinach ZivociSneho povodu je relativne mladou disciplinou.
V Beneluxe (Belgicko, Holandsko a Luxembursko) analyzy rezidui veterinarnych lieciv
zacali koncom 60. rokov a na zaciatku 70. rokov 20. storoc¢ia. Vyskum rezidui veterinarnych
lie¢iv a kontroly po porazke zvierat vo vacsine eurdpskych krajin zacal neskor. V skorych 70.
rokoch 20. storo¢ia sa chromatografia na tenkej vrstve (TLC) pouZzivala pre kvalitativnu
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detekciu zakazanych latok (tyreostatika a niektoré anabolikd) (De Brabander a kol., 2009).
Najviac pouzivanou bola chromatografia na tenkej vrstve s mikrobiologickou detekciou
(TLC/B), napr. bakteridlnym kmenom Bacillus subtilis, ktorou bolo mozné zvysit’ citlivost’ a
Specifickost’ tejto metddy (Tkacikova, 2010). TLC bola pouzitd na stanovenie ako
polyéterovych ionoforov, tak aj chemickych kokcidiostatik v krmivach av zivocisSnych
produktoch.

Historicky najviac metdd popisanych na analyzu kokcidiostatik predstavuji metody
kvapalinovej chromatografie s spektrofotometrickym detektorom (HPLC-UV/VIS) a
kvapalinovej chromatografie s fluorescenénym detektorom (HPLC-FLD), ale s obmedzenym
poctom stanovenia kokcidiostatik (max. Styri) v Zivo¢iSnych produktoch jednym analytickym
postupom. HPLC s UV/VIS detekciou bola vyuzivana v polovici 70. rokov 20. storocia, ale
prvé zariadenia boli drahé. Stanovenie niektorych rezidui kokcidiostatik, napr. diklazurilu,
nikarbazinu, robenidinu, halofuginénu a lasalocidu technikou HPLC-UV/VIS je mozné
priamo bez chemickej predupravy analytu, ale stanovenie ostatnych polyéterovych ionoforov
nie je mozné priamo. Je potrebnd d’alSia chemicka uprava, napr. derivatizacia, nakol'ko na
dosiahnutie absorbancie v UV oblasti je nutnd napr. vdzba chromoféru. HPLC s FLD
detekciou bola aplikovana neskor. Techniku HPLC-FLD je mozné pouzit' bez chemickej
predipravy analytu len pri stanoveni lasalocidu. Ostatné kokcidiostatikd su detekovatelné
touto technikou len po ich derivatizacii (Toldra a kol., 2006, Tkacikova, 2010).

Pocas 90. rokov 20. storocia sa objavuje na trhu cenovo pristupnd plynova chromatografia s
hmotnostnou spektrometriou (GC-MS). Prechod z TLC a HPLC na GC-MS metodu je
znaény (De Brabander a kol., 2009). Hoci plynovej chromatografii chyba u rezidui
kokcidiostatik vysoka rozliSovacia ucinnost, je schopna separovat zluceniny so Sirokym
rozsahom chemickych a fyzikalnych vlastnosti (Rokka a kol., 2007). Na konci 90. rokov 20.
storo¢ia kvapalinovd chromatografia shmotnostnou spektrometriou (LC-MS) patri k
Standardnym zariadeniam v laboratoriach (De Brabander a kol., 2009). Nastupuji
predovsetkym hmotnostné spektrometre s jednoduchym kvadrupdlom, neskor tandem
hmotnostnd spektrometria s hmotnostnymi analyzatormi typu kvadrupdl, potom prva
generacia i6novych pasci a nakoniec vysoko rozliSovacie hmotnostné spektrometre ako napr.
Time-of-Flight (TOF) s r6znymi typmi ioniza¢nych zdrojov napr. (ESI, APCI, MALDI a in¢),
ktoré umoznuju stanovenie viacerych polyéterovych ionoférov a chemickych kokcidiostatik
jednym analytickym postupom vedla seba. Wang a kol. (2000) na analyzu kokcidiostatik
v krmive pre hydinu pouzili techniku matrix-assisted laser ionization Time-of-Flight
hmotnostnt spektometriu (MALDI-TOF-MS).

Najnovsi vyvoj v oblasti kvapalinovej chromatografie patri vyvoju novych mensich kolén so
zmenSenou velkostou stacionarnej fazy, ako aj pouzitie vyssich tlakov, o umoziuje znacné
znizenie eluénych Casov, ¢im sa vyrazne zvysi pocet analyzovanych vzoriek za deii. Napr.
ultra vysoko uc¢inna kvapalinovd chromatografia s tandem hmotnostnou spektometriou
(UHPLC-MS/MS) je zalozend na principe vyuzitia staciondrnej fazy obsahujucej Castice
mensie ako 2,5 um (kym HPLC kolony obsahuju ¢astice vo velkosti 3 aZ 5 um) patri medzi
tieto nové techniky pri analyze rezidui kokcidiostatik v Zivoc¢isnych produktoch. Znama je aj
kombinacia ultrad¢innej kvapalinovej chromatografie (UPLC) s TOF hmotnostnym
analyzatorom pre multirezidudlnu analyzu poskytujucu maximalne a jednoznaéné potvrdenie
pozitivnych nélezov rezidui kokcidiostatik v Zivoc¢iSnych produktoch (Huet a kol., 2013).

Vyhody vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie su: citlivost, Specifickost’ v zavislosti od
detektora, kratky Cas ziskania vysledku a automatizacia systému veduca k vyssej produktivite.
Nevyhody su: doslednd potreba pripravy vzorky (napr. aj derivatizacia), vysSia pociatocna
investicia na zariadenie, vys$Sie ndklady na kolony, obmedzené stanovenie viacerych
kokcidiostatik vedla seba jednym analytickym postupom a potrebna odbornost. Vyhody
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kvapalinovej chromatografie standem hmotnostnou spektrometriou je jednoznacna
identifikacia pritomnosti analytov, schopnost’ stanovit’ viaceré rezidud kokcidiostatik réznych
fyzikéalnych a chemickych vlastnosti vedla seba jednym analytickym postupom, jednoduchsia
priprava vzorky, vyznamné zniZenie Casu analyzy a zvySenie poc¢tu analyzovanych vzoriek
(napr. pouzitim novsich kolon).

Spracovanie prispevku bolo podporené grantom VEGA MS SR ¢. 1/0939/12.
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VARIACIE ODTOKU LYMFY Z LYMPHOCENTRUM MESENTERICUM CAUDALE
U KRALIKA
Maloveska M., Kresakova L., Vdoviakova K.
Katedra anatomie, histologie a fyziologie, Univerzita veterindrskeho lekarstva a farmacie,
Kosice

ABSTRAKT

V nasej praci sme sa sustredili na sledovanie odtoku lymfy z uzlin tvoriacich lymphocentrum
mesentericum caudale, ktoré¢ odvadzaju miazgu z colon descendens a vacsej Casti recta
u krélika. Podrobné $tadium toku miazgy na animalnom modely méze pomoct pri ziskavani
poznatkov o lymfatickej drenazi v humannej medicine. Oblast’ hrubého ¢reva a konecnika
patri medzi najCastejSie malignitami postihnuté useky traviaceho ustrojenstva u l'udi.
Lymfogénnej dissemindcii sa v ostatnom Case priklada stale va¢Si vyznam a zistenie stupia
postihnutia regiondlnych lymfatickych uzlin je kIiCovym znakom pre tvorbu lie¢ebného
planu ako aj vyznamnym prognostickym faktorom.

Po intersticidlnej injekcii tuSu do cCrevnej steny (bohatd siet’ lymfatickych kapilar je
v podslizni¢nom vidzive) sme boli schopni pozorovat’ privodné ako aj odvodné lymfatické
cievy kaudalnych okruzovych uzlin. Zistili sme, ze vasa lymphatica efferentia vystupujuce z
Inn. mesenterici caudales v 11 pripadoch (91,7%) vstupovali priamo do trunci lumbales.
Z toho v Siestich pripadoch (54,5%) ustili do trunci lumbales v oblasti vstupu v. festicularis
dextra do v. cava caudalis. V piatich (45,5%) pripadoch bolo vyustenie posunuté
kranidlnejsie. U jedného krélika (8,3%) viedli vasa efferentia lymfu kaudalnym smerom do
Inn. iliaci mediales. Zistili sme 2 trunci lumbales prebiehajuce po pravej a ventralnej ploche v.
cava caudalis.

Ani v jednom pripade sme nezaznamenali priamy vstup lymfy do cisterna chylii.

UvOoD

Tedria mechanizmu vzniku lymfy popisand australskymi morfolégmi John R a Judith R
Casley — Smith v roku 1967 je uzndvana dodnes (Nickel R., 1981). Tkanivovy mok, ktory
z intersticia nebol vstrebany venoznymi kapilarami vstupuje do slepo zakoncenych
lymfatickych kapilar a stava sa lymfou. Lymfa je odvadzana sietou lymfatickych kapilar a
nasledne lymfatickymi cievami do lymfatickych kmeniov. Lymfatické kmene sa spajaja
atvoria dva hlavné miazgovody —  ductus thoracicus aductus Ilymphaticus dexter,
prostrednictvom ktorych lymfa vstupuje do zilového systému (LeSnik, Danko, 2005). Do
priebehu lymfatickych ciev sa zaraduju lymfatické uzliny. Podla smeru toku lymfy
k miazgovej uzline, alebo od nej rozliSujeme aferentné (privodné) a eferentné (odvodné)
lymfatické cievy (Konig — Liebich, 2002). Lymfatickd uzlina, alebo skupina lymfatickych
uzlin, ktoré sa konStantne nachadzaju v rovnakej oblasti a prijimaju lymfu z jedného regioénu
u vSetkych druhov zvierat sa oznacuje ako lymfocentrum (Constantinescu M. G. a Schaller
0.,2007).

Kaudalne okruzové uzliny (Inn. mesenterici caudales) je skupina uzlin ulozenych v zavese
colon descendens, v oblasti rozvetvovania sa a. mesenterica caudalis na a. rectalis cranialis
aa. colica sinistra (Popesko P.,1992). Ich tributdirna oblast zahiia colon descendens
a podstatnu Cast’ rekta.

Cielom tejto prace bolo pozorovat’ odtok lymfy z kaudalnych okruzovych miazgovych uzlin
u kralika (Oryctolagus cuniculus), ktory je aj v dneSnej dobe najbeZnejSie pouzivanym
laboratornym zvieratom vyuzivanym na vyskumné ucely v oblasti fyzioldgie, farmakologie
a experimentalnej patologie (Barone R., 1973). Zaujem u Stadium tejto skupiny lymfatickych
uzlin nadvizuje na skutoCnost’, ze Inn. mesenterici inferiores u ¢loveka patria k spadovym
lymfatickym uzlindm pri nddoroch hrubého ¢reva a konecnika u l'udi (LesSnik, Danko, 2005).
Frekvenciou vyskytu a umrtnost’ou patria zhubné nadory hrubého ¢reva a kone¢nika medzi 3
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najcastejSie sa vyskytujice malignity (Plesko I. a kol., 2012). Chirurgickd liecba pozostava
z resekcie ur¢itého useku creva s tumorom a regiondlnymi lymfatickymi uzlinami. Rozsah
resekcie vo velkej miere ovplyviuje aj lymfatickd drenaz. Nedostatocna disekcia
lymfatickych uzlin pri primarnej operacii moéze viest k lokdlnym recidivam (Kroupa K.,
2006).

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili 12 kralikov samcieho pohlavia vo veku 12 —14 tyzdiov.
Eutanazia bola vykonana embutramidom (T 61) v davke 0,3ml/kg i.v. Inciziou vedenou
priecne cez m. biceps femoris sme spristupnili zdkolennu lymfaticku uzlinu uloZent
v malom mnozstve tukového tkaniva, nad hlavami m. gastrocnemius v uhle medzi a. et v.
caudalis femoris av. saphena lateralis (Popesko akol., 1990). Preparaciu vykondme
opatrne, aby doslo ¢o k najmensiemu poskodeniu okolitého tkaniva, najmi lymfatickych
kapilér a ciev. Rovnako si spristupnime /n. popliteus aj na druhej panvovej koncatine. Ked'ze
siet’ lymfatickych kapilar a ciev je vol'nym okom takmer neviditeI'na je nevyhnutné na ich
zvyraznenie pouzit® kontrastnu latku. Do vypreparovanych zikolennych uzlin pomaly
injikujeme farbivo (tus). Tento ukon smeruje k zviditel'neniu priebehu driekovych kmenov
(trunci lumbales) a chylovej nadrzky (cisterna chyli). Nasledne otvorime brusnu dutinu
a v okruzi zostupného koléonu vyhladame lymfatické uzliny a popiseme ich tvar a velkost.
Prevedieme intersticidlny nastrek zostupného kolénu a hornej Casti konecnika. Postup tusu
nam umoziuje sledovat’ postup lymfy . Vysledky priebezne dokumentujeme digitalnym
fotoaparatom CANON — POWER SHOT SX 40 HS a opera¢nym mikroskopom LEICA M
320. Pri pomenovani jednotlivych anatomickych Struktir pouzijeme posledné vydanie NAV
(Danko a kol., 2011).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kaudalne okruzové miazgové centrum (lymphocentrum mesentericum caudale ) je u kralika
tvorené skupinou 2 az 4 lymfatickych uzlin, ovalneho tvaru (Obr. €. 1) v najdlh§om rozmere
3 — 4 mm velké (Barone R., 1996).

Podl'a autorov Barone (1996) a Nejedly (1965), sa u kralika vasa efferentia z Inn. mesenterici
caudales konvergentne zbiehaju a vlievaji do kaudalneho konca chylovej nadrzky. Autori
Kocisova M. a kol. (1988) popisuju postup odvodnych lymfatickych ciev do trunci lumbales.
Len z kaudalnej Casti konecnika vyustovali do pristrednych bedrovych miazgovych uzlin
(lymphonodi iliaci mediales).

Z naSich pozorovani vyplynulo nasledovné.

Lymfatické wuzliny spominaného lymfocentra sa vyskytovali u kralikov v pocte 3 — 4, vo
velkosti SoSovice a> malej fazule (max. dizka 8 mm). Dva driekové lymfatické kmene
prebiehali paralelne s v. cava caudalis a aorta abdominalis a na mnohych miestach boli
poprepajané (Obr. €. 2). Zaroven sme dospeli k zdveru, Ze vasa lymphatica efferentia
vystupujuce z [nn. mesenterici caudales v 11 pripadoch (91,7%) vstupovali priamo do
trunci lumbales. Z toho v Siestich pripadoch (54,5%) ustili do frunci lumbales v oblasti
vstupu v. testicularis dextra do v. cava caudalis. V piatich (45,5%) pripadoch bolo vyustenie
posunuté kranidlnejSie. U jedné¢ho kralika (8,3%) viedli vasa eferentia lymfu kaudalnym
smerom do /nn. iliaci mediales, ulozenych v mieste termindlneho rozvetvenia brusnej aorty.
Ani v jednom pripade sme nezaznamenali priame vyustenie vasa efferentia do cisterna chylii,
alebo inych lymfatickych kmenov v brusnej oblasti. Z pozorovani méZzeme konstatovat’, Ze
lymfa je zo sledovanejoblasti v 91,7% pripadov privadzana do dobre vyvinutych
lymfatickych kmenov bez prechodu d’al$imi nadradenymi lymfatickymi uzlinami.
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Lnn. mesenterici caudales uloZené v mieste vetvenia sa a. mesenterica cranialis so
zobrazenim privodnych (Obr. €. 1) a odvodnych (Obr. €. 2)lymfatickych ciev.

1. Inn. mesenterici caudales 5. a. mesenterica caudalis
2. vasa lymphatica afferentia 6. a. colica sinistra

3. vasa lymphatica efferentia 7. a. rectalis cranialis

4. colon descendens 8. trunci lumbales
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ZMENY SEROVYCH PROTEINOV U JAHNIAT V PRIEBEHU PRVEHO MESIACA
ZIVOTA
Nagyova V., Soltésova H., Téthové Cs., Nagy O.
Klinika prezuvavcov, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Sérové proteiny plnia v organizme mnoho délezitych funkcii a ich koncentraciu ovplyviiuje
viacero fyziologickych a patologickych faktorov. Len malo stavov ovplyviiuje koncentraciu
vSetkych bielkovin, preto je vyhodné sledovat’ zmeny v jednotlivych frakciach. Cielom tejto
Studie je stanovit fyziologické hodnoty celkovych bielkovin, ako aj jednotlivych frakcii
sérovych proteinov u jahniat do 1. mesiaca zivota. V experimente bolo pouzitych 7 jahniat vo
veku od 0 do 30 dni. Vzorky krvi boli odobraté punkciou vena jugularis v €ase 0 (pred
napitim kolostra), 24, 48 hodin, 7, 14 dni a 1 mesiac po narodeni. Vzorky boli centrifugované
a zo séra bola stanovena koncentracia celkovych bielkovin spektrofotometricky a metdédou
elektroforézy (EF) v agar6zovom géli jednotlivé frakcie sérovych proteinov. Pomocou EF sa
bielkoviny rozdelili do piatich frakcii - albumin, a;-, a,-, B- a y-globuliny. Vyhodnotenim
ziskanych vysledkov sme zistili Statisticky vyznamné rozdiely v koncentracii celkovych
bielkovin, tiez vo vSetkych frakciach ako aj v pomere Albumin/Globuliny pocas sledovaného
obdobia. Vekovo S$pecifické referencné intervaly sérovych proteinov a ich frakcii mozu
napomdct’ pri laboratdrnej diagnostike niektorych ochoreni u jahniat. Je v§ak potrebné rozsirit’
tento experiment na vacsi pocet zvierat a SirSie Casové obdobie.

UvoD

Prevazna cast’ sérovych bielkovin je syntetizovand v peceni a odtial’ su secernované do krvi.
Dalsie druhy proteinov séra sa tvoria predovietkym v lymfocytoch, enterocytoch a pod.
(Turecky a kol., 2002). Sérové bielkoviny plnia rdézne funkcie. Podiel'ajii sa na udrZiavani
onkotického tlaku krvi, posobia ako transportné molekuly minerdlov, lipidov a katabolitov,
zabezpecuju Specificka ako aj neSpecificku obranu proti infekciam, chrania organizmus pred
volnymi radikdlmi. Patria sem tieZ enzymy a inhibitory enzymov (Racek, 2006). Viaceré
ochorenia moézu spdsobit’ zmeny v koncentracii albuminu a globulinov. Jednym z cennych
diagnostickych prostriedkov na vysetrenie sérovych proteinov je metdda elektroforézy (EF).
EF motilita sérovych proteinov je zavisla od viacerych faktorov (druh zvierat, vek, vyZziva a
pod.), preto je nevyhnutné stanovit’ fyziologické hodnoty EF frakcii u jednotlivych druhov
prezuvavcov v zavislosti od veku a jednotlivych produkénych a reprodukéych faz (Alberghina
a kol., 2010).

MATERIAL A METODIKA

V experimente bolo pouZitych 7 jahniat vo veku od 0 do 30 dni. Ustajnené boli spolo¢ne s
matkami v priestoroch Kliniky prezivavcov UVLF v Kosiciach. VSetky zvierata boli klinicky
zdravé. Vzorky krvi boli odoberané punkciou vena jugularis v ¢ase 0 (pred napitim kolostra),
24, 48 hodin, 7, 14 dni a 1 mesiac po narodeni a nasledne centrifugované pri 3600 ot/min po
dobu 30 minut. Koncentrécia celkovych bielkovin (CB) bola stanovena Biuretovou metdédou
spektrofotometrickym biochemickym analyzatorom Alizé (Lisabio, France), pouzitim
komerénych diagnostickych testov (Randox). Bielkoviny krvného séra boli rozdelené na
jednotlivé frakcie metddou zénovej elektroforézy na pufrovanych agarézovych géloch pri pH
8,8. EF bola vykonana automatickym elektroforetickym syst¢émom Hydrasys (Sebia
Corporate, France) pouzitim komerénych diagnostickych testov Hydragel 7 Proteine (Sebia
Corporate, France). Hodnotenie elektroforetogramov, ako aj identifikdcia a kvantifikacia
jednotlivych bielkovinovych frakcii boli vykonané denzitometricky pocitacovym programom
Phoresis verzia 5,50 (Sebia Corporate, France). Bielkoviny krvného séra boli rozdelené do 5
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frakcii - albumin, a,;- globuliny (a;-glob), ay- globuliny (a,- glob), B- globuliny (B- glob) a y-
globuliny (y-glob). Hodnotené boli relativne (%) a absolitne koncentracie (g/1) jednotlivych
frakcii, ako aj pomer albuminu ku globulinom (A/G). Statistické vyhodnotenie ziskanych
vysledkov bolo vykonané v programe GraphPad - Prism hodnotenim aritmetickych priemerov
a smerodajnych odchylok jednotlivych sledovanych parametrov (x+SD). Na vyhodnotenie
vyznamnosti zmien hodndt sledovanych parametrov pocas hodnoteného obdobia bol pouzity
Friedmanov test analyzy rozptylov (F-Anova) s naslednym Dunnovym post testom na
hodnotenie vyznamnosti rozdielov medzi jednotlivymi odbermi.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V percentualnom zastipeni jednotlivych frakcii sme pocas sledovaného obdobia zaznamenali
signifikantné rozdiely (Tab. 1).

Po prijati kolostra sme pri albumine a o,- glob sledovali tendenciu k vzostupu relativnych
hodnot. Naopak a;-, B- a y-glob mali tendenciu postupne klesat’. Pri sledovani absolitnych
hodnét jednotlivych parametrov sme tiez zistili Statisticky vyznamné rozdiely pocas
sledovaného obdobia (Tab. 2). Kym u CB, a;-, a y-glob sme po ptijati kolostra zaznamenali
postupny pokles hodnoét, parametre albumin, o,-, - glob a A/G mali tendenciu stipat’.

Tab. 1: Zmeny v pomernom zastipeni sledovanych frakcii sérovych proteinov (%) u jahniat
do veku 1 mesiaca

Parameter Sledované obdobie p
0 hod. 24 hod. 48 hod. 7 dni 14 dni 1 mes.
X 69,1%4 47,38 49,74 57,2 60,7 64,18
r 9 9 b b 9 b <
albumin =5 1.0 9.7 9.4 6.8 6.2 41 0,001
oo olob X 15,0x™ 12,0"® 11,2 7,5 6,3"* 6,15 <0.001
g SD 22 36 2.4 17 0.7 0.7 ’
11,548 11,3P 12,7 14,7 15,6%¢ 15,48P
- glob  |— : : : : : : <0,001
SD 0,8 1,0 0,6 0,6 1,0 1,0
X 1,8¥AB 5,1 48 4,9% 5,14 5,38
- b 9 b b 9 b < 1
B-glob —os 0.3 6.0 52 35 2.0 2.0 0,00
X 2,6 26,8% 23,6® 17,0% 12,8" 9,37
- <
v-glob o 0.8 12.7 11,5 8.2 6.2 38 0,001

Rovnakeé indexy v riadkoch znamenaju vyznamnost’ rozdielov hodn6t medzi jednotlivymi odbermi:x,y,z -
P<0,05; A,B,C,D - P<0,01; a,b,c - P<0,001 (P-hladina vyznamnosti F-Anovy)

v

klesala, ¢o koreluje s pohybom frakcie y-glob. U prezavavcov novorodené¢ mlad’atd maja
minimdlne hodnoty imunoglobulinov, pretoze tieto neprechadzaji cez placentu. Preto aj
hodnoty celkovych proteinov su u nich nizke, stipaju az po prijati kolostra a potom klesaji v
priebehu 1 az 5 tyzdiov, kedy je kolostrum metabolizované (Latimer, 2003). V naSom
experimente sme zaznamenali postupny narast koncentracie albuminu, o moze suvisiet’ s
prijmom mledziva a mlieka. Vysledky experimentu realizovanom u novorodenych prasiatok
ukdézali, Ze zvySeny prijem aminokyselin potravou zvysi produkciu albuminu peceniou (Davis
a kol., 1998). Najvyssiu koncentraciu a;- glob sme zistili 24 hodin po narodeni. Potom ich
hodnoty postupne klesali. Pocas intrauterinného vyvoja fetadlne pecenové bunky plodu
produkuju a,- fetoprotein (Kaneko, 1997). Jeho koncentracia u novorodenych mlad’at klesa a
v dospelosti sa zvySena koncentracia povazuje za tumorovy marker (Racek, 2006). Vo frakcii
ox- a B- glob sme zaznamenali narast hladin od prvého dna po narodeni. Podobné vysledky
prezentoval Piccione a kol. (2011) u kozliat. Tieto frakcie obsahuju proteiny akutnej fazy,
ktorych zvysSenie suvisi s reakciou na infekéné agensy a stresové stavy (Kaneko, 1997). U
inych druhov preziivavcov reakcia na enviromentdlne podmienky zvysuje produkciu
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hodin po narodeni, pravdepodobne vd’aka nahlemu vzostupu y-glob po prijati kolostra, potom
hodnoty A/G postupne stupali, o suviselo s poklesom vy-glob a vzostupom koncentracie
albuminu.

