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FENOTYPICKA PLASTICITA U CARYOPHYLLAEUS LATICEPS PALLAS, 1781
(CESTODA: CARYOPHYLLIDEA): JE ZMENA FENOTYPU PARAZITA
INDUKOVANA HOSTITELOM?

Bar¢ak D.!, Oros M.!, Hanzelova V., Scholz T.?

! Parazitologicky vistav SAV, Kosice, Slovenskd republika, ° Parazitologicky iistav, BC AV CR
v.v.i., Ceské Budéjovice, Ceskd republika

ABSTRAKT

Stucasné morfologické a molekuldrno-fylogenetické Stadie naznacili existenciu morfologickej
variability a fenotypickej plasticity, t.j. vyskytu morfologicky odliSnych foriem u
Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781) (Cestoda, Caryophyllidea), najbeznejSic sa
vyskytujiceho druhu pasomnice ryb v Palearktickej geografickej oblasti. Skimané jedince
zroznych hostitel'ov boli detailne morfologicky charakterizované pomocou svetelného
mikroskopu a skenovacieho elektronového mikroskopu. Na zaklade tychto zisteni boli
stanovené druhovo Specifické znaky C. laticeps a zaroven boli morfologicky
charakterizované jednotlivé morfotypy. Vyskyt druhu C. laticeps bol potvrdeny v Eurdpe a
Severnej Afrike u Sirokého spektra definitivnych hostitel'ov (ryb).

UvoD

Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781) (syn. Taenia laticeps Pallas, 1781) bol opisany
z pleskadca vysokého (Abramis brama) aje Siroko rozsirenym anajbeznej$im druhom
u Sirokého spektra hostitel'ov v Palearktickej geografickej oblasti (Scholz, 1989; Protasova a
kol., 1990). Predovsetkym z dévodu existencie vnutrodruhovej morfologickej variability
skolexu a prednej Casti tela bol na konci 18. a zaciatku 19. storocia parazit nespravne opisany
pod mnoZstvom odlignych druhovych aj rodovych nazvov. Stadiom &erstvého biologického
materidlu z viacerych druhov kaprovitych ryb bol zisteny vyskyt niekolkych morfologicky
odlisnych populacii, ktoré boli pévodne povazované za tri nové druhy parazitujice u réznych
hostitel'ov (Ballerus sp., Chondrostoma nasus a Vimba spp.). V praci Bazsalovicsovej a kol.
(2014) bolo vsak molekularnymi metdédami zistené, ze tieto jedince v skuto¢nosti predstavuji
sice morfologicky odli$né, ale geneticky podobné, c¢iasto¢ne druhovo Specifické morfotypy
polymorfného druhu C. laticeps, ktory parazituje u Sirokého spektra kaprovitych ryb. V tejto
praci sme sa zamerali na redeskribciu druhu Caryophyllaeus laticeps a na morfologickt
charakterizaciu jednotlivych morfotypov a zaroven sme zhodnotili geografické rozsirenie a
hostitel'ské spektrum parazita.

MATERIAL A METODIKA

V praci bol morfologicky Studovany material z muzealnych zbierok, ako aj Cerstvo ziskany
biologicky material zahfiiajiici jedince pouzit¢ v molekuldrno-fylogenetickej préci
Bazsalovicsovej a kol. (2014), ¢o spolu predstavovalo viac ako 500 Studovanych jedincov C.
laticeps. Detailny metodologicky postup bol popisany v praci Barcdka a kol. (2014), pricom
najdolezitejsi krok zabezpecujuci kvalitu Studovaného materidlu predstavuje fixacia Cerstvo
ziskanych pasomnic hortcim 4% roztokom formaldehydu (Oros a kol., 2010). Pre $tadium
skenovacim elektronovym mikroskopom (SEM) bol biologicky material (predné casti tela a
skolexy zéastupcov 5 morfotypov) spracovany ako uvadza Oros a kol. (2010).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pasomnice Caryophyllaeus laticeps si charakteristické Stihlym, pretiahnutym telom s
maximalnou Sirkou v oblasti cirového vaku. Skolex je SirSi ako zvySok tela, bez
prichytavacich Struktar (tzv. afossate). Semenniky su okruhle az ovalne, prekryvaju sa s
podetnymi, nepravidelne tvarovanymi a velkostne variabilnymi Zitkovymi folikulmi, ktoré



siahaju po predny okraj cirového vaku. Semenovod je dlhy, dobre vyvinuty, jeho stredna a
zadnu &ast’ neprekryvaju inak lateralne i medidlne situované Zitkové folikuly. Postovaridlne
Zitkové folikuly su pritomné. Vagina sa spaja s maternicou a vytvara kratky utero-vaginalny
kanal vyust'ujaci na povrch posteriorne od samc¢ieho pohlavného otvoru. Folikularny vaje¢nik
ma tvar pismena H. Vajicka su ovalne, neembryonované, maju hladky okraj a operkulum na
pole. U Studovanych jedincov bola zistend morfologicka variabilita, predovSetkym prednych
Casti tela a skolexov (Obr.1 a2.) Morfologicka charakteristika jednotlivych morfotypov je
zhrnuta v Tabulke 1.

pasomnic C. laticeps.

i T X

Obr. 2: Perokresby skolexov a prednych €asti tela jednotlivych morfotypov pasomnic C.

wpsaoon

laticeps.
Morfotyp Hostitel Telo Skolex Kréok Prvé semenniky  Zitkové folikuly (ZF)

1* Abramis brama, §tihle vejarovity az  dlhy, §tihly, posteriorne od ZF  malé, siahaji k vajeéniku
Ballerus spp. lopatkovity

2 Vimba spp. robustné lopatkovity  kratky, Siroky v blizkosti ZF siahajl po pohlavné otvory

3 Cyprinus carpio §tihle lalo¢naty vpredu roz§ireny posteriorne od ZF  malé, siahaju k vaje¢niku

4 Chondrostoma  velké,  lopatkovity  dlhy, Siroky posteriorne od ZF  malé, siahaju k vajeéniku
nasus robustné

5 Ballerus sapa,  §tihle vejarovity stredne velky posteriorne od ZF  velké, siahaju po pohlavné
Abramis brama otvory

* povazovany za "typicky" morfotyp opisany Pallasom (1781) z pleskaca 4. brama
Tab. 1: Hlavné morfologické znaky odliSujuce jednotlivé morfotypy pasomnic C. laticeps
z roznych hostitel'ov.

Caryophyllaeus laticeps bol opisany z pleskaca Abramis brama Pallasom v roku 1781 ako
Taenia laticeps pravdepodobne z okolia Petrohradu v Rusku. Podl’a literarnych zaznamov sa
C. laticeps vyskytuje v Eurépe (‘Bulharsko, ‘Ceské republika, Finsko, Francuzsko, rsko,
byvald Juhosldvia, Lichtenstajnsko, Litva, Maceddénsko, Madarsko, *Nemecko, Norsko,
Pol’sko, *Rakﬁsko, Rumunsko, *Rusko, Severné Irsko, *Slovensko, Spanielsko, évajéiarsko,
Svédsko, Taliansko, “Turecko a Velka Britania), v Palearktickej Azii (Azerbajdzan, Cina,
Irak, Japonsko a Rusko) a v Severnej Afrike ("Egypt, Maroko) (Obr. 3). Bol zaznamenany u
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32 druhov sladkovodnych kaprovitych ryb z podceladi Alburninae, Barbinae, Cyprininae,
Leuciscinae a Tincinae.

Obr. 3: Geografické rozsirenie C. laticeps; kriz - vyskyt potvrdeny autormi, Stvorec - vyskyt
na zéklade literarnych udajov

Autormi tejto prace bol potvrdeny vyskyt parazita v oznacenych krajinach (*) u pleskacov
Abramis brama, Ballerus ballerus, B. sapa, Blicca bjoerkna, podustvy Chondrostoma nasus,
kapra Cyprinus carpio a nosalov Vimba melanops a V. vimba. Napriek zistenej fenotypicke;j
plasticite, ktord ako sa zda suvisi s odliSnymi hostitelmi a rozsiahlym geografickym
roz$irenim, je mozné druh C. laticeps Tahko odlisit od ostatnych zéastupcov rodu
Caryophyllaeus. Druhovo $pecifické morfologické znaky, ktorymi sa C. laticeps lisi od C.
brachycollis Janiszewska, 1953 (Casto sa oba druhy zamienali) a od C. fimbriceps
Annenkova-Khlopina, 1919 vyskytujiceho sa u kapra Cyprinus carpio detailne uvadza
Barcak a kol. (2014).

Hoci bol Caryophyllaeus laticeps opisany pred 230 rokmi, dodnes existuju nezrovnalosti v
taxondmii tohto druhu sposobené hlavne existenciou morfologicky odlisSnych populécii
parazitujucich u réznych hostitelov, ktoré sa len v malej miere liSia svojou genetickou
Struktirou (Bazsalovicsova a kol., 2014). Pre nasledujuce stddium mechanizmu morfologicke;j
plasticity tejto bazéalnej skupiny pdsomnic budi pouzité dalSie molekularne metddy
(mikrosatelitové markery), ako ajstudium zivotného cyklu parazita v laboratérnych
podmienkach, ktoré mézu priniest’ novy pohl'ad na danu problematiku.

Tato praca bola financovanad Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja (APVV-0653-11 a LPP
0171-09) a grantovou agenturou VEGA (2/0129/12).
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VPLYV PROBIOTICKEHO KMENA E. FAECIUM AL41 NA PRODUKCIU IGA
V SLEZINE, BURSE FABRICII A V CREVE KURCIAT INFIKOVANYCH
SALMONELLA ENTERITIDIS PT4

Bobikova K., Husakova E., Stasova D.

Katedra patologickej anatomie a patologickej fyziologie, UVLF KoSice

ABSTRAKT

Ciel'om stadie bolo sledovat’ vplyv probiotického kmena Enterococcus faecium AL41 na
produkciu sIgA v ¢revnom obsahu a v organoch (slezina a Fabriciova burza) u kurciat po
infikovani Salmonella enterica sérovar Enteritidis PT4. Porovnali sme 4 skupiny kurciat:
kontrolna skupina (C), skupina obsahujica probioticky kmen E. faecium AL41 (EFAL41),
skupina infikovand so Salmonella Enteritidis PT4 (SE), skupina obsahujlca E. faecium AL41
a zaroven infikovana Salmonella Enteritidis PT4 (EFAL41+SE). NajvysSiu hodnotu
sekre¢né¢ho IgA (sIgA) sme zaznamenali v skorej faze S. Enteritidis infekcie (4 p.i.) v
¢revnom obsahu u kuréiat ovplyvnenych E. faecium AL41. V kombinovanej skupine kurciat
(EFAL41+SE) viedlo posobenie E. faecium AL41 k zvySeniu sIgA v €revnom obsahu v
neskorej faze infekcie (7 p.i.). Pozitivny efekt probiotického kmena E. faecium AL41 sa u
kurciat prejavil aj vo Fabriciovej burze v dvoch skupinach (EFAL41; EFAL41+SE), kym v
slezine sa hodnota IgA zvysila len v SE skupine. Vysledky preukéazali pozitivny efekt E.
faecium AL41 na produkciu celkového sIgA v €reve a organoch u kurciat infikovanych S.
Enteritidis PT4.

UvOoD

Salmonella enterica sérovar Enteritidis je gramnegativny fakultativne intracelularny crevny
patogén, ktory posobi ako vyznamny zdroj otravy jedlom, vedie ku vzniku gastroenteritidy u
I'udi (Howard a kol., 2012) a zna¢nym nékladom na zdravotnu starostlivost’ (Santos a kol.,
2011). Probiotika st nepatogénne baktérie, ktoré maju blahodarny vplyv na zdravie a
fyziologiu (alebo oboje) u hostitel'a (Rajput a kol., 2012). Levkut a kol. (2012) poukazal na
schopnost’ Enterococcus faecium EF55 vplyvat’ na dynamiku produkcie ¢revného mucinu u
vtakov. Probiotikd mézu zvysit’ hladinu IgA produkujicich buniek v sliznici (Levkut a kol.,
2014) a v lamina propria (Ohland a kol., 2010). Tieto prospesné baktérie podporuju
produkciu sekrecného IgA (sIgA) do slizni¢nej vrstvy limenu ¢reva (Ohland a kol., 2010).
Sekre¢né IgA ochranuje crevny epitel proti kolonizacii a/alebo invazii vdzbou patogénnych
alebo komenzalnych antigénov (Macpherson a kol., 2007). Predmetom stadie bolo sledovat’
vplyv probiotického kmena Enterococcus faecium AL41 na produkciu sIgA v Erevnom
obsahu a v orgénoch (slezina a Fabriciova burza) u kur€iat po infikovani Salmonella enterica
sérovar Enteritidis PT4. Z tohto dévodu bola pouzita modifikovana metéda na preplach ¢reva
a metoda pre rozrusenie sleziny a Fabriciovej burzy.

MATERIAL A METODIKA

Zvierata. 40 kurciat plemena Cobb 500 bolo rozdelenych do 4 skupin (n=10): C, EFAL41, SE
a EFAL41+SE. Probioticky kmen Enterococcus faecium AL41 (poskytnuté: Andrea Laukova,
IAP SAS, Kosice, Slovakia) bol individudlne per os aplikovany skupinam EFAL41 a
EFAL41+SE na 1 — 7 deft pokusu v davke 1x10° CFU/0.2 ml PBS. Na 4 defi pokusu bola
uskuto¢nend experimentalna infekcia v SE a EFAL41+SE skupinach individudlnym per os
podanim Salmonella enterica sérovar Enteritidis PT4 (poskytnuté: Frantisek Sisak, VRI,
Brno, Czech Republic) v davke 1x10° CFU/0.2 ml PBS. Vzorky z &riev pre hodnotenie IgA
boli odobraté na 4 a 7 deni po s infekcii S. Enteritidis a z Fabriciovej burzy a sleziny na 7 den.
Postup preplachu vzoriek creva. Pri spracovani Criev sa postupovalo podla postupu Holt a
kol. (1999) s urcitymi modifikaciami. Na 4 a 7 deni po infekcii boli kur¢atdm odobraté useky z
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ilea a jejuna. Na preplach jednotlivych vzoriek sa pouzilo 10 ml teplého premyvacieho
roztoku (1 M tris/glycine buffer with 0.25% Tween 20, pH 7, Sigma Aldrich, USA), ktory bol
do limenu creva aplikovany s 10-cc injek¢nou striekackou a 18-ga ihlou. Preplachy z Criev
boli centrifugované 5 minut pri 12 000 xg (Hettich Rotina 420R Centrifuge, DJB Labcare,
UK) a nasledne ziskany supernatant zmrazeny na -20 °C do spracovania ELISA metodou.
Izolacia buniek sleziny a Fabriciovej burzy. Tkanivo odobraté do PBS bolo rozrusené s tupym
koncom piestu 10-ml injekcnej striekacky a pretlacené cez 70-um nilénové sitko (BD Falcon,
USA) na ziskanie jednobunkovej suspenzie. Suspenzia bola navrstvend na Histopaque-1077
(Sigma Aldrich, USA) a centrifugovand 40 minat pri 1600xg (Hettich Rotina 420R
Centrifuge, DJB Labcare, UK). Findlne nahromadenie buniek v tvare prstenca viditelné na
rozhrani bolo odobraté a dvakrat premyté v PBS. Bunky ziskané zo sedimentu oboch organov
boli homogenizované 30 sekund pri 2000xg na MagNA Lyser (Roche, Germany).
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Pre detekciu celkového IgA bol pouzity
kuraci IgA ELISA kit (Kamiya Biomedical Company, USA). Absorbancia jednotlivych
vzoriek bola merand spektrofotometricky pri 450 nm na ¢itacke mikroplatniciek (Revelation
Quicklink, Opsys MR, Dynex technologies, USA).

Na S$tatisticki analyzu dat bola pouzitd jednocestnd ANOVA a Tukey Cramerov test v
programe GraphPad (USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Predchadzajuce studie poukazali na to, ze probioticky kmen E. faecium mé vplyv na expresiu
IgA"™ buniek v sliznici ¢éreva u vtakov (Revajova a kol., 2013). Nas experiment preukézal
najvyssiu koncentraciu sIgA v ¢revnom obsahu u kurciat, ktorym bol aplikovany probioticky
kmen EFAL41 v skorej faze infekcie S. Enteritidis PT4. Vysledok poukézal na to, Ze lie¢enie
kur€iat s E. faecium AL41 podporuje tvorbu sIgA. V neskorej faze infekcie doslo k zvySeniu
koncentracie celkového sIgA u kur¢iat ovplyvnenych s E. faecium AL41 a infikovanych so S.
Enteritidis PT4, ¢o je vysledkom pdsobenia oboch baktérii. Je zname, ze E. faecium disponuje
génmi pre produkciu enterocinov A a P a preukdzal inhibi¢ni aktivitu proti mnohym
patogénom vratane S. enterica PT4 (Levkut a kol., 2009). Tento poznatok je v sulade so
zvySenou konentraciou celkového sIgA v ¢revnom obsahu na 7 den po infekcii. Aplikacia
probiotika E. faecium AL41 preukdzala priaznivy vplyv na Fabriciova burzu u oboch skupin
(EFAL41; EFAL41+SE). ZvySena koncentracia celkového IgA v slezine v SE skupine
naznacuje skoré prenikanie salmonely do tohto orgdnu a rozvoj systémovej imunitnej
odpovede. ZniZenie koncentracie IgA v slezine u kurciat ovplyvnenych E. faecium moze byt
spojené¢ s imunnou exkluziou (Tsuji a kol., 2008), alebo produkciou antimikrobidlnych
molekul (Lievin-Le Moal & Servin, 2006). V zavere modZeme dodat’, Ze nase vysledky
preukdzali pozitivny vplyv E. faecium AL41 na produkciu celkového sIgA v Creve kurciat
infikovanych S. Enteritidis PT4. Priaznivy ucinok bol taktiez preukdzany vo Fabriciovej
burze. Bola dokdzana moznost’ vyuzitia metody pre hodnotenie IgA v organoch.

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
VEGA — 1/0313/12, 1/0886/11 a APVV-0302-11.

POUZITA LITERATURA

Howard, Z.R., O’Bryan, C.A., Crandall, P.G., & Ricke, S.C. Salmonella Enteritidis in shell eggs: Current issues
and prospects for control. Food Res Internat. 2012; 45; 755-764.

Levkut, M. Sr., Pistl, J., Laukova, A., Revajova, V., Herich, R., Sev¢ikova, Z., Stromfova, V., Szabova, R., &
Kokin¢akova, T. Antimicrobial activity of Enterococcus faecium EF55 against Salmonella Enteritidis in
chickens. Acta Vet Hung. 2009; 57; 13-24.

Levkut, M. Jr., Revajova, V., Laukova, A., Sev¢ikova, Z., Spisakova, V., Faixova, Z., Levkutovd, M.,
Stromfova, V., Pistl, J., & Levkut, M. Sr. Leukocytic responses and intestinal mucin dynamics of broilers

13



protected with Enterococcus faecium EF55 and challenged with Salmonella Enteritidis. Res Vet Sci. 2012; 93;
195-201.

Levkut, M. Jr., Revajova, V., Levkutova, M., Kolesarova, M., Herich, R., Sevéikova, Z., & Levkut,M. Sr. Mucin
expression, IEL and cytokines in the caecum of broilers after administration EF55 and S. Enteritidis. ] Compar
Pathol. ESVP/ECVP Proceedings. 2014; 150; 94

Lievin-Le Moal, V., & Servin, A.L. The front line of enteric host defence against unwelcome intrusion of
harmful microorganisms: mucins, antimicrobial peptides, and microbiota. Clin Microbiol Rev. 2006; 19; 3015—
337.

Ohland, C.L., & MacNaughton, W.K. Probiotic bacteria and intestinal epithelial barrier function. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol. 2010; 298; 807-819.

Rajput, L.R., & Li, W.F. Potential role of probiotics in mechanism of intestinal immunity. Pak Vet J. 2012; 32;
303-308.

Revajova, V., Levkut, M. Jr., Levkutova, M., Levkut, M. Sr., Herich, R., & Sevéikova, Z. 2013, April: Caecal
IEL, blood lymphocytes and intestinal mucin study in chickens after probiotic prevention and S. Enteritidis
infection. Paper presented at the proceedings of the 4th Management Committee Meeting and 3rd Meeting of
Working Groups 1, 2 & 3 of COST Action FA 1002. Wageningen Academic Publishers. Farm Anim Proteom.
1.ed, 155-158, ISBN 978-90-8686-222-1.

Santos, A.C., Roberts, J.A., Cook, A.J., Simons, R., Sheehan, R., Lane, C., Adak, G.K., Speybroeck, N.,
Imberechts, H., Herman, L., Ducatelle, R., & Dierick, K. Evidence-based semiquantitative methodology for
prioritization of foodborne zoonoses. Foodborne Pathog Dis. 2009; 6; 1083—1096.

14



CRYPTOSPORIDIUM SPP. U SUIS

Danisova, O., Valencakova, A., Hasajova, A., Kalinova, J.

Univerzita veterindrskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach, Katedra bioldgie a genetiky,
Komenského 73, 04181 Kosice, Slovenska republika; olga.danisova@uvlf.sk

ABSTRAKT

Stadia bola zamerana na detekciu patogéna Cryptosporidium spp., u prasiat s klinickymi
priznakmi poukazujucimi na kryptosporididzu.

V tejto Studii sme vySetrili 55 vzoriek trusu prasiat, ktoré boli zaradenych do 3 réznych
vekovych kategorii (ciciaky, n = 17; odstav€atd, n = 32; prasnice, n = 6) zchovov
Vychodného Slovenska. Vsetky vzorky boli prvotne vySetrené mikroskopicky po Specifickom
farbeni podl'a Kinyouna a nasledne bola vykonana analyza pomocou nested PCR s pouzitim
primérov na amplifikaciu oblasti SSU rRNA génu. Sekunarny PCR produkt po
elektroforetickej vizualizacii bol sekvenovany.