Tab. 2: Zmeny sérovych koncentracii celkovych bielkovin, jednotlivych frakcii sérovych
proteinov a pomeru albumin/globuliny (A/G) u jahniat do veku 1 mesiaca

Parameter Sledované obdobie P
0 hod. 24 hod. 48 hod. 7 dni 14 dni 1 mes.
X 44 64 66,5" 63,8" 59,0 60,0* 57,7
b b b b b b < 1
CB SD 4.8 14,2 12,6 10,6 7.4 6,3 0,00
X 30,5 30,34 30,7% 33,1 35,458 36,8%
r. 9 9 9 b b b <
albumin =5 25 1.4 15 22 23 2.1 0,001
X 6,5 7,5%® 6,6 4,3* 3,7v%4 3,5°
_ 9 9 b b 9 9 < 1
o-glob o 1.0 0.7 0.8 0.5 0.2 0.5 0,00
X 5,14Ba 7 4% 6,1 8, 7" 9,2% 8,98
- b b b b b b < 1
oz glob I mo 0.8 12 14 1.4 1.1 1.1 0,00
X 0,848 1,9 1,8 3,28 3,62 4,0
- l b l ) B ) > > <0,001
B -glo SD 0.2 0.8 0.7 2.0 2.7 2.0
X 1,2%® 19,3% 16,3 10,8 7,8" 5,5%
- <
v-glob 0.5 12.8 10,7 6.9 43 27 0,001
A/G X 2,247 0,95 1,054 1,38 1,60% 1,82% <0.001
SD 0,11 0,35 0,37 0,36 0,41 0,34 ’

Rovnaké indexy v riadkoch znamenaji vyznamnost rozdielov hodnét medzi jednotlivymi odbermi: x,y,z -
P<0,05; A,B - P<0,01; a,b,c - P<0,001 (P — hladina vyznamnosti F-Anovy)

Z nasho sledovania vyplyva, Zze fyziologické koncentracie sérovych proteinov sa s vekom
menia, pricom u mlad’at je tdto zmena vel'mi vyrazna. Stanovenie ich referenénych hodndt
moze napomdcet’ pri laboratérnej diagnostike niektorych ochoreni. Je vSak potrebné rozsirit
experiment na vac¢si pocet zvierat a SirSie casové obdobie.

Praca bola realizovana v ramci projektov VEGA 1/0812/12 a APVV-0475-10.

POUZITA LITERATURA

Alberghina D, Casella S, Vazzana ., Ferrantelli V, Giannetto C, Piccione G. Analysis of serum
proteins in clinically healthy goats (hircus) using agarose gel electrophoresis. Vet Clin Pathol. 2010;
39:317 - 321.

Davis T A, Burrin D G, Fiorotto M L, Reeds P J, Jahoor F. Roles of insulin and amino acids in the
regulation of protein synthesis in the neonate. J Nutr. 1998; 128:347-350.

Kaneko J J. Clinical biochemistry of domestic animals, 5th Ed. Academic Press. London. UK. 1997;
117-138.

Latimer K S, Mahaffey E A, Prasse K W. Duncan and Prasse's Veterinary Laboratory Medicine:
Clinical Pathology. 4th Ed. lowa State Press. 2003; 162-171.

Lomborg S R, Nielsen L R, Heegard P M H, Jacobsen S. Acute phase proteins in cattle after exposure
to complex stress. Vet Res Comm. 2008; 32:575-582.

Piccione G, Scian6 S, Messina V, Casella S, Zumbo A. Changes in serum total proteins, protein
fractions and albumin-globulin rato during neonatal period in goat kids and their mothers after
parturition. Ann Anim Sci. Vol 11. 2011; 2:251-260.

Racek J. Klinicka biochemie, 2. vydani. Praha. Galén. 2006; 59-68.

Turecky L. Lekarska biochémia 2. Asklopios Bratislava. 2002; 177-189.

91
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ABSTRAKT

Aviarna chlamydiéza je zoonotické ochorenie vtakov spdsobované intracelularnou baktériou
Chlamydophila psittaci. U l'udi spdsobuje psitakozu alebo ornitozu, ktora je vyznamnou
zoondzou a v nelieCenych pripadoch mdze viest’ az k smrti pacienta. Infekcia je najcastejSia
u papagajovitych a holubovitych vtikov. Papagajovité vtaky chované v zajati su hlavnym
rezervoarom psitakézy l'udi. Z doévodu zoonotickej povahy ochorenia je dblezita rychla a
presna diagnostika u nakazenych vtdkov. MoZnosti rychlej a presnej detekcie chlamydii sa
vyrazne zlepsili zavedenim molekulovych metod diagnostiky, najmi polymerazovej retazovej
reakcie (PCR), ktoré poskytuje definitivnu diagnozu priamou detekciou chlamydiovej DNA.
Ciel'om naSej prace bola priama detekcia chlamydiovej DNA vo vzorkach odobranych od 29
exotickych vtadkov. Odobraté vytery z kloaky a choan boli vySetrené pomocou PCR s pouzitim
primerov zachytavajucich vSetky druhy celade Chlamydiaceae. Chlamydiovda DNA bola
detegovana v piatich vzorkach.

UvOoD

Chlamydophila psittaci je obligatna, intraceluldrna, gram-negativna baktéria, schopna
infikovat’ vtaky, u ktorych je pdvodcom aviarnej chlamydidzy, a cicavce vratane cloveka,
u ktorého spdsobuje psitakozu alebo ornitdozu. Zoznam druhov vtakov, u ktorych sa vyskytuje
infekcia Chlamydohpila psittaci, sa stale rozSiruje. Dodnes bola potvrdend u 465 druhov
vtakov zahrnutych v 30 radoch, pricom minimalne 153 vnimavych druhov patri do radu
Psittaciformes (Vanrompay et al., 2007). Znamych je 8 sérovarov Chlamydophila psittaci,
oznacenych A az F, WC a M56. Sérovary A az F infikuju vtaky, sérovary WC a M56 boli
izolované z hovidzieho dobytka a ondatry (Smith et al., 2011). Vtacie sérovary su relativne
druhovo Specifické. Sérovary Aa B st obvykle izolované z papagajovitych vtakov
spektrum druhov, bol izolovany z holubov, pstrosov, kacic a moriek. Sérovar F bol
izolovany z papagajov a moriek. VSetky sérovary su povazované za zoonotické (Harkinezad
et al., 2009). Prevalencia chlamydiézy u papagajovitych vtakov variruje od 16% po 81%
a mortalita je Casto vysSia ako 50% (Vanrompay et al., 2007). Papagéjovité vtaky chované
v zajati a ako doméci milacikovia su hlavnym rezervoarom psitakézy l'udi (Longbottom a
Coulter, 2003). Chlamydiéoza méZe mat’ u papagajovitych vtdkov chronicky alebo akutny
priebeh. Infikované vtaky zostavaji Casto bez klinickych prejavov, ktoré vypuknu, ked je
vtak stresovany (hniezdenie, prevoz, manipulacia...). NajCastejSimi klinickymi priznakmi st
anorexia, letargia, naSuchorené perie, ser6zny alebo mukopurulentny vytok z o¢i a nosovych
otvorov, strata hmotnosti adychacie tazkosti rozneho stupna. Vyskytuje sa tiez
konjunktivitida a hnacka so zltozelenym sfarbenim trusu. U chronicky infikovanych vtakov je
rekurentna konjunktivitida casto jedinym priznakom ochorenia. U papagéjovitych vtakov st
tiez pomerne ¢asté neurologické prejavy a u niektorych vtadkov sa mézu vyskytnut’ poruchy
rastu peria (CESPH, 2009). Medzi vtdkmi sa chlamydidza §iri prachom z vysuSeného trusu
a sekrétov z o€i a dychacieho traktu, pozitim kontaminovaného materialu, kfmenim mlad’at
akrv cicajuicim hmyzom. Clovek sa nakazi vdychnutim kontaminovaného prachu pri
manipulacii s postihnutymi vtakmi alebo pohybe v kontaminovanom prostredi (West, 2011).
Klinické priznaky psitakézy u l'udi byvajia podobné chripke, infekcia vSak mdze viest aj
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k zavaznym pneumoénidm a multiorgdnovému zlyhaniu. Pre jej zoonoticky potencial je
dolezita rychla definitivna diagnostika u nakazenych vtakov (Elder, Brown, 1999).
Definitivnu diagnézu ziskame identifikdciou podvodcu mikroskopickym vySetrenim
ofarbenych naterov, detekciou chlamydiového antigénu pomocou imunofluorescencie alebo
metody ELISA, alebo detekciou chlamydiovej DNA pomocou PCR. Zavedenim PCR sa
moznosti diagnostiky chlamydiéz vyrazne zlepsili, ked’Ze umoziiuje priamu identifikaciu
povodcu v klinickych vzorkéch, ako aj diferencidciu jednotlivych druhov chlamydii
(Rodolakis a Mohamad, 2010).

MATERIAL A METODIKA

Vysetrili sme vytery zkloaky achodn od 29 papagijovitych vtakov druhov neofema
tyrkysovd (Neophema pulchella), korela chochlatd (Nymphicus hollandicus), amazonan
modrocely (4Admazona aestiva), lori mnohofarebny (Trichoglossus haematodus), papagij
cervenokridly (Aprosmictus erythropterus), papagdj kralovsky (Alisterus scapularis)
a papagaj alexandrin (Polytelis alexandrae).

Vtaky boli pred odberom klinicky vysetrené. Vzorky boli odobrané sterilnymi vatovymi
tamponmi do 1,5 ml uzatvaratenych plastovych skumaviek so sterilnym fyziologickym
roztokom a do izolacie DNA boli uskladnené pri -20 °C.

Izolacia DNA bola vykonana pomocou S$tandardného izolacného kitu DNA sorb-B
(AmpliSens, Franctzsko), izolaty boli do PCR vySetrenia uskladnené pri -20 °C.

DNA bola amplifikovana pomocou primerov 23SIGR a U23F, zachytavajucich vsetky druhy
celade Chlamydiaceae.

PCR produkty boli vizualizované pomocou elektroforézy.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z 29 vySetrenych vtakov malo pri klinickom vySetreni 7 jedincov (24,1%) klinické priznaky,
ktoré by mohli poukazovat na infekciu Chlamydophila psittaci (respiracné tazkosti, anorexia,
letargia, hnacka, poruchy rastu peria, neurologické poruchy).

Z celkového poctu 29 vysetrenych bola u 5 vtdkov (17,2%) PCR vySetrenim dokazana
chlamydiova DNA. VSetky tieto vtaky mali klinické priznaky.

Pozitivne vtaky patrili k druhom papagdj alexandrin (2x), neofema tyrkysova (1x), papagdj
cervenokridly (1x) a papagdj kralovsky (1x). Pozitivne jedince druhu papagaj alexandrin
pochadzali zjedného chovu amali klinické priznaky vo forme dychacich tazkosti,
nezvycajného zafarbenia peria a neurologickych prejavov (tremor svalstva, ataxia). Papagdj
cervenokridly a papagaj kralovsky pochadzali takisto z jedného chovu. Obidva vtaky mali
klinické priznaky vo forme poruchy rastu peria a nekvalitnej rohoviny zobdka a pazlrov,
u papagaja kralovského bola tiez pozorovand mierna apatia, anorexia, dychacie tazkosti
a mukopurulentny vytok z nosovych otvorov. U pozitivneho jedinca druhu neofema tyrkysova
boli zisten¢ vyrazné klinické priznaky — dychacie tazkosti, vytoky z nosovych otvorov a o¢i,
hnacka, apatia a anorexia. Dal§ich 16 vtakov rovnakého druhu z toho istého chovu nemalo
ziadne klinické priznaky a pri PCR vySetreni boli negativne na pritomnost’ Chlamydophila
psittaci.

Z piatich pozitivnych jedincov mal typické klinické priznaky avidrnej chlamydidzy len jeden,
u ostatnych vtdkov boli pozorované len mierne alebo neSpecifické priznaky ochorenia.
Predpoklada sa, ze mnoho pripadov chlamydiézy ako u vtakov, tak aj u l'udi, ostdva z dovodu
variabilnej klinickej manifestacie a ¢asto subklinického priebehu nerozoznanych. Vanrompay
et al. sledovali vo svojom vyskume vroku 2007 prevalenciu chlamydiovych ochoreni
u exotickych vtdkov a ich chovatelov v Belgicku. Zistili, Ze pozitivita chovatel'ov exotického
vtactva bola sice vyssia ako u bezného obyvatel'stva, chovatelia vSak mali len vel'mi mierne
nespecifické priznaky ochorenia. Napriek tomu ale viac ako 25% chovatelov uviedlo, Ze
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kratko po tom, ako zacali s chovom exotickych vtakov, prekonali pneumoniu, €o je vyrazne
vyssia prevalencia, ako u beznej populacie.

Prdca bola rieSend v ramci grantovych iiloh VEGA MS SR ¢. 1/0623/11; 1/0390/12.
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* Obe autorky prispeli k praci rovnakym podielom

ABSTRAKT

Drobné cicavce su dolezitymi rezervoarovymi hostitelmi v cirkulécii klieStami prenaSanych
patogénov v prirodnych ohniskdch. Granulocytarna anaplazméza reprezentuje klieStami
prendSané zoondzne ochorenie vyvolané intraceluldarnou baktériou, Anaplasma
phagocytophilum. Najvyznamnej$im vektorom A. phagocytophilum v Eurdpe je kliest' Ixodes
ricinus, aj ked’ do jej cirkulacie v prirodnych ohniskach st v mensej miere zapojené aj d’alSie
druhy kliestov, napr. Ixodes trianguliceps a Dermacentor marginatus. Cielom prace bola
analyza genetickej variability 4. phagocytophilum v strednej Eurdpe vo vztahu k ekologii
tohto patogéna cez Specifické vdzby na rezervoarovych hostitelov a vektorov. Odber
materialu trval v rokoch 2011, 2012. Na Slovensku bol odchyt drobnych cicavcov realizovany
na modelovych lokalitich vychodného Slovenska, v Taliansku boli vzorky odoberané
z provincie Trento, oblast’ Valle Dei Laghi. Material bol molekuldrnymi metédami vySetreny
na pritomnost’ baktérii A. phagocytophilum. V oblastiach bez vyskytu 1. trianguliceps nebola
pritomnost A. phagocytophilum v drobnych cicavcoch pozorovand. Fylogenetickym
analyzam na viacerych lokusoch (msp4, groEL, DOV) sme podrobili pozitivne vzorky ziskané
zo Slovenska a Talianska z klieStov z vegetacie a klieStov cicajucich na drobnych cicavcoch,
psoch, vysokej zveri, ovciach, vtadkoch, ako aj vzorky krvi a biopsii hostitel'ov. Analyzy
odhalili, ze genotypy A. phagocytophilum z kliestov I ricinus z vegetacie, psov, koni,
prezavavcov a l'udi st odlisné od genotypov z drobnych cicavcov a I trianguliceps, ktoré
patrili do samostatného kladu. NaSa Studia potvrdila, ze kmene 4. phagocytophilum maja
Specifické asociacie s vektormi a rozdielnymi rezervoarovymi hostitel'mi. Na rozdiel od USA,
v Europe st hlodavcie genotypy prendsané len klieStami 1. trianguliceps, a preto tieto kmene
pravdepodobne nie su pre 'udi patogénne.

UvOD

Drobné cicavce su dolezitymi rezervoarovymi hostitel'mi v cirkulécii klieStami prenaSanych
patogénov v prirodnych ohniskdch (Piesman a Gern, 2004). A. phagocytophilum je gram-
negativna obligatna intraceluldrna baktéria z radu Rickettsiales, ¢elade Anaplasmataceae a
rodu Anaplasma. Infikuje granulocyty a spdsobuje granulocytarnu anaplazmoézu u l'udi, koni
apsov a pastevnu horiacku u domécich preziivavcov a koni. Anaplazmdza je najCastejSia
kliestami prenaSana zoondza domadcich a volne zijucich prezuvavcov v Eurdpe. Klinické
priznaky u I'udi st charakteristické horuckou, bolestami hlavy, nepokojom, nechutenstvom,
bolest’'ou svalov, pri vysokom pocte baktérii aj leukopéniou ¢i trombocytopéniou (Dumler a
kol., 2005). Nedavne stadie ukazuji, Ze vnutrodruhova variabilita zohrava v jej ekologii
dolezitej$iu ulohu ako sa povodne predpokladalo. Bola dokazand biologickd a ekologicka
variabilita, existencia ekotypov/variantov (Paulauskas akol., 2011). VUSA st zname 2
varianty izolované z klietov Ixodes scapularis. Ap - variant, kde rezervoarovymi hostiteI'mi
su vol'ne Zijlice prezuvavce, je nepatogénny pre ¢loveka. Ap - ha variant, izolovany z l'udi,
psov, koni a drobnych cicavcov, ktori si zaroven aj rezervoarovi hostitelia, je patogénny pre
cloveka (Massung akol., 2002; 2006). V Eurépe je ekologickd asocidcia zatial' nejasna.
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Vicsina izolatov (aj z I'udi) patri k preztivavéim genotypom, su vS§ak omnoho variabilnejSie a
reservoarovi hostitelia st hlavne vol'ne Zijiice preziivavce a drobné cicavce. NajvyznamnejSim
vektorom A. phagocytophilum v Eurépe je kliest 1. ricinus, aj ked do jej cirkulacie v
prirodnych ohniskach si v menSej miere zapojené aj dalSie druhy kliestov, napr. L
trianguliceps a D. marginatus (Bown a kol., 2009; de la Fuente a kol., 2005). Cielom prace
bola analyza genetickej variability A. phagocytophilum v strednej Eurdépe vo vztahu
k ekologii tohto patogéna cez Specifické vizby na rezervoarovych hostitel'ov a vektorov.

MATERIAL A METODIKA

Odber materidlu trval v rokoch 2011, 2012. Na Slovensku bol odchyt drobnych cicavcov
realizovany na 4 modelovych lokalitich vyhodného Slovenska. Cermel a Hylov, lokality
s vy$Sou nadmorskou vyskou, kde sa vyskytuji oba druhy kliestov (I ricinus, 1.
trianguliceps). Botanicka zahrada a Rozhanovce su lokality s nizSou nadmorskou vyskou a
absenciou kliesta 1. trianguliceps. V Taliansku boli vzorky odoberané z provincie Trento,
severovychodna oblast’ Valle Dei Laghi, s beznym vyskytom kliesta I. trianguliceps. Vzorky
krvi a biopsii boli odoberané z r6znych hostitel'ov od drobnych cicavcov cez vtadky, psy, ovce
az po vysoku zver. V oboch Castiach, aj na Slovensku, aj v Taliansku, boli zaroven odoberané
aj klieSte z hostitelov a klieSte z vegetacie. Vzorky boli molekularnymi metdédami (PCR,
RealTime PCR) vySetrené na pritomnost baktérii 4. phagocytophilum. Vnutrodruhova
variabilita druhu 4. phagocytophilum a fylogenetické analyzy boli Studované na zdklade DNA
sekvencii lokusov msp4 (de la Fuente a kol., 2005), groEL (Liz a kol., 2000) a DOVI (Bown
a kol., 2009).

VYSLEDKY A DISKUSIA

A. phagocytophilum na Slovensku bola detekovand v klieStoch 1. ricinus z vegetacie na
vSetkych modelovych lokalitach, v kliestoch I trianguliceps cicajiicich na drobnych
cicavcoch a tiez v nekropsiach z uSnic a slezin (M. glareolus, A. flavicollis a A. agrarius). V
oblastiach bez vyskytu I. trianguliceps pritomnost’ A. phagocytophilum v drobnych cicavcoch
nebola pozorovana. Rovnako ani v kliestoch /. ricinus cicajicich na drobnych cicavcoch sme
nezistili pritomnost’ A. phagocytophilum, hoci cicali na infikovanych drobnych cicavcoch.
V Taliansku bola 4. phagocytophilum detekovana v krvi drobnych cicavcov, v kliestoch 1.
ricinus z vegetacie a z rdznych hostitel'och. Fylogenetickym analyzam na viacerych lokusoch
(msp4, groEL, DOV) sme podrobili pozitivne vzorky ziskané zo Slovenska a Talianska.
Fylogenetické analyzy odhalili, Ze genotypy A. phagocytophilum z kliestov I ricinus z
vegetacie, psov, koni, prezavavcov a I'udi su odlisné od genotypov z drobnych cicavcov a /.
trianguliceps, ktoré patrili do samostatného kladu. Rovnaké vysledky prezentoval aj Bown
akol. (2009), ze geneticky odlisné subpopulacie A. phagocytophilum cirkuluji v 2
oddelenych enzootickych cykloch. Nasa stadia potvrdila, Ze kmene A. phagocytophilum maju
Specifické asociacie s vektormi a rozdielnymi rezervodrovymi hostiteI'mi. Na rozdiel od USA,
v Eur6pe st hlodavcie genotypy prendsané len klieStami 1. trianguliceps, a preto tieto kmene
pravdepodobne nie su pre 'udi patogénne.

Praca vznikla na zaklade podpory projektov VEGA 2/0055/11, APVV-0267-10, EU grantu
FP7-261504 EDENext a ITMS: 26220220116 na zaklade podpory operacného programu
Vyskum a vyvoj financovaného z Europskeho fondu regionalneho rozvoja.
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NACRT PRiIBUZENSKYCH VZTAHOV VYSOKOHORSKYCH ZASTUPCOV
Pauculova L., Semeldkova M., Varcholova K., Panigaj L.
Ustav biologickych a ekologickych vied, Katedra zoolégie, Univerzita Pavla Jozefa Safarika v
Kosiciach

ABSTRAKT

Rod Erebia je asi najviac kontroverznym rodom motylov (Lepidoptera), rozSirenym
v Holarktickej oblasti Zeme. Cielom prace bola fylogenetickd analyza vysokohorskych
druhov rodu Erebia v pohoriach strednej Eurdpy. Vysledky stadia pribuzenskych vizieb
zastupcov tohto rodu ziskané molekuldrnymi metdédami moézu byt vhodne doplnené
o vysledky obsiahnuté porovnanim morfologickych znakov motylov. Na zaklade danych
vysledkov mozeme urcit’ pribuzenské vztahy vybranych zéastupcov Studovaného rodu, vznik
druhov vzhl'adom k centru Sirenia, s ¢im suvisi aj fylogeografia rodu Erebia. Fylogeneticka
analyza rodu Erebia bola uskuto¢nena Studovanim mitochondridlnych génov COI a bude
doplnena stadiom génov NDS5. Sekvencie boli ziskané Standardnymi technikami molekularne;j
biologie, ostatné sekvencie boli pouZité z Génovej banky. Pribuzenské vzt'ahy zastupcov rodu
Erebia boli odvodené pouzitim programu MEGA 5.2. Z vykonstruovanych fylogenetickych
stromov vyplyvaju jednotlivé vyvojové linie rodu a ich evolu¢na historia, taktiez bola
potvrdena pribuznost dvoch najbliz§ich druhov v ramci rodu ato druhov Erebia euryale
a Erebia ligea. Vyznamom analyz bolo doplnit’ informacie o pribuzenskych vzt'ahoch
zastupcov rodu Erebia a podporit’ ich morfologické zaradenie do systému na genetickom
zéklade. Doplnenim morfologickych a fylogeografickych zaverov sa prispeje k celkovému
prestudovaniu tohto rodu v oblasti strednej Eurdpy.

UvOD

Fylogenéza umoziiuje odhalenie evolucnej histérie urcitej populécie a ponuka nahlad
pribuzenskych vztahov zéastupcov rodu zhladiska ich spolo¢ného predka (Harrison
a Langdale, 2006). Pribuzenské vztahy hlavnych skupin motylov st stile pomerne
nedostatocne preskumané a fylogenéza mnohych rodov je prakticky nezndma (Pena a kol.,
2006). Este pred fylogenetickymi analyzami na baze molekularno-cytologickych metdd sa
vyuzival postup porovnavania morfologickych znakov az do konca pat'desiatych rokov (Albre
a kol., 2008). Porovnavali sa napriklad samcie pohlavné organy ako pri druhu Erebia manto
(Cupedo, 1997). Rozvojom molekuldrnych metdd pre stadium réznych génov (hlavne génov
mitochondridnej DNA) sa zlepsila aj oblast’ fylogenézy a systematiky druhov.

Rod Erebia (Dalman, 1816) patri do ¢elade Nymphalidae, pod¢el'ad’ Satyrinae. Rozmanitost’
zastupcov tohto rodu je vysoka, podla literatiry je v iom zahrnutych zhruba 100 druhov s
mnohymi poddruhmi. Ich vyskyt bol zaznamenany v celom Holarktickom regione, pri¢om
najviac im vyhovuju chladnejsie a suchSie podmienky prostredia a vysSia nadmorska vyska
(Albre a kol., 2008). Glacialne obdobia, ktoré prebiehali v Pleistocéne pozmenili Sirenie rodu
Erebia a jeho zastupcov, prispeli k vzniku novych druhov a poddruhov. Jednotlivé populécie
sa od seba oddelili a prezivali roztrusené na tizemiach refagii (Hewitt, 2000). Evoluciu druhov
rodu Erebia ovplyvnili hlavne horské systémy v Eurdpe, ktoré predstavovali geografické
bariéry. Rozmanitost’ rodu vyplyva aj z faktu, Ze v obdobi Pleistocénu dochédzalo k ¢asovym
aj geografickym obmedzeniam jedincov v ramci tychto oblasti, ¢o sa odzrkadlilo na vzniku
vel'kého poctu endemickych druhov (Martin a kol., 2000). Pouzitim fylogenetickych analyz je
mozné odhalit’ pribuznost’ zastupcov rodu v ur€itej vymedzenej oblasti a objasnit’ tak ich
evolu¢nu histdriu, vyvodit’ vyvojové linie a urcit’ spolo¢ného predka.
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MATERIAL A METODIKA

Zber vzoriek prebiehal vo viacerych lokalitich Slovenska a v rdoznych lokalitich Europy
(Rumunsko, Ceska Republika, Raktsko) po¢as rokov 2012-2013. Druh Erebia euryale bol
podrobeny aj kompletnej fylogeografickej analyze. Vzorky d’alSich druhov ako E. epiphron,
E. pandrose, E. manto, E. pluto, E. styx, E. aethiops, E. gorge boli spracované metodikami
molekularnej biologie a budu zaslané na sekvenaciu. Pocas letnych mesiacov v roku 2013 sa
planujt dozbierat’ d’alSie druhy a doplnit’ tak analyzy a vysledky pre kompletnu fylogenézu a
fylogeografiu rodu Erebia v strednej Europe. DNA motylov bola ziskand izolaciou
z abdominalnej Gasti pouZitim kitu GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit.
Polymerdzova retazova reakcia génu COI prebiehala v 25 pl objeme a pozostavala z
pociatocnej denaturacie DNA pri teplote 92 °C po dobu 5 minut, z 35 opakovani
nasledujucich cyklov: 30 sekund pri 92 °C, 30 sekind pri 37 °C, 30 sekand pri 72 °C
a kone¢ného dosyntetizovania po dobu 5 minut pri 72 °C. Pouzité¢ primery CI13 a CI14,
publikované Banom akol. (2007) mali nasledovné sekvencie: CI13: 5" -
ATAATTTTTTTTATAGTTAT - 3% CI14: 5 - GTTTCTTTTTTTCCTCTTTC - 3’. Po
ukonceni elektroforetickej analyzy a precisteni PCR produktov pouZitim kitu GeneJET PCR
Purification Kit, boli vzorky zaslané na sekvenaciu. Na fylogenetické analyzy europskych
zastupcov rodu Erebia boli okrem sekvencii génu COI ziskanych izolaciou pouZité aj vSetky
dostupné sekvencie COI uvedené v Génovej banke, usporiadané podla ClustalW funkcie
programu MEGA 5.2 (Tamura akol.,, 2011) aboli podrobené analyzam na vytvorenie
fylogenetickych stromov a uréenie evoluénych vzdialenosti medzi jednotlivymi druhmi.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyzam bolo podrobenych celkovo 191 sekvencii génu COI vratane sekvencie COI
Loutgroup®™ vzorky Brintesia circe. Z vysledkov prvej analyzy bol spracovany rozsiahly
fylogeneticky strom pouzitim Maximum Likelithood (ML) analyzy (Obr. 1), na ktorom boli
demonstrované pribuzenské vztahy studovaného rodu.

Obr. 1. Pribuznost’ 13 vysokohorskych druhov rodu Erebia na zaklade ML analyzy sekvencii
COI génu a outgroup sekvencie druhu Brintesia circe.
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Preskimanim stromu sa zistilo, ze druhy E. euryale, E. ligea a E. cassioides a taktiez druhy
E. aethiops a E. epiphron su blizko pribuzné v porovnani s ostatnymi druhmi zahrnutymi do
analyz. Druh E. alberganus sa v ramci stromu vymedzuje do samostatnej vetvy a pribuzensky
vztah k ostatnym druhom nebol potvrdeny. Podobne aj podl'a prace od Martina a kol. (2010)
sa tento druh vymedzuje od ostatnych Studovanych druhov rodu Erebia na zaklade viacerych
analyz. Druhy E. euryale aE. ligea vytvorili spolo¢nu vetvu stromu, st teda najviac
pribuznymi druhmi, ¢o bolo preukdzané morfologicky (Warren, 1936) a pouzitim
molekularnych analyz (Martin akol., 2010). Rovnaké zavery boli ziskané aj pouzitim
Neighbor Joining (NJ), Maximum Parsimony (MP) a Minimum Evolution (ME) analyz
(neuvéddzame v praci). Evolu¢nd diverzita rodu Erebia zo Studovanych vzoriek dosiahla
hodnotu 0,068 (Fst hodnota p>0,050 je Statisticky signifikantnd), ¢im sa na zaklade vzoriek
vysokohorskych zastupcov potvrdil fakt o rozmanitosti rodu. Evoluéné vzdialenosti medzi
jednotlivymi druhmi vypocitané pomocou ,maximum composite likelihood“ modelu
programu MEGA 5.2. potvrdzuju vysledky ziskané zostavenim fylogenetickych stromov.
Warren (1936) rozdelil druhy rodu Erebia do 15 skupin, kam ich zaradil na zaklade
morfologickej pribuznosti, ktord odhaluji molekuldrne analyzy porovndvanych génov
mitochondridlnej DNA. Vysledky budu doplnené o fylogenetické analyzy aj na zéklade génu
NDS5 (NADH dehydrogenéza, podjednotka 5) pre vybrané eurdpske vysokohorské druhy rodu
Erebia.

Praca bola podporena grantom VVGS-PF-2013-113 a grantom VEGA 1/1025/12.
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RYCHLOTESTY, AKO JEDEN Z EFEKTiVNYCH SPOSOBOV STANOVENIA
REZIDUI ANTIBIOTIK V POTRAVINACH ZIVOCISNEHO POVODU
Polakova, Z., Kozarova, 1., Gondova, Z.

Ustav hygieny a technolégie mésa, Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v
KosSiciach

ABSTRAKT

Bezpecnost’ potravin predovSetkym z pohl'adu pritomnosti rezidui antimikrobialnych latok je
v sucasnosti jedna z nosnych tém zamestnavajlca Sirokt verejnost’. S oh'adom na zdravotné
rizika, ktoré vyplyvaju zkonzumadcie potravin zivoc¢iSneho povodu s vyskytom rezidui
antibiotik sa zaviedli jednoduché metédy na rychle stanovenie pritomnosti tychto
antimikrobidlnych latok v ZivociSnych produktoch. Ich hlavnou tlohou nie je uréit’ mnozstvo
rezidui, ale zachytit’ ich pritomnost’ v potravinach zivoc¢isneho pdvodu a zabranit’ ohrozeniu
zdravia konzumentov. Tento rychly screening, prevazne v oblasti prvovyroby a spracovania
mlieka, umoziuju tzv. ,,rychlotesty .

UvOD

VySetrovanie potravin z hl'adiska pritomnosti patogénov, cudzorodych latok, antibiotik, ich
zlozenia a d’alSich parametrov je dolezitou ulohou z pohladu ich bezpecnosti a kvality.
Jednou z oblasti testovania potravin, ktorej vyznam v poslednych rokoch stipa, je sledovanie
pritomnosti rezidui antibiotik v potravinach zivocisSneho povodu. Intenzivne podéavanie
antibiotik vo veterinarnej praxi spdsobuje kontaminaciu potravin tymito zli¢eninami (Grexa
a Kérolyi, 2012).

Zdravotné rizikd z prijmu potravin s obsahom rezidui antibiotik vyplyvaju najméd z prijmu
malych davok antibiotik. Antibiotikd v potravinaich mozu vyprovokovat’ alergické reakcie
u hypersenzitivnych jedincov a moézu ohrozit’ ich imunitny systém. Ddlezitym aspektom
zostava skutocnost’, Zze pritomnost’ antibiotik v potravinach zivoc¢isneho povodu pocas dlhej
doby vedie k problémom s vyskytom rezistentnych patogénnych bakteridlnych kmeiov.
Technologické rizikd z pritomnosti antibiotik v potravinach zivo¢isneho pdvodu, najmi v
mlieku, spocivaji v nekvalitnom technologickom procese vyroby fermentovanych vyrobkov
a syrov (Blasco a kol., 2007; http://www.mpsr.sk).

RYCHLOTESTY

Zdravotnd bezpe€nost’ potravin je v poslednych rokoch povazovand za nosnil tému
potravinarstva. Systém kontroly rezidui antibiotik v zivych zvieratach a v produktoch
zivocisneho povodu ma svoje pravidla, ktoré st povinné pre vsetky Clenské Staty Eurdpskej
unie. Monitoring sa zameriava na kontrolu vsetkych zakazanych latok u zvierat produkujucich
potraviny a v produktoch zivo¢isneho povodu, ako aj na kontrolu maximdlnych limitov
rezidui (MRL) veterinarnych lie¢iv (http://www.mpsr.sk).

Stanovenie rezidui antibiotik si vyZaduje uplatnenie trojstupniového systému. Prvy krok vo
vSeobecnosti spociva v screeningu. Toto stanovenie sa vac¢Sinou vykonava mikrobiologickymi
metédami. Druhym krokom je post-screening a nakoniec uplatnenie konfirma¢nych metod
(Gaudin a kol., 2004; Sokol a kol., 2007).

Rozhodnutie Komisie 2002/657/ES jasne rozliSuje screeningové a konfirmacné metddy.
Screeningové metdédy mozu zachytavat' pritomnost’ latok alebo skupiny latok v hladinach
zadujmu a vicSinou zahfiaji bioanalyzy, zatial’ ¢o konfirmacné metddy poskytuji kompletné
dopliujice informacie umoznujuce jednoznacnu identifikéciu, ale aj kvantifikdciu latok
(Blasco a kol., 2007).

Screeningové testy zabezpeCuju rychlu acenovo pristupni kontrolu pritomnosti rezidui
antibiotik. V zavislosti od rychlosti ziskavania vysledkov ich mozno rozdelit na pomalé
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a rychle. Pomalé testy st zalozené na principe mikrobialnej inhibicie, pricom tieto testy patria
medzi najuniverzalnejSie sposoby dokazu pritomnosti SirSieho spektra antibiotik. Rychle testy
st metody na rychle stanovenie skupiny antibiotik (http://www.mpsr.sk). St zalozené na
rozliénych principoch a poskytuji vysledky v priebehu niekolkych minut, ale bez moznosti
kvantifikacie (http://www.dsm.com).

Pocas poslednych rokov sa zvysil zdujem o rychle vizuélne testy. Tzv. ,dipstick* testy
poskytuju vizualne hodnotitel'ny vysledok farebnou zmenou testovacieho pruzku. Su relativne
lacné, idealne na testovanie ,,na mieste* minimalne Skolenym persondlom. Ich hlavnym
obmedzenim je poskytovanie len kvalitativneho vysledku. Predstavuju vSak vhodnu metodu
na vylucenie negativnych vzoriek eSte pred pouzitim finanéne narocnejSich screeningovych
testov (Kandimalla a kol., 2007).

V sucasnosti je dostupnych niekolko druhov rychlotestov na screening rezidui antibiotik,
ktoré sa vo vSeobecnosti klasifikuju podla ich principu na imunologické alebo enzymatické.
NajcastejSie su to testy prenosné, teda pouzite'né aj v terénnych podmienkach (Wang a kol.,
2011). Véc¢sina komeréne vyrabanych testov je urcenych pre mlieko, z dovodu potreby
spracovatel'ov mlieka (Zvirdauskiene a Salomskiené, 2007; http://www.dairysafe.vic.gov.au).
St zamerané hlavne na stanovenie beta-laktamov, ale niektoré st Specifické zvlast’ pre
peniciliny a nezachytavaju pritomnost’ cefalosporinov (http://www.uni-ulm.de).

Jednym z rychlych testov je Penzym test (vyvinuty zaciatkom 80. rokov minulého storocia).
Ma dve verzie, Penzym a Penzym S, ktoré sa od seba odlisuju dizkou inkubacie a citlivostou.
Test bol prvotne vyvinuty pre beta-laktdamové antibiotika, je vSak extrémne citlivy aj na
cefalosporiny. Principom testu je zamedzit’ rast a pomnoZovanie baktérii inhibiciou aktivity
enzymu DD-karboxypeptidazy (Navratilova, 2008).

LacTek Test je uvedeny na trh na stanovenie antimikrobialnych rezidui v mlieku, bol vSak
validovany aj pre stanovenie rezidui antibiotik v tkanivach. Jeho vyhodami st rychlost,
jednoduchost’, schopnost’ identifikacie Specifickej skupiny antibiotik aich zachytenie
v tkanivach na irovni MRL (Mitchell a kol., 1998).

Delvo-X-PRESS JL test je kvalitativny kompetitivny receptor viazuci test. Aj ked’ je v zasade
podobny imunochemickym metédam, nevyuziva protilatky na Specificki vidzbu k beta-
laktdmom, takze sa nemdze klasifikovat’ ako imunochemickd metoda (Navratilova, 2008).
Funguje na rovnakom principe ako LacTek test. Ma tubovu formu a je ureny pre laboratérne
podmienky. Deteguje peniciliny a cefalosporiny (http://www.uni-ulm.de). Pozitivny vysledok
sa meria fotometricky porovnanim optickej hustoty vySetrovanej vzorky a Standardu
(Navratilova, 2008).

IDEXX SNAP test je enzymom znaceny receptor viazuci test, pri ktorom st beta-laktamové
antibiotikd zachytdvané proteinom na pevni fazu matice umiestnenej na lisovanom plaste
(Navratilova, 2008). Bol prvy z testov, ktory vyuziva princip nasavania vzorky a testovacich
¢inidiel cez imobilizované protilatky. Pozostdva z testovacej tuby a jednorazovej plastovej
jednotky, tzv. ,,SNAP*“ zariadenia, ktoré obsahuje testovacie Cinidld. Toto umoznuje jeho
pouzitie ako v laboratdrnych, tak aj v terénnych podmienkach. Je vhodny na kombinované
stanovenie penicilinov a cefalosporinov, ale aj na samostatné stanovenie tetracyklinov,
sulfonamidov a gentamycinu (http://www.uni-ulm.de).

SNAP ST test je rychlejsou ajednoduchs$ou modifikdciou pdvodného SNAP testu, ktory
pozostava z dvoch krokov s nutnostou pouzitia termobloku a umoziuje od¢itanie vysledku za
9 minut. Novy SNAP ST test nevyzaduje inkubaciu a vysledok je mozné odc¢itat’ uz po 6
minutach (http://www.dairyreporter.com).

P-STAR Test bol vyvinuty na stanovenie beta-laktdmovych antibiotik. Vysledok je hodnoteny
vizualne porovndvanim vzniku intenzity zafarbenia prebehnutej reakcie. Na podobnom
principe je zalozeny aj Charm MRL Test urceny pre beta-laktdmové antibiotika. Vysledok
mdze byt zhodnoteny vizudlne alebo s pouzitim readra (Sokol a kol., 2007).
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Rychlotesty uvedené na trh uz v 80. rokoch minulého storofia umoznuju jednoduchy
screening pritomnosti rezidui antibiotik v potravinach Zivoc¢isneho povodu. Ich moznost
pouzitia aj v terénnych podmienkach, bez predoslej upravy vzorky imalo Skolenym
persondlom umoznuje rychle ajednoduché stanovenie rezidui v potravindch Zivoc¢isneho
povodu a vyluCenie tychto potravin z potravinového retazca este pred vyuzitim casovo
1 finan¢ne naro¢nejsich metdd.

Spracovanie prispevku bolo podporené grantom MS SR VEGA ¢. 1/0939/12.
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STANOVENIE CITLIVOSTI STAFYLOKOKOVYCH IZOLATOV Z MASA
BAZANTA OBYCAJNEHO (PHASIANUS COLCHICUS) VOCI VYBRANYM
ANTIBIOTIKAM
Regecova L. I Pipova M. ! Jevinova P.', Marugkova K. ', Kmet' V.2, Korénekovéa B'.
! Katedra hygieny potravin, Ustav hygieny a technolégie mésa, UVLF, Kosice
? Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat SAV, Slovenskd akadémia vied, Kosice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo stanovit' citlivost u druhovo identifikovanych koagulaza-negativnych
stafylokokovych izolatov zo stehennej svaloviny bazanta obycajného (Phasianus colchicus)
voci siedmim antibiotikdm, a to s pouzitim agarovej dilu¢nej metddy.

Vsetky izolaty stafylokokov boli podrobené rodovej identifikacii zalozenej na analyze PCR
produktu ziskaného z DNA ciel'a 16S ribozomélnej DNA a druhovej identifikdcii pomocou
hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF. Citlivost jednotlivych izolatov stafylokokov na
vybrané antibiotika sa zistovala pomocou agarovej dilu¢nej metody (CLSI MO07-AS, 2009).
Kultivaénym mikrobiologickym vySetrenim vzoriek mésa bazanta obycajného sa ziskalo 41
izolatov stafylokokov, u ktorych bola pomocou hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF
vykonand druhova identifikdcia, na zaklade ktorej bolo urCenych 17 kmeiiov ako S.
epidermidis, 8 kmenov ako S. warneri, 5 kmenov ako S. haemolyticus, 4 kmene ako S.
hominis, 3 kmene ako S. xylosus, 2 kmene ako S. vitulinus, 1 kmen ako S. pasteuri a 1 kmen
ako S. arlettae. U stafylokokovych izolatov bola agarovou dilu¢nou metédou najcastejsSie
potvrdena rezistencia vocCi penicilinu. Naopak najvicsia citlivost’ bola zaznamenana voci
vankomycinu. U vSetkych stafylokokovych izolatov bola agarovou diluénou metddou
preukézana sucasna rezistencia na viac ako jedno testované antibiotikum.

UvOD

Koagulaza-negativne stafylokoky (KNS) tvoria hlavnu cast' normalnej mikrofléry koze
a sliznic (Eiff akol., 2002). Okrem toho mézu byt rezervodrom génov rezistencie voci
antibiotikdm, ktoré su nésledne prevedené na S. aureus (Perreten akol., 1998). U KNS
zarovenl dochddza v poslednom obdobi k explozivnemu ndrastu rezistencie na antibiotika.
Miera ich rezistencie k antibiotikam sa vyrazne 1i$i medzi jednotlivymi druhmi stafylokokov.
Vysoky podiel rezistentnych kmenov sa vyskytuje najmé u druhov a poddruhov, ktoré su
najcCastej$imi pdvodcami nozokomidlnych infekcii. (Drozenova a Petras, 2000).

Prave preto, cielom prace bolo stanovit’ citlivost u druhovo identifikovanych koaguldza-
negativnych stafylokokovych izolatov zo stehennej svaloviny bazanta obyCajného (Phasianus
colchicus) voc¢i siedmim antibiotikdm (penicilin, oxacilin, erytromycin, tetracyklin, ampicilin,
gentamicin, vankomycin), a to s pouzitim agarovej dilu¢nej metody.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky na mikrobiologické vysetrenie boli odobraté zo stehennej svaloviny 4 vzoriek bazanta
obycajného (Phasianus colchicus) pochadzajicich zo spolo¢nej polovacky vo zvernici
Ugelového zariadenia pre chov a choroby zveri, ryb a véiel UVLF v Rozhanovciach. Odber
vzoriek na mikrobiologické vySetrenie sa vykonal v stlade s poziadavkami STN ISO 3100-2;
zékladna suspenzia a d’alSie desatnasobné riedenia sa pripravili podl'a pokynov STN EN ISO
6887-3/01. Z odobratych vzoriek sa stafylokoky izolovali v zmysle pokynov STN EN ISO
6888-1/A1. Vsetky izolaty stafylokokov sa podrobili skimavkovej plazmokoagulazovej
skiiske (STAFYLO PK, IMUNA, Sari§ské Michal'any) a potvrdeniu prislusnosti k rodu
Staphylococcus pomocou hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF. Citlivost’ jednotlivych
izolatov stafylokokov na vybrané antibiotika sa zistovala pomocou agarovej dilu¢nej metody
(CLSI M07-A8, 2009). Ziskané vysledky boli vyhodnotené podla kritérii stanovenych CLSI
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(NCCLS) pre mikrodilu¢nut metédu (CLSI M100-S21, 2011), na zéklade ktorych boli
jednotlivé izolaty zaradené medzi citlivé (C), intermediarne citlivé (I) alebo rezistentné (R).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kultivaénym mikrobiologickym vySetrenim vzoriek médsa bazanta obyc¢ajného sa ziskalo 41
izolatov  stafylokokov. VSetky izolaty boli na =zéklade vysledkov skimavkove;
plazmokoagulazovej skusky koagulaza-negativne. Pomocou hmotnostnej spektrometrie
MALDI-TOF bola d’alej u tychto izolatov vykonana druhova identifik4cia, na zaklade ktorej
bolo ur¢enych 17 kmenov S. epidermidis, 8 kmenov S. warneri, 5 kmenov S. haemolyticus, 4
kmene S. hominis, 3 kmene S. xylosus, 2 kmene S. vitulinus, 1 kmen S. pasteuri a 1 kmen S.
arlettae. Vsetky kmene boli ndsledne podrobené stanoveniu citlivosti vo¢i siedmim
antibiotikdm pomocou agarovej dilu¢nej metody.

Ako vyplyva z tabul’ky 1, u vSetkych izolatov S. epidermidis, S. haemolyticus, S. vitulinus, S.
pasteuri a S. arlettae bola zistend rezistencia voci penicilinu a erytromycinu. U kmenov S.
xylosus bola potvrdend rezistencia voc¢i penicilinu a oxacilinu, avSak nebola potvrdena
rezistencia voci erytromycinu.

Tab. 6 Prehl’ad poctu citlivych (C), intermediarne citlivych (I) a rezistentnych (R) izolatov stafylokokov
(S.) z miisa bazanta obycajného vo¢i penicilinu, oxacilinu a erytromycinu

. Penicilin Oxacilin Erytromycin
Pocet

Druh izolatov R 1 C R 1 C R 1 C
S. epidermidis 17 17 0 0 16 0 1 17 0 0
S. warneri 8 7 0 1 6 0 2 8 0 0
S. haemolyticus 5 5 0 0 4 0 1 5 0 0
S. hominis 4 2 0 2 3 0 1 3 0 1
S. xylosus 3 3 0 0 3 0 0 0 2 1
S. vitulinus 2 2 0 0 1 0 1 2 0 0
S. pasteuri 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0
S. arlettae 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0

Pri hodnoteni citlivosti 41 izolatov stafylokokov zo svaloviny bazanta obycajného voci
d’al§im Styrom antibiotikdm (Tab. 2) bol u kmenov S. epidermidis zaznamenany najvacsi
pocet izolatov rezistentnych voci tetracyklinu, ampicilinu a gentamicinu. U druhov S.
warneri, S. haemolyticus a S. hominis bola potvrdena najvacsia rezistencia voci gentamicinu.
Ani ujedného zidentifikovanych stafylokokovych izoldtov sa nepotvrdila rezistencia
vo¢i vankomycinu.

Tab. 2 Prehl’ad poctu citlivych (C), intermediarne citlivych (I) a rezistentnych (R) izolatov stafylokokov
(S.) z miisa baZanta obycajného voci tetracyklinu, ampicilinu, gentamicinu a vankomycinu

Potet Tetracyklin Ampicilin Gentamicin Vankomycin

Druh izolatov | R | I C | R I C R I C R 1 C
S. epidermidis 17 151 0 2 15 0 2 15 1 1 0 0 17
S. warneri 8 5 0 3 3 0 5 8 0 0 0 0 8
S. haemolyticus 5 3 0 2 2 0 3 5 0 0 0 0 5
S. hominis 4 2 0 2 1 0 3 3 1 0 0 0 4
S. xylosus 3 3 0 0 3 0 0 3 0 0 0 0 3
S. vitulinus 2 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 2
S. pasteuri 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1
S. arlettae 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1
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V zmysle interpretacnych kritérii pre agarovu dilu¢ntt metoédu (CLSI M100-S21, 2011) bola
u vSetkych 41 kmenov stafylokokov izolovanych zo stehennej svaloviny bazanta obyc¢ajné¢ho
potvrdena najcastejSie rezistencia voci penicilinu (38 kmenov) a naopak najvicsia citlivost’
bola zaznamenana voci vankomycinu (38 kmeniov). U vSetkych stafylokokovych izolatov (41
kmeniov) bola preukazand antimikrobidlna rezistencia na 2 a viac testovanych antibiotik
stcasne. Na podobné skuto¢nosti poukazuju aj viaceri autori, u ktorych percentudlny podiel
vyskytu rezistencie a multirezistencie na uvedené antibiotikd je na poprednom mieste.
Martonova a kol. (2008) testovali 138 kmeiniov stafylokokov izolovanych zo vzoriek bazanta
obyc¢ajného. Touto Stidiou bola potvrdend najvécsia rezistencia voc€i erytromycinu (48,3%),
penicilinu (45,0%) a ampicilinu (41,7%). VSetky stafylokokové izolaty boli citlivé na
vankomycin. Al-Thani a Al-Ali (2012) izolovali 90 kmenov stafylokokov z hospodarskych
zvierat zijucich na réznych farmach v Katare a nasledne u nich stanovili percentualny podiel
rezistencie na jednotlivé antibiotikd. NajvacSiu rezistenciu zaznamenali voci penicilinu
(66,66%) a naopak 100% -n1 citlivost’ voci cefalotinu.

Ako vyplyva znasich dosiahnutych vysledkov, u stafylokokovych izolatov zo svaloviny
bazanta obycCajného sa najCastejSie zaznamenala rezistencia na penicilin abola tiez
preukdzand rezistencia na viac ako jedno antibiotikum.

Praca bola vykonana vd'aka financnej podpore z grantovej ulohy KEGA 010 UVLF-4/2011.

POUZITA LITERATURA

Al-Thani RF, Al-Ali F. Incidences and antimicrobial susceptibility profile of Staphylococcus species
isolated from animals in different Qatari farms. Afr J Microbiol Res. 2012; 48:7454-8.

CLSI document M07 — A8. Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that
grow aerobically; Approved standard, 8th edn. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne,
PA, USA. 2009; 65s.

CLSI document M100 — S21. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing; Twenty-
first informational supplement. Clinical and Laboratory Standards Institute. Wayne, PA, USA. 2011;
172s.

Drozenova J, Petra§ P. Vlastnosti koagulazo-negativnich stafylokokli izolovanych z hemokultur.
Epidemiol Mikrobiol Imunol. 2000; 49: 51-8.

Eiff C, Peters G, Heilmann C. Pathogenesis of infections due to coagulase-negative staphylococci.
Infect Dis. 2002; 11:677-85.

Martonova M, Pipova M, Jevinova P. Antibiotic resistance of staphylococci from hares, pheasants
and poultry products in East Slovakia and North-East Austria. J Food Nutr Res. 2008; 47:163-9.

Perreten V, Giampa N, Schuler-Schmid U, Teuber M. Antibiotic resistance genes in coagulase-
negative staphylococci isolated from food. System Appl Microbiol. 1998; 21:113-20.

STN EN ISO 6887-3/01. Mikrobiologia potravin a krmiv. Uprava analytickych vzoriek, priprava
zdkladnej suspenzie a desatnasobnych riedeni na mikrobiologické skusanie. Cast’ 3: Specifické
pokyny na tpravu ryb a rybich vyrobkov. SUTN Bratislava, SR. 2003; 16s.

STN EN ISO 6888-1/A1. Mikrobioldgia potravin a krmiv. Horizontdlna metdda stanovenia poctu
koagulazopozitivnych stafylokokov (Staphylococcus aureus a daldie druhy). Cast 1: Metdda
s pouzitim Bairdovho-Parkerovho agarového média. SUTN Bratislava, SR. 2004; 14s.