Z 55 vzoriek bol u 4 ciciakov detegovany druh C. muris, u odstavciat bol identifikovany druh
C. suis (2) a C. scrofarum (2). C. scrofarum bol taktiez identifikovany aj u jednej prasnice.
Nami zistené druhy C. muris a C. scrofarum nie su hostitel'sky Specifické, detegované boli aj
u l'udi ¢o ndm poukazuje na ich zoonoticky potencial. Z epidemiologického hladiska by preto
bolo ziaduce monitorovat’ vyskyt tychto druhu nie len u zvierat, ale aj v l'udskej populdcii.

UvoD

Epidemiologickymi a epizootologickymi Stadiami sa zistilo, Ze kryptosporidiové infekcie
osipanych majui odlisny priebeh ako infekcie u ostatnych hospodarskych zvierat alebo I'udi.
Hnacky u prasiat st obvykle multifaktoridlnym problémom, moézu byt spdsobené celym
radom patogénov (kokcidie, Strongyloides sp., Salmonella spp., Clostridium perfringens,
Escherichia coli, adenovirusy, rotavirusy, cirkovirusy) ¢i uz samostatne alebo v kombinécii
s oportunnymi  patogénmi (Encephalitozoon intestinalis, —Enterocytozoon  bieneusi,
Cryptosporidium spp.).

Kryptosporidiové infekcie u odstavciat a prasiat prebiehaji vacsinou asymptomaticky alebo
len s vel'mi nizkou intenzitou klinickych priznakov. Kryptosporidiéza prasiat je najCastejSie
sposobend tromi rozdielnymi ¢revnymi druhmi kryptosporidii: Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium suis, Cryptosporidium scrofarum (Cryptosporidium pig genotype II). Ale
boli opisané aj ,,prirodzené infekcie* prasiat kryptosporidiami Specifickymi pre iné druhy
hostitelov. V prasacom hnoji ziskanom na irskych farméach bola opisand pritomnost’
zaltido¢nej kryptosporidie C. muris (Xiao et al., 2006). Vo vychodnej Cine bol z prasacich
vykalov izolovany C. parvum mysi genotyp (Chen, Huang, 2007), ktoré¢ho typickymi
prirodzenymi hostitelmi st hlodavce (Hurkova, Modry, 2003). Prirodzene sa vyskytujica
kryptosporididlna infekcia u prasiat sa najCastejSie objavuje u odstavciat starSich ako 1
mesiac, ale nie starSich ako 6 mesiacov veku a menej Casto s opisované infekcie u ciciakov
mladSich nez 1 mesiac alebo u dospelych prasiat.

Experimentalnymi infekciami bola dokadzand vnimavost prasiat k d’alSim crevnym
kryptosporidiam C. meleagridis a C. hominis.

MATERIAL A METODIKA

Odobrané boli vzorky trusu od 55 prasiat zaradenych do 3 rdéznych vekovych kategorii
(ciciaky, n = 17; odstav€atd, n = 32; prasnice, n = 6) z chovov Vychodného Slovenska.
Vzorky boli odobrané len od hnackujuicich zvierat a prvotne vySetrené mikroskopicky po
Specifickom farbeni podl'a Kinyouna. Nésledne bola vykonana analyza pomocou nested PCR
s pouzitim druhovych a rodovych primérov na amplifikdciu oblasti SSU rRNA génu, kde bol
pouzity nami modifikovany protokol (Xiao et al., 1999; Sotiriadou et al., 2006) pre
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amplifikdciu oblasti 18SSU rRNA génu. Sekundarne PCR produkty boli analyzované
elektroforeticky na 1,5% agarézovom gély a vizualizované pomocou UV Ziarenia s vinovou
dizkou 312 nm (Xiao et al., 2004). Vsetky pozitivne produkty PCR boli sekvenované na
potvrdenie totoznosti druhov. Sekvencie boli porovnané so znamymi sekvenciami pomocou
BLAST-analyzy v databaze NCBI.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V nasej Studii z 55 vzoriek bola potvrdend pritomnost druhov Cryptosporidium spp. u 9
prasiat skimanej skupiny (16,36%). Pozitivne PCR produkty boli zaslané na sekvendciu,
ktora nam potvrdila pritomnost’ kryptosporidiove] infekcii. Zo 17 ciciakov bol u4
detegovany druh C. muris. U odstavciat (32) bol identifikovany druh C. suis (2) u a C.
scrofarum (2). C. scrofarum bol taktieZ identifikovany aj u jednej prasnice (1/6).

Prevalencia u oSipanych je 30 - 34% s r6znym zastipenim u vSetkych vekovych kategorii.
Celosvetovo su opisané kryptosporidiové infekcie najcastejSie u prasiat pred odstavom a po
odstave vo vekovom rozpiti 1,5 - 3 mesiace (Sanford, 1987; Maddox-Hyttel et al., 2006).
U starSich jedincov sa kryptosporididéza vyskytuje zriedkavejsie, vo veku 5,5 - 6 mesiacov je
prevalencia ochorenia 5 - 12% (Sudrez-Luengas et al., 2007). Stadie pojednavajuce
o pritomnosti kryptosporidii u starSich prasiat sa réznia, kde Xiao et al. (1994), Atwill et al.
(1997), Maddox-Hyttel et al. (2006) uvadzaja Gplna absenciu tohto ochorenia. Naopak Kva¢
et al. (nepublikované tidaje) zaznamenavajii v Ceskej republike v roku 2007 - 2008 viac ako
21% prevalenciu a Quilez et al. (1996) zaznamenavaju 30 - 34% prevalenciu u2 - 6
mesacnych prasiat.

Infekcie u prasiat st primarne lokalizovana v tenkom alebo hrubom ¢reve. Oocysty C. muris
su lokalizované v zaludo¢nych Zl'azach, v ktorych prebieha vyvinovy cyklus. Vitovec et al.
(2006) opisuje v svojej praci podobnost’ Zalido¢nych kryptosporidii C. muris a C. andersoni
s druhom C. suis, ktorého oocysty su lokalizované v zl'azach lymphoglanularneho komplexu
v submukdze colonu a recta. U druhu C. suis ¢asto dochddza k disemindacii do d’alSich cCasti
gastrointestinalného traktu. Okrem GIT postihuju kryptosporidie u prasiat aj prilahlé organy.
C. muris ma Siroké hostitel'ské spektrum zahritujuce hlavne mysi a iné hlodavce, ktoré su
moznym rezervoarom kryptosporidiovej infekcie a maju zoonoticky potencial. C. muris bol
identifikovany vo vykaloch osipanych v Ceskej republike (Kva¢ et al., 2009a), v Cine (Chen,
Huang, 2007), v prasacej hnojovici (Xiao et al., 2006) a v odpadovych laginach zariadeni pre
osipané (Jenkins et al., 2010). Kvac et al. (2012) vo svojej Stidii poukazujl na to, Ze infekcia
druhom C. muris u prasiat po odstave nie je aktivna a tym tato skupina zvierat nie je vnimava
na infekciu spdsobent tymto druhom kryptosporidii, avSak druhy C. suis a C. scrofarum st
pre prasatd po odstave vysoko patogénne, ¢o sme dokazali aj v nasej Studii. Infekcia ciciakov
druhom C. muris modze poukazovat’ na aktivhu kryptosporididzu tejto vekovej kategorie
v dosledku pasivnej imunity, a tym zvysenej vnimavosti na patogény vratane parazitarnych
infekcii. Nami zisteny druh C. scrofarum bol identifikovany nie len u odstavciat, ale aj
u jednej z prasnic, ¢o koreluje s vysledkami studii Kvaca et al. (2009) a Quileza et al. (1996).
Zaroven je potrebné upriamit’ pozornost’ na fakt, Ze tento druh bol diagnostikovany
u imunokompetentného ¢loveka (Kvac et al., 2009b), ¢o potvrdzuje zoonoticky potencial C.
scrofarum. Z epidemiologického hl'adiska by preto bolo Ziadlice monitorovat’ vyskyt aj tohto
druhu v l'udskej populacii.

Praca bola riesena v ramci grantovych uloh VEGA ¢. 1/0831/12; 1/0063/13.
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ANALYZA GENOTOXICKEHO UCINKU KOMERCNEHO PESTICIDNEHO
PRIPRAVKU V LYMFOCYTOCH PERIFERNEJ KRVI HOVADZIEHO DOBYTKA
Drazovska M., Sivikové K.

Ustav genetiky, Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v Kosiciach

ABSTRAKT

Pre hodnotenie potencidlneho genotoxického uc¢inku neonikotinového insekticidu Calypso
480 SC (s aktivnou latkou tiakloprid) sme pouzili metédu kométového testu (SCGE) a
sesterskych chromatidovych vymen (SCE). Lymfocyty periférnej krvi hoviddzieho dobytka
sme vystavili insekticidu in vitro po€as 24 a 48 h v koncentraciach 30, 60, 120, 240 a 480
pg.ml™”. Statisticky vyznamné zvysenie poskodenia DNA sme zaznamenali kométovou
analyzou po 2h expozicii izolovanych lymfocytov testovanému insekticidu v rozsahu
koncentracii od 120 po 480 pg.ml”, uoboch donorov (p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001).
Statisticky vyznamné zvysenie SCE (p < 0,05) sme po 24h expozicii insekticidu zistili len
u donora 2 v koncentraciach 240 a 480 pug.ml™”. V najvyssej koncentracii sme zaznamenali aj
redukciu proliferaéného indexu (PI). Po predizenej (48h) expozicii lymfocytov periférej krvi
insekticidu bolo Statisticky vyznamné zvySenie frekvencie SCE zistené v koncentraciach 120 -
480 pg.ml! u oboch donorov, ktoré bolo v korelacii s redukciou PI (p < 0,05; p < 0,01).
Vysledky naznacili mierny genotoxicky a cytotoxicky uc¢inok testovaného komeréného
insekticidneho pripravku.

UvOD

Aplikacia pesticidov je stale najakceptovatelnejsi a najucinnejsi sposob ochrany rastlin pred
Skodcami (Bolognesi, 2003). Hoci pesticidy posobia selektivne proti niektorym organizmom
(Bolognesi a Moraso, 2000), je tazké zabezpecit ich absolutnu selektivitu, bez nepriaznivého
ucinku na iné, neciel'ové organizmy (Holec¢kova a kol., 2013). Komer¢ny pripravok Calypso
480 SC sucinnou latkou tiaklopridom, ktory sme v nasej praci testovali, patri medzi
syntetické neonikotinoidy. Ked’ze posobenie tiaklopridu spociva v jeho agonistickom ucinku
na nikotinovy acetylcholinovy receptor, pesticid ma silné neurotoxické ucinky. V naSej praci
sme sa zamerali na zistenie insekticidom indukovanych jednovldknovych zlomov DNA
(SCGE) a frekvencii sesterskych chromatidovych vymen (SCE) v lymfocytoch periférnej krvi
hovidzieho dobytka.

MATERIAL A METODIKA

Komerény insekticidny pripravok Calypso 480 SC (ucinna latka: tiakloprid; C;oHoCIN4S) bol
rozpusteny v purifikovanej vode, v koncentracii 30, 60, 120, 240 a 480 pg.ml’'. Pre
experimenty sme pouzili krv od dvoch zdravych byckov (Slovensky strakaty dobytok; 6
mesiacov). Na kométovll analyzu sme pouzili lymfocyty izolované z plnej krvi pomocou
separa¢ného média Histopaque. Tie sme inkubovali v kultivacnom médiu a v poslednych 2h
kultivacie sme ich vystavili posobeniu insekticidu a pokracovali sme metédou podl'a Fenga
a kol. (2005). Ako pozitivnu kontrolu sme pouzili peroxid vodika (H,O,, Mikrochem, SR;
300 uM) pre SCGE a mitomycin C (MMC, 0,4 pM; Sigma) pre SCE. Kultivaciu pre SCE test
sme vykonali metédou podla Sivikova a kol. (2006).

Kométy sme analyzovali fluorescenénym mikroskopom Labophot 2A; 100 komét z kazdej
skupiny sme na zaklade vizualneho hodnotenia zaradili do 5 kategorii (0,1,2,3,4; 0 — nulovy
stupent poSkodenia, 4 — maximalne poskodenie). Pre SCE sme od kazdého donora a z kazdej
koncentracie vyhodnotili 50 diferencidlne ofarbenych metafaz; pre ur€enie M, M, a M3 fazy
mitotického delenia sme analyzovali 100 metafaz. Pre Statisticki analyzu vysledkov sme
pouzili jednoduchu analyzy rozptylu (ANOVA). Nasledne sme frekvencie vyskytu SCE
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a stupnia DNA posSkodenia medzi kontrolou a testovanymi skupinami pouzili Studentov t-test,
pre odhad redukcie PI bol adekvétny y* — test.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po 2h expozicii izolovanych lymfocytov (graf 1) sme kométovou analyzou pozorovali
u oboch donorov Statisticky vyznamné zvySenie poskodenia DNA v rozsahu koncentrécii od
120 po 480 pg.ml™ (p <0,05; p <0,01; p < 0,001).

Graf 1, % DNA vo chvoste (% poSkodenia DNA) po 2h aplikécii tiaklopridu v lymfocytoch
periférnej krvi hovddzieho dobytka.
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Po 24h expozicii lymfocytov periférnej krvi byckov tiaklopridu sme pozorovali mierne
Statisticky vyznamné zvysenie SCE len u donora 2 v koncentraciach 240 a 480 pg.ml™ (p <
0,05), s redukciou proliferacie (PI) v najvyssej koncentracii (graf 2). Po predizenej (48h)
expozicii pesticidu sme zistili Statisticky vyznamné zvySenie frekvencii SCE v koncentraciach
od 120 po 480 pg.ml™ a redukciu PI (p < 0,05; p < 0,01) u oboch donorov. (Graf 3).

Graf 2, Frekvencia SCE a proliferacné indexy po 24h expozicii lymfocytov tiaklopridu.
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Hoci je tiakloprid jeden z najCastejSie pouzivanych neonikotinovych insekticidov, informacii
o jeho genotoxickom a cytotoxickom ucinku je pomerne malo. Genotoxicky ucinok
komeréného pripravku Calypso na huménne lymfocyty periférnej krvi opisali Calderon-
Segura a kol. (2012) pomocou kométovej analyzy. Kocaman a kol. (2012) zase na zaklade
Statisticky vyznamného zvySenia chromozomovych aberacii a frekvencii SCE dokumentovali
vyrazny genotoxicky ucinok Ccistého tiaklopridu (cca 100% Cistoty) v humdannych
lymfocytoch periférnej krvi in vitro. Autori tiez pozorovali Statisticky vyznamnu inhibiciu PI,
ktora odzrkadluje cytotoxicitu tiaklopridu. Vysledky naSej prace naznacili mierny
genotoxicky a cytotoxicky uc¢inok insekticidneho pripravku Calypso 480 SC. Podobne mierny
genotoxicky ucinok, zistili autori Sekeroglu a kol. (2011) po expozicii buniek kostnej drene
potkanov pripravku tiaklopridu in vivo.

Graf 3, Frekvencia SCE a prolifera¢né indexy po 48h expozicii lymfocytov tiaklopridu.

2,37
. 2,3 2,26 *
: 216 , 223 i 2,17** | 53
2,04 L
. 9 \ 2iﬂ3 2.01% 1.97* 2.1
- 1.9

% - i SCE donorl
= 8 1 7,3% 7,46% 768 r 1.7 d
g 7,1 7,14 . 6.96* T 7.06% 7 18%% mmmm SCE donor2
=i
= =1
£
=

T
—
—

T
=]
\o

- 1,5
1 65 I 666 I 674 PI donorl
3
I 606 ' I I === P[ donor2
6 L
5 - 0,7

Koncentra(:le tlakloprldu (p.tg/ml)
*(p <0.05), ** (p <0.01) — statisticky vyznamné hodnoty

Tdto praca bola podporend projektom VEGA MSVVaS SR ¢.1/0117/13.
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VPLYV FEROC]}]NOV NA REAKTIVNE KYSLIKOVE A DUSIKOVE CASTICE
R. DZurinova, D. Zatko, A. Fejer¢adkova
Ustav lekdrskej a klinickej biochémie UPJS LF a LABMED a.s, Kosice

ABSTRAKT

Ferocény st redoxne aktivne latky a tieto ich vlastnosti st vyuzivané vo forme lieciv. Skiimali
sme aktivita piatich ferocenylovych zluCenin voci reaktivnym casticiam kyslika
(superoxidovy a hydroxylovy radikadl ) adusika (NO a peroxynitrit). VSetky testované
zluceniny v oboch koncentraciach preukazali vyznamni schopnost’ vychytavat NO a *OH.
Schopnost’ vychytavatt ONOO™ aj O, bola nizka a v niektorych pripadoch dokonca zvySovala
mnozstvo tychto latok.

UvOD

VolIné radikély su vysoko reaktivne Castice s jednym nesparenym elektronom. Rychlo reaguju
s inymi Casticami, pricom im odovzdaju tento nespareny elektron, alebo prijmu jeden elektron
zinej Castice. Tym sa znich stavaju d’alie radikaly (Vaskova akol., 2012). Mo6Zzu vSak
poskodzovat DNA, proteiny alipidy, ¢o vedie k vzniku onkologickych ochoreni,
ateroskleréze, ¢i autoimunitnym ochoreniam. Poskodenie DNA v zdrodo¢nych bunkédch moze
sposobovat’ dedicné mutacie, poskodenie DNA v somatickych bunkach moze spdsobovat’
nadorové bujnenie. Chemické modifikacie aminokyselin v proteinoch vedu kich
rozpoznavaniu ako telu cudzim. Ferocény patria k organokovovym
bis(cyklopentadienyl)ovym zlu¢enindm s iénom Fe*™ v sendvicovej trukture, ktory tvori asi
30 % ich celkovej molekulovej hmotnosti. Vd’aka Strukture sa prejavuji ako donory elektronu
a podliehaju oxidécii. Su aj zdrojmi reaktivnych kyslikovych ¢astic, ¢o ovplyviiuje alebo aj
zvysuje ich biologicku aktivitu (Matei a kol., 2014). V poslednych rokoch st vytvarané nové
zluceniny so zabudovanym skeletom ferocénu kvdli ich l'ahkej chemickej modifikacii, malej
velkosti, relativnej lipofilite a stabilite vo vodnych a aerébnych médiach. Su sucastou
niektorych lieCiv, ako napriklad antibiotik (penicilin a cefalosporiny) alebo lieciv
s protinadorovym u¢inkom (tamoxifén) (Anjo a kol., 2014).

MATERIAL A METODY

o

% o]
o] —
L 2 o o N
(0] E Fe Fe N H

e (o] C

& & & 5% e e

) ) (5)

Testovanych bolo 5 ferocenylovych zlicenin, ktoré sme ziskali od prof. P. Perjésiho
(Univerzita v Pécs, Mad’arsko): Q603 (F)-3-(ferocenylmetylidén)chromanén (1), Q616/1
(2E,6E)-2,6bis(ferocenylmetylidén)cyklohexanon  (2), Q813  1,1’-bis[(1-oxoindan-2-
ylidén)metyl]ferocén (3), Q815 1,1 -bis[(1-oxotetralin-2-ylidén)metyl]ferocén (4) a Q820 2-
(ferocenylmetylidén)malondinitril (5). NO bol stanoveny nepriamo. Nitroprusid sodny pri
fyziologickom pH produkuje NO, ktory reaguje s kyslikom za vzniku dusitanov v Griessovej
reakcii (Beda a Nedospasov, 2005). Sledovali sme absorbanciu chromoforu vzniknutého
diazotaciou sulfanilamidom a naslednej kopulacia vzniknutej diazéniovej soli s kopulacnym
¢inidlom N-(1-naftyl)etyléndiamin dihydrochloridom pri 546 nm. Nitroperoxylovy anioén
(ONOQO) bol vytvoreny zmesou roztokov HO, v HCI, NaNO, a NaOH. Tato zmes roztokov
bola pocas noci vymrazena pri —20 °C. Absorbancia bola merana pri 302 nm (Beckman a kol.,
1990). Hydroxylovy radikal (HO) bol generovany vo Fentonovej reakcii a schopnost’ jeho
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vychytdvania bola merana deoxyribézovou metddou podl'a Halliwella a kol. (1987) pri 532
nm. Superoxidovy anionovy radikal (O,”) bol tvoreny autooxidaciou pyrogalolu v alkalickom
prostredi. Vznikol purpurogalin, ktory bol detekovany spektrofotometricky pri 325 nm,
pricom pokles v absorbancii znamena zvySenu inhibiciu superoxidu (Xican, 2012). Merania
boli uskuto&nené trikrat pre koncentracie vzoriek 1.10” a 1.10™* mol.dm™.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Testované zluceniny ferocénov preukazali ucinnost’ k premene NO na dusitany v rozsahu od
8,85 % pre Q 813 do 23,99 % pre Q616/2 pri koncentracii vzoriek 1.10° mol.dm™. Tieto
zlugeniny viak preukazali vy$§iu aktivitu pri koncentracii 1.10™* mol.dm™, ktora dosahovala
az k 60 % pre zliceniny Q815 a Q820. Schopnost’ ferocénov vychytavat ONOO™ bola nizka,
zlu¢enina Q815 len 7,3 % pri koncentréacii 1.10™ mol.dm™ a 7.2 % pri niZ$ej koncentracii.
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Zluceniny Q813 a Q820 pri nizsSej koncentracii a zlu¢enina Q813 pri vyssej koncentracii
sposobili, ze doslo naopak k zvySeniu mnozstva ONOO'". VSetky testované derivaty ferocénu
vykazali zna¢nu schopnost’ vychytavat a zneSkodiovat hydroxylovy radikal od 20% pre
zliceninu Q603 pri vysSej koncentracii, az po takmer 40% pre ten isty derivat pri niZSej
koncentracii), priCom vysSiu ucinnost’ sme zaznamenali vo vsetkych pripadoch pri nizsej
testovanej koncentracii.
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Voci O, preukazali testované latky len zanedbatel'nu schopnost’. Maximalne zniZenie jeho
koncentracie, 9%, vykazovala latka Q616 pri vyssej koncentracii, pricom zliceniny Q603,
Q813, Q 815 a Q820 dokonca sposobovali zvySenie mnozstva superoxidu v reakénej zmesi
(maximalne 7% derivat Q813 pri nizsej koncentracii). Zistené schopnosti vybranych derivatov
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voci reaktivnym cCasticiam kyslika a dusika mézu poskytnut’ vysvetlenie mechanizmu ich
ucinkov pozorovanych na nadorovych bunkovych linidch in vitro (MojziSova, Vaskova,
2012).

Preukazali sme schopnost’ zlucenin Q603, Q815, Q616/1 pri nizSej koncentracii a vSetkych
zlucenin pri vysSej koncentracii premieiiatt NO na dusitany atiez schopnost’ vsetkych
testovanych derivatov ferocénu vychytavat' "OH, pricom vysSia a¢innost’ bola pozorovana pri
niz8ej pouzitej koncentracii. Schopnost’ vychytivat ONOO™ ako aj O, bola pre vSetky
zluceniny pri oboch sledovanych koncentraciach nizka.

Stidia bola uskutocnené vdaka grantom VEGA 1/1236/12 a 1/0751/12.
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KVALITA VODNEHO PROSTREDIA PRE CHOV LOSOSOVITYCH RYB
Feckaninova A.', Popelka P.!, Sasakova N.z, Veszelits Lakticova, K.

'Katedra hygieny a technoldgie potravin, UVLF, Kosice

’Katedra Zivotného prostredia, veterindrskej legislativy a ekonomiky, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Kvalita vody hra vel'mi dolezita ulohu v zivote ryb. Je rozhodujucim faktorom tak pre zdravie
ryb, ako aj pre produkciu kvalitnych ryb a taktiez ma priamy vplyv na rozmnozovanie ryb.
Ciel'om tejto prace bolo porovnat’ kvalitu vody zo Styroch odbernych miest v rybochovnom
zariadeni pre chov pstruha dihového asucasne porovnat kvalitu vody v jednotlivych
odbernych miestach vo vsetkych rocnych obdobiach. Porovnanie sa vykonalo za ucelom
postdenia mikrobidlnej kontamindcie a fyzikdlno-chemickych parametrov vody vplyvom
intenzivneho chovu pstruha dihového. Porovnanim mikrobiologickych parametrov vysetrenia
vody z jednotlivych odbernych miest mézeme konStatovat’, Ze najvysSia miera mikrobialnej
kontaminécie bola na odtoku zo Zl'abu, respektive v chovnom ZI'abe. Porovnanim vybranych
fyzikalno-chemickych parametrov boli najvdcSie rozdiely medzi odbernymi miestami
zaznamenané v jarnom obdobi v hodnotich CHSKy, na odtoku zo Zlabu.
MnozZstvo rozpustnych latok bolo podobne ako CHSKwm, najvy$sie v chovnom zl'abe ana
odtoku zo zl'abu. Porovnanim mikrobiologickych parametrov vySetrenia vody vo vSetkych
odbernych miestach v jednotlivych roénych obdobiach méZzeme konStatovat, ze najvyssia
miera mikrobidlnej kontaminacie bola v letnom a jesennom obdobi. NajnizSie pocty
uvedenych baktérii boli vjarnom obdobi, respektive v zimnom obdobi. Porovnanim
vybranych fyzikalno-chemickych parametrov vysSetrenia vody (pH, NO; a CHSKy,) vo
vSetkych odbernych miestach v jednotlivych roénych obdobiach mézeme konStatovat’, ze
najvyssia hodnota dusi¢nanov bola zistend v zimnom obdobi anajvysSia CHSKwm, bola
namerand v jarnom obdobi v porovnani so vSetkymi ostatnymi ro¢nymi obdobiami. Tieto
zistenia sa potvrdili aj stanovenim mnozstva nerozpustnych latok, ktoré bolo najvyssie
v jarnom obdobi. Nasytenie kyslikom bolo podobné pocas celé¢ho roka.

UvOD

Zivotnym prostredim ryb je voda (Le Francois a kol., 2010). Kvalita a mnoZstvo zdroja vody,
pouzitej k napdjaniu chovatel'skych zariadeni pre lososovité ryby, zasadnym sposobom
ovplyvnuje ich produkénu kapacitu, technologické postupy a vybavenie potrebné pre udrzanie
priaznivych podmienok prostredia pre chované ryby, a tym aj ekonomiku chovu (Koufil a
kol., 2008). Pre intenzivnu produkciu ryb v Specidlnych zariadeniach je potrebné zaistit
optimalne podmienky pre vyvoj a rast ryb. Dolezité si hlavne fyzikalno-chemické parametre
vody. Jednotlivé faktory prostredia posobia na ryby nielen samostatne, ale vyznamne sa aj
dopinaja (Pokorny a kol., 2003).

MATERIAL A METODIKA

V rybochovnom zariadeni Diviaky spolo¢nosti Rybarstvo Pozehy s.r.o. boli v jednotlivych
ro¢nych obdobiach (jar, leto, jeseni, zima) odobraté vzorky vody zo 4 odbernych miest (vzorka
¢. 1 Raksiansky potok, vzorka ¢. 2 akumula¢na nadrz, vzorka ¢. 3 chovny zl'ab, a vzorka ¢. 4
vytok vody zchovného Zlabu). Vzorky vody boli vySetrené¢ v stlade s legislativnymi
poziadavkami na fyzikalno-chemické a mikrobiologické ukazovatele povrchovych vod.

Fyzikdlne vysetrenie vody

Vzorky vody boli posudzované senzoricky pri ich odbere a nésledne po ich dopraveni do
laboratéria. Zistovana bola farba, zakal, pach a chut’. Teplota bola merana pri odbere vzoriek.
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Hodnoty koncentracie vodikovych iénov boli merané pH-metrom firmy HACH podl'a STN
ISO 10523.

Chemické vysetrenie vody

V odobranych vzorkdch bol vykonany rozbor kvalitativny anasledne kvantitativny.
Stanovend bola kvalitativna pritomnost vybranych parametrov: amoénne idény, dusitany,
dusi¢nany, chloridy, Zelezo, fosforeCnany a vol'ny chlor. Kvantitativne stanovenie vybranych
parametrov bolo vykonané len v tych vzorkach, v ktorych kvalitativna skiiska indikovala ich
pritomnost. Vykonané bolo vySetrenie parametrov, ktorych prekrocenie limitnych hodndt
mdze ovplyvnit’ zdravotny stav I'udi, ako st CHSKwny, 160ny vapnika a horc¢ika, tvrdost’ vody a
nasytenie kyslikom.

Mikrobiologické vySetrenie vody

Stanovili sa pocty kultivovatelnych mikroorganizmov pri 22 °C (KM22) a podéty
kultivovatelnych mikroorganizmov pri 37 °C (KM37) podla STN EN ISO 6222 zalievacou
metdédou v objeme 100 ml; pocty koliformnych baktérii a Escherichia coli podla STN ISO
9308-1 metddou membranovej filtracie; pocty fekalnych streptokokov podl'a STN ISO 9308-1
metédou membranove;j filtracie.

VYSLEDKY A DIKUSIA

Porovnanim mikrobiologickych parametrov vySetrenia vody v jednotlivych odbernych
miestach m6zeme konStatovat’, Ze najvysSia miera mikrobialnej kontaminacie mezofilnymi
baktériami bola na odtoku zo zlabu, respektive v chovnom Zzlabe. Vys§i pocet baktérii
v tychto odbernych miestach suvisi pravdepodobne schovom pstruha duhového, jeho
kfmenim a produkciou exkrementov. Koliformné baktérie sa v najvysSich poctoch
vyskytovali na jar v zdroji vody — Raksiansky potok, v letnom obdobi aj v chovnom Zl'abe.
Porovnanim vybranych fyzikalno-chemickych parametrov boli najvicSie rozdiely medzi
odbernymi miestami zaznamenané v jarnom obdobi v hodnotach CHSKy;, na odtoku zo
zl'abu. Vyssie hodnoty CHSKw, na odtoku stivisia pravdepodobne s produkciou exkrementov
a naslednym organickym znecistenim vody v chovnom ZzI'abe. Mnozstvo rozpustnych latok
bolo podobne ako CHSKw, najvyssie v chovnom Zl'abe a na odtoku zo Zl'abu.

Koncentracia amoniovych iénov v nasej praci bola po celi dobu sledovania kvality vody
v rybochovnom zariadeni niZ§ia ako 0,2 mg.l”. Pre sladkovodné lososovité ryby je rozsah
bezpecénej trovne NHj vel’ky, a to 0,002 az 0,025 mg.l’1 (Neori a kol., 2004; Colt, 2006; Crab
a kol., 2007). Pre lososovité ryby predstavuje koncentracia NO; prah toxicity zvy€ajne okolo
0,2-0,3 mg.l'l; a niekedy nizsie ako 0,1 mg.l'] (Fivelstad a kol., 1993). Kombinacia faktorov
kvality vody, ako pritomnost” rozpustené¢ho kyslika (Foss, Resnes, Qiestad, 2003), obsah
dusitanov (Lemarie a kol., 2004), oxidu uhli¢tého (Randall a Wright, 1989) a amoniaku, moze
spdsobovat’ zdravotné problémy ryb.

Porovnanim mikrobiologickych parametrov vysetrenia vody vo vsetkych odbernych miestach
v jednotlivych ro¢nych obdobiach mdzeme konStatovat, ze najvys$Sia miera mikrobialnej
kontaminécie mezofilnymi, koliformnymi a fekalnymi baktériami, bola v letnom a jesennom
obdobi, ¢o suvisi predovsetkym s nizSou teplotou vody v tychto ro¢nych obdobiach.
Porovnanim vybranych fyzikalno-chemickych parametrov vySetrenia vody (pH, NOs
a CHSKwm,) vo vsetkych odbernych miestach v jednotlivych roénych obdobiach mézeme
konstatovat’, Ze najvysSia hodnota dusi¢nanov bola zistend v zimnom obdobi a najvysSia
CHSKwm, bola namerand v jarnom obdobi v porovnani so vSetkymi ostatnymi rocnymi
obdobiami. VysSie hodnoty CHSKw, stvisia predovSetkym so spoésobom chovu pstruha
duhového, kedy sa sice vzimnom obdobi znizuje intenzita kfmenia, ale stCasne sa
nevykonava pravidelné odkalovanie chovnych Zzl'abov a vykaly, ktoré sa na dne hromadia
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sposobujii zvysSené organické znelistenie. TaktieZ samocistiaca schopnost’ zdroja vody
a akumulacnej nadrze je z dovodu nepriaznivych klimatickych podmienok (nizke teploty
a zamfzanie vodnej plochy) horsia ako v letnom a jesennom obdobi. Tieto zistenia sa potvrdili
aj stanovenim mnoZstva nerozpustnych latok, ktoré bolo najvysSie v jarnom obdobi.
Nasytenie kyslikom bolo podobné pocas celého roka. Narast koncentracie celkovych
nerozpustnych pevnych latok mdze nastat’ v dosledku cCistenia alebo rybolovnej ¢innosti na
farme. Cistenie obehovej drahy alebo vylov ryb by mohol vytvorit' vyznamné mnoZstvo
znecCist'ujucich latok a zat'azenie pre pritekajicu vodu (Dumas a Bergheim, 2001).

Praca bola spracovana s podporou grantu Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu
Slovenskej republiky VEGA 1/0067/13.
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ANTIOXIDACNY EFEKT RASTLINNYCH EXTRAKTOV V PODMIENKACH IN
VITRO

Fejer¢akova A., Vaskova J., Vasko L.

Ustav lekdrskej a klinickej biochémie UPJS LF a LABMED a.s, Kosice

ABSTRAKT

V praci sme skumali vplyv rozlicnych koncentracii rastlinnych extraktov (0,05 %, 0,1 %, 0,2
%) z repika lekarskeho, ¢erveného hrozna a horca zltého na aktivitu SOD, GPx, GR a hladin
GSH v krvnej plazme aizolovanych mitochondridch z pecCene, oblic¢iek asrdca v in vitro
experimente. Zin vitro testovania rozlicnych koncentracii extraktov na izolovanych
mitochondriach hepatocytov, nefrocytov, kardiomyocytov a v krvnej plazme kurciat hybrida
COBB 500 vyplyva, Ze prili§ vysoka koncentracia prirodnych antioxidantov mdze zasiahnut’
do oxido-redukénych vztahov aj negativne, ato najmd v dosledku zmien v aktivite
sledovanych enzymov, ktoré vplyvaju na endogénnu produkciu peroxidov.

UvOoD

Ochrana buniek, tkaniv a biologickych makromolekil voc¢i reaktivnym formam kyslika
a dusika (RONS) ma nesmierny vyznam pre Zivé organizmy. RONS tvorené v nadmernom
mnozstve st schopné vd’aka svojej vysokej reaktivite poskodzovat’ bunkové Struktary, preto
je ich tvorba vel'mi prisne regulovana. Ochranu pred ich pdsobenim zabezpecuju antioxidacné
obranné systémy lokalizované v réznych bunkovych $truktirach. DalSou z moznosti, ako
chréanit’ organizmus pred vplyvom volnych radikélov, je prijem exogénnych antioxidantov vo
forme potravy (Carlsen et al., 2010). Prirodné antioxidanty, v porovnani so syntetickymi,
lakaju v sti€asnosti Coraz viac pozornosti. Velky vyznam sa kladie predovsetkym pritomnym
polyfenolovym zlu€enindm. Extrakty rastlin pouzivané v medicine a tradicnom lie€itel'stve su
jednym zo zdrojom antioxidantov, ktoré st schopné deaktivovat’ vol'né radikély. Biologicky
aktivne molekuly, ku ktorym zarad’'ujeme aj prirodné latky flavonoidného typu, zasahuju do
biochemickych procesov ¢asto nezndmym mechanizmom. Preto je vhodné sledovat’ ich efekt
na modeli zivého systému na baze subcelularnych ¢astic (najmi mitochondrii) s moznost'ou
¢o najjednoduchSieho vyhodnotenia biologickych a biochemickych efektov tychto latok.
Flavonoidy tvoria skupinu okolo 10 000 prirodne sa vyskytujucich latok. Mnohé z nich maja
Sirokl $kdlu biologickych ucinkov, vratane antioxida¢ného efektu. Zamerali sme sa na
Stidium ucinku vybranych rastlinnych extraktov (repik lekarsky, horec zlty, cervené hrozno)
v izolovanych mitochondridch niektorych tkaniv a organov prostrednictvom stanovenia aktivit
antioxida¢nych enzymov.

MATERIAL A METODIKA

Mitochondrie boli ziskané izol4ciou z tkaniv a organov kontrolnej skupiny kurc¢iat hybrida
COBB 500 v pocte 40 kusov, ktoré boli kfmené kfmnou zmesou (KZ) podla rastovej fazy
(KZ HYD 01, HYD 02, HYD 03). Experiment pebiechal na Klinike vtakov, exotickych a
volne zijucich zvierat UVLF KoSice v stlade s etickymi poziadavkami welfare a starostlivosti
o zvierata po predchadzajicom schvaleni projektu Etickou komisiou a Statnou veterindrnou
spravou SR. Jednodiové kurcata boli privezené priamo od dodavatela (Mach Hydina
Budmerice s.r.o.) a umiestnené na hlbokej podstielke. Spotreba KZ a pitnej vody bola
sledovana samostatne az do konca pokusu vo veku 42 dni. Mitochondrie boli izolované
metodou niekol’konasobnej diferencidlnej centrifugacie v médiu s obsahom sacharozy, TRIS-
HCl a EDTA. Centrifugaciou homogenatu pri nizkych otackach sa ziska sediment obsahujici
bunkové jadra, Cciastocne poskodené anepoSkodené bunky a supernatant s obsahom
cytoplazmatickej a mitochondrialnej frakcie. Centrifugaciou ziskaného supernatantu pri
vysSich otackach ziskame sediment mitochondridlnej frakcie (Johnson and Lardy, 1967). V
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takto ziskanej zakladnej suspenzii mitochondrii bola stanovena koncentracia celkovych
bielkovin (Smith er al., 1985). Aktivitu superoxiddizmutizy (SOD) sme merali
prostrednictvom SOD-Assay Kit-WST (Sigma, Fluka). Celkova katalytickd aktivita enzymu
glutationperoxidazy (GPx) bola stanovend spektrofotometricky pri 365 nm (Flohé
and Gunzler, 1984). Aktivitu glutationreduktdzy sme merali upravenou metédou pdvodne
popisanou Carlbergom a Mannervikom (1986). Redukovany glutation (GSH) sme stanovili
modifikovanou metodou podl'a Floreani ef al., (1997) s pouzitim Ellmanovho ¢inidla

VYSLEDKY A DISKUSIA

V aktivite SOD sme po aplikacii extraktu repika lekarskeho zaznamenali v izolovanych
mitochondriach vSetkych tkaniv rovnako ako aj v plazme zvySené hodnoty. Naviac v
mitochondridch obli¢iek a v plazme sa aktivita zvySovala s narastajicou koncentraciou
aplikovan¢ho extraktu. SOD ako antioxidacny enzym, je zodpovedny za vychytavanie
superoxidového aniénového radikélu jeho premenou na peroxid vodika a molekuldrny kyslik
(Martinez-Cayuela, 1995; Durackova, 1998). Extrakt erveného hrozna zapridinil pokles
aktivit v izolovanych mitochondriach obli¢iek a v plazme oproti kontrole. V izolovanych
mitochondriach srdca sme vSak pozorovali narast aktivity SOD. Mierne zvysenie bolo zistené
aj mitochondridch pecene v porovnani s kontrolou. /n vitro pridavok extraktu horca ZItého
zapri€inil nérast aktivity SOD v izolovanych mitochondriach pecene, srdca aj obliciek pri
pouziti vSetkych koncentracii, s vynimkou izolovanych mitochondrii oblic¢iek, kde
koncentracie 0,05 % a 0,1 % spdsobili pokles enzymovej aktivity. Mierny pokles bol rovnako
zaznamenany aj v plazme. NajvysSie koncentracie sa vSak uz prejavili ndrastom aktivity.
V izolovanych mitochondriach srdca a pecene sme pozorovali najvyssSie aktivity SOD pri
0,05 % koncentracii extraktu horca ZItého.

Pridavok extraktu repika lekarskeho k izolovanym mitochondridm v koncentracii 0,2 % sa
prejavil ndrastom aktivity GPx vo vSetkych sledovanych tkanivych ako aj v plazme. 0,1 %
koncentracia sposobila pokles aktivity GPx v mitchondriach srdca a obli¢iek. Takmer Ziadnu
zmenu sme nepozorovali v plazme v porovnani s kontrolou. V mitochondriach pecene sme
pozorovali narast aktivity GPx, ktory sa vyrazne neodliSoval v zavislosti od pouzitej
koncentracie, pricom rovnaky efekt bol zisteny aj po aplikacii extraktu horca zItého. V srdci
bol naopak pozorovany pokles aktivity GPx po in vitro pridavku extraktu hrozna aj horca. V
mitochondriach obli¢iek a v plazme bol nérast aktivity GPx koncentra¢ne zavisly. Pridavok
horca zItého sa prejavil vyraznym narastom enzymovej aktivity v mitochondridch oblic¢iek a v
plazme. GPx v organizme eliminuje peroxidy, pricom vyZaduje pritomnost GSH, ktory sa pri
detoxikacii peroxidu vodika alebo aj inych organickych hydroperoxidov oxiduje.
V katalytickom centre GPx je seleno-cystein, ktory moéze byt modifikovany napriklad
ucinkom NO (Asahi et al.,1995) a ovplyvnit tak aktivitu GPx. Pokles aktivity GPx méze byt
znakom schopnosti uc¢innych latok v rastlinnych extraktoch znizovat” mnozstvo peroxidov,
alebo dokonca inaktivovat’ samotny enzym (Horakova, 2011).

Aktivita GR bola zvySend v mitochondriach obli¢iek, pricom s narastajucou koncentraciou
extraktu mala klesajuci charakter. V plazme sme rovnako pozorovali narast aktivity GR,
avSak uz koncentracne zavisly. V peceni po pridavku 0,2 % a 0,05 % extraktu repika
lekarskeho bola aktivita mierne znizena. Naopak, 0,1 % koncentracia sa prejavila narastom
aktivity GR. Celkom opacény efekt bol pozorovany v mitochondridch srdca po in vitro
pridavku extraktu hrozna a repika. 0,2 % koncentracia zvysila aktivitu GR, 0,1 %
koncentracia sposobila pokles. Extrakt horca zltého spdsobil nérast aktivity GR v pe€eni a
srdci. V oblickach sme zaznamenali narast aktivity GR pri 0,05 % koncentracii extraktu,
napoak pri 0,1 % koncentracii pokles aktivity GR. GR je induktivny enzym a zvySenie
endogénnej antioxidacnej kapacity u¢inkom rastlinnych extraktov zahfna aj mechanizmus
regulacie expresie GR (Jiang a kol., 2011). Koncentracia 0,1 % v plazme sa neprejavila
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zmenou v aktivite. 0,2 % a 0,05 % koncentracia spdsobila priblizne porovnatelny pokles
enzymovej aktivity. Lima a kol., (2005) vysvetl'uje tento efekt relativne nizkou koncentraciou
zlucenin v extraktoch, ktoré zodpovedaju za ich antioxida¢nu aktivitu.