STN ISO 3100-2. Miso a misové vyrobky. Odber vzoriek a priprava analytickych vzoriek. Cast’ 2:
Priprava analytickych vzoriek na mikrobiologické skusanie. SUTN Bratislava, SR. 1999; 10s.

106



ABUNDANCIA A SEZONNA DYNAMIKA POTENCIALNYCH VEKTOROV EHDV
NA VYCHODNOM SLOVENSKU
SarvaSova A.l, KociSova A.l, Csank T.z, Bhide K.z, Sopoliga L}
"Ustav parazitolégie, UVLF, Kosice
’Katedra mikrobiologie a imunologie, UVLF, Kosice
SUZ pre chov a choroby zveri, ryb a véiel, Rozhanovce

ABSTRAKT

Cielom entomologického prieskumu bolo potvrdenie pritomnosti vektorov patogénov
v chovoch hospodarskych a vol'ne Zijucich zvierat na vychodnom Slovensku. St¢asne sme
pakomariky vysetrili metdédou real-time PCR na pritomnost’ virusu epizootickej hemoragicke;j
choroby. Vo vzorkéach krvného séra zvierat zo sledovanych fariem sme zist'ovali pritomnost’
protilatok proti EHD ELISA metodou. Zo 45882 pakomarikov zrodu Culicoides,
odchytenych pocas rokov 2011-2012, takmer 47 % tvorili  potencidlne vektory C.
obsoletus/C. scoticus. Na pritomnost’ virusu sme vySetrili 36 poolov obsahujucich 1851
samiciek C. obsoletus/C. scoticus. Vysledky PCR boli negativne, podobne ako aj sérologické
vySetrenie.

UvoD

Epizootickd hemoragickd choroba (EHD) je infekéné nekontagiézne ochorenie domécich
a vol'ne Zijucich preziivavcov prenasané pakomarikmi z rodu Culicoides. Povodca — Epizootic
haemorrhagic disease virus (EHDV) patri do ¢el'ade Reoviridae, rod Orbivirus podobne ako
aj povodca Bluetongue. Klinické pripady priebehu choroby boli popisané v Severnej
Amerike, Australii, Azii, Afrike a po roku 2000 aj v oblasti Stredozemného mora, konkrétne
v Izraeli, Maroku, Alzirsku, Tunisku a Turecku. V Eurdpe zatial pripady EHD neboli
potvrdené (Savini a kol., 2011).

Z pakomarikov najdolezitejSimi vektormi virusov v Eurdpe st druhy z Obsoletus komplexu -
C. obsoletus/C. scoticus, ktoré patria k najrozsirenej$im druhom v celej Palearktickej oblasti a
virusy cirkulujice v Eurépe Bluetongue a Schmallenberg virus boli izolované v prevaznej
vicSine zo samiciek spominanych druhov (De Liberato a kol., 2005; Savini a kol., 2004;
Mehlhorn a kol., 2007; De Regge a kol., 2012; Rassmusen a kol., 2012). Predpoklada sa, ze
na prenose EHD virusu sa podiel'aju tie ist¢ druhy pakomarikov ako na prenose Bluetongue
virusu (Savini a kol., 2011).

Cielom tejto Stadie bolo zistit' abundanciu a sezénnu dynamiku C. obsoletus/C. scoticus
v chovoch hospodarskych a vol'ne zijucich zvierat na vychodnom Slovensku a vysetrit’
ich na pritomnost’ virusu epizootickej hemoragickej choroby real-time PCR metddou.

MATERIAL A METODIKA

Pakomariky sme odchytavali v dvoch chovoch hovédzieho dobytka v Michalanoch (okres
TrebiSov) a Tul¢iku (okres PreSov) a v obore s danielou a mufloniou zverou v Rozhanovciach
(okres Kosice-okolie). Po druhovej determinacii na zaklade morfologickych znakov
(Delécolle, 1985; Mathieu, 2012) sme samicky rozdelili podla fyziologického stavu do
Styroch kategorii, na: nulliparous, parous, gravid a engorged. Z parous a gravidnych samiciek
C. obsoletus/C. scoticus sme pripravili 36 poolov po 10-100 samiciek a vyextrahovali z nich
RNA pomocou High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche). Real time PCR na detekciu EHD
virusu s TaqVet Epizootic Hemorrhagic Disease Virus Kitom sme urobili podla navodu
vyrobcu s pridavkom bovinného séra ku kazdej vzorke. Zaroven sme odobrali krv danielov (6
ks), muflénov (37 ks), hovddzieho dobytka (39 ks) a oviec (10 ks). Sérum sme vySetrili
komer¢nym kitom LSIvet EHDV Blocking Kit.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocas entomologického prieskumu v rokoch 2011 a 2012 sme odchytili spolu 45882 kusov
pakomadrikov. Z 39 druhov bola najvysSia abundancia druhov C. obsoletus/C. scoticus
(46,9%, n = 21529). Tieto druhy tvorili najvyssi podiel z celkovo odchytenych pakomarikov
na severovychode Slovenska na farme v Tuléiku (67,82-88,41 %), v Rozhanovciach 65,0-
68,0 % a najnizsi na juhovychode Slovenska v Michal’anoch (23,47-33,02 %). V jednotlivych
oblastiach sme nezaznamenali vyraznejSie zmeny v abundancii tychto druhov. C. obsoletus/C.
scoticus su aktivne v naSom klimatickom pasme od zaciatku aprila do zaciatku novembra.
Pocas tohto obdobia dosahuju 1 az 4 vrcholy aktivity v zavislosti od geografickej polohy,
teploty prostredia, relativnej vlhkosti a d’alSich faktorov. V roku 2011 sme pozorovali 3
vrcholy aktivity vo vSetkych sledovanych lokalitich sucasne a to v polovici méja, koncom
méja a koncom jina. V. Michal’anoch sme eSte zaznamenali Stvrty vzostup aktivity v polovici
jula. V roku 2012 boli C. obsoletus/C. scoticus aktivne v jednotlivych oblastiach v rozdielnom
obdobi s niz§im poctom generacii pocas sezony. V Rozhanovciach to boli 2 vrcholy aktivity
(koncom ma4ja a zaciatkom augusta), podobne v Tul¢iku (koncom jila a koncom augusta) a
v Michal'anoch iba jeden (v polovici juna). Real-time PCR metddou sme vySetrili celkovo 36
poolov obsahujucich 1851 parous a gravidnych samiéiek C. obsoletus/C. scoticus. VSetky
vySetrené vzorky boli negativne. Podobny bol aj vysledok sérologického vySetrenia 92
vzoriek krvi hovidzieho dobytka, oviec, muflénov a danielov.

Napriek tomu, Ze vysledky vySetreni pakomarikov na EHDV ako aj vysledky sérologické boli
negativne, sme touto Studiou potvrdili vysokd abundanciu potenciadlnych vektory C.
obsoletus/C. scoticus nielen v chovoch hospodarskych zvierat ale aj v prirode pri volne
zijucej zveri.

Praca je podporovana grantovou ulohou VEGA ¢. 1/0236/12 a zakladnym vyskumom NRL
UVLF pre pesticidy v Kosiciach.
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DIAGNOSTIKA A VYSKYT KVASINIEK RODU MALASSEZIA SPP. U PSOV
Sihelsk4 Z.', Vaczi P.”, Conkové E.*, Holoda E.', Badlik M.'
'Katedra mikrobiolégie a imunolégie, UVLF v Kogiciach
’Katedra farmakolégie a toxikolégie, UVLF v Kosiciach

ABSTRAKT

Taxonomia a nomenklatira kvasiniek rodu Malassezia bola spornd desiatky rokov a az do
roku 1990 boli zndme len tri druhy malassezii, ato M. pachydermatis, M. furfur a M.
sympodialis. Az s vyuzitim molekuldrnych metod boli objavené nové druhy a do roku 2011
bolo identifikovanych 14 druhov. V stcasnosti je diagnostika zaloZzena na fenotypovej
a genotypovej identifikacii.  Fenotypova  identifikdcia  zahffia  mikroskopické
vySetrenie, kultivaciu na selektivnych zivnych pddach a biochemické vySetrenie. Genotypova
diagnostika je zalozena na molekularnych metédach. Cielom nasej prace bola druhova
identifikacia malassezii pomocou polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) a restrikénej
analyzy (RFLP-Restriction Fragment Length Polymoprhism) u klinicky zdravych a chorych
psov. Zarovei bola vyhodnotena prevalencia malassezii.

UvoOD

Do rodu Malassezia patria lipofilné kvasinky, ktoré osidl'uju zdravu kozu réznych zvierat
a su diagnostikované pri dermatitidach a otitidach. V stcasnosti rod Malassezia obsahuje 14
druhov: M. globosa, M. restricta, M. slooffiae, M. obtusa, M. furfur, M. sympodialis, M.
Jjaponica, M. yamatoensis, M. dermatis, M. pachydermatis, M. caprae, M. equina, M. nana a
M. cuniculi, z ktorych posledné Styri boli izolované len z domdcich zvierat (Cabaiies a kol.,
2011). M. pachydermatis je lipofilny, ale nie lipid-dependentny druh, zatial' ¢o ostatné druhy
su zavislé na lipidoch. M. pachydermatis sa vyskytuje najcastejSie na kozi, najmi v oblasti
usi, ako u zdravych, tak aj klinicky chorych jedincov a bola izolovand z r6znych druhov
zvierat (Chen a Hill 2005). Je bezne pritomna na kozi a slizniciach psov a maciek, ale nie je
stcastou beznej mikroflory l'udi. U psov bol okrem M. pachydermatis zaznamenany vyskyt
aj M. furfur (Crespo akol, 2000; Duarte akol.,, 2002) a velmi zriedkavo M. obtusa
v kombinacii s M. furfur (Crespo a kol, 2000).

MATERIAL A METODIKA

Z celkového poctu 180 psov bolo 87 pripadov klinicky chorych a 93 pripadov klinicky
zdravych. Vzorky boli odobraté vyterovym tampoénom s transportnym médiom (Fungi-Quick,
Dispolab, Zilina, SR) z usi od zdravych psov a u chorych psov z postihnutych miest (vonkajsi
zvukovod, obsah andlnych vackov, interdigitdlny priestor a kozné 1ézie
postihnuté dermatitidou). Nasledne boli inkubované po dobu 5 dni pri teplote 32 °C na
Specialnych médiach urcenych pre diagnostiku malassezii a diferencidciu kvasiniek:
Sabouraudov agar s chloramfenikolom, Sabouraudov agar s Tweenom, Hichrome Candida
agar, Modifikovany Dixonov agar, Modifikovany Leeming and Notman agar. Identifikacia
malassezii bola vykonana na zaklade makro- a mikroskopického vzhladu.

Zo vzoriek s vyskytom Malassezia spp. bola izolovand DNA z ¢istych 96 hodinovych
kultar varom. Izolaty boli vysetrené PCR metddou (upravenou podla Gaitanis a kol., 2002)
s primermi ITS3 (5'-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3") alTS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), pomocou ktorych sa amplifikuje ¢ast’ 5.8S, kompletny
ITS2 region acast 28.S fungalneho rDNA génového komplexu. Reakény PCR mix
s objemom 50 pl obsahoval 1x PCR tlmivy roztok, 3 mM MgCl,, 0,15 uM z primerov ITS3
alITS4, 0,1 mM dNTPs, 2,5 U Tagq polymerdzy a2 pl templatovej DNA. Termalny profil
reakcie bol nasledovny: inicidlna denaturacia (95 °C, 3 min.), 40 cyklov amplifikacie
s denaturédciou (95 °C, 1 min), annealing (50 °C, 1 min), extenzia (72 °C, 1 min) a findlna

109



extenzia (72 °C, 10 min). PCR amplikény boli analyzované elektroforézou v 1,5 %
agarozovom géle. Z dovodu podobnych velkosti PCR produktov jednotlivych druhov
malassezii boli vzorky Stiepené restrikénymi endonukledzami A/ul, Banl a MspAll (Gaitanis
a kol., 2006). RFLP prebichala v podmienkach uvedenych v protokole vyrobcu (BioLabs,
New England) pocas 4 hodin. DNA fragmenty boli elektroforeticky oddelené v 1,5 %
agarozovom géle.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z klinicky chorych psov sme mykologickou diagnostikou v 29 pripadoch zaznamenali
pritomnost’ Malassezia spp. Z klinicky zdravych sme pozitivitu zistili pri 30 psoch. V tomto
subore sa vyskytlo navyse 21 kultivaéne a mikroskopicky odlisnych izolatov. V 20 vzorkach
sa objavili sicasne dva typy koldnii a jedna vzorka obsahovala 3 rozne kolonie, ktoré boli
analyzované ako samostatné vzorky. Predpokladali sme vyskyt rozdielnych druhov
Malassezia spp., resp. rozdielnych morfologickych typov kolonii popisovanych pri M.
pachydermatis (Huag a kol., 1993) alebo dva (Kiss a kol., 1996), resp. tri mikroskopické typy
buniek (Galuppi a Tampieri, 2008). V deviatich vzorkach boli kolonie aj bunky identické. Vo
vzorkach ziskanych od chorych psov sme nenasli ziadne odlisnosti v morfoldgii kolonii alebo
buniek.

Z dovodu nejasnosti a nepresnosti fenotypovych metéd sme na diagnostiku vyuzili PCR
metddu a RFLP. Metdédou PCR sme potvrdili rodovu prislusnost” kvasiniek (Obr. 1A), kym
restrikénou analyzou sme ich rozliSili aj druhovo (Obr. 1B, Tab. 1). Po PCR wvznikli
amplikony o dizke 529 bp. Po $tiepeni enzgymom Alul vznikli fragmenty 412 bp a 117 bp, po
reakcii s MspAll fragmenty s velkostou 499 a 30 bp, zatial' o restrikény enzym Banl
nestiepil ani jednu vzorku. VSetkych 80 terénnych izolatov sme diagnostikovali ako M.
pachydermatis, ktori sme potvrdili aj vo vzorkéach s odliSnou morfologiou buniek a koldnii.
Tieto vysledky poukazuji na to, Ze sa nejednd o rozdielne druhy, ale mdze ist' o rozdielne
morfologické typy, pripadne o genotypovll heterogénnost, ktora mozno potvrdit inou
molekulovou metddou, napr. RAPD (Random amplification of polymorphic DNA) (Castella
a kol., 2005).

Prevalencia M. pachydermatis u zdravych (32 %) a chorych psov (33 %) je podobna.
Z pohl'adu plemenného zastupenia bola detekcia najCastejSia pri plemenach Yorkshirsky
teriér, kokerSpaniel a pudel. Najvacsi zachyt M. pachydermatis bol v skupine chorych psov
s diagnézou chronické otitida vonkajsiecho zvukovodu. V skupine zdravych psov bola M.
pachydermatis naj€astejSie diagnostikovana vo veku 2 - 6 rokov a v skupine chorych psov vo
veku 3 - 6 rokov.

Obr. 1. PCR a RFLP, A: PCR produkty ITS 3/4: 1 — 100 bp ladder; 2 — referen¢ny kmen M.
pachydermatis CBS 1879; 3; 4; 5; 6 — terénne vzorky; 7 — negativna kontrola (destilovana voda);

B: 1 - 100 bp ladder, 2 — nestiepeny PCR produkt M. pachydermatis CBS 1879; 3 — Stiepenie s Alul; 4
— Stiepenie s Banl; 5 — Stiepenie s MspAll; 6 — medzera; 7 - neStiepeny PCR produkt terénnej vzorky;
8 — Stiepenie s Alul; 9 — Stiepenie s Banl; 10 — Stiepenie s MspAll



Posudenie klinickej tulohy jednotlivych druhov malassezii je komplikované ich
problematickou izolaciou, kultivaciou a identifikdciou. Aj ked’ su molekulové metdody na
vysokej urovni, este stale nie je gendm malassezii uplne preskimany.

Tab. 1. VePkosti PCR produktov ITS 3/4 jednotlivych druhov malassezii a vel’kosti ich
fragmentov po RFLP (Gaitanis a kol., 2006)

Druh ITS3/4 bp Alul Banl MspAll
M. furfur 557 306/251 389/168 525/32

M. obtusa 554 * 396/158 *
M.pachydermatis 529 412/117 * 499/30

M .japonica 528 394/134 199/188/146 498/30

M. slooffiae 505 385/120 * 472/33

M. globosa 477 240/221/16 * 447/30

M. yamatoensis 470 * * *

M. restricta 463 * 277/186 432/31

M. nana 428 * 240/188 286/110/32
M. sympodialis 420 * * 281/109/30
M. dermatis 416 * 230/186 192/109/85/30

Praca bola podporena projektom APVV 0357-07.
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SLEDOVANIE PROBIOTICKYCH VLASTNOSTI U LACTOBACILLUS
RHAMNOSUS A LACTOBACILLUS PLANTARUM 1ZOLOVANYCH Z MLIEKA
A MLIECNYCH VYROBKOV
Strakova E.

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom tohto projektu je analyza funkcénych vlastnosti kyslomlie¢nych baktérii s cielom
identifikovat’ nové probiotické kmene. Dosiahnuté vysledky budu sluzit' v aplikovanom
vyskume vo veterindrnych ako aj huméannych laboratoridch  pri identifikdcii novych
potencidlnych probiotickych kmenov.

24 kmenov izolovanych z mlieka a mlie¢nych vyrobkov identifikovanych pomocou Maldi-
TOF ako Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus plantarum bolo podrobenych
vylucovaciemu skriningu v rdmci ktorého bola analyzovana citlivost na prislusnt referenc¢na
Skalu antibiotik, schopnost’ kmenov prezit’ pasaz traviacim traktom ( pH 2,5, 0,3% oxgall),
enzymatickd aktivita, stanovena bola aj schopnost’ tvorby biofilmu a antimikrobidlna aktivita
voci vybranym intestinalnym patogénom .

Vsetky vySetrované kmene vykazovali dobru prezivatelnost” v podmienkach simulujucich
podmienky v traviacom trakte ( prezivateI'nost’ po 4 hodinovej expozicii bola v rozmedzi 74-
99%). S vynimkou 3 kmenov L. plantarum 1915, 19110 a 1814 s non wilde-type ECOFF
hodnotami pre klindamycin alebo gentamicin, boli vSetky ostatné testované kmene citlivé na
referecnt Skalu antibiotik. Z vySetrovanych kmenov iba 3 kmene L. rhamnosus G10, 183, 65
a3 kmene L. plantarum 1711, 1813 a 1614 nemali neziadicu B- glukozidazova a B-
glukuronidazovu aktivitu a zaroven tvorili biofilm. U tychto kmeniov bola analyzovana ich
antimikrobidlna aktivita vo¢i vybranym intestindlnym patogénom agarovym spot testom. 2
kmene (L. rhamnosus 183a L. plantarum 1813) vykazovali vyraznl inhibiént aktivitu voci
vSetkym vybranym intestindlnym patogénom (E.coli NB 2007 vtl a vt2 pozit, E.coli TI12
EsBL, Salmonella sp. H9812).

Na zéklade ziskanych vysledkov kmene L. rhamnosus 1813 a L. plantarum 183 mdzu byt
vhodnymi kandid4dtmi na d’alSie in vivo testy a moznost ich vyuZzitia ako probiotické kmene.

UVOD

V poslednych rokoch vzrastlo celosvetovo pouzivanie probiotickych kmenov baktérii pre ich
pozitivne UC€inky nazdravotny stav. Je zname, Ze cielené pouZivanie takychto
mikroorganizmov s vhodnymi vlastnostami ma pozitivny vplyv na zdravie I'udi a zvierat.
Primarna selekcia novych probiotickych kmeniov je zaloZend sérii in vitro testov, pri ktorych
sa vylucia kmene s neziadlicimi parametrami ako napriklad ziskana rezistencia na antibiotika
alebo neziadlica enzymaticka aktivita.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky boli nao¢kované na MRS agar a kultivované 48 hod pri 37°C. Po extrakcii proteinov
pomocou kyseliny mravcej a acetonitrilu boli identifikované pomocou MALDI- TOF (Bruker
Daltonik GmbH, Leipzig, Germany) hmotnostnej spektrometrie (Bessede et al., 2011) ako L.
rhamnosus a L. plantarum.

Stanovenie citlivosti izolatov na gentamicin, kanamycin, streptomycin, neomycin, tetracyklin,
erythromycin, klindamycin, chloramphenikol, ampicilin, penicilin, vankomycin,
virginiamycin, linezolid, trimethoprim, ciprofloxacin a rifampicin bolo prevedené
mikrodilu¢nou metédou pomocou Vet MIC Lact kitu (Statens Veterinarmedicinska Anstalt,
Uppsala, Svédsko) podla ISO 10932 (2010). Sledovanie preZivatelnosti v podmienkach
simulujucich traviaci trakt bolo uskutocnené podl'a metodiky, ktora popisal Anderson et
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al.(2010) vo svojej praci. Cez noc kultivované laktobacily boli naockované na MRS bujon
obsahujuci 0,3% oxgall (Difco) a na kontrolny MRS agar (10 ® CFU/ml), prezivatelnost bola
hodnotend po 4 hod expozicii pri anaerébnych podmienkach a 37°C nao&kovanim 100 pl na
MRS agar. Na stanovenie enzymatickej aktivity bol pouzity API ZYM systém (BioMérieux,
Franctzsko) , po 4 hod anaerdbnej inkubécii bol stupen enzymatickej aktivity odCitany podla
farebnej skaly (1-5), ktorej intenzita koreSponduje s mnozstvom hydrolyzovaného substratu v
rozsahu od 0-40 nanomol (Arora et al.,1990). Schopnost’ tvorit biofilm na abiotickych
povrchoch (Nunc, Dansko) bola analyzovana spektrofotometricky (Bujnakova, 2012) pri 570
nm Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, USA). Pri hodnote > 0,1 sa tvorba
biofilmu hodnoti ako slaba, od 0,1- 0,2 ako stredna a pri hodnotach < 0,2 sa tvoba biofilmu
povazuje za silnu. Inhibinény potencidl voci vybranym intestinalnym patogénom (E.coli NB
2007 vtl a vt2 pozit, E.coli T12 EsBL, Salmonella sp. H9812) bol hodnoteny pomocou
agarového spot testu (Schillinger, 1989)

VYSLEDKY A DISKUSIA

24 kmenov izolovanych z mlieka a mlie¢nych vyrobkov identifikovanych pomocou Maldi-
TOF ako Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus plantarum bolo podrobenych in vitro
vylu¢ovaciemu skriningu, kde boli sledované¢ ich funkéné probiotické vlastnosti.
Zivotaschopnost’ a tolerancia k ZI¢ovym kyselindm je jednym zo zékladnych vysetrovanych
parametrov pri identifikovani novych probiotickych baktérii. VSetky z testovanych kmenov
vykazovali vysoku prezivatelnost po 4 hod anaerdbnej kultivacii v podmienkach
simulujucich traviaci trakt ,pri pH 2.5 od 74-91% apri 0.3% oxgall od 89-99% . Na
referencnu Skalu antibiotik boli citlivé vsetky testované kmene s vynimkou L. plantarum
1915, 19110 a 1814s non wilde-type ECOFF hodnotami pre klindamycin a gentamicin.
Z vysetrovaych kmenov iba 3 L. rhamnosus G10, 183, 65 a 3 kmene L. plantarum 1711, 1813
a 1614 nemali neziadtcu B- glukoziddzovu a B- glukuronidazovu aktivitu, ktord je spdjana so
Skodlivymi ucinkami v hrubom c¢reve atvorbou karcinogénov (Tab.l). Tieto vysSie
spominané¢ kmene zdroven tvorili biofilm (Tab.2 ), tito vlastnost je dolezitd z hl'adiska
dlhodobého udrzovania skladby a funk¢nosti intestindlnej mikroflory ako aj prevencie
a terapie chordb. Najvyssia antimikrobialna aktivita bola zaznamenana u L. plantarum 1813
a L. rhamnosus 183, ktoré inhibovali rast verotoxigénnej E.coli NB2007 (vtl, vt2 pozitivna),
E. coli T12 EsBL ako aj Salmonella H9812 (Tab.3).

Na zaklade nasich vysledkov mozno zhodnotit’, Ze spominané kmene L. rhamnosus 183 a

L. plantarum 1813 st vhodnymi kandiddtmi vzhl'adom na svoje vlastnosti pre d’al$i vyskum
a potencialne probiotické vyuzitie.

Tab. 1 Enzymatickd aktivita analyzovana pomocou API-ZYM systému

Kmene Enzymy

17 @ 3
fE £ & 2 § 2 E S 2 2 & g
L2z < i E E zZ 3 & 3z £
§ = = o d 2 = > 3] ° = g ‘>
=2 § F F F T % OE : % % 8
= = I St 1 ' < < — p— =
I £ & fz: : 3 & 8 5 G <
ze < ® KA » O & A& A& & &
L. rhamnosus G1 10 10 5 20 40 40 5 40 40 5 40 5
L. rhamnosus G4 20 30 20 20 30 30 5 0 40 5 40 20
L. rhamnous G100 10 10 10 10 20 20 5 5 40 0 0 0
L. rhamnosus LC705 20 20 20 30 30 40 5 0 30 5 30 10
L. rhamnosus 7039 5 10 20 20 20 40 5 0 5 0 30 20
L. rhamnosus ALC01 20 20 10 20 40 40 10 30 30 5 10 5
L. rhamnosus 65 5 5 5 5 40 40 5 40 40 0 0 5
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L. rhamnosus 81 10 20 0 20 40 40 10 40 40 5 30 10

L. rhamnosus 183 10 10 10 10 40 40 5 40 40 0 0 5
L. plantarum 1711 10 10 5 20 >40 >40 5 >40 0 0 0 30
A plantarum 1714 20 30 20 20 30 30 5 0 5 20 >40 5

*Enzymaticka aktivita merana ako mnoZstvo hydrolyzovaného substratu (nanomol) pocas 4h
inkubacie

°Neziadica enzymatické aktivita

Tab. 2 : Kvantifikacia schopnosti tvorit’ biofilm ( crystal violet assay)

Kmene Crystal violet
assay
(Asm)

L. rhamnosus G10 0,195+0,015

L. rhamnosus 65 0,164+0,025

L. rhamnosus 183 0,174+0,022

L. plantarum 1711 0,295+0,015

L. plantarum 1813 0,264+0,025

L. plantarum 1614 0,274+0,022

Hodnoty pre blank (sterilné medium) boli od¢itané, uvedené st priemerné hodnoty z merani
O0smich replikatov + Standartna odchylka, As7o- absorbancia pri A =570
Tab. 3: Inhibi¢ny potencidl L. rhamnosus a L. plantarum voci intestindlnym patogénom

Kmene E. coli NB2007 E. coli T12 Salmonella sp.
(vt1, vi2 pozitivny) (ESBLs) (H9812)
L. rhamnosus G10 ++ - -

L. rhamnosus 65  ++ - -
L. rhamnosus 183 ++ + ++
L. plantarum 1711 ++ - -
L. plantarum 1813 ++ ++ ++
L. plantarum 1614 - - +/-

(-) ziadna inhibicia, (+/-) inhibicia s nejasnou zoénou inhibicie, (+) zona inhibicie v rozsahu 2-
5 mm okolo jamky, (++) z6éna inhibicie vacSia ako 5 mm

Tdato prdaca je vysledkom projektu C. 26220220152  podporovaného Vyskumnym a
vyvojovym operacnym programom financovaného ERDF
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IZOLAT V6 Z DRENAZNEJ VODY SKLADKY HNEDEHO KALU V ZIARI NAD
HRONOM - PRAVDEPODOBNE NOVY DRUH RODU BREVUNDIMONAS
Stramova, z." 2, VandZzurova, A.l, Judova, J .3, Remenar, M.}

YUstav fyzioldgie hospoddrskych zvierat SAV, Kosice
? Katedra biochémie, Univerzita Pavla Jozefa Saférika, Kosice
3 Katedra biolégie a ekolégie, Univerzita Mateja Bela, Banskd Bystrica

ABSTRAKT

Jedinymi predstavitelmi gramnegativnych baktérii v bakteridlnej populécii drenaznej vody
skladky hnedého kalu z vyroby hlinika v zdvodoch SNP v Ziari nad Hronom su prakticky
identické izolaty V6 a V7. Tieto izoldty sa nepodarilo v naSej predchadzajicej praci
identifikovat’ pomocou MALDI TOF analyzy (Stramova a kol.,, 2012). Izolat V6 sme
podrobnejsie charakterizovali kombinaciou molekularnych a mikrobiologickych metéd. Na
zaklade porovnania 16S rRNA sekvencii sme tento izolat zaradili do rodu Brevundimonas.
Tato baktéria je schopna rast’ v pritomnosti 1% NaCl, pri teplote 25°C, a aj ked’ je schopna
rast’ pri pH 10, pH optimum pre rast sa pohybuje v neutrélnej oblasti. Na zaklade porovnania
vlastnosti izolatu V6 s ostatnymi druhmi rodu Brevundimonas mozeme predpokladat’, ze V6
izolat je predstavitel'om nového druhu rodu Brevundimonas.

UvoOD

V predchadzajucej praci (Stramova a kol.,, 2012) sme identifikovali viaceré izolaty z
drenaznej vody skladky odpadového kalu z vyroby hlinika v zdvodoch SNP v Ziari nad
Hronom. Drenézna voda je extrémne alkalickd (pH=13) a ma relativne vysoky obsah tazkych
kovov. Pomocou kultivacnych metdd sme z tohto prostredia ziskali 12 izolatov, ktoré sme
charakterizovali pomocou MALDI-TOF analyzy proteinovych profilov. V bakteridlnej
populacii drendznej vody skladky hnedého kalu dominuju predovSetkym grampozitivne
baktérie ako napriklad Bacillus megatherium a Micrococcus luteus. Jedinymi predstavitel'mi
gramnegativnych baktérii st prakticky identické izolaty V6 a V7, ktoré sa nepodarilo
identifikovat pomocou MALDI TOF analyzy. Cielom tejto prace bolo presnejsie
identifikovat’ izolat V6 izolovany z drenaznej vody skladky hnedého kalu v Ziari nad
Hronom.

MATERIAL A METODIKA

Pévod a spracovanie vzoriek: 1zolat V6 sme ziskali po€as predchadzajucich experimentov
(Stramova a kol., 2012). Izolat sme kultivovali po dobu 40 hod. pri teplote 25°C v tekutom
TSB (Tryptone Soya Broth, Becton Dickinson, USA) médiu, alebo na tuhych TSA médiach
(Tryptone Soya Agar) toho istého vyrobcu.

Fylogeneticka charakterizacia izolatu: Chromozomalnu DNA izoldtu V6 sme izolovali
pomocou GenElute Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich, Germany) z 20 ml kultary
rasticej 40 hod. pri 25°C. 1zolovani DNA (50 ng) sme pouZili ako substrat v PCR reakcii so
16S rRNA Specifickymi eubakteridlnymi primérmi fD1 a rP2 (Weisburg a kol., 1991).
Amplifikovany PCR produkt sme klonovali a nasledne sekvenovali. Sekvencie sme
taxonomicky klasifikovali pomocou blastn analyzy voc¢i databaze 16S rRNA sekvencii
typovych kmenov baktérii a archea, dostupnej na stranke http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
Sekvencie vykazujuce najvyssiu podobnost’ sme pouzili pre konstrukciu fylogenetického
stromu pribuznosti izolatu V6 s vyuzitim algoritmov clustalw a neighbor-joining
implementovanych v programe MEGA 5 (Tamura a kol., 2011). Pri konstrukcii
fylogenetického stromu sme ako outgroup pouzili sekvenciu génu pre 16S rRNA Paracoccus
alcaliphilus (pristupové ¢islo v GenBank databaze AY014177)
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Biochemickd a mikrobiologickd charakterizdcia izoldtu: Dalsie vlastnosti izolatu V6 sme
stanovili klasickymi biochemickymi a mikrobiologickymi postupmi.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyzou sekvencii 16S rRNA sa nam podarilo identifikovat’ izoldt V6 ako baktériu rodu
Brevundimonas (Obr. 1). 1zolat V6 vytvara spolu s druhmi Mycoplana bullata, B. terrae a B.
diminuta samostatnu fylogeneticku vetvu, ktora je geneticky vzdialend od ostatnych kmeniov
rodu Brevundimonas. 16S tRNA sekvencia izolatu V6 vykazuje najvysSiu podobnost
k sekvencii M. bullata (99,5 %), fylogenetickd vzdialenost’ medzi sekvenciami izolatu V6
atypovym kmetiom M. bullata je vSak vySSia nez je vzdialenost’ napr. medzi druhmi B.
nasdae a B. vesicularis (Obr. 1), ¢o naznacuje, Ze izolat V6 je predstavitelom nového, doteraz
nepopisaného druhu rodu Brevundimonas.

B ] bvibrioide L
ﬂI_ revindimonas susVIBIIolees 1 Opr. 1: Fylogeneticky strom
Brevundimonas subvibrioldes

| Ly s

0.01 dokumentujuci podobnost
Brevu'ndimonas lenta ] 16S rRNA sekvencie izolatu
— Brevundimonas kwangchunensis V6 (ZV)}’, aznend ob d[fnikom )

Brevundimonas alba k ostatnym druhom rodu
Brevundimonas variabilis Brevundimonas

Brevundimonas bacteroides
Brevundimonas aveniformis

Brevundimonas aurantiaca

95 Brevundimonas nasdae

B3 . . "
Brevundimonas vesicularis

B0 b Brevundimonas intermedia
Brevundimonas mediferranea
Mycoplana bullata

Brevundimonas terrae

98 Brevundimonas diminuta
Paracoccus alcaliphilus

Baktérie rodu Brevundimonas sa bezne vyskytuju vo vodnom prostredi, ale boli
izolované aj z pody a viaceré kmene aj z klinickych vzoriek. B. vesicularis je znamy aj ako
povodca nozokomialnych infekcii. Rod Brevundimonas zahtna strnast’ druhov, medzi ktoré
patria napr. B. diminuta, B. vesicularis, B. alba, B. aurantiaca, B. bacteroides, B. intermedia,
B. subvibrioides, B. variabilis, B. nasdae, B. mediterranea, B. kwangchunensis, B. terrae, B.
vesicularis, (Ryu a kol., 2007). Do tohto rodu sa zarad’uje aj Mycoplana bullata (Kang a kol.,
2009), ktora bola preklasifikovana na Brevundimonas bullata. Ide o gramnegativne baktérie
tyCinkovitého tvaru so zaoblenymi koncami, vyskytujice sa samostatne a v paroch. Tieto
baktérie st schopné rast’ bez pritomnosti NaCl avSak optimalne hodnoty NaCl pre rast tychto
mikroorganizmov s v rozmedzi 0,5 — 2% NaCl. Optimalna teplota kultivacie je 28 — 30°C a
niektoré druhy st schopné rast’ pri teplote 37°C ¢i dokonca 42°C (B. diminuta). pH optimum
tychto baktérii sa pohybuje v neutrdlnej oblasti (pH = 5 — 9) (Poindexter, 1989). Aj ked
niektoré druhy boli izolované z alkalického prostredia; napr. B. terrae a B. kwangchunensis
(Yoon a kol., 2006), nie su zndme Ziadne alkalofilné druhy tohto rodu.

V nasledujucich experimentoch sme klasickymi biochemickymi a mikrobiologickymi
postupmi stanovili vlastnosti izoldtu V6 a porovnali sme ich s vlastnostami vybranych
kmenov rodu Brevundimonas (Tabulka 1). Podobne ako ostatné druhy rodu Brevundimonas
aj izolat V6 utilizuje len obmedzeny pocet uhlikatych zlucenin. Aj napriek tomu, Ze izolat V6
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bol izolovany z vysoko alkalického prostredia (pH = 13) s vysokym obsahom soli (4% NaCl)
(Stramova a kol., 2012), v podmienkach in vitro bol schopny rast’ v pritomnosti len 1% NacCl,
ale nie v pritomnosti 4% NaCl. Izolat V6 réstol pri pH =9 aj 10, ale pH optimum pre rast sa
pohybovalo v neutrdlnej oblasti (pH = 7).

Tabulka 1: Utilizacia vybranych zdrojov uhlika izolatom V6 a vybranymi druhmi rodu Brevundimonas

Substrat B. terrae B. diminuta | M. bullata Ve

D-maltoza - -

Cellobidza - -
L-ramnéza - -
L-histidin - -
Tween 40 + +

Kyselina a-ketomaslova - -

Kyselina octova - +

Pri raste na TSA médiu izolat V6 produkoval hnedy difuzibilny pigment. Podobny
pigment je schopny produkovat’ kmen B. diminuta, ale nie M. bullata (Yoon a kol., 2006).
Podobne sme pri Studiu biochemickych vlastnosti izolatu V6 pomocou Biolog systému
(Biolog, USA) pozorovali viacero odlisnosti v biochemickych vlastnostiach oproti kmeniu M.
bullata a ostatnym kmetiom rodu Brevundimonas (Tabulka 1), a teda mo6Zeme predpokladat’,
ze izolat V6 je novym druhom rodu Brevundimonas. Pre overenie tohto predpokladu su
potrebné d’alSie experimenty a porovnania medzi izoldtom V6 a dal$imi kmenmi rodu
Brevundimonas.
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STRATA DRUHOVEJ IDENTITY ZIVORODYCH RYB
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ABSTRAKT

Mnozstvo medzidruhovych krizeni ryb bolo realizovanych za ucelom docielenia
pozadovanych fenotypovych vlastnosti. Z tohto dovodu sa aj dnes stretdvame v komerénom
chove s vytvaranim hybridov jednotlivych druhov a to nielen Zivorodych ryb. Ako ddsledok
chybajuceho vhodného genetického materidlu, nezodpovednosti akvaristov pri chove
a Sl'achteni ryb, ako aj neustala potreba chovatel'ov vytvarat’ nové tvarové a farebné formy su
hybridy ¢asto nachddzané aj uneprofesiondlnych akvaristov (Dokoupil, 1981).
Determinované ryby na zéklade zvolenych morfometrickych a plastickych determina¢nych
znakov pochadzali z komerénych chovov, alebo vystav. Zaznamenali sme az 70 % zastupenie
hybridov druhov Poecilia velifera a Poecilia latipinna aaz 11 % vyskyt krizencov
Xiphophorus maculatus  a Xiphophorus  variatus v komerénych chovoch, ale aj
u neprofesiondlnych akvaristov. Ovela mensie iba 22 % zastupenie fenotypovo odlisnych
jedincov od spominanych druhov molynézii sme determinovali na vystavach alen
zanedbateI'né mnozstvo hybridov spominanych plat. Tento fakt suavisi s vysSou
erudovanost’ou a profesionalitou chovatel'ov zaoberajucich sa chovom $l'achtenych Zivorodiek
za ucelom vystavovania. Cielom tejto prace je Sirenie osvety v tejto problematike medzi
profesiondlnymi a hobby akvaristami. Vytvaranim hybridov vdZzne ohrozujeme genofond
povodnych, Casto v prirode kriticky ohrozenych druhov. Vyskyt pocetnych malformaécii
u hybridov je jednou z foriem tyrania zvierat a malo by byt predmetom zaujmu predovsetkym
veterinarnych lekarov.

UvOoD

Problematika hybridov je momentalne velmi aktudlnou témou aj medzi ichtyologmi
zaoberajucimi sa ichytofaunou volne zijicich populacii ryb (Janko et al., 2012; Maresova,
Luskova, Lojkasek, 2012; Oke et al., 2013). Medzidruhovym krizenim zivorodych ryb sme
dosiahli mnohé atraktivne farebné a tvarové formy, ktoré st predmetom komerénej akvaristiky,
ale aj Specializovanych vystav v ramci tejto skupiny ryb. V USA dochadza v poslednom obdobi
takymto sposobom k ohrozeniu genofondu niektorych druhov predovsetkym rodu Xiphophorus
zo skupiny oznaCovanej pracovne, ako ,,PMH group“, ktord zahfia druhy zoologicky eSte
dostato¢ne nepreskiimané (Levine, 2013). Cielom prace bolo zmapovat’ vyskyt Cistych foriem
skamanych druhov zivorodych ryb aich hybridov a oboznamit' ichtyologicki spolo¢nost’,
veterinarnych lekarov, ako aj laicku verejnost’ s touto problematikou.

MATERIAL A METODIKA

V priebehu rokov 2008 — 2013 sme sledovali percentudlne zastupenie ryb celade Poecilidae,
konkrétne Poecilia velifera- Zivorodky velkoplutvej (rod Poecilia) a Poecilia latipinna- Zivorodky
Sirokoplutvej (rod Poecilia) ahybridov tychto druhov, ako aj Xiphophorus maculatus- platy
Skvrnitej (rod Xiphophorus) a Xiphophorus variatus- platy pestrej (rod Xiphophorus) aich
hybridov. Skimané jedince sme rozdelili do dvoch skupin. Jedince rodu Poecilia, dosahovali
vel'kost’ najmenej 60 mm, ryby rodu Xiphophorus 30 mm. Pri rode Poecilia boli vSetky jedince
zakladného tvaru, rovnako ako aj pri rode Xiphophorus. Skumané jedince oboch rodov boli
rozneho zékladného a krycieho sfarbenia (farebnej a Ciernej kresby) a pigmentacie oci.

Prva skupinu tvorili jedince pochadzajice z vystav, druhti skupinu tvorili jedince pochadzajuce
z chovov, ktoré sa neztcastiovali vystav (komercné chovy, akavapredajne, hobby akvaristi). Pri
niektorych temperamentnejSich jedincoch, alebo zinych doévodov bola k posudeniu znakov
pouzita anestéza (pomocou oxidu uhli¢itého), alebo fotodokumentacia. Druhova determinacia
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bola vykonavana na zéklade FishBase, prac Sterbu (1959), Dokoupila (1981) a Interstandardu
Xipho — Molly 2001 (ISXM 01, 2004). Druhova determinacia bola vykonavana na zaklade
odlisnosti v plastickych druhovych znakoch, konkrétne poctu lacov pinna dorsalis (pricom sa bral
do uvahy pocet vSetkych Ilucov- rozvetvenych, nerozvetvenych, mékkych a tvrdych).
Z morfometrickych determinaénych znakov sme vyuzivali pomer vysky a dizky pinna dorsalis
k dizke tela a §irky chvostového nasadca k dizke tela. Z ostatnych determinaénych znakov sme
posudzovali sfarbenie tela a plutiev (pri zdkladnej farbe prirodnej, divoké sfarbenie) a troven
postavenia pinna dorsalis a pinna pectoralis . Jedinec, ktory sa v tychto determina¢nych znakoch
nezhodoval so zoologickym opisom jednych druhov, bol zaradeny medzi hybridy. Rovnako boli
krizence rozdelené do skupin oznacenych ako jedinec typu latipinna, alebo typu velifera podla
toho, ku ktorému fenotypu jednotlivych druhov mali blizsie. Pri deteminacii sa zohl'adnovala
mierna fenotypova odlisnost’ druhov chovanych v zajati (po dlhodobom slachteni) od druhov
vyskytujucich sa v prirode.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zo skupiny vystavovanych jedincov bolo determinovanych 112, z komerénych chovov 207 ryb.
Percentudlne zastupenie jednotlivych druhov aich hybridov je zaznamenané v tabulke. Na
vystavach sa hybridné jedince platy pestrej a Skvrnitej vyskytuji vel'mi zriedkavo (0,15 %).
V obchodnej sieti, alebo v komerénych chovoch tvorili fenotypovo blizSie jedince druhu P.
latipinna 41 % a fenotypovo blizSie jedince druhu P. velifera 29 %. Z fenotypovo blizSich
jedincov druhu P. latipinna bolo az 59 % ryb tvarovej formy ,,ballon molly.

Tabulka: Percentualne zastipenie determinovanych druhov a ich hybridov.

Druh Percentudlne zastipenie jednotlivych druhov ryb a ich hybridov
Hybrid vystavy (%) komeréné chovy (%)

P. velifera 42 12

P.latipinna 36 18

Hybrid P.v. x P.L 22 70

X. maculatus 65 57

X variatus 34,5 32

Hybrid X. m. x X.v. 0,5 11

Vyrazne vyssi vyskyt hybridov v komerénych chovoch suvisi s cielenym krizenim niektorych
druhov za uc¢elom dosiahnutia fenotypovo ,,zaujimavejsich* jedincov a s nizkym dopytom cistych
foriem tychto druhov. K zniZeniu poctu hybridov na vystavdch by mohlo ddjst’ pozmenenim
niektorych bodov ISXM 01, pretoZe hybridy st posudzované podla Standardu druhu, ku ktorému
maju fenotypovo najblizsie (bod C.4.10; strata minimalneho poc¢tu bodov). V rokoch 1981 az
2001 (v medzinarodnych Standardoch ISXM-81 a ISXM-88) nebol druh P. latipinna ako taky
obsiahnuty a vSetky kolekcie P. latipinna boli posudzované v sutaznej kategorii P. velifera. Aj
ked ISXM 01 je vypracovany, tak ze k zaradeniu intermedidlnych jedincov by nemalo dochadzat’
(ISXM 01, 2004).

Minimalna diZka tela uoboch rodov ryb bola zvolend zddévodu vyraznejsicho vyvinutia
druhovych znakov u adultnych jedincov a k ich lepSiemu posudeniu (Dokoupil, 1981). Niektoré
morfometrické znaky akymi je napriklad dizka, §irka tela a ich samotny pomer nie je vyraznym
determinaénym znakom, kedze porovnavané druhy vykazuju v tychto znakoch minimalne
rozdiely (Dokoupil, 1981). Rovnako je v akvarijnych podmienkach vyskyt jedincov s rozmery ryb
z Jocus typicus“ len tazko dosiahnutelny (Norton, 1976). Oba rody a ich hybridy boli
v zékladnom tvarovom Standarde (podla ISXM 01, 2004, E.4.1. oznacenie ,,n - normalny* typ
oplutvenia), pretoze pri ostatnych tvarovych Standardoch (delta, lyra, ihla) je prirodzeny tvar,
poloha, morfometria a poCet luCov pinna dorsalis a pinna caudalis znacne deformovany. Najma
pri rode Poecilia je tvar chrbtovej plutvy ajej postavenie a poloha vramci tela doélezitym
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determina¢nym znakom (Dokoupil, 1981). Posudzované boli vsetky farebné formy, ked’ze sa
u vSetkych druhov molynézii a dvoch druhov plat vyskytuje rovnaké zafarbenie (ISXM 01,
2004). Ryby s divokym zakladnym sfarbenim boli pri vSetkych druhoch posudzované podla
zoologického opisu jednotlivych druhov, rovnako ako aj ryby farebnych mutécii
charakteristickych pre ur€ity druh, ako napriklad zakladné sfarbenie liberty charakteristické pre
P. latipinna, alebo sfarbenie mutdcie hawai chrakteristické pre X. variatus (Dokoupil, 1981;
ISXM 01, 2004). Nizsie zastupenie X. variatus na vystavach suvisi s ndro¢nejSou pripravou tohto
druhu na vystavu spdsobenej vys$S§im poctom neStandardnych jedincov vyskytujicich sa
v chovoch adlh§im rastom (Norton, 1967). Zo skupiny vystavnych jedincov bolo
determinovanych menej ryb 112, na rozdiel od ryb 207 kusov pochéddzajucich z komerénych
chovov. Tento fakt suvisi s pridelovanim bodov za bonifikaciu za tvar oplutvenia a farbu (bod
C.6.7. ISXM 01, 2004), désledkom ¢oho su jedince prirodného tvaru a sfarbenie znevyhodnené.
Preto st jedince zékladného tvaru prihlasované na vystavy v mensom mnozstve ako vysokoplutvé
a lyrovité jedince. Az 59 % zastipenie ,ballon molly medzi hybridmi stvisi s nespravnym
pohl'adom najmé 4zijskych chovatel'ov na S§lachtenie a vytvaranie novych foriem ryb. ,,Ballon*
molly a ,ballon* platy st podla ISXM 01 diskvalifikované, preto sa v skupine vystavnych ryb
takéto hybridné jedince nevyskytovali.

U hybridnych jedincov sme ¢asto pozorovali neziaduce malformacie, ako napriklad deformacie
chrbtice (u 12 % hybridov). U 51 % hybridov bol zaznamenany jednostranny exoftalmus a to
najmé u jedincov fenotypovo pribuznych druhu P. latipinna. Tato malforméciu sme pozorovali u
51% jedincov a to pred dosiahnutim pohlavnej dospelosti. U vi¢Siny hybridov bolo pozorované
svetlejSie sfarbenie tela, gigantizmus, alebo naopak nanizmus. Niektoré jedince, najma
nadrozmerné samice boli sterilné. Pozorovali sme vyssiu odolnost’ krizencov k parametrom vody
apri aklimatizdcii na chemizmus vody vnovom prostredi najmd v porovnani s vysoko
senzitivnym druhom P. velifera (ISXM 01, 2004).

Deforméciu chrbtice sme nezaznamenavali u foriem akymi je ,,Ballon molly*, u ktorej je tato
deforméacia Slachtenim a vyskytuje sa uvSetkych jedincov tejto variety (ISXMOI, 2004).
Gigantizmus a nanizmus su malformacie, ktoré si velmi Casto zaznamenavané u krizencov
molynézii (Bassleer, 1982).

Vyskum bol financne podporeny projektom VEGA 1/0847/13 a APVV 0154 — 07.
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ULTRASONOGRAFICKA DIAGNOSTIKA RESPIRACNYCH OCHOREN{
U TELIAT
Soltésova H., Vargova M., Nagyova V., Téthova Cs., Nagy O.
Klinika prezuvavcov, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bolo zistit, ¢i ultrasonografia je vhodnou neinvazivnou diagnostickou
metddou na detekciu respiracnych ochoreni u teliat. Ultrasonografia (USG) pltc a pleury
bola vykonand u 12 teliat. Ztoho boli 2 kontrolné zvieratd so zdravym plucnym
parenchymom a 10 teliat trpiacich respiranymi poruchami ako je  pneumonia,
bronchopneumoénia a plicne abscesy. Ultrasonografia pl'uic umoziuje rychlu klasifikaciu
zavaznosti, rozsahu a typu plicnych 1ézii a tak dopliiuje klinické vySetrenie. Pri procesoch,
ktoré st ulozené hlboko v plicnom parenchyme, je sonografické vySetrenie nevhodné,
pretoze ultrasonografické viny vo vicsej hibke su silne utlmené a spitne odrazané vzduchom.
Naproti tomu sonografické vySetrenie je velmi vhodné pri periférnych ochoreniach pluc, kde
dochadza k hromadeniu volnej tekutiny. Aj napriek tomuto problému, ultrazvukové
vySetrenie pltic je vhodné pre postudenie klinicky nejasnych respiracnych ochoreni u teliat.

UvoD

Vramci klinickych vySetrovacich metdd sa v oblasti veterindrnej mediciny stala
ultrasonografia vyznamnou aneoddelitelnou sucastou diagnostiky. S rozvojom
technologického zdokonalovania pristrojov sa tdto zobrazovacia metdda zacala postupne
vyuzivat okrem reprodukcie aj v inych oblastiach orgdnovych ochoreni u hospodarskych
zvierat ( Buczinski, 2009). S vysokou frekvenciou vyskytu ochoreni respiracného aparatu
u hovidzieho dobytka sa ultrasonografia ukazuje ako vyznamny prostriedok neinvazivneho
vySetrenia pluc (Babkine a Blond, 2009). Aj ked fyziologicky nezmenené pltcne tkanivo
nemdze byt vySetrené, sonografia je vhodna na detekciu mnohych patologickych stavov vo
vnutri hrudnej dutiny (Flock, 2004). Je to obzvlast’ uzitocné pre detekciu a charakterizaciu
pleuralneho vypotku najmi malych lozisk, povrchovych pltacnych 1€zii alebo hepatizaciu,
atelektdzy pluc a pneumothoraxu (Babkine a Blond, 2009). Na zdklade sonografického
obrazu vzhladu pltcneho povrchu a tekutiny v pleurdlnej dutine sa da zistit hodnotna
informécia o rozsahu, zdvaznosti, ale aj o prognoze ochorenia a moéze byt’ lepSie sledovany
proces uzdravenia (Flock, 2004).