Po aplikacii extraktu repika lekarskeho in vitro bol zisteny pokles hladin GSH v izolovanych
mitochondriach pecene a srdca v porovnani s kontrolnou skupinou. V mitochondriach srdca
hladiny GSH poklesli s narastajicou koncentraciou pouzitého extraktu. Pri vysokych
koncentraciach rastlinnych extraktov v suspenzii mitochondrii mo6ze dochadzat’ k indukcii
bunkovej smrti sprevaddzanej vycerpanim hladin GSH (Lima a kol., 2005). V izolovanych
mitochondriach obli¢iek, rovnako ako aj v plazme, sme zaznamenali takmer 2- nasobné
zvySenie hladin GSH v porovnani s kontrolou. V mitochondridch obli¢iek sa vSak hladiny
GSH vzajomne neodliSovali. V plazme sme zistili najvyssie hodnoty hladin GSH pri pouziti
najnizSej koncentracie extraktu repika lekarskeho. Extrakt cerveného hrozna spdsobil rovnako
vyrazny pokles hladin GSH v mitochondriach pecene a srdca, pricom v srdci poklesli hladiny
s narastajucou koncentraciou. V pripade mitochondrii peene bol najvyraznejsi pokles
zaznamenany pri koncentracii 0,1 %. Znizovanie hladiny GSH sa pripisuje aj pritomnosti
reaktivnych zloZiek pritomnych v rastlinnych extraktoch (Liu, 2004). V izolovanych
mitochondriach oblic¢iek sme zistili signifikantny narast hladin GSH v porovnani s kontrolou.
Obdobny efekt extraktu cerveneho hrozna sa prejavil aj poklesom hladin GSH v plazme.
Extrakt horca zltého zapri¢inil pokles hladin GSH v izolovanych mitochondriach pecene po
aplikacii 0,1 % koncentracie. Pokles bol rovanko pozorovany aj v mitochondridch srdca pri
pouziti koncentracii 0,2 % a 0,1 %. Najnizsia koncentracia vSak mala opa¢ny efekt, a teda,
prejavila sa narastom hladin. ZvySene hladiny boli nasledne zistené aj v izolovanych
mitochondriach obli¢iek v porovnani s kontrolou. Rastlinné extrakty si schopné reagovat
priamo s nukleofilnymi zli¢eninami obsahujiicimi -SH skupinu (Dinkova-Kostova et al.,
2001), a tak zapri€init' aj narast hladin GSH. V plazme sme zistili narast hladin po aplikacii
0,05 a 0,2 %, kym 0,1 % koncentracia spdsobila mierny pokles.

Praca vznikla za podpory grantu 18/GSD/2012 a VEGA 1/1236/12.
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DETEKCIA BIOCHEMICKYCH A STRUKTURNYCH ZMIEN POCAS STENOZY
AORTALNEJ CHLOPNE
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Artemiou P.3, Sabol F.?, Marekova M.
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vied, UPJS PF, Kosice, * Klinika srdcovej chirurgie, VUSCH, a.s., UPJS LF, Kosice

ABSTRAKT

Sten6za aortalnej chlopne predstavuje ochorenie, pri ktorom dochadza k zmene Struktary
aortalnej chlopne, ktora sa prejavi aj zmenami v krvi pacientov s danym ochorenim. Ciel'om
tejto prace bola detekcia patologickych zmien v krvi a tkanive aortalnej chlopne pacientov
s diagnostikovanou stendzou aortalnej chlopne v porovnani so zdravymi jedincami pomocou
metddy fluorescenénej spektralnej analyzy. Struktirne zmeny povrchov vzoriek krvnej
plazmy a séra pacientov v porovnani so zdravymi jedincami boli charakterizované metodou
atomovej silovej mikroskopie.

UvOD

Jednym z najbeznejSich chlopiiovych ochoreni, ktoré postihuje 2 — 3 % populacie vo veku nad
65 rokov, je stendza aortalnej chlopne resp. ziizenie aortalnej chlopne (Ngo a kol., 2012). Pri
tomto ochoreni aortdlna chlopna spomaluje prietok krvi z 'avej komory do aorty, ¢im srdce
musi vyvinat' vacSiu aktivitu, aby pretlacilo krv cez zGzent chlopiiu. Kym plocha ustia
zdravej aortalnej chlopne ma rozmer 3 — 4 cm’, pri men3ej velkosti uZz hovorime o
stendze aortalnej chlopne. Z klinického hl'adiska moze ist’ o Pahka (plocha ustia nad 1,5 cm?),
stredne zavaznu (plocha je 1 cm?® az 1,5 cm®) a zavazni formu stendzy aortalnej chlopne
(plocha 1 cm® a menej) (Vahanian a kol., 2010). Zdrava aortalna chlopiia je zloZzena z 3 cipov,
ktoré charakterizujii 3 vrstvy (fibrosis, spongiosisa ventricularis), v ktorych sa nachadzaja
chlopiiové intersticidlne bunky napomahajuce zachovat’ Struktiru a funkciu chlopne, ale aj
zmes Specifickych proteinov (kolagén, elastin, proteoglykany, glykosaminoglykany) a inych
mikrofibrilarnych Struktar (emiliny, fibriliny) (Hinton akol., 2011). Pocas prestavby
mimobunkovej hmoty, remodeldcie a zmeny Struktiry tkaniva dochddza k zvySeniu tvorby
makrofagov, T-lymfocytov (Kaden a kol., 2005), matrixovych metaloproteindz (Raffetto
a Khalil, 2008) a anti-kalcifikujucich proteinov, ktoré aktivuji biochemicko-metabolické deje:
zapal, akumuléciu lipidov, kalcifikaciu (Mohler, 2004). Vysledkom tychto zmien je vznik
stendzy aortalnej chlopne.

MATERIAL A METODIKA

Odobraté vzorky krvnej plazmy a séra (2 ml) boli centrifugované (3 minuty, 3500 otacok) a
pouzité na spektrilnu analyzu a na detekciu povrchov pomocou atémovej silovej
mikroskopie. Jednotlivé vzorky krvného séra (1 ul), plazmy (0,5 pl) a homogenatov tkaniva
(10 pl) boli riedené¢ fosfatovym tlmivym roztokom (¢ = 0,2 mol/l; pH = 7,4) a boli
analyzované v kremennej kyvete so Sirkou 1 cm a objemom 2,5 ml, pri 25 °C pomocou
synchrénnych fluorescenénych fingerprintov (SFF). Fluorescencné spektra boli merané
v rozsahu vinovych dizok A = 240 - 400 nm. Jednotlivé merania boli graficky spracované do
podoby vrstevnicovych a trojrozmernych map SFF pomocou softvéru WinLab. Synchrénne
excitaéné spektrum zdravych jedincov aj pacientov obsahovalo dve maxima pri Amax = 280 nm
a Amax = 360 nm. Tieto spektra vznikli horizontadlnym rezom SFF v bode AL = 50 nm, v
ktorom sme identifikovali najvicsie rozdiely experimentidlnych vzoriek v porovnani s
kontrolnymi vzorkami. Hodnoty intenzity fluorescencie kontrolnych aj experimentalnych
vzoriek boli Statisticky vyhodnotené Student-Newman-Keuls Multiple Comparisons testom.
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Krvné plazma (5 ul) a krvné sérum (10 ul) pacientov a zdravych boli prenesené na povrch
podlozného sklicka a néasledne rovnomerne rozotrené po povrchu formou krvného néateru.
K analyze jednotlivych vzoriek bol pouzity atoémovy silovy mikroskop Dimension Icon®.
Pomocou softvéru Scan Asyst' " bol spracovany povrch jednotlivych vzoriek do grafickej
podoby.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Fluorescencna spektroskopia je metoda, ktord sluzi k detekcii a stanoveniu obsahu réznych
fluoroforov vo vzorke. Medzi endogénne fluorofory aortalnej chlopne patria kolagén a elastin,
ktoré sa prirodzene vyskytuju v jej Struktiure. Na vyslednej autofluorescencii homogenatu
aortalnej chlopne, krvnej plazmy a séra sa mozu podielat’ aj charakteristické proteiny,
koenzymy a iné latky, ktorych mnozstvo sa meni u pacientov v porovnani so zdravymi
jedincami. Experimentdlna skupina vzoriek krvného séra pacientov so stendzou aortdlnej
chlopne ukézala signifikantné zvySenie (obr. 1 vlavo) intenzity autofluorescencie v porovnani
so zdarvymi jedincami, kym v krvnej plazme (obr. 1 vpravo) avzorkdch homogenatov
aortalnej chlopne pacientov doslo k Statisticky vyznamnému znizeniu autofluorescencie
v porovnani so zdravymi jedincami v oblasti A.x = 280 nm. Tato oblast’ je charakteristicka pre
fluorofory proteinov a aromatickych aminokyselin, ktoré absorbujice Ziarenie v oblasti A =
280 nm. Ide predovsetkym o fenylalanin, tyrozin a tryptofan s charakteristickymi excitaénymi
a emisnymi maximami: Phe (Aex = 260 nm/Aepy, = 282 nm), Tyr (Aex= 275 nm/Aep, = 304 nm),
Trp (Aex = 295 nm/Aepy = 353 nm).

Krvné sérum (280 nm) Krvna plazma (280 nm)
1,60 ok 1,60
S 1,20 S 1,20
5 5 ek
g 0,80 g 0,80
(@] (@]
> 0,40 = 0,40
[N [N
0,00 0,00
Kontrola Stendza Kontrola Stendza

Obr. 1 Porovnanie autofluorescencie krvného séra a plazmy pacientov a zdravych jedincov.

Vo vzorkach krvného séra pacientov bolo detegované mierne zvysSeniu autofluorescencie
v oblasti Ae = 350 nm avo vzorkdach homogenatov aortdlnej chlopne bolo pozorované
znizenie autofluorescencie v porovnani so zdravymi jedincami, kym vo vzorkach krvnej
plazmy pacientov s danym ochorenim do$lo k minimélnej zmene autofluorescencie pri Aex =
350 nm v porovnani s kontrolnou skupinou. Fluorescencné maximum umiestnené pri Aex =
350 — 360 nm graficky predstavuje zmes roznych fluoroférov napr. NADH+H", elastinov,
kolagénov, porfyrinov a inych fluoroférov. Signifikantné zvySenie fluorescencnej intenzity
krvného séra pacientov so stendzou aortalnej chlopne (F = 652) v porovnani so zdravymi
jedincami (F = 362) a Statisticky vyznamné znizenie fluorescencnej intenzity krvnej plazmy
(F = 348) a homogenatov (F = 174) aortalnej chlopne (obr. 2) pacientov so sten6zou aortalnej
chlopne v porovnani so zdravymi jedincami (F = 793 — krvné sérum, F = 309 — homogenaty
aortalnej chlopne) ukézali aj jednoduché synchronne spektra s maximom umiestnenym pri
excitatnej vinovej dizke Aex = 280 nm.
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Obr. 2 Jednoduché synchronne fluorescencné spektra homogenatov aortalnej chlopne
(vpravo) a zdravych jedincov (vl'avo).

Metddou atomovej silovej mikroskopie bola detegovand zvySend drsnost’, pritomnost’ fibril,
globul a poérovitych ttvarov vo vzorkach krvného séra a plazmy pacientov so stendézou
aortalnej chlopne v porovnani so zdravymi jedincami.

Sledovanie biochemickych a metabolickych zmien v krvi a tkanive aortdlnej chlopne
pacientov so stendézou aortdlnej chlopne metodou fluorescencnej spektroskopie
a charakterizdcia Struktarnych zmien povrchov krvnej plazmy aséra pomocou atomovej
silovej mikroskopie by mohli napomoéct’ v d’alSom §tadiu a vyskume ochorenia postihujiiceho
aortalnu chlopnu, stendzy aortalnej chlopne.

Praca vznikla pri rieSeni projektu VEGA-1/0115/14.
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ABSTRAKT

Jednou z moznosti zvySenia efektivnych ucinkov probiotickych produktov je stabilizacia
probiotickych baktérii v aplikacnej forme cestou tvorby biofilmu. Alginit a v iom obsiahnuté
huminové kyseliny by mohli byt vyuzité ako skelet pre ,,solid state* kultivaciu prospesnych
baktérii a tvorbu ich biofilmov. Cielom naSej predbeznej Studie bolo testovanie schopnosti
tvorby biofilmov za in vitro podmienok u laktobacilov v zévislosti od typu média, substratu,
jeho koncentracie, dizky inkuba¢nej doby a inkubacnej teploty za uéelom vytypovania
vhodného substratu pre nasytenie alginitového nosi¢a a kultivaénych podmienok pre ,,solid
state fermentaciu. Schopnost’ tvorby biofilmov bola pozorovana u Lactobacillus reuteri 2/6
a Lactobacillus reuteri 10/1 - izolaty z trusu prasiat a Lactobacillus fermentum 213, izolat
z ¢reva hydiny. Ako kultivacné média boli pouzité MRS bujon, PYG bujon a modifikovany
TS bujon. Pouzitymi substratmi boli glukéza, sacharoza, laktoza, fruktéza, mandza a
galaktoza. Najvhodnej$im médiom pre tvorbu silnych biofilmov bol PYG bujon. Kmen L.
reuteri 2/6 tvoril silné biofilmy v pritomnosti laktézy, galaktézy a glukézy. U kmena L.
reuteri 10/1 boli detegované silné biofilmy v pritomnosti laktdézy a galaktozy. Kmen L.
fermentum 213 tvoril silné biofilmy v pritomnosti vSetkych testovanych substratov. Rozne
koncentracie substratov (1%-3%-6% a 10%) ovplyvinovali intenzitu tvorby biofilmov, avsak
tento efekt bol Specificky v zavislosti od pouZzitého substratu a kmena. Znizend inkubacné
teplota negativne ovplyviovala tvorbu biofilmov u kmenov L. reuteri, u kmena L. fermentum
bol jej vplyv na tvorbu biofilmov zanedbatelny. Dizka inkubacnej doby signifikantne
znizovala percento zivych buniek biofilmu, avSak tento efekt bol Specificky v zavislosti od
pouzitého kmena a substratu.

UvOoD

Vyvoj novych aplikaénych foriem probiotickych pripravkov s vyuzitim naturdlnych latok,
vyskytujicich sa v prirodzenom prostredi, je v sicasnosti pomerne vysoko aktudlnou témou.
Jednu z takychto potencionalnych aplika¢nych foriem predstavuje biofilm. Vyskumny zamer
nasho pracoviska sa orientuje na Stadium vyuzitia alginitu a jeho huminovych extraktov na
stabilizaciu prospesnych mikroorganizmov pre potreby vyvoja novych aplikacnych foriem
probiotik. Cielom naSej $tudie bolo testovanie schopnosti tvorby biofilmov u laktobacilov za
in vitro podmienok v zavislosti od typu média, substratu a jeho koncentracie, dizky
inkubacnej doby a teploty, za i¢elom vytypovat’ vhodny substrat pre nasytenie alginitového
nosica a kultivaéné podmienky pre ,,solid state” fermentaciu laktobacilov na spominanom
nosici.

MATERIAL A METODIKA

V experimentoch boli pouzité nase izolaty Lactobacillus reuteri 2/6 a 10/1 — z Creva
osipanych a Lactobacillus fermentum 213 — z ¢reva hydiny. Pouzitymi kultivaénymi médiami
boli MRS bujon (na ziviny bohaté médium), PYG bujon (jednoduché pomnozovacie médium)
a modifikovany TSB bujon obohateny o enzymaticky natrdveny protein — Bacto Proteose
Peptone no.3. Dalsimi testovanymi substratmi boli cukry (glukéza, sacharéza, laktoza,
fruktoza, manoza a galaktdza) o koncentracii (1- 3- 6 al0%). Schopnost’ tvorby biofilmov
sme monitorovali pri inkubaénej teplote 25 °C a 37 °C a vplyv dizky inkubaé¢nej doby sme
testovali pocas 24, 48 a70 hodinovej inkubacie. Tvorba biofilmov bola sledovana
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modifikovanou metédou podl'a O'Toola akol. (1999). Za tvorbu biofilmu sa povazovala
namerand hodnota absorbancie (ODs7nm) vysSia ako 0,1. Percento zivych buniek vo
vytvorenom biofilme sme po ofarbeni karboxyfluorescein diacetditom (cFDA) stanovili
pomocou prietokového cytometra BD FACSCantoTM (BD Biosciences, USA). Kmene boli
testované najmenej v troch nezavislych experimentoch, kazdy s 8 opakovaniami. Vysledky su
prezentované ako aritmeticky priemer nameranych hodndt + smerodajna odchylka.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Najvhodnejsim kultivaénym médiom pre tvorbu biofilmov spomedzi testovanych médii bol
PYG bujon (0,95+0,08 - 2,35+0,41). Podobne, Lebeer a kol. (2007) popisali zavislost’ tvorby
biofilmov od kultivaéného média ako aj dalSich environmentdlnych faktorov u kmena
Lactobacillus rhamnosus GG. Obmedzenie zivin v pouZitych médiach oproti MRS médiu
pravdepodobne stimulovalo tvorbu biofilmu u sledovanych laktobacilov. Extracelularna
polymérna substancia (EPS) je spolo¢ne s bakteridlnymi bunkami v mikrokoldniach
zakladnou stavebnou zlozkou biofilmu a vyrazne ovplyviiuje jeho vlastnosti (Fleming a kol.,
2000). Habibi a kol. (2011) uvadzaju, Ze z hl'adiska vyprodukovaného mnozstva EPS ako
zéakladnej zlozky biofilmu, ma na jeho tvorbu vplyv typ a koncentracia substratu. Na zaklade
nasich experimentov v zavislosti od typu 1% cukru v PY médiu po 70 hodinovej inkubacii
bolo zistené, ze L. reuteri 2/6 tvoril biofilmy v pritomnosti vSetkych testovanych cukrov.
Silné biofilmy tohto kmena boli detegované v pritomnosti glukdzy, laktézy a galaktdzy.
Kmen L. reuteri 10/1 tvoril silné biofilmy v pritomnosti laktézy a galaktézy. Mierna tvorba
biofilmov tohto kmena bola zaznamenand v pritomnosti fruktézy a manodzy. V pritomnosti
glukézy bola tvorba biofilmov hodnotena ako nizka a v médiu so sachar6zou tento kmen
biofilm netvoril. Kmen L. fermentum 2I3 tvoril silné biofilmy v pritomnosti vSetkych
testovanych substratov v PY médiu (absorbancie v rozmedzi 0,7-1,1)

Z hladiska testovania vplyvu koncentracie cukrov v médiu na tvorbu biofilmov po 70
hodinach bolo zistené, ze v pripade L. reuteri 2/6 postupné zvySovanie koncentracie cukrov
signifikantne znizilo tvorbu biofilmu (P<0,001; P<0,01) v porovnani s 1% koncentraciou. V
pripade L. reuteri 10/1 zvysSenie koncentracie laktézy na 3%, 6% a 10% nesignifikantne
zvySilo tvorbu biofilmu oproti 1% laktéze, avSak v pripade fruktéozy naopak zvySenie
koncentracie na 6% a 10% signifikantne znizilo tvorbu biofilmu (P<0,01) oproti jej 1% a 3%
koncentracii. V pritomnosti 1%-3% a 10% glukézy bola zaznamenana rovnako nizka tvorba
biofilmov, ktord sa vSak signifikantne zvysila (P<0,001) pri jej 6% koncentracii. Postupné
zvySovanie koncentracie glukdzy, sacharozy a fruktézy malo u kmena L. fermentum 213 za
nasledok signifikantné znizenie tvorby biofilmov (P<0,001; P<0,01) v porovnani s 1%
koncentraciou cukrov. Signifikantne zvySena tvorba biofilmov tohto kmena (P<0,001) bola
detegovana v pritomnosti 3% laktézy oproti 1%, 6% a 10% koncentracii tohto cukru (Graf
¢.1).

Graf'c. 1: Vplyv koncentracie cukrov na tvorbu biofilmov

L. reuteri 2/6 L. reuteri 10/1 L. fermentum 213
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Vplyv inkubacnej teploty na tvorbu biofilmov u testovanych laktobacilov bol sledovany pri
25 °C a 37 °C pocas 24 hod. inkubécie v pritomnosti 1% koncentracie glukdzy, sacharozy,
laktozy, fruktdézy, mandzy a galaktdozy v PY médiu. Znizenie inkubacnej teploty na 25 °C
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malo na tvorbu biofilmov u oboch kmenov L. reuteri negativny vplyv. L. fermentum 213 tvoril
priblizne rovnako silné¢ biofilmy pri 25 °C a 37 °C pocas 24 hod. inkubacie v PY médiu
s jednotlivymi cukrami. Tvorbu biofilmu u kmetov L. monocytogenes v zavislosti od
inkubacnej teploty popisuje aj Li (2011). Jednotlivé kmene listérii tvorili biofilmy pri réznych
inkubacnych teplotach a to v zavislosti od pouzitého kultivacného média a kmena.

Percento zivych buniek vo vytvorenych biofilmoch sme hodnotili po 24 — 48 — 70 hodinach
inkubacie vPY médiu obsahujicom 1 9% koncentraciu substratov - glukoza, laktéza
a galaktoza (Tab. ¢. 1).

Tabulka ¢. 1: Percento zivych buniek vo vytvorenych biofilmoch v pritomnosti glukozy,
laktozy a galaktozy

PYG PYL PYGAL
Kmenn | 24h 48 h 70 h 24 h 48 h 70 h 24 h 48 h 70 h
2/6 69 62 <1 85 67 67 66 68 27
10/1 63 52 <10 86 73 41 52 61 14
213 89 46 <0,3 93 91 <0,3 98 20 <0,3

(PYG-PY médium+glukéza; PYL-PY médium+laktéza; PYGAL-PY médium+galaktoza)

Na zaklade vysledkov tejto Studie sme zistili, Ze tvorba biofilmu na abiotickych povrchoch
u testovanych laktobacilov zavisi od pouzitého kultivacného média. Typ substratu ajeho
koncentracia signifikantne ovplyviiuji intenzitu biofilmu, pricom tento efekt je kmenovo
Specificky. Inkubacnd teplota moze ovplyviiovat’ tvorbu biofilmu v zavislosti od pouzitého
kmetia. Dizka inkubaénej doby mé vplyv na percento Zivych buniek v biofilme, avsak tento
efekt Specificky zdvisi od pouzitého kmena a substratu. Ziskané poznatky pouzijeme pri
vybere vhodnych kultivaénych podmienok pre ,,solid state” fermentaciu za uc¢elom ziskania
biomasy s vysokou organizaciou biofilmu.

Tato prdaca bola podporovand Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
APVV-0199-11.
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ABSTRAKT

Vtejto Studii  sme sa zamerali na molekulovi diagnostiku a druhovu identifikéciu
kryptosporidii vo vzorkach stolice troch imunokompetentnych a dvoch imunosupresovanych
deti zo Slovenska. Na zaklade klinickych priznakov boli vzorky vySetrené mikroskopicky
(Ziehl-Neelsena), imunologicky (ELISA) a molekulovo-biologicky (Nested PCR,
sekvenacia). Pritomnost’ kryptosporidii sme potvrdili vo vSetkych vySetrenych vzorkach
stolice. Po sekvenacii sme identifikovali druhy Cryptosporidium muris u dvoch
imunosupresovanych deti audvoch imunokompetentnych deti avjednej vzorke
imunokompetentného dietat’a bol diagnostikovany druh Cryptosporidium hominis.

UvOoD

Do rodu Cryptosporidium zarad’ujeme intracelularne extracytoplazmatické protozoarne
parazity sposobujice ochorenie - kryptosporidiézu. V huménnej a veterinarnej medicine je jej
venovana Coraz vicSia pozornost. U l'udi je tato infekcia zapriCinend prevazne druhmi C.
hominis a C. parvum no identifikované boli aj dalSie druhy infikujuce cloveka: C.
meleagridis, C. felis, C. canis, C. muris, C. suis, C. andersoni, C. pestis, C. fayeri a C.
ubigiutum (Slapeta, 2012). Patogén sa prenasa fekalno — oralnou cestou ekologicky odolnym
infekénymi oocystami z kontaminovaného prostredia, vody alebo kontaminovanou potravou.
Kryptosporidiéza u imunokompetentnych jedincov je zvycajne akutna, kratkodoba infekcia,
ktord je potlatend imunitnym systémom. AvSak moéze byt zdvazna hlavne u deti a
imunosupresovanych jedincov (Chen a kol., 2002). Tato skupina hostitel'ov vykazuje Siroké
spektrum klinickych priznakov, ktoré zahfiia tazké vodnaté hnacky, nechutenstvo, malatnost,
podvyzivu a obmedzeny rast (Meinhardt a kol,. 1996). U 0s06b s poruchami imunity moézu
kryptosporidie vyvolat chronické ochorenie s tazkym, dokonca az fatdlnym priebehom
(O’Donoghue, 1995). V skupine deti je vSak prevalencia vyssia, a to v dosledku nezrelosti ich
imunitného systému. Dalej medzi rizikové skupiny pacientov patria pacienti s nadormi,
pacienti po transplantacii organov, deti s podvyzivou a cukrovkou, homosexudli a pod.
(Hunter a kol., 2004).

Diagnostika a charakterizdcia druhov kryptosporidii infikujicich Tudi je nevyhnutna
a zésadna pre prevenciu, dohl'ad a kontrolu kryptosporididzy na Slovensku.

MATERIAL A METODIKA

Vysetrili sme celkovo 5 vzoriek detskej stolice, ktoré na naSe pracovisko boli zaslané
z diagnostického laboratéria HPL spol.s.r.o. v Bratislave azLF UPJS v Kosiciach na
molekulovo-biologick identifikaciu a diferenciaciu druhov Cryptosporidium spp.

Na zéklade klinickych priznakov (hnaciek, bolesti brucha a straty hmotnosti) boli vzorky
stolice odobrané od 3 imunokompetentnych deti a2 imunosupresovanych deti
s transplantovanym organom. Vzorky boli prvotne vySetrené na vysSie menovanych
laboratoriach mikroskopicky (farbenie podla Ziehl-Neelsena) aimunologicky (metédou
ELISA na dokaz koproantigénu Cryptosporidium spp.) anasledne boli pozitivne vzorky
zaslané na naSe pracovisko so ziadostou o molekulovu diagnostiku kryptosporidii. My sme
vzorky vySetrili metddou nested PCR spouzitim rodovo Specifickych primerov
amplifikujucich usek génu 18SSU rRNA vhodny ako geneticky marker na diagnostiku
Cryptosporidium spp.
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Spracovanie pozostavalo z prvotnej izoldcie DNA zo vzoriek stolice izolanym kitom DNA-
sorb-B Nucleic acid Ectraction kit (Amplisence) podla priloZeného manuélu. Pred samotnou
izolaciou boli vzorky homogenizované pri 6500 ot./90 sek. za pouzitia lyzaéného roztoku
a sklenenych a zirkénovych gulic¢iek. Vyizolovanda DNA bola uskladnend do d’alSieho
spracovania pri -20°C.

Fragment génu 18SSU rRNA bol amplifikovany metédou nested PCR pomocou primerov
VKSSR1/2 a VKSSF1/2 (Leetz a kol., 2007). Vonkajsi primerovy par amplifikuje fragmenty
o dizke 658 — 662bp a vnutorny par primerov amplifikuje 245 — 250bp fragmenty. Zameranie
sa na mali podjednotku rRNA (18SSUrRNA) je vyhodné zdovodu pritomnosti
konzervativnych regiénov s vysoko polymorfnymi oblastami génu, ktoré sa vyuzivaji na
rozliSenie roznych druhov alebo genotypov kryptosporidii. Hodnoty meltingovych teplot
v prvej aj v druhej reakcii boli 60°C.

Amplifikované PCR produkty boli analyzované elektroforeticky na 1.5% agar6zovom géli
v TAE pufri ofarbenom farbickou GelRed a pri napdti 100V za 1 hod.

Po vyhodnoteni gélu boli pozitivne vzorky zaslané na sekvenaciu a vysledne sekvencie boli
porovnané s homoléognymi sekvenciami v génove] banke pomocou programu BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tejto stadii sme potvrdili pritomnost’ kryptosporidii vo vSetkych vySetrenych vzorkach
stolice. Na zaklade sekvenacie a nasledného vyhodnotenia vzoriek programom BLAST boli
determinované druhy C. muris udvoch imunosuprimovanych deti audvoch
imunokompetentnych  deti avjednej vzorke imunokompetentného dietata bol
diagnostikovany druh C. hominis.

Vsetky vzorky boli odobrané a nasledne vySetrené na zaklade prvotnych klinickych priznakov
— hnaciek, bolesti brucha a ubytku na hmotnosti. Pritomnost’ tejto infekcie bola dokdzana
mikroskopicky a imunologicky v laboratériach v Bratislave a v KoSiciach a PCR metodou na
naSom pracovisku.

Domnievame sa, ze u tychto deti, kde sa ich vek pohybuje okolo jedného roku, méze byt
vyskyt kryptosporidiovej infekcie zvySeny v dosledku eSte nedostatoéne vyvinutého
imunitného systému a naslednej neschopnosti odolavat’ organizmu tejto infekcii, aj ked’ ide
o zdravého jedinca. Riziko ndkazy uimunosuprimovanych deti sa eSte viac zvySuje.
Ochorenie u imunokompetentnych jedincov je najéastejSie akutne a nedochadza k prechodu
na chronicku formu a trvd priblizne 10 dni. Potom dochddza k samovolnému vylieeniu
(Hunter akol., 2004). U imunosuprimovanych jedincov je ochorenie zvicSa chronické
a nejavi tendenciu k samovolnému vylieCeniu. Infekcia ¢asto diseminuje do d’alSich orgénov
(respiracny trakt, moCovy mechur, zl¢ovod; Current a Garcia, 1991). Rozsirenie infekcie
zavisi od stupnia imunodeficitu. U pacientov s transplantovanymi orgénmi, ktori su pod
dlhodobou imunosupresivnou liecbou, ako aj u pacientov s AIDS a onkologickych pacientov
dochadza v dosledku hnaciek k dehydratacii az metabolickému rozvratu. Tieto komplikacie st
Casto pri¢inou smrti tychto pacientov (Hunter a Nichols, 2002).

Specifickd i¢inna lie¢ba kryptosporidiézy v stéasnosti neexistuje (Volf a Horak, 2007).
Uplatnuje sa vSak predovsetkym podporna a symptomatickd liecba veduca k zmierneniu
nasledkov infekcie. U imunokompetentnych jedincov sa aplikuju rehydrataéné roztoky na
zamedzenie dehydraticie. U imunodeficietnych pacientov je situdcia zlozitejSia, atu sa
uplatituje predovSetkym hydratacia organizmu a doplnenie elektrolytov. K zmierneniu
hnagiek sa vyuzivaju kaolin a pektin (Thompson a kol., 2005). Dalsou moznostou lie¢by
kryptosporidiozy u imunodeficientnych pacientov je imunoterapia a podavanie
hyperimunneho kolostra. To sice oddiali diseminaciu infekcie do dalSich organov, ale
samotné ochorenie nevylie¢i. Téato liecba je vSak financne narocni. Paradoxne najlepSie
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vysledky boli dosiahnuté u pacientov s infekciou HIV, a to v désledku dlhodobého podavania
aktivnej kombinovanej antiretrovirdlnej liecby (HAART; Zardi a kol., 2005). Zaujimavou
moznost'ou lieCby je pouzitie laktobacilov pri tlmeni, ¢i dokonca pri liecbe kryptosporidiézy.
Metabolity Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus reuteri znizuju schopnost’ C. parvum a
C. hominis vyvolat’ infekciu in vitro (Glass a kol., 2004). Uspe$na lie¢ba kryptosporidiézy za
pouzitia laktobacilov je opisana autormi (Pickerd a Tuthill, 2004).

Tato praca bola riesend za financnej podpory z grantov: 1/0063/13, 1/0831/12.
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VPLYV PODAVANIA DEPRENYLU NA POCET SPERMII A NA AKTIVITU
VYBRANYCH ANTIOXIDACNYCH ENZYMOV V SEMENNIKU POTKANA
FrantiSka Horvéthovél, Viera Danielisova 2, Jozef Mihalik'

"Ustav anatémie UPJS LF, Srobdrova 2, 041 80 Kosice, *Neurobiologicky tistav SAV,
Soltésovej 4, 040 01 Kosice, frantiska.horvathova@student.upjs.sk

ABSTRAKT

Vo vyspelych krajinach je ¢oraz viac neplodnych muzov a muzov so zniZzenou plodnost'ou.
Tiez pribudajt informécie o pozitivnych ucinkoch antioxidantov na roézne typy buniek. V tejto
Stidii sme testovali vplyv deprenylu na aktivitu superoxiddizmutaz (SOD) a katalazy (CAT) v
semenniku potkana, pretoze je dokdzané, Zze v nizkych davkach zvysuje hladiny
antioxida¢nych enzymov. Pocas 30 dni bol zvieratdm intraperitonedlne podavany deprenyl v
2 koncentraciach, nizka davka (LDD, low dose of deprenyl, 0,0025mg/kg na den), vysoka
davka (HDD, high dose of deprenyl, 0,25mg/kg na denl) a kontrola (C, control, podadvany
fyziologicky roztok). Zistili sme, ze deprenyl pozitivne ovplyviiuje hladiny antioxida¢nych
enzymov a zvysuje poCty spermii.

UvoOD

Deprenyl, znamy aj ako selegilin, je propalgylaminovd molekula, ktora selektivne
a ireverzibilne inhibuje monoaminoxiddzu B (MAO-B). VyuZiva sa hlavne v terapii
Parkinsonovej choroby, no jeho ucinky si mnohostranné. Redukuje produkciu peroxidu
vodika v procese metabolizmu dopaminu (Olanow akol.,, 1995), udrZiava integritu
mitochondridlnej membrany a redukuje tvorbu reaktivnych foriem kyslika (Simon a kol.,
2005). Shiva akol. (2011) zistili zavislost medzi poctom spermii, ich motilitou a hladinou
SOD v semindlnej plazme. V ich experimente zvySené hladiny SOD sprevadzali zvySené
pocty spermii. V tejto praci sme skiimali vplyv podavania deprenylu na pocty spermii, na
aktivitu medeno-zinkovej a mangdnovej superoxiddizmutazy (CuZnSOD a MnSOD)
a katalazy (CAT) v semenniku potkana.

MATERIAL A METODY

Samce potkanov kmena Wistar vo veku 3 mesiacov boli ndhodne rozdelené do troch skupin:
kontrolnad skupina (C), nizka davka (LDD) a vysokd davka (HDD). Pocas 30 dni im bol
intraperitonalne podavany deprenyl, LDD (0,0025mg/kg na den), HDD (0,25mg/kg na dei).
Kontrolnej skupine bol podavany fyziologicky roztok. Zvieratd mali stravu a vodu ad libitum,
boli chované v Standardizovanych podmienkach za stalej teploty a pravidelnom svetelnom
rezime (12h/12h). Po ukonceni podavania deprenylu boli usmrtené thiopentalom (40 mg/kg).
Manipulacia a experiment so zvieratami bol schvaleny Etickou komisiou UPJS LF aj SVPS
(Cislo povolenia: Ro-1757/10-221b).

Odber a spracovanie vzoriek

Tkanivo semennikov zusmrtenych zvierat sa vyuzilo na meranie aktivity SOD a CAT.
Aktivita SOD bola merand pomocou modifikovanej nepriamej spektroskopickej inhibi¢ne;j
metddy. Prostrednictvom xantin xantinoxidazy bol vo vzorke generovany superoxid, o ktory
stitazili SOD a nitroblutetrazolium (NBT). NBT je superoxidom redukovany na modry
formazan, ktorého absorbancia bola vyhodnotena pri 560nm. Ziskané udaje boli zakreslené do
grafu ako inhibicia vs. proteinova koncentracia. Hodnoty SOD enzymov su udavané
v jednotkach na g proteinu (U/g protein), priCom jedna jednotka je definovana ako mnozstvo,
ktoré redukuje absorbanciu o 50%. Aktivita CuZnSOD bola vypocitand ako rozdiel medzi
aktivitou celkovej SOD a aktivitou MnSOD tak, ze aktivita CuZnSOD bola inhibovana
pridavkom 2mM kyanidu sodného. Aktivita CAT bola urcena spektrofotometrickou metédou
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podla Goétha. Supernatant bol inkubovany s peroxidom vodika (substrat). Enzymaticka
reakcia bola zastavena pridanim 32mM molybddt amonny. Intenzita vzniknutého Zltého
komplexu (molybdat aménny- peroxid vodika) bola merand pri 405nm. Aktivita CAT je
udavana v jednotkach U/g proteinu.

Prisemenniky po odobrati do predhriateho PBS (pH=7,2) boli prenesené¢ do 1ml média 199
s Hanksovymi sol'ami a Hepesom (Gibco, 12340-030). Prisemenniky boli niekolkokrat
nastrihnuté, ¢im sa spermie uvolnili do roztoku. Z neho sme odobrali 50 ul a preniesli do 950
ul fixaéného roztoku (riedenie 1:20). Fixacny roztok sme pripravili rozpustenim 50g NaHCO;
a 10ml 35% formalinu v 1000ml dH,O. Po dokonalom premieSani sme preniesli po 10 pl
pracovného roztoku so spermiami na oba konce Neubauerovej komodrky, kde sme spermie
spocitali v 5 Stvorcoch (V=4nl, S=0,04mm, h=0,01mm), v mriezke ¢islo 5. Ziskané hodnoty
boli vynasobené faktorom riedenia 20, &im sme dostali kone&ny poet spermii v 10%/ml.
Aktivity enzymov boli vyhodnotené pomocou Kruskal-Wallis testu. Vzajomny vzt'ah medzi
aktivitou enzymov a poctom spermii bol urceny regresnou analyzou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Intraperitonealne podavanie deprenylu vyvolalo u pokusnych zvierat pozitivny antioxidacny
status sprevadzany zvySenym poc¢tom spermii. Jednoznacne pozitivne U¢inky na pocet
spermii ma nizka davka deprenylu. V regresnej analyze sme Statisticky vyznamnu zavislost’
pri MnSOD zistili v LDD(Obr.3) a pri CuZnSOD v HDD (Obr.2). To, Ze v regresnej analyze
hodnoty celkovej SOD pri LDD(Obr.1) nenadobudli $tatisticki vyznamnost, vysvetl'ujeme
omnoho vysSou aktivitou CuZnSOD proteinu. Negativny vztah medzi po¢tom spermii a CAT
(Obr.4) je podmieneny takmer dvojndsobne vysSou aktivitou CAT oproti kontrole
a minimalnym narastom tvorby spermii.
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Tab. 1: Hodnoty Statistickej vyznamnosti regresnej analyzy a po¢tu spermii

SOD CuZnSOD MnSOD CAT
C 0,5 0,72 0,022 0,9704
LDD |03 0,5 0,028 0,6533
HDD | 0,02 0,03 0,23 0,0206

Tab. 2: Priemerné hodnoty SOD, CAT a spermii v jednotlivych skupinach

SOD CuZnSOD MnSOD CAT pocet spermii v miliébnoch
C 1,56 £0,256 | 1,19+0,169 | 0,37+0,088 | 17,29+4,67 | 115,135
LDD 2,8840,394 | 2,1540,295 0,730,098 | 33,55+6,51 | 137,545
HDD 2,55+0,308 2,1840,222 | 0,37+0,084 | 32,01+6.55 | 119,909
Kruskal- Wallis test | p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Je zaujimavé, zZe aktivita MnSOD a pocet spermii boli najvyssie pri LDD (Tab.2), kde bola jej
aktivita zvySena na dvojndsobok hodnoty nameranej u kontroly. MnSOD je ddlezity
mitochondrialny antioxidaény enzym. Jej zvySena expresia redukuje chromozémovu
nestabilitu (van de Wetering, 2008). Riziko zvySenej aktivity MnSOD nastdva vtedy, ak tiou
produkovany peroxid vodika (H,O,) nie je ucinne odstraneny, pretoze redukuje bunkovu
proliferaciu a odd’al'uje vstup buniek do S fazy (Kim a kol., 2010). Kedze bola v LDD
skupine zvySend aj aktivita katalazy (takmer dvojnasobok), ktord H,O, degraduje, nedoslo
k naruseniu bunkovej fyzioldgie a integrity mitochondridlnej membrany (Tab.2). To
naznacuje, ze antioxida¢ny mechanizmus zavisly na nadvédznosti CAT po SOD v zneskodneni
H,0,, je v rovnovahe. TieZ v spermidch, ktorych pocet stiipol takmer o 20% (Tab.2), nebola
zaznamenana fragmentacia DNA (vysledky sa spracuvavaji).

Podavanie deprenylu v davke stondsobne nizSej ako sa vyuZiva v terapii neurologickych
ochoreni, vyvolava pozitivny antioxida¢ny status a zvySuje poéty spermii. Po testovani na
I'udskych dobrovol'nikoch by mohla byt tdto schéma zavedena v huméannej medicine v liecbe
muzskej neplodnosti alebo v kryoprotekcii spermii.

Praca bola ciastocne financne podporend (30%) agenturou Ministerstva Skolstva SR pre
Strukturalne fondy z EU pre projekt CEMIO ITMS:26220120058 a c¢iastocne z grantov VEGA
1/0928/11 a 2/0066/12.
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MIGRACIA ZERIAVOV POPOLAVYCH (GRUS GRUS)- POSOBIVE DIVADLO
ALEBO POTENCIALNE NEBEZPECENSTVO?

Hrehova L.'?

"Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice, * Katedra genetiky, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Vtadky mozu predstavovat rezervoar a vektor mnohych druhov nepatogénnych, ale aj
patogénnych baktérii. Z tohto hladiska moze byt obzvlast rizikové migrujlice vtactvo.
V naSej $tadii sme sa zamerali na identifikaciu enterokokov a enterobaktérii z traviaceho
traktu Zeriava popolavého (Grus grus) ana analyzu ich rezistencie vo€i vybranym
antibiotikam. O enteromikroflore Zeriava popolavého nateraz neexistuju ziadne tidaje.

Z faeces ztroch jedincov Zeriava popolavého sme po vysiati na selektivhe médid pre
enterokoky a enterobaktérie izolovali baktérie, ktoré sme d’alej identifikovali pomocou
MALDI- TOF analyzy. Enterokoky boli zastipené vyhradne druhom Enterococcus
casseliflavus. 7 enterobaktérii sme identifikovali kmen Pantoea agglomerans, Pantoea
ananatis, Serratia liquefaciens a Yersinia enterocolitica. VSetky bakteridlne kmene boli
testované voci vybranym antibiotikam dilu¢nou agarovou metédou (CLSI). Kym enterokoky
boli citlivé na vSetky antibiotikd. U enterobaktérii sme zaznamenali rezistenciu voci
ampicilinu a ampicilin- sulbacatamu.

UvoD

Chranené vtacie uzemie (CHVU) Senné rybniky (48 41° N, 22 04" E) je najvyznamnejSou
lokalitou vyskytu Zeriava popolavého (Grus grus) na Slovensku. Kazdorocne tam zosadaju
desattisice jedincov, ktoré vyuzivajii danu lokalitu ako nocovisko pocas migracie zo svojich
zimovisk. Repel et al. (2009) uvadza, ze niektoré jedince tu ostdvaji hniezdit. Toto
fascinujuce divadlo chodia pozorovat’ nie len milovnici prirody, ale aj odbornici a vedci
z roznych krajin. Viaceri autori dokazali, ze vtaky predstavuju vektory réznych baktérii, ktoré
mozu byt pre ¢loveka patogénne (Benskin et al., 2009). Zeriavy popolavé, podobne ako iné
druhy zeriavov pocas svojho tahu vytvaraju pocetné krdle a vysoka koncentracia migrujiceho
vtactva a ich exkrementy predstavuju vyznamny zdroj fekalneho znecistenia ¢i uz vody, alebo
pody (Ryu et al., 2012). Exkrementy su pritom potencidlnym zdrojom aj patogénnych
mikroorganizmov.

Pochopenie Sirenia bakteridlnych patogénov u volne zijacich vtakov méze sluzit’ ako uzitocny
model pre skiimanie §irenia d’al§ich chordb organizmov, a to ako medzi vtakmi, tak od vtakov
do inych taxonov ( Clare et al., 2009).

V tejto praci sme sa zamerali na detekciu a identifikdciu enterokokov a enterobaktérii
z gastrointestindlneho traktu zeriavov ana analyzu ich rezistencie voci vybranym
antibiotikam.