MATERIAL A METODIKA

Vramci sledovania bolo vySetrenych 12 teliat vo veku 1- 9 mesiacov, ktoré boli
hospitalizované na klinike prezivavcov UVLF v KoSiciach. VSetky zvieratd boli okrem
klinického vySetrenia v ramci tohto sledovania vySetrené aj pomocou ultrasonografie
a u niektorych doplnené aj patologicko-anatomickym nalezom. Bol pouzity pristroj firmy
Mindray s 5 MHz ultrazvukovou sondou. Pouzitim ultrasonografického gélu sa zlepsil
kontakt medzi vySetrovanou sondou a povrchom pacienta, ¢im sa znizilo riziko vyskytu
artefaktov. Priprava pacientov na vySetrenie spocivala v oholeni a odmasteni vySetrovanej
oblasti hrudnika.

VYSLEDKY A DISKUSIA

U teliat s klinickymi priznakmi bronchopneumonie (horticka, anorexia, mierna apatia, serozny
vytok z nosa, prekrvenie spojiviek, dyspnoe, kasel’ ) pri ultrasonografickom vySetreni boli
pozorované na povrchu pltc, kranio-ventralnych ¢astiach pl'uc hyperechogénne zony velkosti
niekol’kych milimetrov az centimetrov a kométové artefakty objavujuce sa v tvare
echogénnych pasov s klesajucou intenzitou smerom distalne od vySetrovacej sondy (obr.1).
Prevazne v kranioventralnych lalokoch boli zistené rozsiahle hyperechogénne zény podobné
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pecenovému parenchymu bez dozvuku artefaktov, ktoré boli dobre ohrani¢ené od zdravého
tkaniva. Pri pitve boli na povrchu okolo hyperechogénnych a anechogénnych zon zistené
alveoly vyplnené tekutinou, zaroveii bola pozorovana hepatizacia pltacnych lobulov
a abscesy (obr.2,3). V kranidlnych castiach plic  rozsiahle  hyperechogénne zony
predstavovali hepatizované plucne tkanivo, ktoré bolo z velkej Casti bez vzduchu(obr.3).
Vzduchom vyplnené bronchy boli zndzornené ako echogénne linedrne pasy s vetvami
a akustickym tienom alebo ako kométové artefakty. Malé, okrahle anechogénne steny boli
priecne rezy ciev. Tubuldrne Struktiry s anechogénnym lumenom a ¢iastoéne echogénne
steny boli bronchy a Ciasto¢ne echogénny obsah (mukopurulentny exudat).

Obr.1. Sonogram pl'uc tel'at’a s Obr.2. Sonogram kranialneho lobulu plic
bronchopneumoniou ( 10MHz) u tel’at’a s bronchopnemoniou

Obr.3. Sonogram kranioventralnych Obr.4. Sonogram zdravych pl'ic, reverberacné
plicnych lobulov , tel'a s pneumoniou artefakty

Sonografia pl'ic sa v humannej medicine pouziva sekundarne, aby sa odlisili rontgenové
nalezy (Banholzer, 1993), zatial' co vo veterinarnej medicine sa tito zobrazovacia metdda
zacala postupne vyuZzivat okrem reprodukcie aj vinych oblastiach organovych ochoreni
u hospodarskych zvierat (Buczinski, 2009). Primdrna indikdcia k USG vySetreniu
respiracného systému je ochorenie plic apleury. Vzduch nachadzajiici sa v plicach
komplikuje vyhodnotenie ultrazvuku. Ak je vSak znizeny obsah vzduchu a neboli ani Ziadne
vzduchom vyplnené oblasti medzi snimaCom a postihnutou Castou plic, mozno dosiahnut’
uzito¢né ultrasonografické hodnotenie pl'uc (Jung and Bostedt, 2004). Vymena alveolarneho
vzduchu s tekutinou sposobuje, Ze plicne tkanivo sa javi hyperechogénne (Scott,1998).
Kométové artefakty vyzarujice z tychto oblasti su vytvorené hromadenim malého mnozstva
exudatu, krvi, hlienu alebo zjazvenim v nadvéznosti na predchadzajucu pnemoniu, alebo
pleuritidu. Reef (1998) uvadza, ze diagndza pomocou sonografického vySetrenia hepatizacie
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plicneho parenchymu je zalozend na detekcii hyperechogénneho plicneho parenchymu.
Hepatizacia bola pozorovana najCastejSie v kranioventralnych castiach pltic. Patologické
zmeny plicneho parenchymu sa najcastejSie vyskytuji s tazkou hepatizaciou, ¢o vedie na
ultrazvuku k vzhl'adu podobnému peceni (Reef 1998). Sonografické nalezy kométovych
artefaktov v tejto praci boli tiez charakteristické pre plucny emfyzém. Reverberacné
artefakty charakteristické pre zdravé pl'icne tkanivo boli z vacSej ¢asti malo viditel'né.

Praca bola realizovana v ramci projektu VEGA 1/0812/12.
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PREVALENCIA INTESTINALNYCH HELMINTOZ U DETI Z MEDZEVA
A OKOLIA
Strkolcova G., Goldova M.
Ustav parazitolégie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo sledovat’ vyskyt intestindlnych helmintéz u deti z majoritnej a minoritne;j
skupiny obyvatel'stva. Majoritnu skupinu tvorili zdravé deti beznej populacie, ktoré podstipili
preventivnu prehliadku u svojho pediatra. Minoritni skupinu tvorili deti z oblasti s nizkym
hygienickym Standardom — rémske deti z Medzeva v KoSickom regione. Obe skupiny deti
boli rozdelené podl'a veku na 4 podskupiny: 1-5 ro¢né, 6-9 ro¢né, 10-14 ro¢né a viac ako 14
roné. Vzorky stolice boli vySetrené¢ flotatno-koncentratnou metédou, boli
vykonané perianalne zlepy na Enterobius vermicularis. Vajicka helmintov boli zistené
u majoritnej skupiny v 17,07% vzoriek stolice (7/41) a u minoritnej skupiny deti v 68,75%
(88/128) vzoriek stolice. V pozitivnych vzorkdch sme zaznamenali vajicka piatich druhov
helmintov (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, Taenia spp.,
Ancylostoma spp.).

V majoritnej skupine deti neboli detegované Ascaris lumbricoides a Trichuris trichiura,
Ancylostoma spp. Vajicka Enterobius vermicularis boli pritomné v 14,63% vzoriek (6/41),
v stolici jedného dietata bolo zistené vajicko pasomnice Taenia spp. V minoritnej skupine
deti sa najCastejSie vyskytovali vajicka Ascaris lumbricoides v 61,72% vzoriek (79/128),
nasledovali vaji¢ka Trichuris trichiura v 17,97% vzoriek (23/128). Nalez vajicok Enterobius
vermicularis bol v 7,81% vySetrenych vzoriek a Taenia spp., Ancylostoma spp. boli pritomné
v 0,78% vzoriek (1/128). Najvyssi pocet pozitivnych vzoriek bol v skupine 6-9 ro¢nych deti
v obidvoch skupinach. Vyskyt intestindlnych parazitarnych infekcii je vyssi v skupine deti
s niz§im hygienickym Standardom anizkym socioekonomickym statusom v porovnani
s det'mi beznej populacie.

UvOoD

Aj v 21. storo¢i predstavuji parazitarne infekcie vazny zdravotny problém. Tieto infekcie
postihuju zvycajne marginalizované komunity ako st bezdomovci, Rémovia a l'udia Zzijci
v podmienkach s nizkym hygienickym Standardom a socio-ekonomickym statusom. Osobitn(l
skupinu parazitdéz tvoria helmintézy. Helminty rozdel'ujeme na biohelminty, ktoré maju
nepriamy vyvin cez medzihostitela a geohelminty, ktoré maji vyvin priamy aich
propagativne S$tadia sa vyvijaji do infekéného Stadia vo vonkajSom prostredi (Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, Ancylostoma spp.). Roémovia
v Medzeve, kde bol vykonany vyskum, ziju v segregovanej osade, kde je zanedbana osobna
a komunélna hygiena. Nemaji vybudovanu kanalizaciu a ¢asto defekuju v blizkosti obydli.
Ako zdroj vody maju jeden pramen vody tectci z luky do dediny. Ked’ze tieto menované
helmintézy sa prendSaju priamo fekalno-ordlnou cestou, priamym kontaktom o0sdb
v rodinnych a detskych kolektivoch, kde sa vajicka odovzdavaju dotykom ruk a nepriamo
kontaminovanou potravou, vodou, pddou, prave fekdlne kontaminované prostredie
predstavuje zavazny problém pri Sireni helmintéz. Deti z tychto osad navstevuju povinna
Skolsku dochadzku, kde su zdrojom infekcie v Skolach.

MATERIAL A METODIKA

Flota¢na metoda vySetrenia Pudskej stolice: K 3-5 g stolice sme pridali 10- 15 ml vody
a dokladne roztreli v trecej miske. Suspenziu sme prefiltrovali cez sitko do centrifugacnej
skamavky a centrifugovali 2 mintty pri 2500 ot./min. Supernatant sme zliali ado 1/3
skamavky sme k sedimentu pridali Kozaka a Magrovej flotacny roztok a dokonale rozmiesali
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kovovou ty¢inkou a opét’ centrifugovali 2 minuty pri 2500 ot./min. Parazitologickou ézou sme
zobrali 3 kvapky zpovrchu tekutiny na podlozné sklicko a vySetrovali pod
stereomikroskopom.

Kvantitativna koncentraéna McMasterova metéda- na stanovenie intenzity infekcie (EPG
— eggs per gram = pocet vajicok v jednom grame trusu). Odvazili sme 3 g stolice a pridali
k tomu 42 ml vody arozmieSali na suspenziu, prefiltrovali cez sitko do kadicky. Ziskany
filtrat sme pretrepali a naplnili jednu centrifugacnti skimavku a centrifugovali pri 20000t./2
min. Supernatant sme zliali a k sedimentu sme pridali Kozéka a Magrovej flotacny roztok do
povodného objemu (15 ml). Sediment sme dobre premiesali s flotanym roztokom a pomocou
Pasteurovej pipety sme naplnili obe pocitacie policka Mc Masterovej komorky. Spocitali sme
vajicka a vyjadrili ich pocet v 1 g stolice podl'a nasledovného vypoctu:

3 g trusu v 42 ml vody = 45 ml. Preto 1 g = 15 ml. Objem pocitacieho policka je 0,15 ml,
preto pocet parazitarnych utvarov v 1 policku nasobime x 100, ak poc¢itame v dvoch poli¢kach
x 50. Pocet vajicok vyssi nez 1000/g poukazuje na silnu infekciu, pocet vajic¢ok okolo 500/g
na stredne silnu infekciu.

Metéda vySetrenia perianalnych zlepov na dokaz Enterobius vermicularis:

Vajicka sa odtlacia z periandlnych rias pomocou priehl'adnej lepiacej pasky, ktorua dostal rodi¢
od pediatra. Paska sa lepiacou stranou pritlaci na andlnu a perianalnu oblast’ a nésledne nalepi
na podlozné sklicko. Rodicia boli pouceni, Ze odber sa vykondva rano, najlepsie hned’ po
zobudeni a oblast’ kone¢nika nesmie byt umyta v predchddzajici vecer. Podlozné sklicko sme
vysetrili pod svetelnym mikroskopom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysetrili sme 169 deti z Medzeva, ktoré patria do obvodu MUDr. GajdoSovej, z toho bolo 41
deti z majoritnej skupiny obyvatel'stva a 128 z minoritnej skupiny obyvatel'stva. Vajicka
helmintov boli zistené u majoritnej skupiny v 17,07% vzoriek stolice (7/41) a u minoritnej
skupiny deti v 68,75% (88/128) vzoriek stolice. U majoritnej skupiny neboli detegované
vajicka Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiur, Ancylostoma spp. Nalez vajicok Enterobius
vermicularis bol v 14,63% vzoriek (6/41), udvoch dievcat a Styroch chlapcov. Vajicko
pasomnice Taenia spp. bolo ndjdené¢ ujedného pitrocného dietata. Najvyssi pocet
pozitivnych vzoriek bol v skupine 6-9 ro¢nych deti.

V minoritnej skupine deti sa najcastejSie vyskytovali vajicka Ascaris lumbricoides v 61,72%
vzoriek (79/128) a z nich je 83,54% vo silnej infekcii. Nasledovali vajicka Trichuris trichiura
v 17,97% vzoriek (23/128). Vajicka Enterobius vermicularis boli pritomné v 7,81%
vySetrenych vzoriek a vajicka Taenia spp., Ancylostoma spp. sme zistili v 0,78% vzoriek
(1/128). Najvyssi pocet pozitivnych vzoriek bol v skupine 6-9 ro¢nych deti, ¢ize deti na
prvom stupni $kolskej dochadzky.

Tab.1. Vztah medzi vekom a prevalenciou infekcie intestinalnymi helmintami u minoritne;j
skupiny deti.

VEK POZITIVNE / VYSETRENE PREVALENCIA (%)
1-5 30/52 57,69

6-9 41/52 78,84

10-14 12/16 75,00

>14 5/8 62,50

VSetky pozitivne deti boli prelieCené antihelmintikom (Vermox), ale ked’Ze sa opat’ vracaju
do prostredia, kde sa infikovali, je vel'mi tazko znizit' a priam nemozné zastavit’ tento kruh
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opakovaného nakazenia pokial’ sa nevykonaji opatrenia na zabranu Sirenia tychto helmintoz.
Opakovane vySetrené vzorky stolice po 4-5 mesiacoch opét’ potvrdzuju zhodnu infekciu ako
pri pilotnom prieskume. Problém romskych komunit je komplexny celospolocensky problém,
ktory je potrebné riesit na narodnej urovni.

Praca je podporovana grantovou ulohou VEGA ¢. 1/0831/12.
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ENTEROKOKY IZOLOVANE Z TRAVIACEHO TRAKTU VCELY MEDONOSNEJ
(APIS MELLIFERA)
Vanikova S."?
" Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice
? Katedra genetiky, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Enterokoky st vSadepritomné grampozitivne baktérie mlie¢neho kvasenia obyvajuce rdzne
habitaty, vratane traviaceho traktu zvierat, od zastupcov hmyzu az po cloveka. Medzi
najbeznejSie druhy v trdviacom trakte hmyzu patria Enterococcus faecium aE. faecalis.
Cielom tejto prace bola charakterizacia populdcie enterokokov osidl'ujucich traviaci trakt
vCiel. Z vciel z3 ulov sme izolovali 18 bakteridlnych kmenov patriacich do rodu
Enterococcus, ktoré boli nasledne identifikované pomocou MALDI-TOF analyzy. Najviac
zastupené boli druhy E. faecium (6) a E. mundtii (6), nasledované E. faecalis (3), E. durans
(2) a E. casseliflavus (1). Vsetky izolaty boli testované na rezistenciu voc¢i vybranym
antibiotikdm: ampicilin (10 pg/ml), erytromycin (15 pg/ml), chloramfenikol (30 pg/ml),
kanamycin (30 pg/ml), streptomycin (300 pg/ml) a tetracyklin (30 pg/ml). Takmer vSetky
izolaty vykazovali citlivost’ voci testovanym antibiotikdm, s vynimkou 5 izolatov, ktoré niesli
rezistenciu na kanamycin.

UvOD

Socidlne Zijici hmyz poskytuje bohaty zdroj symbiotickych mikroorganizmov vdaka
velkému poctu jedincov v kolonii, deliacich sa o potravu (Evans a Armstrong, 2006).
Baktérie Zijice v traviacom trakte hmyzu sa podielaju na viacerych tlohach v procese
travenia, ako je degradacia jednotlivych zloziek potravy, regulacia pH ¢i syntéza vitaminov.
Vzhl'adom na viaceré faktory je mikroflora traviaceho traktu vciel znacne variabilna. Jednym
z Castych kolonizatorov traviaceho traktu vciel su predstavitelia rodu Enterococcus.
Enterokoky st celosvetovo rozSirené grampozitivne baktérie obyvajuce rozmanité
environmentalne habitaty ako su pdda, voda, sediment, rastlinnd vegetacia, ale mézu byt aj
sti€astou potravinovych vyrobkov. Okrem vciel boli zaznamenani aj v traviacom trakte inych
zivocichov, ektotermnych aj endotermnych, vratane ¢loveka (Laukova a kol., 2008). Rod
Enterococcus v suasnej dobe tvori 36 druhov, priCom najznamejSie su E. faecalis a E.
faecium, ktoré maju dominantné zastipenie v traviacom trakte mnohych zivoc¢ichov.
Enterokoky patria medzi baktérie mliecneho kvasenia vdaka ¢omu si niektoré druhy
vyuzivané ako probiotikd. Medzi zéastupcami rodu Enterococcus su aj druhy zname ako
patogény, ktoré vyvolavaji rozne infekcie (napr. nozokomidlne, mocovych ciest, atd’.)
(Ahmad a kol., 2011).

Pre véely je pritomnost’ baktérii mliecneho kvasenie v ich trdviacom trakte prospesna vd’aka
ich schopnosti produkovat’ viaceré antibakteridlne latky, ako su organické kyseliny, peroxid
vodika, r6zne bakteriociny a Specifick¢ metabolity, ktoré maju inhibi¢ny ucinok na niektoré
patogény (Olofsson a Vasquez, 2008).

Enterokoky st zndme svojou antibiotickou rezistenciou na Siroké spektrum antibiotik a preto
su povazované za rezervoar génov rezistencie na antibiotikd (Vandzurova a kol., 2012).
V tejto praci sme sa zamerali na identifikdciu enterokokov z traviaceho traktu vciel aich
rezistenciu na vybrané druhy antibiotik.

MATERIAL A METODY

Enterokoky boli vyizolované z traviaceho traktu vciel, ktoré pochadzali z 3 roznych Gl'ov od
véelara z Perina (48°32'3.58"N, 21°11'15.29"E). Traviace trakty boli homogenizované
vo fyziologickom roztoku a alikvoty tohto roztoku boli vysiate na platne so selektivnym
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agarom pre enterokoky. Takto naockované vzorky na Petriho miskach boli kultivované
v termostate pri teplote 37°C. Na zdklade morfologie bolo nahodne vybranych 6 kmetov
enterokokov z kazdého ula. Bakteridlne kmene boli identifikované pomocou pristroja
MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonics, Germany).

U vsetkych kmenov bola testovand rezistencia na vybrané antibiotika kultivacnym testom na
Muller-Hintonovej agarovovych platniach: ampicilin (10 pg/ml), erytromycin (15 pg/ml),
chloramfenikol (30 pg/ml), kanamycin (30 pg/ml), streptomycin (300 pg/ml) a tetracyklin (30
pg/ml). Platne boli inkubované pri 37 °C v teplovzdusnom termostate.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z traviacich traktov véiel, odchytenych z 3 réznych ulov, bolo vyizolovanych 18 kmenov
enterokokov, ktoré boli identifikované pomocou pristroja MALDI-TOF Biotyper. Izolaty boli
priradené do 5 druhov. Najviac zastupené boli druhy E. faecium a E. mundtii, ku ktorym
patrilo 6 izolatov. S niz§imi poctami izolatov boli zastlipené druhy E. faecalis (3), E. durans
(2) aE. casseliflavus (1). V traviacom trakte vciel pochadzajucich zjedného ula boli
zastipené minimalne 3 druhy enterokokov. V populacii enterokokov z prvého tl'a dominuje
druh E. mundtii (50 %), zatial’ ¢o v d’alSich dvoch ul'och je dominantnym druhom E. faecium
(50 %). Na zaklade podobnosti proteinovych profilov ziskanych pomocou MALDI-TOF
analyzy bol skon$truovany dendrogram znazoriujici pribuznost’ jednotlivych kmenov (Obr.
1). Na dendrograme je mozné vidiet' grupovanie samostatnych druhov do klastrov, pricom
kmen 3D identifikovany ako E. faecalis sa vyc¢lenuje a tvori samostatnti vetvu. Napriek tejto
odli$nosti boli vSetky druhy spolahlivo identifikované MALDI-TOF analyzou so skore nad
2.0, sporny kmen 3D az nad 2.3 ¢o vypovedd o vysoko ddveryhodnej identifikacii druhu.
Jedine kmen 3A mal nizSie skore spolahlivosti 1.99, ktoré vypovedd o pravdepodobne;j
identifikacii rodu. Vzhladom na tieto vysledky je potrebnd podrobnejsSia charakterizacie
kmena 3D.

Enterokoky boli uz niekolkokrat vyizolované z traviaceho traktu nielen vciel ale aj inych
predstavitelov hmyzu (Geiger a kol.,, 2009; Martin and Mundt, 1972). NajcastejSie
zaznamenanym druhom v Sirokej Skale hmyzich predstavitelov bol E. faecalis, za ktorym
nasleduje E. faecium. ldentifikacii mikroorganizmov v traviacom trakte vciel sa venovalo
viacero prac (Audisio a kol.,, 2011; Kacaniova akol., 2004), avSak doposial neboli
publikované Studie zamerané na identifikaciu a podrobnejsSiu charakterizaciu enterokokov.

3D Enterococcus faecalis
2F Enterococcus casseliflavus
2A Enterococcus durans
1B Enterococcus durans
3F Enterococcus faecalis
3A Enterococcus faecalis
1E Enterococcus mundtii
2D Enterococcus mundtii
2E Enterococcus mundtii
3E Enterococcus mundtii
1F Enterococcus mundtii
1D Enterococcus mundtii
1A Enterococcus faecium

| 3C Enterococcus faecium
3B Enterococcus faecium
2C Enterococcus faecium
2B Enterococcus faecium

1C Enterococcus faecium

1 1 | 1 1 1 1 |
1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Distance level

Obr. 2: Dendrogram znazoriujuci pribuznost kmenov enterokokov z traviaceho traktu vciel
skonstruovany na zaklade MALDI-TOF analyzy. Cislice 1-3 oznacuju kmene vyizolované zo vciel
pochadzajucich z jedného ul’a.
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Kacaniova akol. (2004) stanovili vo svojej praci pocty enterokokov z traviacich traktov
zimujucich véiel, pri¢om v &reve ajvrekte zaznamenali rovnaky pocet 3,97.10* CFU/g.
Audisio a kol. (2011) identifikovali jeden kmen vyizolovany zo v€ely medonosnej ako E.
faecium.

Ziskané kmene enterokokov sme testovali na rezistenciu voc¢i vybranym antibiotikam. Takmer
vSetky izolaty vykazovali citlivost’ na testované antibiotikd, s vynimkou 5 izolatov, ktoré
niesli rezistenciu na kanamycin. VSetky rezistentné kmene patrili do druhu E. faecium,
oznacen¢ ako 1C, 2B, 2C, 3B, 3C (Obr. 1). Na dendrograme je mozné vidiet’, Ze vsetky tieto
rezistentné kmene tvoria jeden klaster, ktory vypoveda o ich pribuznosti, okrem kmena 1A.
Enterokoky st zname svojou rezistenciou na viaceré antibiotikd (Rice, 2006), pricom na
kanamycin st prirodzene chromozomalne rezistentné. Citlivost’ nasich izolatov na vacsinu
antibiotik sa nezhoduje s vysledkami, ktoré vo svojej praci uvddza Macovei a Zurek (2006),
kde autori preukazali rezistenciu enterokokov z muchy domovej (Musca domestica) na
viaceré antibiotikd. MoZnou pricinou citlivosti enterokokov izolovanych zo v¢iel je zdkaz
pouzivania antibiotik vo vcelarstve.

V tejto praci sa podarilo vyizolovat’ viaceré kmene enterokokov z traviacich traktov véiel,
ktoré boli nésledne po prvykrat identifikované na trovni druhu. Ukazalo sa, ze napriek
nizkemu poctu sledovanych kmenov je druhové zlozenie relativne pestré a neobmedzuje sa
len na druhy E. faecium a E. faecalis. VzhI'adom na nedostatok informacii v danej oblasti je
potrebnd podrobnejsia charakterizacia naSich izolatov.

Praca vznikla s podporou grantu VEGA 2/0016/12.
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VPLYV NEFOTOAKTIVOVANEHO HYPERICINU NA VYSKYT ,,SIDE
POPULATION“ A AGRESIVNY FENOTYP BUNIEK PLUCNEHO
ADENOKARCINOMU A549
Vargova J., Mikes J., Mikesova L., Zhihovicsova Z., Fedorocko P.

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

ABSTRAKT

V poslednych rokoch sa vyskum rakoviny zameriava na odhalenie pri¢in rezistencie na
protinddorovt liecbu a recidivy, ktoré predstavuju najzavaznejSie aspekty nadorovych
ochoreni. Tie su vo svetle najnovsich poznatkov spajané s existenciou malej frakcie buniek,
ktoré svojimi vlastnostami pripominaju kmenové bunky. Jednou z metodik pre detekciu
populacii obohatenych o tzv. kmenové bunky nadoru (CSC) je technika tzv. ,,side population*
(SP), zaloZzend na schopnosti buniek zbavovat sa xenobiotik. Tento fenomén je po
molekularnej stranke spajany so zvysSenou hladinou transportnych systémov, tzv. ABC-pump.
Hypericin (HYP), latka Siroko vyuzivand vo fotodynamickej terapii, sa preukdzala ako
stimulant, a zaroven potencialny substrat tychto transportnych systémov. Preto sme sa v nasej
praci zamerali na preskimanie ucinku nefotoaktivovaného HYP na podiel SP frakcie.
V rozpore s vysSie uvedenym, HYP sposobil ubytok frakcie SP buniek, a to reverzibilnym
sposobom. Hoci percentudlne zastipenie SP populacie pokleslo, klonogénna schopnost’ sa
ucinkom HYP zvysila. Predpokladame preto, ze hypericin v tme indukuje agresivny fenotyp,
¢o by mohlo negativne vplyvat’ na priebeh protinddorovej terapie za sucasného uZzivania
pripravkov s obsahom tejto latky.