MATERIAL A METODY

Baktérie sme izolovali z trusu 3 jedincov Zeriava popolavého (Grus grus) ziskanych z lokality
CHVU Senné pocas marca 2014. Faeces sme homogenizovali vo fyziologickom roztoku
a alikvotne mnozstva tohto roztoku vysiali na Petriho misky so selektivnymi agarmi pre
enterokoky (Bile Esculin Azid Agar, MERCK, Nemecko) a enterobaktérie (McConkey Agar,
MERCK, Nemecko). Misky sme kultivovali v termostate za aerobnych podmienok pri teplote
37°C 24 hodin. Na zaklade morfologickych znakov sme ndhodne vybrali 10 izolatov z kazdej
vzorky a d’alej sme ich charakterizovali. Bakteridlne izolaty sme identifikovali pomocou
pristroja MALDI- TOF Biotyper (Bruker Daltonics, Germany). VSetky izolaty sme testovali
na rezistenciu voCi vybranym antibiotikdm dilucnou metédou na Miiller-Hintonove;j
agarovych platniach. Pri analyze sme pouZzili nasledujice druhy alimitné koncentracie
antibiotik podla CLSI pre enterokoky: ampicilin (16 pg/mL), tetracyklin (16 pg/mL),
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erytromycin (8 pg/mL), vankomycin (32 pg/mL) a pre enterobaktérie: ampicilin (32 pg/mL),
ampicilin-sulbactam (32 pg/mL), tetracyklin (16 upg/mL), kanamycin (25 pg/mL),
chloramfenikol (32 pg/mL).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z faeces troch jedincov Zeriava popolavého sme ziskali 30 kmeniov enterokokov a 30 kmetniov
enterobaktérii, ktorych druhovu prislusnost’ sme urcili na zaklade hmotnostnej spektrometrie
MALDI- TOF, pricom jeden izolat sa ndm nepodarilo identifikovat. Populdcia enterokokov
bola u vSetkych troch jedincov rovnaka so 100% zastipenim druhu Enterococcus
casseliflavus. Enterokoky, gram pozitivne fakultativne anaerdbne koky, ktoré rastii v paroch
alebo kratkych retiazkach, st obvyklymi obyvatel'mi gastrointestinalneho traktu teplokrvnych
zvierat, ale boli tiez detegované u hmyzu a rastlin. (Gillespie et al., 2006). Hoci druh E.
casseliflavus nie je Casto izolovany z klinickych vzoriek, moéze spdsobit’ vazne invazivne
ochorenia (Reid et al., 2001). Aj u enterobakteridlnej mikroflory Zeriava popolavého sme
pozorovali len nizku variabilitu medzi jedincami. Z enterobaktérii mala najvyssie zastiipenie
Pantoea agglomerans (70 %). Dalsie bakteridlne izolaty boli identifikované ako Serratia
liquefaciens (13,3 %), P. ananatis (10 %) a Yersinia enterocolitica (3 %). Aj Xenoulis et al.
(2010) vo svojej praci identifikovali zastupcov entrobaktérii u volne Zzijucich vtakov ako
Pantoea spp., zatial’ Co u vtakov zijucich v zajati to bola Escherichia coli.

P. agglomerans byva spajana s ochoreniami zvierat a I'udi (Engelkirk et al., 2008) a Casto sa
nachddza v pode a vode (Mukesh et al., 2012). Boli dokumentované pripady vyskytu P.
agglomerans ako patogénneho agens v krvi, abscesoch a kiboch I'udi (Cruz et al., 2007), ale aj
v benignom nadorovom tkanive (Jain a et al., 2012). Z hl'adiska rizik pre l'udi je zaujimavym
pozorovanim vyskyt druhu Y. enterocolitica v truse zeriavov. Tato baktéria vyvolava
ochorenia u domadcich zvierat, voIne Zijucich vtdkov a niektorych druhov polovnej zveri
(Slanina et al., 1991). U l'udi spdsobuje hortcku, bolest’ brucha a hnacku, ktora ¢asto byva
hemoragicka (Rahman et al., 2011).

O zloZeni enteromikroflory zeriava popolavého neexistuju prakticky ziadne informacie.
Crevna mikroflora blizko pribuzného Zeriava kanadského (Grus canadensis) a Zeriava
Skriekavého (Grus americana), chovanych v zajati bola prevazne tvorena Gram-pozitivhymi
kokmi a kolifromnymi baktériami, pricom najcastejSie izolovanymi bakteridlnymi druhmi
u oboch druhov zeriavov boli Escherichia coli a Enterococcus faecalis (Hoar et al., 2007).
Nekultiva¢né analyzy mikrofléry exkrementov Zeriava kanadského zas preukazali dominanciu
bacilov a proteobaktérii s neoCakdvane nizkymi poctami baktérii radov Bacteroidetes
a Clostridia (Ryu et al., 2012).

U ziskanych izolatov sme testovali rezistenciu voc¢i vybranym antibiotikdim. Enterokoky
izolované z exkrementov Zeriava popolavého boli senzitivne voci vSetkym testovanym
antibiotikdm. Zaznamenali sme vSak vyskyt rezistencie voc¢i ampicilinu u druhov P.
agglomerans, P. ananatis aY. enterocolitica arezistencie voci ampicilin-sulbactamu
(inhibitor beta-laktamaz) u S. liguefaciens (Tab.1). Vysoky vyskyt ampicilin rezistentnych
yersinii u I'udi a zvierat potvrdil vo svojej §tadii Preston et al. (1994). Multirezistentné kmene
P. agglomerans detegoval Sharma et al. (2012) v synovidlnej tekutine pacienta, primarne
neuspesne lieCeného ampicilinom a gentamicinom, ktorému baktéria vyvolala septicku
artritidu.

Nase vysledky potvrdzuja, ze migrujice zeriavy popolavé mozu byt zdrojom kontaminacie
aich exkrementy obsahuju baktérie potencidlne nebezpecné pre l'udské zdravie. Svetova
zdravotnicka organizacia (WHO) v roku 2007 uviedla, Ze 75% novych nakazlivych chorob
udi, ktoré sa objavili v priebehu poslednych 10 rokov su zoondzy spdsobené patogénmi
najdenymi u zvierat a v zivo¢iSnych produktoch (Lerner et al., 2008).
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Vyskyt patogénnych baktérii v exkrementoch Zeriava popolavého si vyzaduje rozsiahlejSiu
analyzu vzhl'adom na riziko spojené s transportom patogénnych baktérii na vel’ké vzdialenosti
ktoré zeriavy pri svojej migracii prekonavaju.

Tab.1 : Prehl'ad poctu rezistentnych enterobaktérii z exkremontov zeriava popolavého a ich rezistencie voci
vybranym antibiotikdm

Druh Pocet AMP AMS TET KAN CHL
izolatov 32 pg/mL 32pg/mL 16pg/mL 25ug/mL 32pg/mL
Enterobaktérie 30
P. agglomerans 21 1 0 0 0 0
P. ananatis 3 1 0 0 0 0
Y. enterocolitica 1 1 0 0 0 0
S. liquefaciens 4 2 1 0 0 0
AMP AMS TET VAN ERY
16 pg/mL 16 pg/mL 32 pg/mL 8 pg/mL
Enterokoky 30
E. casseliflavus 30 0 nt 0 0 0

Testované antibiotikd: AMP- ampicilin, AMS- ampicilin-sulbactam, TET- tetracyklin, KAN- kanamycin, VAN-
vankomycin, ERY- erytromycin, CHL- chloramfenikol, nt- netestované

Praca vznikla s podporou grantu VEGA 2/0087/14.
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IN VITRO EXPRESIA CYTOKINOV PO APLIKACIi ROZNYCH
PROBIOTICKYCH KMENOV A S. ENTERITIDIS SE 147

Eva Husakova, Viera Spisakova, Robert Herich, Dominika Stasova, Maria Levkutova a
Mikulas Levkut

Katedra patologickej anatomie a patologickej fiziologie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

mRNA interleukinu IL-1f3, LITAF, iNOS, MIP1- (macrophage inflammatory protein) a K60
bola stanovena v kultire periférnych mononuklearnych buniek PMBCs (peripheral blood
mononuclear cells) izolovanych z kurc€iat, vystavenych in vitro posobeniu probiotickych
kmenov E. faecium AL41, E. faecium H31, L. fermentum ADI a infikovanych Salmonella
enterica sérovar Enteritidis (SE147). PMBCs boli kultivované 24h a 48 h po infikovani S.
Enteritidis. Hladina expresie vybranych cytokinov bola stanovena metédou real-time PCR
(RT-PCR). Hladina expresie IL-18 a MIP1-8 bola zvySend v skupine EFAL41+SE (E.
faecium AL41+S. Enteritidis) 48h po infekcii v porovnani s24h kultivaciou. Podobne
expresia LITAF bola zvySena v skupine EFAL41+SE v porovnani s kontrolnou skupinou (K)
a S. Enteritidis (SE) skupinou 48h po kultivacii. Expresia IL-18 a chemokinov K60 a MIP1-03
bola znizend po 24h kultivacii v skupine EFH31+SE (E. faecium H31+S. Enteritidis).
ZvySena expresia iNOS bola detekovana v skupine EFAL41+SE 24h po kultivacii v
porovnani s K a SE skupinami po 48h kultivacii. Tieto vysledky naznacuju, Ze probioticky
kmen E. faecium AL41 pdsobi imunostimulacne na expresiu vybranych cytokinov v kulture
PMBCs u kur¢iat po infekcii S. Enteritidis.

UvOoD

Vyuzitie probiotickych lmenov je potencidlne dolezita stratégia pre modulaciu infekénych
a zapalovych reakcii v gastrointestinilnom trakte hostitel'a. Uginky probiotickych kmefiov st
réznorodé a zahfnaju moduldciu ¢revného imunitného systému, prostrednictvom interakcie s
¢revnymi epitelovymi bunkami a bunkami imunitného systému (Pamer a kol., 2007).
Galdeano a kol. (2007) uvadza, ze probiotické baktérie st schopné navodit’ zmeny na epitely
Creva, ktoré nasledne vyvoldvaji zmeny cytokinovej odpovede. Probiotické kmene
Lactobacillus, Enterococcus a d’alSie, patria do pocetnej skupiny mikroorganizmov, ktoré
pOsobia antibakteridlne na mozné patogénne baktérie v in vivo aj in vitro podmienkach
(Heineman a kol., 2012). Testovanie probiotik sa vykondva na bunkovych a zvieracich
modeloch. Stidie in vitro mozu poskytnat cenné informacie o mechanizmoch,
zbezpecCujucich G¢inné imunomodulacné vlastnosti probiotickych baktérii. Medzi dolezité
cytokiny, ktoré sa podielaju na inicidcii a modulacii zapalovych imunitnych procesov u
kurciat patria IL-1pB, LITAF, K60, MIP1- a iNOS.

Cielom nasSej prace bolo stanovit’ hladinu expresie hlavne prozapalovych cytokinov IL-1f a
LITAF, produkovanych po in vitro infekcii S. Enteritidis u kurciat.

MATERIAL A METODIKA

Izolacia a kultivacia PMBCs z periférnej krvi sliepok

Z klinicky zdravej hydiny bola krv odobratd z vena cutanea ulnaris do 1,5% EDTA,
nariedend 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 Smin. Izolované bunky boli nasadené na 12-jamkovi
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: Dr.
Rychlik, VUVEL, Brno, Ceska republika) v poéte 1x10° CFU/ml a 200 pl probiotickych
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kmetiov: E. faecium ALAL, E. faecium H31, L. fermentum ADI (poskytnute: Dr. Laukova,
UFHZ SAYV, Kosice, Slovensko) v pocte 1x10° CFU/ml. Po pridani baktérii boli PMBC
kultivované 24 a 48 hodin.

Homogenizacia buniek PMBCs a izoldcia RNA

Po uplynuti kultivacnej doby boli bunky odsaté a scentrifugované pri 12900 rpm Ilmin.
K vzniknutému peletu buniek bol pridany lyzacny pufer s obsahom p-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 instrukcii od vyrobcu (Qiagen, USA). Cistota
a vysledna 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 pouzita ako templat
pre RT-PCR.

Real-time PCR

Pomocou RT-PCR bola stanovena relativna expresia (IL)-1p3, LITAF, iNOS, MIP1-8 a K60.
Stupenn expresie cielovych génov bol normovany voci 2 housekeepingovym génom:
glyceraldehyd — 3-fosfat dehydrogendza (GAPDH) a ubikvitin (UB). Detekcia Specifickych
produktov RT-PCR prebiehala na CFX 96 Real time systéme (Bio-Rad, USA) pomocou
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (ThermoScientific, UK) podl'a preddefinovaného
programu: pociato¢na denaturdcia 15 minat pri 95°C a 45 cyklov: denaturacia pri 95°C 20
sekund, anelécia pri 60°C 30 sekund, extenzia pri 72°C 30 sekund a findlna elongacia 72°C
10min. Celkovy objem reakéné¢ho mixu bol 25 pl a pozostaval z 12,5 pl Supermix-u, 10 pl
primerov a 2,5 pl templatu cDNA.

Na Statistickll analyzu ziskanych dat bola pouZitd jednocestnda ANOVA, Tukyho test
(GraphPad InStat).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Probioticky kmen E. faecium AL41 pdsobil stimulaéne na expresiu IL-1B8 v skupine
EFAL41+SE v porovnani s kontrolou 48h po infikovani. Rovnako PMBCs kultivované s E.
faecium H31 prejavili zvySenu expresiu IL-1B v skupine EFH31+SE v porovnani s kontrolou
a SE skupinou 24h po infekcii. Kaiser a kol. (2000) popisal znizenu expresiu IL-1 po
salmonelovej infekcii, vedicej k rychlemu zniZeniu zapalovej odpovede v ¢reve, o nasledne
umonuje prestup baktérii. Je zaujimavé, ze reguldcia IL-1p mRNA po aplikacii E. faecium
H31 a S. Enteritidis bola zvySena 24h po infekcii. 24h posobenie E. faecium AL41 v kultare
PMBCs nemalo stimula¢ny efekt na relativnu expresiu LITAF, ale zvysenie bolo detekované
v skupine EFAL41+SE v porovnani s K a SE skupinou 48h po inkekcii. Je zname, Ze LITAF
ma doélezita Glohu pri iniciacii zapalovej odpovede. Hong a kol. (2006) potvrdil, Ze expresia
LITAF sa zvySuje po in vitro stimulacii makrofagov LPS S. Typhimurium. V priebehu nasho
experimentu sme zaznamenali zvySenu expresiu LITAF v skupine EFAL41+SE 48h po
infikovani.

Prvia obrannu liniu proti vstupu patogéna do organizmu zabezpecuju mechanizmy prirodzenej
imunity. DoleZitou st€astou tychto procesov je produkcia nitric oxide synthase (iNOS), ktory
ma silné bakteriostatické u¢inky proti intracelularnym baktéridam (Richardson a kol., 2009).
ZvySenu expresiu iINOS sme zaznamenali v skupine EFAL41+SE 48h po infikovani, ¢o
naznacuje bakteriostatické ucCinky probiotického kmena FE. faecium AL41. Mayer a kol.
(2007) vo svojej in vitro praci potvrdil, Ze niektoré probiotické kmene stimuluji produkciu
chemokinov. Jé zname, ze probiotikd sa vyuzivaji na kontrolu ¢revnej kolonizacie pred
entero-patogénmi. Chemokiny su produkované v priebehu infekcie alebo ako odpoved na
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zapalové stimuli a podporujii migraciu leukocytov na miesto poskodenia (Brisbin a kol.,
2008). V nasom experimente sme zaznamenali zvy$eni expresiu K60 a MIP1-B 24h po
pridani E. faecium H31 a infikovani S. Enteritidis.

Nase vysledky naznaCuji, ze probioticky kmen E. faecium AL41 mé najlepSie
imunostimula¢né vlastnosti zo vSetkych testovanych probiotickych kmenov, na hladinu
expresie vybranych cytokinov a chemokinov po infekcii S. Enteritidis. /n vitro metdda pouzita
na selekciu probiotickych kmeniov vo vztahu k ich expresii bola nasledne pouzita na in vivo
urovni.

Tato praca bola financovana prostrednictvom grantov VEGA-1/0313/12 and APVV-0302- 11.

POUZITA LITERATURA

Hong, Y.H., Lillehoj, H.S., Lee, S.H., Park, D.W., Lillehoj, E.P. Molecular cloning and characterization of
chicken lipopolysaccharide-induced TNF-alpha factor (LITAF). Dev Comp Immunol. 2006; 30: 919-929.

Kaiser, P., Rothwell, L., Galyov, E.E., Barrow, P.A., Burnside, J., Wigley, P. Differential cytokine expression in
avian cells in response to invasion by Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis and Salmonella
Gallinarum. Microbiol. 2000; 12: 3217-3226.

Brisbin, J.T., Gong, J., Parvizi, P., Sharif, S. Effects of Lactobacilli on Cytokine Expression by Chicken Spleen
and Cecal Tonsil Cells. Clin Vac Immunol. 2010; 17: 1337-1343.

Meyer, A.L., Elmadfa, 1., Herbacek, 1., Micksche, M. Probiotic, as well as conventional yogurt, can enhance the
stimulated production of proinflammatory cytokines. ] Hum Nutr Diet. 2007; 20: 590-598.

Richardson, A.R., Soliven, K.C., Castor, M.E., Barnes, P.D., Libby, S.J., Fang, F.C. The Base Excision Repair
System of Salmonella enterica serovar Typhimurium Counteracts DNA Damage by Host Nitric Oxide. PLoS
Pathog. 2009; 5: 201-209.

Pamer, E.G. Immune responses to commensal and environmental microbes. Nat Immunol. 2007; 11: 1173—-1178.

Heineman, J., Bubenik, S., McClave, S., Martindale, R. Fighting fire with fire: is it time to use probiotics to
manage pathogenic bacterial diseases? Curr Gastroenterol Rep. 2012; 14: 343-348.

Galdeano, M.C., LeBlanc, M.A., Vinderola, G., Bibas Bonet, M.E., Perdigo'n, G. Proposed model: mechanisms
of immunomodulation induced by probiotic bacteria. Clin Vac Immunol. 2007; 14: 485-492.

47



AKTIVITA SUPEROXID DISMUTAZY A DEPOZICIA ZINKU Z JEHO ROZNYCH
ZDROJOV V TKANIVACH BROJLEROV (MINIREVIEW)

IvaniSinova, O.

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Zinok je jeden =z dolezitych esencialnych stopovych prvkov potrebny pre mnozstvo
metabolickych funkcii prebiehajlicich v organizme. Podiel'a sa na sprdvnom fungovani viac
ako 300 enzymov. Tento sthrn prindSa na zaklade publikovanych vysledkov prehlad
o absorpcii a depozicii Zn z jeho organickych zdrojov pouzivanych vo vyzive hospodarskych
zvierat v porovnani so S$tandardne pouzivanymi anorganickymi zdrojmi Zn, ako aj
o antioxida¢nych Uc¢inkoch Zn, ktoré vykonava prostrednictvom superoxid dismutazy (SOD).
Nazory ohl'adom biovyuziteI'nosti Zn z jeho organickych zdrojov st zna¢ne nejednotné az
neuplne. Posledné Stadie ukazuju, ze Zn v organickej forme je viac biovyuZzitelny pre
brojlerova kurcatd, ma za nasledok zvySenie aktivity CuZnSOD v peceni a taktiez moze
zlepSovat’ zootechnické parametre Uzitkovosti zvierat. AvSak, iné Stidie poukdzuju na to, ze
suplementécia diét anorganickymi formami Zn ma porovnatelné tc¢inky ako jeho organické
formy. Z tohto dévodu je potrebné venovat’ pozornost’ Studiu organickych foriem Zn, aby sme
dokazali spravne pochopit’ ich metabolicky osud v organizme.

UvOD

V stcastnosti je v EU schvéalenych desat’ zligenin zinku ako aditiv pouzivanych vo vyzive
zvierat. Z nich 4 su organické chelaty: Zn chelat aminokyselinového hydratu, Zn chelat
glycinoveho hydratu, Zn cheldt hydroxylového analogu metioninu a Zn chelat metioninu
(Register of Feed Additives). Maximélny povoleny obsah Zn v EU bol v roku 2014 znizeny
z 250 mg Zn/kg kompletného krmiva pre spolocenské zvieratd a 150 mg Zn/kg pre vSetky
druhy hospodarskych zvierat na 150 mg Zn/kg krmiva pre oSipané, kraliky, lososovité ryby,
psov amacky, 120 mg Zn/kg pre morky a 100 mg Zn/kg pre vSetky ostatné druhy
hospodarskych zvierat (EFSA, 2014). Potreba Zn pre zvierata stanovend NRC sa lisi podla
druhu a kategorie zvierat. U brojlerov je to 40 mg/kg krmiva, unosnic 40-50 mg/kg,
u prezavavcov 30-55 mg/kg au osipanych 50-100 mg/kg kompletného krmiva. V praxi sa
pred rokom 2014 bezne pouzivali koncentracie Zn, ktoré sa priblizovali k maximalnemu
povolenému obsahu 150 mg Zn/kg krmiva. Stidie poukazuju na to, e pre optimalny vyvoj
a produkciu brojlerovych kuréiat postacuje 80 mg Zn/kg krmiva (Huang a kol., 2007). Udaje
o biovyuzitelnosti organickych foriem Zn v porovnani s anorganickymi zdrojmi sa znacne
liSia. Metabolicky osud organickych zlu¢enin Zn vo forme chelatov, ich interakcie s inymi
zlozkami potravy a tiez ich absorpcia eSte nie je dostatoCne preskiimana. Posledné stidie
ukazali Ze organické formy zinku st viac biodostupné (Sahraei a kol., 2013), prispievaju k
zvyseniu aktivity CuZn SOD v peceni a zlepSuju parametre rastu (Feng a kol. 2010). Avsak,
iné Stadie ukazali, Ze anorganické formy zinku s porovnatel'né s organickymi (Feng a kol.,
2010). Vyuzitel'nost’ zinku z ré6znych zdrojov sa mdze posudzovat’ na zéklade aktivity Zn
zavislych enzymov a koncentracie metalotioneinu v telovych tekutinidch a tkanivach ako aj
depozicii zinku v tibii (Wedekind a Baker, 1990). Vysledky niektorych autorov poukazuji na
to, Ze sila chelatovej vizby moZze zohravat doleziti utlohu pri biovyuzitenosti Zn z jeho
rdéznych organickych zdrojov (Huang a kol., 2013) a najpresnejsie kritérium pre posudenie
vyuZzitel'nosti Zn je podl'a Huanga a kol. (2009) expresia mRNA metalotioneinu.