UvOoD

Kmenova bunka nadoru (Cancer Stem Cell, CSC) bola definovana na Workshope Americkej
asociacie pre vyskum rakoviny ako bunka v nadore, ktord ma kapacitu sebaobnovy, a zaroven
dava vznik heterogénnym linidm, ktoré tvoria nador (Clarke a kol., 2006). V tychto bunkach
bola tiez preukazana aj rezistencia vo¢i roznym chemoterapeutikdm (Zhang a kol., 2010), ¢i k
ziareniu (Phillips a kol., 2006). Z uvedené¢ho mozno vyvodit’ niekol’ko, z hl'adiska Gspesnosti
liecby determinujucich vlastnosti CSC, a to rezistenciu voci konvencnej liecbe, ktora je
primadrne  namierena  voCi intenzivne  proliferujicim  bunkdm nddoru, dalej
transplantovatelnost” a schopnost’ rast' v in vitro podmienkach (Buick, 1980). Existencia
takejto subpopulacie buniek v rdmci nadoru tak naberd z hladiska pouzitej terapie novy
rozmer, kde sa primarnym cielom stava vytvorenie selektivneho pristupu umoziujiceho
zni¢enie CSC, resp. zastavenie ich tvorby zo subpopulacie nonCSC buniek. Jeden z pristupov
pre detekciu subpopulécie v ramci nadoru, obohatenej o predpokladané CSC, je aj spomenuta
technika ,,side population® zalozend na schopnosti urcitej frakcie buniek zbavovat sa
xenobiotik, vratane fluorescenéného farbiva Hoechst-u 33342. Po molekularnej stranke sa
tento dej spaja so zvySenou expresiou ABC-transportnych proteinov, predovsetkym ABCG2
(BCRP) (Zhou a kol., 2001).

Hypericin (HYP) je latka prirodného povodu, bezne sa vyskytujica v 'ubovniku bodkovanom
(Hypericum perforatum). V suvislosti s protinadorovou liecbou je tato substancia vyuzivana
v kombinécii s fotodynamickou terapiou, ato pre svoje fotosenzibilizatné ucinky. Existuja
vSak i Stadie, ktoré dokladuju protinadorovy efekt aj nefotoaktivovaného HYP (Blank a kol.,
2004). V spojitosti s SP fenotypom sa HYP ukézal byt zaujimavym, ked’Ze bol zaradeny
medzi potencidlne substraity ABC-transportnych systémov (MRP1 a BCRP). Zaroven
indukuje ich hladinu (JendZelovsky a kol., 2009). Preto naSim prvotnym predpokladom bolo,
ze HYP bude stimulantom SP fenotypu prostrednictvom indukcie ABC-transportérov.
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Uginok nefotoaktivovaného hypericinu na vyskyt nadorovych kmefiovych buniek, &i SP
populacie nebol doteraz popisany, preto sme sa rozhodli zamerat na preskiimanie
potencidlneho stimulacného vplyvu tejto latky na SP frakciu atiez celkové spravanie sa
buniek.

MATERIAL A METODIKA

Vo vSetkych experimentoch sme pracovali s ludskou bunkovou liniou odvodenou od
pl'ucneho adenokarcindmu A549. Bunky boli kultivované v médiu F12K obohatenom o 10%
FBS. Kultivacia prebiehala za Standardnych podmienok (37°C, 95% vlhkost’ a 5% CO»).
Experimentalna schéma

Bunky A549 boli nasadené na Petriho misky (3000 buniek/cm?) apo 24 hod k nim bol
pridany 1uM hypericin, resp. médium so sérom. Po 16 hod bolo v jednej dvojici (kontrola
a hypericin) vymenené médium za Cerstvé, v druhej, identickej dvojici, bolo ponechané az do
analyzy (48 hod).

Metodika detekcie tzv. bo¢nej populécie (,,side population®)

Metodiku ,,side population* sme aplikovali na ziklade Standardného postupu popisaného
pracovnou skupinou Goodell-a (1996), s pouzitim findlnej koncentracie farbiaceho roztoku
Hoechst-u 33342 Sug/ml v SP-pufri (HBSs, 2 mM HEPES, 2% FBS). Ako negativna kontrola
sluzil roztok Hoechst-u 33342 spolu s rezerpinom (5 mM), blokatorom ATP-pump, a tym aj
SP-fenotypu. Pred samotnym meranim bol ku kaZzdej vzorke pridany propidium jodid pre
vymedzenie SP populacie vyluéne v ramci zijucich buniek. Takto pripravené bunkové
suspenzie boli vyhodnocované, resp. sortrované pomocou pristroja BD FACSAriall SORP.
Test klonogenicity

Klonogénna schopnost’ buniek A549 bola sledovana dvojakym sposobom. V prvom pripade
bola pouzita technika ,,FACS “ (fluorescenciou aktivovany sorting), kedy sme jednotlivé
skupiny sortrovali metdédou 1 bunka/jamku do 96-jamkovej platnicky s predpripravenym
médiom so sérom. Po 10-dnovej inkubacii bola klonogénna schopnost vyhodnotena na
zaklade metabolickej aktivity buniek s resazurinom. Druhou pouZitou bola klasickd metodika
vysevu 500 buniek/jamku v 6-jamkovej platni. Po 7-dnovej inkubacii bola klonogénna
schopnost’ vyhodnotend totozne ako v prvom pripade, vyuZitim resazurinu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom tejto prace bolo preskimanie efektu nefotoaktivovaného HYP na velkost ,,side
population® a vlastnosti bunkovej linie A549 odvodenej od plicneho adenokarcinému.
Opierajuc sa o vysledky, v ktorych HYP stimuloval hladiny ABC-transportnych systémov
(JendZelovky akol., 2009), sme predpokladali, Zze na zastipenie SP subpopuldcie bude
poOsobit’ potenciacne, rovnako tak aj na agresivny fenotyp buniek A549, ato v dbsledku
stimulacie transportnych proteinov MRP1 a BCRP. V sulade s predpokladom sme zistili, Ze
populacia so znizenym obsahom HYP je takmer identicka s SP frakciou (88% zhoda). Na
strane druhej, vysledky odhalili inhibi€ny vplyv nefotoaktivovaného HYP na vyskyt SP
frakcie. Tento efekt bol davkovo zavisly, a zaroven bola preukdzand aj jeho reverzibilita.
Predpokladame, Ze popisany dej moze prebiehat’ prostrednictvom zapojenia drah, ktor¢ HYP
v tme ovplyviiuje inhibi¢nym sposobom, a zaroven sa zdaju byt klucové aj pre udrzanie
vlastnosti typickych pre kmeniové bunky nadorov. Ide napriklad o drahu proteinu Hsp90,
ktory mdze byt prepojeny s regulaciou SP fenotypu, ked’Zze pouzitie inhibitora Hsp90, IPI-
504, malo inhibi¢ny ucinok na kmenové bunky chronickej myeloidnej leukémie (Peng a kol.,
2007). Hsp90 je pritom podsobenim hypericinu v tme ubikvitinovany, ¢im dochéadza
k naruseniu jeho aktivity, a tym destabilizacii mnohych klientskych proteinov (Blank a kol.,
2003).
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Pre vyhodnotenie vplyvu HYP na klonogénnu schopnost’ buniek A549 sme pouzili dva
pristupy, a sice klasicky test klonogenicity a ,,single cell cloning®. Po vyhodnoteni oboch
metodik sme ziskali paradoxné vysledky, ked’ HYP stimuloval klonogénnu schopnost’ buniek
A549 v klasickom modeli, av§ak po vyhodnoteni ,single cell sorting-u®“, klonogenicita
v totoznej skupine poklesla, no vytvorené kolonie mali najviacSie rozmery. HYP teda
zosilnoval agresivny fenotyp sledovanej bunkovej linie, ¢o naznacuje moznost’ negativneho
ovplyvnenia priebehu protinddorovej terapie za sucasného uzivania pripravkov obsahujucich
tuto latku, napriklad v ¢ajoch zl'ubovnika, ktoré st pouzivané pri zmierfiovani prejavov
depresie. Sledované rozdiely v klonogénnej schopnosti mézu byt vysvetlené zvySenou
zavislostou buniek so ziskanym agresivnejSim fenotypom na faktoroch produkovanych
okolitymi bunkami, tzv. ,,niché“ nadoru. Pre potvrdenie relevantnosti tohto tvrdenia budu
potrebné d’alSie experimenty.

Tato studia bola uskutocnend v ramci plnenia grantovych projektov za financnej podpory
grantovych agentur APVV-0040-10 a VEGA 1/0626/11.
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ABSTRAKT

Dendritické bunky (DC) st kritickym ¢initelom v prvych fazach interakcie medzi patogénom
a imunitnym systémom hostitela, kedy udavaju smer imunitnej odpovede. Cestody
predstavuju dolezita skupinu organizmov, ktoré zapriCinuju ochorenia, zahfiiajic larvalne
zoondzy, a signifikantne ohrozuju zdravie l'udi a hospodarskych zvierat. Larvalne $tadia
cestodov st zvycCajne lokalizované v tkanivach hostitel'a, kde si priamo vystavené
komponentom imunitného systému. V sucasnosti je viac ako zrejmé, Zze v suvislosti
s dosiahnutim dlhotrvajicej infekcie, tieto cestody dokladne manipuluji s imunitnou
odpoved’ou hostitel'a. V praci sme zistovali, ¢i metabolické produkty lariev Mesocestoides
vogae moduluju funkciu DC. Za pouzitia ko-kultivacného systému sme vystavili DC Zivym
larvam. Po urcitych Casovych intervaloch sme stanovili expresiu povrchovych markerov
suvisiacich s dozrievanim DC (MHC triedy II, CD86) a markery pre bunkovu smrt’
prostrednictvom prietokovej cytometrie. Zarovenn sme stanovili produkciu cytokinov IL-
12p70, IL-10 a IL-6 v supernante pomocou metdody ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay). DC po ko-kultivacii s larvami neboli schopné aktivacie (nedozrievali, neprodukovali
cytokiny). Ak boli DC pred-inkubované s larvami ich schopnost’ aktivacie po stimulacii
lipopolisacharidom (LPS) bola vyrazne narusend. Schopnost metabolickych produktov
modulovat’ funkcie DC nebola nasledkom cytotoxického tc¢inku. Tieto vysledky predstavuja
prvé dokazy o schopnosti metabolickych produktov M. vogae narusit’ funkcie DC. Modulacia
vnimavosti tychto dolezitych buniek pravdepodobne predstavuje jednu zo stratégii, ktoré si
larvy vyvinuli s cielom zabezpecenia chronickej infekcie.

UvoD

Cestody predstavuju  skupinu plochych Cervov ohrozujucich zdravie l'udi a zvierat (napr.
Taenia spp., Echinococcus spp.). Larvalne S$tadia tychto cestddov zvycCajne zotrvavaju
v tkanivach zivotne ddlezitych organov, ktoré poskodzuju svojim pomalym a progresivnym
rastom tvdrou v tvar imunitnému systému. V sucasnosti je dokdzané, Ze tkanivové helminty
detailne moduluju imunitni odpoved’ hostitel'a v stivislosti s navodenim chronickej infekcie,
kedy zaroven potlacaju moznu patologiu. Sofistikovanou kontrolou patoldgie, ktord by
suvisela s imunitnou odpovedou, si cestody zvySuju Sancu dlhodobého prezitia a Sancu
zkompletizovat’ Zivotny cyklus (Maizels a kol., 2004). Zakladom vyskumu cestoddv je, okrem
iného, snaha pochopit’ mechanizmy, pomocou ktorych tieto organizmy unikaju imunitnej
odpovedi hostitel'a. Poznatky z oblasti imunobiologie hostitel'sko-parazitického vztahu pri
infekciach cestodmi v porovnani s nematdédami a trematédami znacne zaostavaji. Dendritické
bunky (DC) st vysoko Specializované antigén-prezentujiice bunky, ktorych doélezita uloha
pozostava zo stimuldcie imunitnej odpovede a naslednych zapalovych procesov. Po ingescii
antigénu DC podliehaju dozrievaniu. Dozrievanie je spojené so zvySenou expresiou ko-
stimulaénych molekal, napr. CD80, CD86, ako aj s expresiou molekal hlavného
histokompatibilného systému, MHC triedy II. K uplnej aktivéacii DC, ktoré exprimuju takéto
markery musia byt aktivované pomocou tzv.“danger” signalov. Takto aktivované DC
produkuji znaéné mnozstvad roznych cytokinov, ktoré st nevyhnutné pre indukciu
Specifického programu diferenciacie T lymfocytov (Thl, Th2, Th17, Treg) (Everts a kol.,
2010). Kedze DC zohravaju kI'icova ulohu v inicidcii a nasmerovani imunitnej odpovede,
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nebolo by prekvapujtce, keby si parazity vyvinuli stratégie, ktorymi by pozmenili funkcie
tychto buniek. Beruc do tvahy kriticki ulohu DC v iniciacii T-bunkovej odpovede voci
patogénom ako Mesocestoides vogae (experimentalny model pre vyskum bioldgie cestodov
a hostitel'sko-parazitarnych interakcii) vplyv metabolickych produktov tetratyridii (druhé
larvale §taddium) na funkciu DC nebol doposial’ Studovany.

MATERIAL A METODY

Tetratyridia M. vogae boli udrziavané v ICR outbrédnych mysiach resp. v gerbilach. In vitro
axenicka kultivacia bola modifikovana podl'a Spiliotisa a Brehma (Spiliotis a Brehm, 2009).
DC boli generované z prekurzorov kostnej drene C57BL/6 mySsi podl'a Lutza (Lutz a kol.,
1999). Bunky kostnej drene boli kultivované v kompletnom RPMI 1640 médiu s GM-CSF
(37°C, 5% CO,). Po 6smich ditoch inkubécie boli DC (~80% CD11c+) zozbierané, spocitané
a pouzité v experimentoch. DC boli stimulované zivymi M. vogae larvami (0, 5, 20, 50)
v §pecidlnom ko-kultivacnom systéme (0,4 um velkost porov, BD Falcon) 24 hodin.
V experimentoch s LPS boli larvy odstranené po 24 h a DC boli nasledne stimulované s 0,1
pg/ml LPS (LPS; E. coli 0127:B8; Sigma Aldrich) d’alSich 24 h. Po ukonc¢eni inkubacie boli
DC analyzované prietokovym cytometrom. Na stanovenie stupiia zrelosti boli pouzité
Specifické protilatky vo¢i CD11c, MHC II a CD 86. Pri stanoveni apoptozy boli DC znacené
protilatkou voc¢i anexinu-V apropidium jodidom. Bunky boli analyzované pomocou
cytometra FACSCalibur™ (Becton Dickinson) s pouzitim CellQuest softwéru. Vysledky boli
neskor analyzované pomocou FlowJo softwéru (Tree Star, USA). Po stimulécii DC bola
merand aj hladina cytokinov IL-12p70, IL-10, IL-6 a pomocou sendicovej ELISY (ELISA,
OptEIA kits, BD Biosciences; Ready-SET-Go kit, eBioscience) podla instrukcii vyrobcov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V sucasnosti je charakterizovanych niekol’ko produktov helmintov, ktoré prispievaja
k imunosupresii ¢asto spitej s infekciou (McSorley a kol., 2013). M. vogae produkty neboli
schopné aktivovat’ DC in vitro. Za pouZzitia LPS ako pozitivnej kontroly, sme pozorovali
schopnost’ metabolickych produktov M. vogae indukovat’ maturaciu DC a zaroven produkciu
cytokinov. Ako sme o¢akavali, DC stimulované LPS exprimovali vysoké hladiny MHC triedy
I aCD86. Na rozdiel od toho, expresia markerov pre maturdciu buniek stimulovanych
metabolickymi produktami lariev bola podobnd ako v pripade kontrolnej skupiny
nestimulovanych buniek. DC stimulované LPS produkovali vysoké mnozstva IL-12p70, IL-
10 a IL-6 cytokinov. DC inkubované s larvalnymi sekrétmi neboli schopné produkovat’ ani
jeden z analyzovanych cytokinov. Tieto zistenia su v korelacii s predoslymi Stadiami, ktoré
zaznamenali neschopnost’ produktov inych helmintov, napr. glykoprotein filarii ES-62,
schistozomalny SEA antigén, Taenia crassiceps alebo E. multilocularis (primarne bunky
a vezikuly metacstdda), indukovat’ maturaciu (Nono et al., 2012). Nastavenie takéhoto
programu by jasne zohravalo ulohu v prospech parazita, kedze to znaci, ze nie je
rozpoznavany imunitnym systémom. Rozoznanie tool-like ligandov prostrednictvom DC
receptorov (TLR) zohrdva hlavnu ulohu v obrane voci patogénom a prispieva k aktivacii
adaptivnej imunitnej odpovede. TLR-4 rozpozniava motivy LPS, ktoré su sucastou
bakteridlnej bunkovej steny. Kedze ma LPS schopnost indukovat Thl typ imunitnej
odpovede, zistovali sme, ¢i si metabolické produkty lariev M. vogae schopné modulovat’ DC
aktivaciu vyvolanu tymto ligandom. DC boli inkubované s larvami 24h a po odstraneni lariev
bolo pridané LPS po dobu dalSich 24h. Analyzou povrchovych markerov sme nezistili
naruSenie schopnosti DC maturacie ako odpoved’ na LPS. AvSak na urovni produkcie
cytokinov sme zaznamenali signifikantni redukciu produkcie pro-zapalového IL-12p70,
zatial ¢o IL-10 aIL-6 boli len mierne ovplyvnené (Obrazok 1). ZniZzend produkcia pro-
zapalovych cytokinov moze predstavovat’
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Obrazok 1. Metabolické produkty M. vogae narusuju funkénost DC. DC boli vystavené larvam M. vogae po dobu 24h a
nasledne stimulované LPS d’alsich 24h. DC supernatanty boli zozbierané a analyzované na pritomnost’ IL-12p70, IL-10 a IL-
6 za pouzitia ELISY. Zobrazebé data predstavuju priemer+SD 2-5 experimentov.*=p<0,05

vyznamny mechanizmus supresie zépalovych procesov ¢o predstavuje vyhodu prezitia pre
parazita. Kedze IL-12p70 je ddlezitym cytokinom, ktory polarizuje Thl diferenciaciu, takato
supresia méze vyustit’ do viac generalizovanej Thl supresie, ktora je pozorovana pri M. vogae
infekcii in vivo. DalSou moznostou narusenej vnimavosti DC je mozna bunkova smrt
vyvolana larvami, ako bolo popisané v pripade produktov E. multilocularis (Nono et al.,
2012). Na zistenie tohto javu boli bunky analyzované na pritomnost” markerov pre bunkovu
smrt. Ko-inkubacia DC s larvami neviedla k znizenej viabilite v porovnani s kontrolou.
K tomu, aby sme uplne vylucili moznost’, ze efekt metabolickych produktov nie je na zaklade
hladovania buniek spdsobené¢ho pritomnost'ou lariev, supernatanty po kultivacii lariev boli
zozbierané (po 24h), sterilne filtrované a pridané k DC. Podobne ako samotné larvy, médium,
ktoré obsahovalo ich produkty malo rovnakt schopnost’ narusit’ produkciu cytokinov (hlavne
IL-12p70) v pripade LPS stimulovanych DC a neovplynilo ich viabilitu.

Na zéver by sme teda mohli zhodnotit, Ze predloZzend praca predstavuje prva Stadiu
o schopnosti metabolickych produktov M. vogae modulovat funkcie DC, ¢o by mohlo
vysvetlit' zaznamenané imunomodulacné schopnosti in vivo (Alvarez a kol., 2010). Napriek
tomu, ze presny imunologicky scénar nie je kompletne pochopeny, je jasné, ze sekréty M.
vogae udrziavaja DC v nezrelom stave, atak narusuje ich funkénost. Dalsie $tadie su
potrebné na ozrejmenie naslednej polarizacie adaptivnej zlozky imunity a molekularnej
povahy aktivnych zloziek metabolickych produktov.

Tato praca bola podporena grantovou agenturov Narodny Stipendijny fond Slovenskej
republiky a programom SPP Hlavicka 2012/2013.
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ORGANICKE FORMY MANGANU VO VYZIVE HOSPODARSKYCH ZVIERAT
’ Venglovska K. )
Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedecka fakulta, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Mangan (Mn) je esencidlnym prvkom, ktory je potrebny pre zachovanie dobrého zdravia
a produkcie hospodarskych zvierat. Miera absorpcie, depozicie ako aj aktivita Specifickych
Mn-enzymov moze byt zavisla od formy v akej je Mn prijimany potravou. V sti¢asnosti st na
trhu preferované organické formy aditiv aj ked’ Stadie ohl'adne ich biovyuzitel'nosti st zna¢ne
rozporuplné. Mnohi autori tvrdia, Ze ich vyuZite'nost je vysSia ako u anorganickych foriem,
vzhl'adom k menSiemu poctu negativnych interakcii s inymi komponentmi diéty v trdviacom
trakte zvierat. AvSak ini autori nezaznamenali ziadne rozdiely medzi anorganickou
a organickou formou Mn. Predkladany sthrn prindsa na zaklade vedecky dokazanych
vysledkov prehlad o absorpcii a depozicii Mn z jeho organickych zdrojov pouzivanych vo
vyzive hospodarskych zvierat ako aj o aktivite Mn Specifickych enzymov. Vysledky Studii
naznacuju, ze organické formy mozu byt biovyuzitenejSie ako anorganické, avSak ich
vyuzitel'nost’ je zavisla od charakteru komplexu, ktory vytvaraji. Na zaklade tychto zisteni by
bolo potrebné venovat’ vacsiu pozornost’ Stidiu jednotlivych organickych foriem Mn, aby sme
dokazali spravne pochopit’ ich metabolicky osud v organizme.

UvOoD

V stgasnosti je v EU schvalenych 11 zlugenin Mn ako aditiv pouzivanych vo vyzive zvierat.
Tri z nich st chelaty: Mn chelat proteinového hydratu aminokyselin (pochadzajuci z
hydrolyzovanych sdjovych proteinov), Mn chelat glycinu (synteticky) a Mn chelat
hydroxylového analdogu metioninu (Community Register of Feed Additives). Maximalny
povoleny celkovy obsah Mn v EU je 150 mg/kg kompletnej kimnej zmesi pre vietky zvierata
produkujice potraviny, okrem ryb (100 mg/kg). Potreba Mn pre zvieratd stanovend NRC
zavisi od druhu a kategérie jednotlivych druhov zvierat (u oSipanych od 4-50 mg Mn/kg
krmiva, u hydiny od 17-60 mg Mn/kg krmiva a u prezivavcov od 3-95 mg Mn/kg krmiva).
V kompletnych kfmnych zmesiach sa vSak v beznej praxi pouzivaji koncentracie Mn az do
150 mg/kg. V sucasnosti sa vo vyzive hospodarskych zvierat zaCinaju preferovat’ hlavne
organické aditiva Mn a to hlavne z dovodu uz spominanej lepSej biovyuzitelnosti v porovnani
s anorganickym formami. Co sa tyka zavadzania novych kfmnych aditiv na baze chelatovych
zliCenin Mn je vSak dolezité zdoraznit, Ze existuji urcité obavy ohladne bezpecnosti
potravin, pretoze ich pouzivanie vo vyzive zvierat by mohlo viest’ k zmenenej depozicii Mn
v tkanivach/produktoch urcenych na konzum. Taktiez eSte nemame dostatok poznatkov
o lokalizéacii a kinetike disociacie chelatov v organizme zvierat. Vysledky stadii ohl'adne
biovyuzitelnosti organickych zdrojov st dodnes kontroverzné. Vysledky Studie Bakera
a Halpina (1987) podobne ako vysledky Studie Flya a kol. (1989) ukézali, ze Mn v organicke;j
podobe vykazoval rovnaku biovyuzitelnost’ ako jeho anorganické formy. Pri¢om ini autori
zaznamenali lepSie vysledky v pripade uzivania organickych zdrojov Mn (Lu a kol., 2006; Ji
akol., 2006). Taktiez boli zaznamenané zlepSené produkéné parametre a kvalita vajec
u nosnic, ktoré prijimali organické zdroje Mn (Sun a kol., 2012), priCom ini autori zmeny
nepozorovali (Mabe a kol., 2003).

ABSORPCIA A DEPOZICIA MANGANU

Mnozstvo absorbovaného Mn gastrointestindlnym traktom zavisi od jeho prijatého mnozstva
a formy, ale aj druhu Zivocichov. Absorpcia Mn u hydiny je menej ako 0,01% pri¢om u
prezivaveov je to okolo 1% (Hidiriglow, 1979; Turk akol., 1982). Tradi¢ne pouzivané
anorganické formy stopovych prvkov vo vyzive zvierat sa v traviacom trakte rychlo disociuju
asi volné pre interakcie s antagonistami, o ma za nasledok zniZenie schopnosti ich
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absorpcie, ktora je aj tak vel'mi nizka (Ashry a kol., 2012). O absorpcii organickych foriem
existuju dva predpoklady (Ashmead, 1993). Jeden z nich hovori o tom, ze komplexované
alebo chelatované stopové prvky st absorbované v intaktnej forme a atomy kovov zostavaju
pevne naviazané a chranené v organickych komplexoch pocas absorpcie. Na druhej strane sa
predpoklada, ze komplexovanie moze zabranit’ Skodlivym u¢inkom konkuren¢nych ligandov
ako su fytaty, fosfaty atd’., ktoré by mohli naviazat volné iény kovov a tym zabranit’ ich
absorpcii. Niektoré druhy organickych aditiv st vSak stabilné len v zdsaditom prostredi,
pricom sa trdviacom trakte l'ahko rozpusStaju auvolfluju Mn, ktory sa nésledne dalej
komplexuje, co moze ovplyvnit’ jeho absorpciu (Martin a Scribante, 2000; Brown a Zeringue,
1994). Zda sa, Ze biovyuziteI'nost Mn z organickych foriem zavisi aj od ligandu, s ktorym
komplex vytvara. Pravdepodobne ztychto dovodov st S$tadie ohladne biovyuzitelnosti
organickych zdrojov rozporuplné. Vhodnymi indikatormi pre hodnotenie vyuziteI'nosti Mn st
koncentracie Mn v tibii, peceni. Berta a kol. (2004) nezaznamenali Ziadne signifikantné
rozdiely, ani v produkénych parametroch, rovnako ani v depozicii Mn v tibii medzi
organickymi a anorganickymi zdrojmi Mn, na rozdiel od Yan a Waldroup (2006), ktori
zaznamenali zvySenu depoziciu Mn v tibii brojlerov po prijme organickych foriem Mn. Ji
a kol. (2006) si ako marker pre hodnotenie biovyuzitenosti Mn vybrali obsah Mn v plazme.
U brojlerov zistili, Ze organické formy Mn so silnou pevnost'ou komplexu mali za néasledok
signifikantné zvysenie hladiny Mn v plazme v porovnani anorganickymi formami. Podobné
vysledky zaznamenal aj El-Husseiny a kol. (2012) a Brooks a kol. (2012), ktori zistili vyrazny
narast koncentracie Mn v tibii kurciat po uzivani organickych aditiv Mn na rozdiel od Aksu
a kol. (2011), ktori nepozorovali ziadne signifikantné zmeny.

Distribucia Mn v tkanivach je relativne homogénna. ZvySena depozicia je len v tkanivach
bohatych na mitochondrie apigmenty (Keen a Zidenberg-Cherr, 1994). Tkaniva
hospodarskych zvierat neakumuluju extrémne vysoké mnozstvo Mn ani pri jeho zvySenom
prijme z krmiva. Jedinym odrazom zvysSeného prijmu Mn z anorganickych zdrojov je zvySena
koncentradcia Mn v srsti, peri a vine zvierat (Miller, 1979). Normalna koncentracia Mn v
potravindch a produktoch zivoc¢iSneho povodu sa pohybuje v rozpiti od 0,1 az 5 mg/kg
(vlhkej hmotnosti) s najvyssimi koncentraciami v kostiach, peceni, obli¢kach, pankrease
a nadoblickach, zatial’ Co svaly vykazuji nizke hladiny Mn. V kostiach sa nachadza az 40%
celkového obsahu Mn vtele, ale Mn zkosti nemdze sluzit' ako pohotovostny depozit
a nemoze byt d’alej vyuzivany v metabolickych procesoch (McDowell, 2003).

BIOLOGICKE FUNKCIE MANGANU

Prostrednictvom enzymov sa Mn zapéja antioxidacnej ochrany organizmu, je nevyhnutny pre
spravny rast a vyvoj kosti, ako aj pre spravnu funkciu nervového a reprodukéného systému
a metabolizmus lipidov a sacharidov. Mn je st€astou 3 metaloenzymov a to konkrétne Mn-
superoxid dismutazy (MnSOD), pyruvat karboxylazy a arginazy, taktiez sluzi ako aktivator
mnohych inych enzymov(McDowell, 2003). Forma v akej je Mn prijimany z diéty nema
vyrazny vplyv na aktivitu Specifickych enzymov. Miera expresie MnSOD sa tieZ povazuje za
jeden z ukazovatel'ov biovyuziteInosti Mn. Wang a kol. (2012) vSak nezaznamenali medzi
priijmom Mn z jeho organickymi a anorganickymi zdrojov Ziadne signifikantné zmeny
v expresii MnSOD v srdci, na rozdiel od Lu a kol. (2006), ktori zaznamenali signifikatny
narast hladiny mRNA pre MnSOD v skupine s pridavkom aminokyselinového proteinatu.

Praca bola realizovana v ramci riesenia projektu VEGA ¢.2/0045/12.
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OVULACNY POMER U SUK
Vitkova T., Hajurka J.
Klinika malych zvierat, UVLF, KoSice
Oddelenie chirurgie, ortopédie, rontgenologie a reprodukcie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bolo hodnotit’ ovula¢ny pomer u suk jednotlivych hmotnostnych kategorii.
V studii bolo celkovo zahrnutych 69 suk vo veku od 7 mesiacov do 12 rokov, zivej hmotnosti
2- 36 kg. Suky boli rozdelené¢ do 4 hmotnostnych kategorii. Miniatarne (1-5 kg), malé (5,1-
10 kg), stredné (10,1-25 kg) a velké (25,1-50 kg) plemend. Ovulacny pomer bol u suk
stanoveny po ovariohysterektomii, ako pocet zltych teliesok pritomny na oboch vaje¢nikoch.
Z celkového poctu 69 stk 48 bolo vyznamnych z hl'adiska pritomnosti diestru. Stredna
hodnota ovulacného pomeru u miniatirnych plemien na pravom vaje¢niku bola 1,0 +0,8,
minimdlna 0 a maximdlna 2. Na 'avom vaje¢niku bola 2+0,8, minimélna 1 a maximalna 3.
U malych plemien stredna hodnota ovulaéného pomeru na pravom vajecniku bola 2,0+ 2,1 ,
minimdlna 0, maximdlna 6. Na l'avom vajecniku 3,0+ 2,0, pricom minimalny pocet bol 0 ,
maximalny 7. U stredne velkych plemien bol stanoveny ovulaény pomer na pravom
vajecniku 3,0 £ 2,1, minimalny pocet Zltych teliesok bol 2 a maximalny 8, na l'avom
vajecniku bol 3,0 £ 1,7, minimalne 0, maximdalne 5. U velkych plemien stredna hodnota
ovulaéného pomeru na pravom vajecniku bola 5,0 + 2,4 s minimalnym poctom 3
a maximalnym 10, pre lavy vajecnik boli stanovené hodnoty 4,5+ 2,0 s minimom 0
a maximom 6 Zltych teliesok. Statisticky vyznamné boli rozdiely v ovulaénom pomere pri
porovnavani jednotlivych hmotnostnych kategorii. Najvicsia vyznamnost’ bola pozorovana
medzi skupinami miniatarnych a velkych plemien, kde P= 0,0057, medzi malymi a vel'kymi
skupinami s P= 0,0081 a medzi miniatirnymi a strednymi skupinami plemien s P= 0,0105.
Statistickd vyznamnost bola preukazana aj pri hodnoteni poétu ZItych teliesok na pravych
vajecnikoch vSetkych hmotnostnych kategorii sucasne, ato ANOVA metdodou s vyslednou
hodnotou P= 0,003. Pocitanie ZItych teliesok po ovariohysterektomii stk patri k najpresnejSim
metddam stanovenia ovulacného pomeru a vysledky hodnotenia st jednym z urcujicim
ukazovatelom embryonalnej mortality a vel'kosti vrhu.

UvoOD

Domestikaciou vlka a d’alSim slachtenim domacich psov doSlo k zmenam reprodukcie
v podobe rozdielov ovulaéného pomeru, veku pri puberte, sezonality reprodukcie,
embryonalnej mortality, dizke gravidity, velkosti vrhu a laktadnej anestrii (Hajurka, 2012).
U polyovulatéornych zvierat nachddzame nestlad medzi poctom ovulacii (ovulaény pomer)
a poctom mlad’at pri porode. Poc¢et mladat vo vrhu je ovplyvneny viacerymi faktormi, ale
najméd ovulatnym pomerom, poctom oplodnenych oocytov a prezivanim embryi aj plodov
(Beuning a kol., 2006). Mnoho domadcich druhov zvierat mad ovaridlnu cyklicka aktivitu
s istym po&tom rastu folikulovych vin v priebehu jedného cyklu. Poéas tejto periody sa vyvija
urcity pocet vybranych folikulov. Zo zasoby folikulov na vaje¢nikoch sa urcit¢ mnozstvo
vyberie doposial nezndmym mechanizmom a tieto pokracuju v raste a vyvoji az do ovulécie
(England a kol., 2009). Pocet folikulov, ktoré narastt do momentu ovulacie, je vo velkej
miere zavisly aj na genetickych vplyvoch. SPachtenim jednotlivych plemien sa fixovala
genetickd informacia o stimuldcii rastu folikulov a pocte ovuldcii vramci rdznych
hmotnostnych kategorii (http://www.royalcanin.us/library/littersizeindogs.aspx Litter size in
dogs). Ovulaény pomer, rovnako ako velkost’ vrhu je variabilny v zavislosti od plemena
(Reynaud a kol., 2006). Dalsim faktorom ovplyviiujucim ovulaény pomer je vek a pocet
porodov suky. Vo vSeobecnosti je akceptované, ze vel'mi mladé, ale aj staré suky, porodia
mensi pocet Steniat ako je v§eobecny priemer plemena (Garvilovic a kol., 2008, Mutembei a
kol.,2002). Ovula¢ny pomer ovplyviuje taktiez vyziva. Suplementacia stopovymi prvkami
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ovplyviiuje funkcie spité s reprodukciou, vratane ovulacie a maturacie oocytov. Pocetné
studie preukazali vplyv vyzivy na vyvoj folikulov a ovuldciu. Stopové prvky, ako je zinok a
med’, zohravaju ulohu ako antioxidanty a mineralna suplementacia by mohla znizit’ vyskyt
»starych oocytov* a zvysit’ kvalitu a obnovu maturovanych oocytov u psov (Kim a kol.,
2012).

MATERIAL A METODIKA

V experimente bolo pouzitych 69 klinickych pacientov, suk, uktorych bola vykonana
ovariohysterektomia. Po néslednej preparacii vajeCnikov sa vykonalo makroskopické
hodnotenie. Skiimané boli ovaridlne Struktury a nasledne bol zaznamenany pocet Zltych
teliesok. U 48 stk boli pozorované zIté telieska. Ziskané hodnoty boli nasledne porovnavané
t- testom a ANOVA testom. Cielom bolo : a, urCenie minimalnej, strednej a maximalnej
hodnoty Zltych teliesok pre pravy alavy vajecnik pre kazdu hmotnostnu kategoriu suk; b,
zistit’ rozdiel v pocte Zltych teliesok na pravom a 'avom vajecniku; ¢, porovnat’ celkovy pocet
zltych teliesok jednotlivych hmotnostnych kategérii suk navzajom pre pravy a lavy vajecnik;
d, porovnat’ celkovy pocet zltych teliesok vSetkych vahovych kategorii sti€asne pre pravy a
lavy vajecnik.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Stredna hodnota ovulaéného pomeru u miniatirnych plemien na pravom vajec¢niku bola 1,0
+0,8. Na l'avom vajecniku bola strednd hodnota 2+0,8. U malych plemien strednd hodnota
ovula¢ného pomeru na pravom vajecniku bola 2,0+ 2,1. Na 'avom vajeéniku bolo 3,0+ 2,0
zltych teliesok. U stredne velkych plemien bol stanoveny ovulaény pomer na pravom
vajecniku  hodnotou 3,0 + 2,1, na 'avom vajecniku bolo 3,0 £ 1,7 ZItych teliesok. Stredna
hodnota ovula¢ného pomeru na pravom vaje¢niku bola 5,0 + 2,na 'avom vajecniku boli
stanovené hodnoty 4,5+ 2,0. Minimalne a maximalne hodnoty Zltych teliesok st zhrnuté
v tabul’ke ¢.1. Pri porovnavani jednotlivych hmotnostnych kategérii navzdjom Statisticky
vyznamny bol rozdiel medzi skupinami miniatirnych (n= 4) a vel’kych plemien (n=10) s P=
0,0057 (a- a). Potom medzi malymi (n= 16) a velkymi plemenami s P = 0,0081(b- b)
a miniaturnymi a strednymi skupinami plemien (n= 18) s hodnotou P= 0,0105 (c- c). Pri
porovnani celkového poctu zltych teliesok na pravych vajecnikoch vsetkych vahovych
kategorii stiCasne Statistickd vyznamnost’ bola stanovena hodnotou P = 0, 003.

Vysledky sledovania si zhrnuté v tabul’ke ¢.1

Tab. ¢.1: Ovula¢ny pomer u suk roznych hmotnostnych kategorii.

Ovula¢ny pomer
Hmotnostné Vaje¢nik | Minimalna | Stredna Maximalna
kategorie hodnota hodnota + hodnota
plemien Standardna

odchylka

Miniaturne Pravy 0 1,0+0,8 a,c | 2
(1,0- 5,0 kg) LCavy 1 2,0+0,8 3
Malé Pravy 0 2,0+2,1b 6
(5,1- 10 kg) LCavy 0 3,0+ 2,0 7
Stredné Pravy 2 30£2,1c¢c 8
(1,1- 25 kg) LCavy 0 3,0+ 1,7 5
Velké Pravy 3 5,0£2,4a,b| 10
(25,1- 50 kg) LCavy 0 4,5+ 2,0 6
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t-test P > 0,05; a-a P=0,0057; b-b P=0,0081; c-c P=0,0105; ANOVA pre pravé vajecniky
u vsetkych kategoérii P= 0,003

Ovulaény pomer sa modze stanovit viacerymi sposobmi. Ultrasonografickd metoda
predstavuje percento velkych folikulov identifikovanych v priebehu estru, s naslednou
tvorbou zltych teliesok zistenych na 25. den po ovulacii (England a kol., 2009). Avsak
v niektorych pripadoch mozeme touto metddou podhodnotit’ alebo nadhodnotit’ realitu,
obzvlast, ak je pritomny velky pocet folikulov (Concanon, 2009). Odhadnut’ ovulacny pomer
je mozné aj hodnotenim velkosti vrhu. Ide vSak len o nepresny odhad, pretoze vel'kost’ vrhu
nezohl'adiiuje embryondlne a fetdlne straty. Ovulacny pomer je preto najvhodnejSie urcit’ po
ovariektomii a to pocitanim zltych teliesok pritomnych na oboch vajecnikoch. Takouto
metddou sa zistil ovulaény pomer v rozmedzi od 5,7+ 0,3 ( n= 22 suk) (Tsutsui a Shimizu,
1975) alebo 6,0+ 0,1 (n= 192 suk) (Shimizu a kol., 1990) do 7,1+ 0,6 (n= 44 stk) (Reynaud
akol., 2006). Ovulacny pomer rovnako ako velkost' vrhu je variabilny v zavislosti od
plemena. V inej vzorke s poCtom 44 suk bola vykonand ovariektomia kratko po ovulécii.
Suky malych plemien (n= 13) mali zna¢ne nizsi ovulacny pomer ako suky velkych plemien
(n=11). To znamena, Ze celkovy pocet zltych teliesok u malych plemien bol 5,5+ 0,7, kym
u strednych (n=20) a velkych plemien 7,8+ 0,7 a 10,1+ 1,4 (Reynaud a kol., 2006). V nasej
Studii sme naviac urcili ovulacny pomer u miniatirnych plemien, ktory bol 1,0 £0,8 na
pravom a 2,0+0,8 na 'avom vajec¢niku. Rovnako sme stanovili pocet Zltych teliesok na oboch
vajecnikoch. Vysledky sledovani porovnané s touto Stadiou mali v priemere nizSie hodnoty
ovula¢ného pomeru .

Moje podakovanie patri MVDr. Mihalymu, MVDr. Kredatusovej a MVDr. Hubovi zo
sukromnych veterinarnych ambulancii za poskytovanie materialu pre toto sledovanie.
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POROVNANIE BACHOROVEJ FERMENTACIE VYBRANYCH MEDICINALNYCH
RASTLIN —- PREDBEZNA STUDIA IN VITRO
Wencelova M.
Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat SAV, Kosice

ABSTRAKT

V poslednych rokoch sa vyvija intenzivne usilie na vyuzitie fytogénnych latok ako
potencialnych prirodnych alternativ pre zvysSenie produktivity hospodarskych zvierat. Cielom
experimentu bolo sledovat’ a porovnat’ vplyv vybranych druhov medicinalnych rastlin, ktoré
sa bezne vyskytuju v oblastiach strednej Eurdpy a maju karminativny a protizdpalovy ucinok,
na niektoré bachorové fermenta¢né parametre a pocet bachorovych ciliat po 24 hod inkubéacie
in vitro. Ako substrdt pre fermenticiu sme pouzili vinat zlubovnika bodkovaného
(Hypericum perforatum), rebricka obycajného (Achillea millefolium), zihlavy dvojdome;j
(Urtica dioica) a Cakanky obycajnej (Cichorium intibus), kvet znechtika lekéarskeho
(Calendula officinalis), koren zpupavy lekarskej (Taraxacum officinale) a puskvorca
obyc¢ajného (Acorus calamus). Fermentécie ovplyvnili stravitenost’ substratov in vitro, ktora
acetatu k propiondtu pri substratoch kolisal medzi 3,35 az 4,45. Koncentricia metanu
pozitivne korelovala s vodikovou navratnostou r=0,571 (P=0,001) a celkovym poctom
protozoi r=0.461 (P=0,001). Predbezné¢ vysledky ukdzali, Ze jednotlivé pouzité medicindlne
rastliny mali signifikantne rozdielnu straviteInost’ in vitro a niektoré bachorové fermentacné
parametre navzajom signifikantne korelovali.

UvOoD

Na udrzanie vysokej produktivity malych aj velkych prezivavcov v zivocisnej vyrobe sa
pouzivaji vysokoenergetické diéty, ktoré mdzu sposobovat’ zdravotné problémy a tym
znizovat’ produkciu zvierat. Vplyvom nepriaznivych podmienok v bachore dochadza k
zmendm v populdcii mikroorganizmov, a tym k porucham trdvenia a vyuzivania Zivin
zvieratom. Fytogénne aditiva mézu byt vyuzité k zmierneniu tychto negativnych javov.
Hlavnymi aéinnymi zlozkami fytogénnych aditiv su silice, saponiny, hor¢iny, flavonoidy,
taniny, polyfenoly, slizy. V stucasnosti boli hlavne testované koncentrované extrakty ucinnych
latok so zameranim na ich antimikrobidlne Uc¢inky (Bodas a kol., 2012; Calsamiglia a kol.,
2007) Preztivavce na pastve si dokazu vyhladat’ zdraviu prospesné byliny (Waller a kol.,
2001), avsak intenzifikacia zivocisnej produkcie tuto ich schopnost’ potlaca. Ako alternativa
sa javi doplnenie kfmnych davok zmesou vybranych medicindlnych rastlin, ktoré mozu
simulovat’ prirodzené podmienky na pastve, zlepSovat’ zdravotny stav zvierat, byt lacnejSou
nahradou za drah¢ extrakty a zaroven obohatit’ kimnu davku o vlédkninu, ktora je nevyhnutne
potrebné pri stimuldcii bachorovej €innosti a tvorbe slin, pri prezivani a peristaltike Criev.
Ciel'om tejto predbeznej studie bolo porovnat’ vplyv vybranych druhov medicinalnych rastlin
na niektoré fermentacné parametre a ciliatovll protozoalnu populaciu v bachore oviec v
podmienkach in vitro.

MATERIAL A METODIKA

Bachorova tekutina (inokulum) bola ziskand od troch baranov (zoslachtena valaska; vek 1
rok; hmotnost’ 21,0 + 0,5 kg) pred rannym kfmenim v priebehu troch po sebe nasledujtcich
dni. Kfmna dévka baranov pozostavala z 800 g suSiny lu¢neho sena a 300 g susiny mletého
jacmena, rozdelend do dvoch davok za den. Ziskana bachorova tekutina bola precedena cez
Styri vrstvy gdzy, zmieSand v pomere 1:1 s McDougallovym pufrom v mnoZstve 35 ml bola
automaticky davkovana do 120 ml NTS flia§ s vopred navaZzenym substratom v mnoZzstve
0,25 g. Po prebublani s CO; boli fermenta¢né fl'aSe uzatvorené a umiestnené do termostatu.
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In vitro inkubdcia trvala 24 hod, pri teplote 39 + 0,5°C. Ako substrat boli pouzité medicinalne
rastliny z komer¢nych zdrojov (Tabulka €. 1).

Tabulka ¢. 1 Ndzvy medicinalnych rastlin, pouzité asti a ich chemické zlozenie (g/kg DM)

Nazov Cast’ DM (g/kg) | NDF ADF CP |N Popol
Taraxacum officinale Koren 897 100 90 100 | 16 106
Acorus calamus Koren 867 273 146 97 15 63
Calendula officinalis Kvet 893 242 220 202 |33 141
Hypericum perforatum | Viiat 916 410 366 119 120 64
Achillea millefolium Viat’ 911 580 557 67 11 79
Urtica dioica Viat’ 904 354 287 269 |43 178
Cichorium intibus Viat’ 914 524 427 115 |19 103

DM, susina; NDF, neutrdlna detergentnd vlaknina; ADF, acidodetergentna vldknina; CP, hruby
protein

In vitro experiment prebichal v troch opakovaniach v priebehu troch po sebe iducich dni.
Chemické zlozenie rastlin bolo stanovené podla oficidlne vSeobecne platnych metdd analyz.
Acidodetergentnd a neutralne detergentnd vldknina boli stanovené pouzitim Fibertecu 2010
(Tecator Comp., Hogands, Sweden). Koncentracia kratkoretazcovych mastnych kyselin
(SCFA) a koncentracia metdnu bola stanovena vo vyprodukovanom plyne pomocou
plynového chromatografu Perkin - Elmer Clarus 500 (Perkin - Elmer, Inc. Shelton,
Connecticut, USA). Objem celkového vyprodukovaného plynu a stravitelnost’ in vitro
(IVDMD) boli stanovené pouzitim fermentacnych technik in vitro. Vysledky boli Statisticky
spracované pomocou analyzy variancie (Graphpad Instat, Graphpad Software Inc., San Diego,
CA, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Najvyssia IVDMD spomedzi vSetkych medicinalnych rastlin bola zaznamenana pri koreni 7.
a C. intibus (Tabulka ¢. 2). Dovodom je pravdepodobne pritomnost dobre stravitelnych
zasobnych polysacharidov ako napr. inulinu, v korefioch rastlin (Schiitz a kol., 2006; Yarnell
a Abascal, 2009). Ostatné sledované parametre nevykazovali signifikantné zmeny medzi
jednotlivymi medicindlnymi rastlinami. Zaznamenali sme pozitivhu korelaciu 7=0,571
(P=0,001) medzi vodikovou ndvratnostou a koncentraciou metanu (Tabulka ¢&. 3).
Koncentracia SCFA vykazovala negativnu korelaciu s ndvratnostou vodika (P=0,001). Tieto
zistenia poukazuji na prevahu metanogenézy oproti acetogenéze v inkubaciach in vitro.
Pozitivnu korelaciu sme zistili medzi celkovym poctom bachorovych cilidtovych protozoi
a koncentraciou SCFA (P=0,002), koncentraciou metanu (P=0,001) a koncentraciou n-
butyratu (P=0,011). Nedavne Stidie naznacuji pokles metanogenézy pri pouZiti
medicindlnych rastlin s obsahom sekundarnych rastlinnych metabolitov vin vitro
fermentacnych pokusoch (Wanapat a kol., 2012; Zmora a kol., 2012). V naSich vysledkoch
sme nezaznamenali vyrazny pokles koncentrdcie metdnu, napriek pritomnosti metan
znizujucich taninov vo vSetkych pouzitych rastlinach. Nasa predbezna Studia ukdazala, ze
fermentacie jednotlivych medicinalnych rastlin v bachorovej tekutine boli rozdielne
v stravitel'nosti in vitro, avSak nevykdzali vyznamné rozdiely v koncentracii metdnu a pocte
bachorovych ciliat a niektoré fermentacné¢ parametre navzajom signifikantne korelovali.
V budlcnosti sa zameriame na vplyv zmesi tychto rastlin v podmienkach dlhodobych
experimentov.
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Tabul'ka €. 2. Fermentacné parametre medicindlnych rastlin v bachorovej tekutine in vitro

Substrat IVDMD Celk. plyn | Metan | SCFA 2Hrec | Protozoa
(g’lkg DM) | (ml/g DM) | (%) (mmol/l) | (%) (n/ml)
Taraxacum officinale 789° 178 9,16 60,2 65,4 383444
Acorus calamus 604% 182 8,63 58,6 67,1 308333
Calendula officinalis 6047 184 9,41 54,5 69,2 313444
Hypericum perforatum | 419* 186 7,28 49,8 62,1 312556
Achillea millefolium 361° 183 7,19 1471 64,7 357556
Urtica dioica 570 182 6,73 51,2 62,8 382556
Cichorium intibus 404° 183 7,40 | 46,3 69,2 388000
SEM 60,2 1,8 1,128 | 8,34 4,65 71600
P-value 0,005 0,219 0,465 | 0,857 0,880 0,958

IVDMD, stravitel'nost’ susiny; SCFA, kratkoretazcové mastné kyseliny;

2Hrec, vodikova

néavratnost’. Rozdiely v stipci st medzi priemernymi hodnotami s réznym indexom (P<0,05)

Tabulka &. 3. Pearsonov korelaény koeficient () (*) a P-hodnoty (°) medzi po&tom
bachorovych cilidtovych protozoi a nameranymi fermentaCnymi parametrami in vitro

IVDMD Celk. plyn SCFA Metan
Celk. plyn -0,209% (0,101)"
SCFA 0,193 (0,130) | -0,018 (0,886)
Metan 0,125 (0,328) | -0,009 (0,944) | 0,363 (0,003)
Acetat -0,255 (0,044) | 0,157 (0,220) | -0,607 (0,001) | -0,365 (0,003)
Propionat 0,362 (0,004) | 0,010 (0,941) | 0,688 (0,001) | 0,101 (0,433)
n-Butyrat 0,399 (0,001) | -0,208 (0,102) | 0,399 (0,001) | 0,409 (0,001)
2H-navratnost | -0,014 (0,912) | -0,016 (0,900) | -0,503 (0,001) | 0,571 (0,001)
Protozoa -0,060 (0,643) | -0,126 (0,325) | 0,391 (0,002) | 0,461 (0,001)

Prdca bola podporend Vedeckou grantovou agentiirou MS a SAV (VEGA 2/0001/11).
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