ABSORPCIA ZINKU
Absorpcia zinku z ¢reva prebieha aktivnym transportom a difuziou (Cousins, 1996) a mdze sa
pohybovat’ v rozmedzi 15 azZ 60% (McDowell, 2003). Zinok sa naviaZe na nizkomolekularne
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ligandy v lumene ¢reva a tak je preneseny do enterocytu prostrednictvom membranovych
receptorov a nasledne je uvolneny do bunky. Na absorpcii zinku sa podielaju aj Zip proteiny,
ktoré sa nachadzaju na apikalnej membrane enterocytov po celej dizke traviaceho traktu. U
monogastrickych druhov je absorpcia zinku najvyssia v tenkom ¢reve a to hlavne v duodéne a
ileu (McDowell, 2003). Absorpcia zinku a jeho hladina v plazme je regulovand receptormi
enterocytov, metalotioneinmi a Zip proteinmi, pricom absorpcia sa linedrne zvySuje kym
uroven Zn v krmive nedosiahne 80 mg/kg (Mohanna a Nys, 1999). Absorbovany Zn je v
plazme viazany hlavne na albumin, makroglobulin, transferin, ceruloplazmin a metalotionein,
ktoré¢ ho transportuju do cielovych tkaniv (McDowell, 2003). Pri vySSom prijme Zn
dochadza k jeho depozicii v kostiach a pe€eni, nadbytok sa vylucuje trusom, naopak pri
deficiencii zinku sa zvySuje jeho absorpcia a znizuje exkrécia (Aggett, 1991). Absorpciu
zinku negativne ovplyviiuje vysoky obsah véapnika, Zeleza, medi a kadmia vzhl'adom na to, ze
maju spolocny transportny protein o ktory sutazia na apikalnej membrane enterocytov.
Vysoky obsah fytatov v krmive ma tieZ negativny dopad na absorpciu zinku vzhl'adom na to,
Ze s nim tvori nerozpustné komplexy a tak zabrafuje jeho absorpcii. Absorpciu zinku znizuje
aj vysoky obsah vlakniny v krmive.

DEPOZICIA ZINKU V TKANIVACH

Priblizne 85% celkového zinku sa nachddza v kostrovom svalstve a kostiach, zvySok v kozi,
peceni, GIT a pankrease s nepatrnym obsahom v inych organoch. Priblizne 80% zinku
v krvnom obehu je zastupeného v erytrocytoch, pricom z toho vyse 85% obsahuje karbonicka
anhydraza a priblizne 5% CuZnSOD (Cousins, 1996; NRC, 2005). V pankrease, peceni,
obli¢kach a slezine dochadza k zna¢nej akumulécii a metabolizmu zinku, ktory je nasledne
pouzity v réznych biochemickych drahach (McDowell, 2003). Pri znizenom prijme Zn jeho
obsah v tkanivach klesa, avSak, hladina v kostrovom svalstve, srdcovom svale a kozi ostava
nezmenend (Hess a kol., 2007). ZvySeny prijem zinku vedie k jeho zvySenej depozicii v
peceni, pankrease, obli¢kach a najviac v kostiach (Wedekind a kol., 1992). Vyskumy ukazuju,
ze depozicia zinku v tibii brojlerov sa zvySuje suplementaciou krmiva zinkom z organickych
zdrojov (Cao a kol., 2002; Ao a kol., 2006), ¢o autori vysvetluju ako dosledok jeho vyssej
biovyuzitelnosti prave z tychto zdrojov.

VPLYV ZINKU NA AKTIVITU SUPEROXID DISMUTAZY

Superoxid dismutdza patri do skupiny oxidoreduktdz a je kltCovym enzymom, ktory
katalyzuje dismutaciu superoxidovych radikdlov na peroxid vodika a molekulovy kyslik
atym chrani bunky pred oxidativnym poskodenim. Pridavok zinku do diéty priaznivo
ovplyviiuje antioxidaény status zvierat vd’aka jeho esencialite pre fyziologicke fungovanie
cytoplazmatickej SOD. Podla poslednych §tadii pridavkom zinku z organickych zdrojov do
krmiva stupa aktivita CuZnSOD v erytrocytoch (Aksu a kol., 2010) a peceni (Ma a kol.,
2010). Avsak zvySena aktivita CuZnSOD v peceni bola zaznamenand aj po pridani
anorganického oxidu zino¢natého do krmiva prasiat (Wang a kol., 2012), ¢o naznaluje, Ze
anorganické zdroje Zn mozu vykazovat' vo vyzive zvierat biovyuzitenost zinku, ktora je
ekvivalentnd jeho organickému zdroju .

Tato praca bola financovana grantom APVV-0667-12.
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EXPRESIA GLUKOKORTIKOIDOVYCH RECEPTOROV U OOCYTOV
A PREIMPLANTACNYCH EMBRYI MYSi

J gnétové Z.

Ustav fyziologiehospodarskychzvierat, SAV, Kosice, Slovenska republika

ABSTRAKT

Glukokortikoidné receptory reguluji rad dolezitych metabolickych, homeostatickych
a kardiovaskularnych funkcii. Okrem toho bola preukdzana ich vyznamna tloha aj pri vyvoji
plodu. Uloha a mechanizmus uplatnenia glukokortikoidovych receptorov po¢as materského
stresu na preimplantacné embryo nie su celkom objasnené. V tejto praci sme sa zamerali na
detekciu glukokortikoidovych receptorov pocas najskorsSich §tadii embryonalneho vyvinu.
Pomocou RT-PCR a imunohistochemickej analyzy (IHC) sme potvrdili, Ze glukokortikoidové
receptory su produkované u neoplodnenych oocytov a preimplantaénych embryi mysi na
urovni mRNA aj proteinu.

UvoD

Mnohé¢ studie dokazali, ze pocCas tehotenstva viac ako polovica zien kazdodenne preziva stres
a trpi depresiou. Negativny vplyv materského stresu na prenatalny vyvin je znamy uz dlhsie
(Mulder, 2002), avsak udajov o moznom vplyve materského stresu na preimplantacny vyvin
je velmi malo. Vysledky novSich experimentov ukazuju, Ze uz vrannych Stadidch
embryogenézy st produkované receptory viazlice stresové medidtory, pricom jednym
z takychto receptorov je glukokortikoidovy receptor (Ciko§ akol. 2005, 2007, 2014,
Siemieniuch a kol. 2010).

Glukokortikoidy predstavuju steroidné hormoény produkované kérou nadobli¢iek. Hlavnymi
predstavitelmi su kortizol u l'udi a kortikosterén u hlodavcov (mys, potkan) (Javorka a kol.,
2009). Glukokortikoidy sa viazu na glukokortikoidné receptory a nasledne ich aktivuju.
Glukokortikoidné receptory patria so skupin jadrovych receptorov a vyskytuju sa takmer vo
vSetkych tkanivach (Yamamoto, 1985). Pdsobenie glukokortikoidov v cielovych bunkéach
zavisi od pritomnosti daného receptora a izoenzymu 11-hydroxysteroid dehydrogenaza (11f3-
HSD), ktory reguluje metabolizmus glukokortikoidov. Spominany izoenzym sa vyskytuje
v dvoch forméch: 1.) 11-hydroxysteroid dehydrogenaza typu 1 (11B-HSD1), ktory premiena
neaktivny 11-dehydrokortikosteron (u l'udi kortizon) na aktivny kortikosterdn (kortizol) a 2.)
11-hydroxysteroid dehydrogenéza typu 2 (11B-HSD2), ktory redukuje aktivny kortikostrenon
(kortizol) na neaktivny 11-dehydrokortikosterén (kortizon) (Michael a kol., 2003).

Presné tloha glukokortikoidov pocas preimplantaéného vyvinu nie je znama, avSak zvySeny
pocet potratov u zien, ktorym boli poddvané glukokortikoidy pocas prvych troch mesiacoch
tehotenstva naznacuje mozny negativny vplyv (Gur a kol.,, 2004). Na negativny vplyv
glukokortikoidov v prenatdlnom obdobi ukazuje aj znizenie porodnej hmotnosti, intrauterinna
rastova retardécia, preeklampsia (Bloom a kol., 2001; Goland a kol., 1993, 1995).

MATERIAL A METODY

Neoplodnené oocyty a preimplantaéné embryd (4-bunkové, 8-16 bunkové a blastocysty) sme
ziskali izolaciu z maternice a vajcovodu superovulovanych ICR myS$i (Velaz, Praha, Ceska
republika).

RT-PCR

Celkovi RNA sme ziskali extrakciou z 80-120 mySacich neoplodnenych oocytov a
preimplanta¢nych embryi. Ako pozitivhu kontrolu sme pouzili RNA izolovanil z mySacich
tkaniv (pecen). Izolaciu RNA sme uskuto¢nili pomocou TRIzol reagent (Invitrogen Life
technologies, Karlsruhe, Nemecko). Kompelentarnu ¢cDNA sme syntetizovali pomocou
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reverznej transkriptazy Superscript'™ III (Invitrogen Life Technologies). Do PCR reakcie sme
pridali 1 pul cDNA. PCR produkt sme detegovali pomocou elektroforetickej analyzy na 2%
agardzovom géle. Priméry boli dizajnované tak, aby detegovali vSetky zname transkripéné
varianty glukokortikoidového receptora.

Imunohistochemické analyza proteinou glukokortikoidového receptora

Fixované (v 4% paraformaldehyde) neoplodnené oocyty a preimplantaéné embrya sme vlozili
do 0,1 M glycinu (Merck, Darmstadt, Nemecko) aby sme vyblokovali vol'né aldehydové
skupiny. Nasledne sme ich premyli v roztoku PBS/BSA/SAP (PBS s 1% BSA a 0,05%
saponinom; Sigma-Aldrich, Mnichov, Nemecko). Na vyblokovanie ne$pecifickych vizieb
sme pouzili 10 % roztok kozieho séra (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), v
ktorom sme embryd inkubovali 1 hodinu. Potom sme embrya vlozili do roztoku s primarnou
protilatkou (krali¢ia polyklonalna protilatka; Cell Signalling Technology, USA) a nechali
inkubovat’ cez noc pri 4 °C. Na druhy deii sme embryé po premyti v roztoku PBS inkubovali
30 minut v roztoku so sekundarnou protilatkou konjugovanou s Alexa Fluor 488 (goat anti-
rabbit IgG; Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Nemecko). Po premyti v roztoku PBS
sme jadra embryi farbili s Hoechstom 33342 (bisbenzimid 20 pg/ml v PBS; Sigma-Aldrich,
Nemecko). Embryd sme potom rozdelili na experimentalne a kontrolné skupiny a nasledne
sme ich preniesli na podlozné sklicka do zalievacieho média (ProLong Gold, Molecular
Probes, Invitrogen) a prikryli krycim sklickom. Embryé z kontrolnych farbeni sme rozdelili
na tri skupiny: 1) embrya inkubované bez primarnej protilatky, 2) embrya inkubované bez
sekunddrnej protilatky a 3) embryd s primarnou protilatkou predsorbovanou prebytkom
prislusného imuniza¢ného (blokujiiceho) peptidu. Embrya sme fotografovali na konfokélnom
mikroskope (Leica Microsystems, Nemecko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyza expresie mRNA glukokortikoidového receptora pomocou RT-PCR ukézala, ze
transkript glukokortikoidového receptora je pritomny uneoplodnenych oocytov, 8-16
bunkovych embryi aj u blastocyst. Tieto vysledky naznacuju, ze gén glukokortikoidového
receptora je transkribovany tak materskym gendémom ako aj embryonalnym gendémom, kratko
po jeho aktivécii.

Obr. 1 Vysledok z RT-PCR analyzy expresie GR mRNA u mysacich embryi
A B C D E

400bp

200bp

100bp
A: blastocysty (RT+, RT-), B: 8-16 bunkové embrya (RT+, RT-), C: neoplodnené oocty

(RT+, RT-), D: standard molekulovej hmotnosti, E: pozitivna kontrola (pecer)

Na studium expresie proteinu glukokortikoidového receptora sme pouzili techniku
imunohistochémie, kde sme okrem experimentdlnej skupiny (detekcia  so
Specifickou primdrnou protilatkou) pripravili d’alSie tri kontrolné skupiny na overenie
Specifickosti fluorescencného signalu (detekcia bez primarnej protilatky, bez sekundarnej
protilatky a detekcia s primarnou protilaitkou predsorbovanou prebytkom imuniza¢ného
peptidu). Expresiu  glukokortikoidovych receptorov sme analyzovali v rdéznych
preimplanta¢nych vyvinovych Stadidch (neoplodnené oocyty, 4-bunkové §tadia, 8-16 bunkové
Stadia a blastocysty). Porovnanie intenzity fluorescen¢ného signalu v experimentalnej skupine
(vyrazny signal) s intenzitou signalu v kontrolnych skupinach (ziaden signal, alebo vyrazne
nizsia intenzita signdlu) potvrdilo pritomnost’ glukokortikoidového receptora. Homogénne
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roztrasenie signalu po celom embryu ukazuje, ze glukokortikoidovy receptor je lokalizovany
v cytoplazme.

Obr. 2 Imunohistochemické analyza glukokortikoidového receptora v mysacej blastocyste

Siemieniuch a kol. (2010) detegovali mRNA pre glukokortikoidovy receptor vin vitro
kultivovanych kravskych embryach od dvojbunkového $tadia po Stadium blastocysty. V naSej
praci sme ukézali, ze mySaci gén pre glukokortikoidovy receptor je transkribovany uz
v oocytoch, ¢o naznacuje jeho expresiu materskym genomom. Nase vysledky tiez ukazuju, ze
u mysSacich preimplantatnych embryi st glukokortikoidové receptory pritomné na urovni
mRNA aj proteinu, priCom st detegované vo vSetkych preimplantacnych vyvinovych
Stadiach.

Aj ked presna uloha glukokortikoidov v preimplantachom vyvine nie je znama, predpoklada
sa, ze maju ulohu pri hormonalnej regulécii vyvinu skorého embrya. Okrem toho, pritomnost’
tychto receptorov pocas preimplantacného vyvinu naznacuje, Ze glukokortikoidy by mohli
posobit’ priamo v bunkach preimplantacnych embryi pocas stresovych situacii matky.

Praca bola podporena grantamiAPVV-0815-11 a VEGA 2/0029/12.
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POTVRDENIE INTERAKCIE ERYTROPOETINU A JEHO RECEPTORA V
NADOROVYCH A2780 A NORMALNYCH HUVEC BUNKACH

P. Kimakova', B. Feckova', L. Hurtukova', M.R. Bhide?, P. Solar'

! Karedra bunkovej biolégie, Prirodovedeckd Fakulta, Univerzita P.J. Safdrika, Kosice
? Katedra mikrobiologie a imunologie, Univerzita Veterindrskeho Lekarstva a Farmdcie,
Kosice

ABSTRAKT

V tejto stadii sme sa zamerali na otestovanie interakcie erytropoetinu (Epo) s jeho receptorom
(EpoR) v Tludskych ovaridlnych adenokarcindbmovych bunkiach A2780 aludskych
endotelialnych bunkach HUVEC. Pozornost’ sme venovali aj detekcii izotypov EpoR a
rovnako analyze ich funk¢nosti v oboch bunkovych liniach. Testovanie interakcie EpoR-Epo
ako aj detekciu izotypov EpoR sme uskuto¢nili imunoprecipitaénymi metédami. Okrem toho,
pritomnost’ EpoR tzv. plnej dizky (F-EpoR) sme potvrdili hmotnostnou spektrometriou
MALDI-TOF. Navyse, funkénost EpoR v HUVEC bunkiach sme potvrdili aj zvySenou
fosforylaciou proteinov Erk1,2.

UvoOD

EpoR je ¢lenom rodiny cytokinovych receptorov typu I, ktory je aktivovany vizbou Epo. Epo
je glykoproteinovy hormon (Jelkmann W., 1992), ktory stimuluje tvorbu Cervenych krviniek,
teda erytropoézu (Krantz S.B., 1991). Zistenie, Ze EpoR transkripty mézu byt detegované aj
pri nizkych koncentracidch mimo erytroidnych kompartmentov naznacuje, ze EpoR moze
potencidlne u¢inkovat’ aj v neerytroidnych tkanivach (Hardee M.E. et al, 2006). Mnoho stadii
preukdzalo pritomnost’ EpoR v nadorovych bunkovych liniach. Vela naddorov obsahuje Epo
mRNA transkripty a proteiny, ¢o poukazuje na potencidl autokrinného a parakrinného rastu
pomocou interakcie EpoR-Epo v nadorovych bunkach (Acs G. et al, 2001). Okrem toho,
pritomnost’ EpoR v endotelidlnych bunkach poukazuje na mozny ucinok Epo na nadorové
mikroprostredie, ako je napriklad stimulacia angiogenézy nadorov (Hardee M.E. et al., 2006).

MATERIAL A METODIKA

Bunkové linie: V experimente sme pouzili l'udské nadorové bunky A2780 pdvodom
z ovaridlneho adenokarcindmu a l'udské endotelidlne bunky ciev pupocnika HUVEC, ktoré
sme ziskali z Lekarskej fakulty, Ustav farmakolégie, UPJS v Kogiciach.

Pritomnost’ interakcie EpoR-Epo ako aj detekciu izotypov tohto receptora v A2780 a HUVEC
bunkach sme uskutocnili pomocou imunoprecipitanych metdd a taktiez hmotnostnou
spektrometriou MALDI-TOF. Funkénost EpoR v HUVEC bunkéach sme overili pomocou
metody Western Blot a detekcie fosforylovanych proteinov Erk1,2.

VYSLEDKY

Prostrednictvom imunoprecipitacnych metdéd sme potvrdili interakciu medzi rhEpo
(separovanym na gély a prenesenym na PVDF membranu) a EpoR pritomnym v lyzatoch
A2780 a HUVEC buniek s pouzitim anti EpoR primarnej protilatky (Obr.1).
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Obr. 1: Detekcia interakcie rhEpo-EpoR v A2780 (A) a HUVEC bunkach (B). Pozitivnu kontrolu predstavuje
rhEpo detekovany pomocou anti Epo protilatky (C).

Potvrdit’ interakciu EpoR-Epo sme sa rozhodli aj prostrednictvom obratenej
immunoprecipitacie, kde lyzaty buniek vyseparované na gély aprenesen¢ na PVDF
membranu boli inkubované s rhEpo a nasledne EpoR-rhEpo interakcia bola potvrdena anti
Epo protilatkou.. NavySe sme touto metodou ziskali aj dokaz existencie roznych izoforiem
EpoR v oboch bunkovych linidch. Kym v pripade HUVEC buniek boli vSetky izoformy
detekované vyrazne (24 kDa, 30 kDa, 36 kDa a 57 kDa), v pripade A2780 buniek boli hladiny
izoforiem ovela niz$ie (Obr.2). Hmotnostnou spektrometriou MALDI-TOF bola analyzovana
vzorka o molekulovej hmotnosti priblizne 57 kDa, ktord bola vyhodnotena ako retazec B,
krystalickd Struktara Tudského Epo v komplexe s EpoR. Hmotnost EpoR - 57 kDa
kore$ponduije s jeho izoformou plnej dizky F-EpoR (Obr.3).

A B: C
o — - —_—
o — o
100 =y sy
=i - — — — F 2
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" —_— e~ ..
40 —
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A2T80 HUVEC AITRO HUVEC A2TROD HUVEC

Obr. 2: Detekcia interakcie EpoR-Epo v A2780 a HUVEC bunkach s pouzitim anti Epo protilatky (A). Kontrolné skupiny
predstavovali membrany s vyseparovanymi A2780 a HUVEC proteinmi a aplikovanou anti Epo (B) alebo anti EpoR
protilatkou (C).
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M :5ES: Mascot Search Results

Search title : lst spot 57 kDa

Database 1 : SwissProt 2013_12 (541954 segquences; 192668437 residues)

Taxonomy 1 : Homo sapiens (human) (20274 sequences)

Database 2 : NCBInr 20140107 (35149712 sequences; 12374887350 residues)

Taxonomy 2 : Homo sapiens (human) (272406 seguences)

Timestamp : 23 Jan 2014 at 14:50:18 GMT

Top Score : 73 for 2Z::gi|6137382, Chain B, Crystal Structure Of Human Erythropoietin

Complexed Te Its Receptor At 1.0 Angstroms

Mascot Score [{lstogranl Protein scores greater than 67 are significant (p<0.05).
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Chain B, Crystal Structure O0f Human Erythropoietin Complexed
To Its Receptor At 1.9 Angstroms

Obr. 3: Potvrdenie EpoR proteinu MALDI-TOF analyzou.

Nase experimenty preukazali funk&nost’ interakcie EpoR-Epo v HUVEC bunkach aj zvySenou
fosforylaciou proteinu Erkl1,2 uz v 30 minate po aplikacii 5 IU/ml rhEpo. Po hodinove;j
inkubacii HUVEC buniek srhEpo dosahovala fosforylacia Erk 1,2 tdroven pozitivnej
kontroly.
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Obr.4: Western blot analyza Erk 1,2 a fosfo-Erk 1,2 proteinov po inkubacii HUVEC buniek s 5 IU rthEpo/ml. Pozitivnu
kontrolu predstavovali HUVEC bunky inkubované 10 min s 20 ng VEGF.

Tdto praca bola podporovand Vedeckou Grantovou Agentiirou Ministerstva Skolstva SR
prostrednictvom grantu ¢. VEGA 1/0733/12, Vnutornym vedeckym grantovym systémom PF
UPJS ¢. VVGS-PF-2013-98 a Vnutornym vedeckym grantovym systéemom UPJS ¢. VVGS-
2013-102.
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KVANTIFIKACIA MASTOCYTOV V NADOROCH MLIECNEJ ZIAZY

U POTKANOV VYVOLANYCH PO EXPOZICII N-NITROSO-N-METHYLUREOU
Kissova, V., Sev¢ikova, Z., Revajova, V., Herich, R., Simaiova, V.

Ustav patologickej anatémie, UVLF, Kosice, Katedra patologickej anatémie a fyziolégie

ABSTRAKT

Cielom prace bola po experimentdlnej indukcii nddorov mliecnej Zzlazy u potkanov
chemickym karcinogénom (NMU) detekcia a kvantifikdcia mastocytov za ucelom zistenia
rozdielov v pocte tychto buniek medzi jednotlivymi typmi malignych nadorov. Boli
pozorované populdcie mastocytov vo vacsine pripadov lokalizované perivaskularne, v rozne
velkych loziskdch hlavne v spojivovom tkanive nadoru a v mieste rozhrania nadorového
a nezmenen¢ho parenchymu. Signifikantne najvyssi pocet mastocytov bol u komedovych
adenokarcinomov a v kribriformnom type, ktoré maji z hladiska ich biologickej povahy
nepriazniva prognozu. Na zaklade tychto skutoCnosti je mozné sa domnievat, Ze mastocyty
svojimi pro — nddorovymi aktivitami a schopnost’ami potenciuju nepriaznivi prognoézu tychto
nadorov mliecnej zl'azy u potkanov.

UvoD

Mlie¢na zlaza, ktord je charakteristicka pre vSetky druhy cicavcov, byva Castym zdrojom
nadorov. Za najlepsi model na §tddium premalignych a malignych $tadii nddorov mliecnej
zl'azy sa povazuje experimentalna mamarna karcinogenéza u samic potkanov indukovana
najCastejSie  N-metyl-N-nitrozoureou (NMU) a 7,12-dimetylbenz(a)antracénom (DMBA)
(Kubatka, 2012; Thompson a kol., 1995). Mastocyty prvykrat popisal Paul Ehrlich v roku
1878 (Ribatti a Crivellato, 2012). Su to bunky, ktoré maji doéleziti funkciu v Sirokom spektre
biologickych procesov od zapalov aimunitnych reakcii, cez angiogenézu, reparaciu a
remodelaciu tkaniva az po nadory (Beaven, 2009).

Cielom prace bola po experimentalnej indukcii nadorov mlieCnej zlazy u potkanov
chemickym karcinogénom (NMU) detekcia a kvantifikdcia mastocytov za ucelom zistenia
rozdielov v pocte proliferovanych buniek medzi jednotlivymi typmi malignych nadorov.

MATERIAL A METODIKA

V préci boli pozité samice potkanov plemena Sprague-Dawley (SD) vo veku 5 tyzdiov
(ANLAB, Ceska republika). Po tyzdni v karanténe boli zvierata drzané vo zverinci Ustavu
patologickej anatomie UVLF pri Standardnych podmienkach. Potkany boli umiestnené v
pevnych plastovych nadobach s hoblinami po dvoch, pricom jeden bol na chvoste oznaceny
vodovzdornym perom. Prijem krmiva (komeréna zmes MP-0S-06, Misko P., Snina, SR)
a vody bol zabezpeceny ad libitum pocas celého pokusu (18 tyzdiiov).

NMU (Sigma Aldrich) bola rozpustena vo fyziologickom roztoku. Na 42. a 49. den bola
pokusnym zvieratam intraperitonedlne aplikovana (0,5 ml/ zviera) v davke 50 mg/kg /z. h., 15
minut po priprave (Kassayova a kol., 2007). Po 18 tyzdiioch boli na histologické vysetrenie
odobraté vzorky zo vzniknutych novotvarov, ako aj z mliecnych Zliaz kontrolnych kusov (t. j.
bez aplikacie NMU) o velkosti 0,5 cm® a fixované v 10% roztoku formalinu po dobu 48 hod.
Nasledne boli spracované beznou technikou zaliatim do parafinu a ofarbené hematoxylin
eozinom za ucelom histopatologickej diagnostiky (11 ks). Kvantifikdcia mastocytov po
ofarbeni rezov podla Giemsu - Romanovského bola realizovana svetelnym mikroskopom
NIKON Labophot 2, pri 200 ndsobnom zvécseni, a to dvomi sposobmi:

a/ Na histologickych rezoch bolo vybranych osem poli, ktoré predstavovali plochu
kalibrovanej okularovej mriezky (NE9A; 21 mm, 0,25 mm IdxGrD, Graticules LTD,
Tonbridge Kent UK). Kalibraciou mriezky pomocou objektivového mikrometra (Carl Zeiss
Jena, 0.01) bola urena dizka jednej strany okularovej mriezky (250 pm) a vypoéitany
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koeficient (5,92) pre prepolet pottu buniek na 1mm?. KaZdy preparat bol hodnoteny v
tripletoch.

b/ Z kazdého histologického preparatu bolo zhotovenych 8 mikrofotografii (Nikon
LABOPHOT 2, kamerovy adaptér DS Camera Control Unit DS-U2, Nikon Japonsko).
Mastocyty boli manudlne kvantifikované v grafickom programe MS Office (Skicar) za
nasledovnych podmienok: a/ zobrazenie pravitka s naslednou korekciou vel'kosti fotografii na
1200 x 800 px, b/ pocitanie buniek v dvoch plochach (a 600 x 400 px). Vysledok kazdého
merania predstavuje ich sucet. Kazdy preparat bol hodnoteny duplicitne.

PoCty mastocytov boli Statisticky vyhodnotené jednocestnym ANOVA testom. Pre
porovnanie Statistickych rozdielov medzi jednotlivymi typmi indukovanych nédorov bol
pouzity post hoc Tukey test.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po aplikacii chemického karcinogénu bola po 18. tyzdiioch makroskopicky zistend
pritomnost’ novotvarov, ktoré sa vyskytovali ako solitarne alebo ako multicentrické, a to
hlavne na abdomino - inguinalnych a cervikalnych Zzl'azach. Nadory boli ovélneho tvaru tuhej
resp. tuhoelastickej konzistencie, niektoré nekrotizujice, dosahujice priemer od 0,5 — 2,5 cm.
Histologickym vySetrenim boli klasifikované ako rozne typy adenokarcindmov; najcastejSie
papilarno - cystické (v zavislosti od stupna diferenciacie delené na Grade I (4x) a Grade II
(2x) v jednom pripade kribriformny, d’alej tzv. komedové typy (2x) a solidne karcinomy (2x).
Detekcia mastocytov v nddoroch preukazala vo vicSine pripadov ich perivaskularnu
lokalizéciu v rozne velkych loziskach v parenchyme, v spojivovom tkanive nadorov a na
rozhrani nadorového a nezmeneného parenchymu. Vo vsSetkych typoch indukovanych
nadorov sme taktieZ pozorovali proliferaciu intersticia miestami s detekciou morfologickych
zmien na mastocytoch a s depléciou okolitej matrix. Boli detegované zmeny tvaru buniek a
ich jadier a strata celistvosti cytoplazmatickej membrany s ,unikom* granal do
extracelularneho priestoru.

Obidvomi pouzitymi metddami, bol signifikantne najvys§i pocet mastocytov, medzi
jednotlivymi experimentalne indukovanymi nadormi zaznamenany v adenokarcindmoch
komedového typu (*° P<0.001; * P<0.01) a v kribriformnom adenokarcinéme (** P<0.001).

Tab.c.1: Histologicka klasifikacia a detekcia poctu mastocytov v experimentdlne indukovanych nddoroch
mliecnej zlazy u potkanov

Histologicka klasifikicia nadorov Kvantifikicia mastocytov v Histologicka klasifikacia nadorov Kvantifikicia mastocytov duplicitne;
tripletoch; pouZzitie okularovej graficky program MS Office /d
mriezky/ prepotet na 1mm?*

Cysticky papilarny adenokarcinom Grade 11> 9 74,76 Cysticky papilarny adenokarcinom Grade II 71,38

71,01 b,d 72,50
76,24
Dobre diferencovany papilarny adenokarcinom 33,27 Dobre diferencovany papilarny 34,13
Grade I™¢ 22’22 adenokarciném Grade I ™¢ 44,75
Papilarny adenokarcinom komedovy typ * 73,29 Papilarny adenokarcinom komedovy typ, 62,25
74,00 SCC koze * 65,75
68,82

Papilarny adenokarcinom Grade I ° 38,48 Papilarny adenokarcinom Grade I ° 30,75
43,66 31,13
40,7

Papilarny adenokarcinom 86,60 Papilarny adenokarcinom 80,34

komedovy typ *¢ ;g?g komedovy typ * ¢ 8128

6.

Cysticky papilarny adenokarcinom, Grade I>9 59,20 Cysticky papilarny adenokarcinom, Grade [ 52,63
49,60 b,d 31,00
54,05

Cysticky papilarny adenokarciném Grade 1™ 7 47,36 Cysticky papilarny adenokarcinom ™9 73,00
51,09 56,63
48,13

Dobre ohraniceny solidny karcinom ™ 39,25 Dobre ohrani¢eny solidny karciném ™ ¢ 43,75
38,48 34,00
42,21

Dobre ohraniceny solidny karcinom ® 37,65 Dobre ohrani¢eny solidny karciném ™ ° 49,63
38,48 37,50
33.33

Kribriformny adenokarciném ° 69,56 Kribriformny adenokarciném © 76,50
70,33 73,63
74,00

Legenda: d — aritmeticky priemer, rozdielne pismena pri nazvoch nadorov znamenaji Statisticky vyznamné
rozdiely v poéte mastocytov: ™ P<0.001; * P<0.01
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Vysoky pocet mastocytov v nekrotizujucich nadoroch, stvisi pravdepodobne s ich vyraznou
aj ked’ nestabilnou neovaskularizaciou, formovanie arast ktorej je o.i. potencovany
mastocytmi, resp. sekréciou ich roznych solubilnych faktorov. V NMU indukovanych
nadoroch mlie¢nej zl'azy u potkanov bolo zistené, Ze mastocyty sekretovali rastové faktory
ako PDGF, (od trombocytov odvodeny rastovy faktor), SCF (faktor kmenovych buniek)
a NGF (nervovy rastovy faktor). V naSej praci sme pozorovali proliferdciu intersticidlneho
tkaniva indukovanych nadorov, depléciu extracelularnej matrix, ako aj morfologické zmeny
niektorych mastocytov, stthrnne nazyvané degranulacia mastocytov (Samoszuk a kol., 2005).
Zéaverom je mozné konStatovat, Ze v experimentalne NMU indukovanych malignych
nadoroch mliecnej Zlazy u potkanov boli pozorované populdcie mastocytov vo vécSine
pripadov lokalizované perivaskularne, v rozne velkych loziskach hlavne v spojivovom
tkanive nddoru a v mieste rozhrania nadorového anezmenené¢ho parenchymu. Po ich
kvantifikdcii sme zistili signifikantne najvysSie pocéty mastocytov u komedovych
adenokarcindbmov a v kribriformnom type, ktoré¢ maji z hl'adiska ich biologickej povahy
nepriaznivu prognézu. Na zéklade tychto skuto¢nosti je mozné sa domnievat, Ze mastocyty
svojimi pro — nadorovymi aktivitami a schopnost’ami potenciuji nepriaznivu prognézu tychto
nadorov mlie¢nej zl'azy u potkanov.

Projekt bol financovany z grantu VEGA ¢ 1/0800/10: Studium diagnostiky patologickych
procesov v tkanivach pomocou termografie a experimentalne pouzitie radioterapie pri
nadoroch zvierat a KEGA ¢. 001UVLF-4/2012: Veterinarna cytologia.
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BAKTERIALNE SPOLOCENSTVO SKLADKY LUZENCA Z NIKLOVEJ HUTY
V SEREDI

Kvasnova S.l, Pristas P.

! Katedra bioldgie a ekolégie, UMB, Banskd Bystrica, * Ustav fyzioldgie hospoddrskych
zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Kultivatnymi metédami sme Studovali zlozenie a dynamiku bakteridlneho spolocenstva
z haldy luzenca byvalej Niklovej huty v Seredi. Napriek vysokej koncentracii kovov v tomto
prostredi sme ziskali viaceré izolaty s pocetnostou priblizne 30000 KTJ/gram luZenca v
zimnom obdobi a viac ako 300000 KTJ/gram lizenca v jarnom obdobi. Pozorovali sme
vyraznu sezénnu dynamiku zloZenia bakteridlneho spolocenstva haldy luzenca. Zatial' ¢o
v zimnom obdobi prevladali gram-pozitivne psychrofilné aktinobaktérie rodu Arthrobacter
(A. sulfureus  a A. psychrophenolicus), v jarnom obdobi vyrazne stipla variabilita
spolocCenstva a dominovali najmi mezofilné gram-negativne druhy rodu Pseudomonas. U
ziskanych izolatov sme Studovali rezistenciu voci tazkym kovom. Viaceré izolaty boli
schopné rast’ v pritomnosti vysokych koncentracii tazkych kovov a s potencialne vyuziteI'né
v bioremedia¢nych procesoch.

UvoOD

Zneclistenie zivotného prostredia tazkymi kovmi je vaznym problémom modernej
industrialnej spolo¢nosti. Cistenie kontaminovanych lokalit fyzikdlno-chemickymi metodami
je nielen finan¢ne naro¢né ale Casto aj neekologické a preto sa v poslednych rokoch pristupuje
k vyvoju technoldgii vyuzivajucich biologické systémy (Dercova a kol., 2005). Potencialny
spdsob rieSenia tejto problematiky modze predstavovat prave bioremediacia — proces, ktory
vyuziva na odstranenie kontaminantov z prostredia metabolicki ¢innost’” mikroorganizmov
(Alexander, 1999).V nasom vyskume sa zameriavame na skladku lizenca byvalej Niklovej
huty v Seredi, pretoZe predstavuje vyznamnl environmentalnu zat'az. Je tvorena odpadom z
procesu vyroby niklu a kobaltu na baze dovazanej albanskej zelezoniklovej lateritickej rudy s
obsahom 1% niklu v tone (Koudelka a kol. 1985). V chemickom zloZeni liZenca dominuje
najmd Fe (50-80%), Cr,0O; (2,5-3%), SiO; (6-8%) a AlL,O; (6-8%). DoterajSic pokusy
o sandciu tohto Uzemia neboli vel'mi Uspesné, preto sme sa rozhodli preskimat’ moznosti
vyuzitia autochtonnej mikroflory skladky v procese bioremediécie.

MATERIAL A METODIKA

Kultivovatel'né baktérie zo vzorky luZenca sme ziskali kultivdciou na neselektivhom TSA
médiu (Trypton Soya Agar, Biomark laboratories, India) pri izbovej teplote po dobu 24 hodin.
Po kontrole ¢istoty kultir a zdkladnej mikrobiologickej charakterizacii sme jednotlivé izolaty
identifikovali pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie (Microflex LT, Bruker
Daltonics) postupom odporti¢anym vyrobcom. Jednotlivé izolaty sme podrobili analyze
rezistencie voci vybranym tazkym kovom vo forme soli (ZnCl,, NiCl,, CoCl,, K,Cr,07,
CuSO4, HgCly) dilu¢nou metddou. Izolaty sme kultivovali na tuhych TSA (Trypton Soya
Agar, Biomark laboratories, India) médiach so zvysSujicimi sa koncetraciami tazkych kovov a
rast kultur sme kontrolovali vizudlne po 24 hodinovej kultivécii pri izbovej teplote.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kultivaciou na neselektivnom médiu sme zo vzorky luzenca z haldy byvalej Niklovej huty
v Seredi odobratej vo februari 2013 ziskali viaceré bakterialne izolaty s pocetnost'ou viac ako
30000 KTJ/gram lazenca. MALDI-TOF analyzou sme identifikovali minimalne 5
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bakterialnych druhov (Tab. 1.). Dominantnymi bakteridlnymi druhmi v tomto odbere boli

psychrofilné aktinobaktérie rodu Arthrobacter (A. sulfureus a A. psychrophenolicus).

Tab. 1. Zakladné charakteristiky bakteridlneho spolocenstva luzenca z haldy
byvalej Niklovej huty v Seredi v jednotlivych terminoch odberu

Datum odberu 1. 2.2013 19.5.2014
Teplota vzduchu 3°C 22°C
Teplota pody 2°C 20°C
Pocetnost’ kultivovatel'nych bakterii
(KTJ/ gram luzenca) 32000 288000
Shannon diversity index 2,23 3,20
Pocet identifikovanych druhov 5 7
Dominantné druhy Arthrobacter sp. | Pseudomonas sp.,
Pomer mezofily/ psychrofily 1/8 17/4
Pomer G-/G+ 0/8 17/4

V odbere v méji 2014 sme pozorovali vyrazne vysSiu variabilitu kultivovatelnych baktérii.
Shannonov index variability stipol na hodnotu 3,20, v populécii sme detegovali minimalne 7
roznych druhov a dominantnymi drumi boli najmd mezofilné gram-negativne druhy rodu
Pseudomonas, P. fragi a P. koreensis. Kym P. koreensis bol povodne izolovany z pddy
(Kwon akol.,, 2003), P. fragi je z podobného prostredia nezndmy a bol izolovany z

potravinarskych produktov, kde je zodpovedny za znehodnocovanie chladenych potravin
(Arnaut-Rollier a kol., 1999).

Zhlukova analyza podobnosti bakterialnych populacii na zdklade MALDI-TOF proteinovych
profilov jednoznacne potvrdzuje vyznamnu sezénnu dynamiku bakteridlneho spolocenstva
luzenca z haldy byvalej Niklovej huty (Obr. 1).
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Obr. 1. Zhlukova analyza izolatov ziskanych lizenca z haldy byvalej
Niklovej huty v Seredi zostrojena na zaklade podobnosti MALDI-TOF
proteinovych profilov
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Baktérie rodu Arthrobacter, ktoré st dominantné pri nizkych teplotich prostredia, su
prakticky nahradené¢ druhmi rodu Pseudomonas a d’alSimi gram-negativnymi baktériami v
teplejSom obdobi.

O mikroflére lizenca z vyroby niklu existuje len minimum udajov. Podobné bakteridlne
druhy (Acinetobacter spp., Pseudomonas mendocina, Comamonas spp., Hafnia alvei,
Burkholderia spp., Arthrobacter aurescens a A. ramosus) boli izolované z prostredi
antropogénne kontaminovanych niklom (Stoppel a Schlegel, 1995). Aktinobaktérie patrili k
dominantnym baktéridm rezistentnym voci niklu v serpentinovych pddach v strednom
Taliansku (Mengoni a kol., 2001)

Aj ked existuje mnozstvo prac venovanych rezistencii baktérii voc¢i tazkym kovom,
rezistencia voc¢i niklu a kobaltu je relativne vzacna. Ked'Ze nami ziskané izolaty pochadzaja
zUzemia s vysokym obsahom tychto tazkych kovov, rozhodli sme sa ziskané izolaty
podrobit’ analyze na rezistenciu vo¢i tazkym kovom. Dostatoéne vysokd odolnost’ voci
tazkym kovom je totiz prvym predpokladom pre vyuzitie bakteridlnych kmetov v
bioremedia¢nych procesoch. Tato analyza ukazala, ze medzi najodolnejSie izolaty zimného
odberu patri Rhodococcus fascians, ktory ako jediny rastol v médius pridavkom siranu
med’natého s koncentraciou 6 mM. Micrococcus luteus ako jediny rastol v médiu s
koncentraciou 7 mM NiCl,. Spomedzi izolatov z letného odberu bol najodolnejsi Pseudomons
koorensis, ktory rastol v médiu s koncentraciou 6 mM NiCl,. Tento izolat vykazuje vyssiu
rezistenciu ako vyskum Stoppela (Stoppel a Schlegel, 1995), ktory uvadza, Ze nim ziskané
izolaty boli schopné rast’ pri 3mM koncentracii NiCl,. Izolaty NHL2 a NHLS, ktoré sa na
teraz nepodarilo identifikovat’ st schopné rast’ v médiu s koncetraciou 2mM CoCl,. Viaceré
izolaty vykazovali zvySenu rezistenciu aj vo¢i medi a su teda potencidlne vyuzitené pri
bioremediécii.
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POSTKONDICIONOVANIE BRADYKININOM ZNIZUJE KONCENTRACIU
KYSELINY GLUTAMOVEJ V NERVOVOM TKANIVE PO ISCHEMII A
TOXICKOM POSKODENI TRIMETYLCINOM

Lalkovic¢ova M., Bonova P., Daniclisova V.

Neurobiologicky ustav SAV, KoSice

ABSTRAKT

Neuronalne poskodenie vedie k apoptotickej alebo nekrotickej bunkovej smrti a méze mat’ za
nasledok az nevratné poskodenia. Oneskorena smrt’ neurénov, ktora je pozorovana 2-3 dni po
ischémii v CAl oblasti hipokampu, poskytuje terapeutické okno pre pouzitie druhého
stresora, tzv. postkondicionéra. Pomocou postkondicioningu je mozné stimulovat’ endogénne
obranné mechanizmy organizmu. Sledovali sme zmenu koncetracie kyseliny glutimovej v
nervovom tkanive u potkanov kmeiia Wistar. Po ischémii dochddza k vyraznému zvysSeniu
kyseliny glutdmovej v extracelularnom priestore buniek a tym k vzniku tzv. glutamatovej
excitotoxicity. Zarovenn boli vykonané behaviordlne pokusy metédami Barnesovho testu,
pricom boli pouzité 2 rdzne stresory. Zvierata boli najprv podrobené adaptacnej a tréningovej
faze, po ktorych na druhy den nasledoval test. Koncentracia kyseliny glutdamovej sa po
ischemickom aj toxickom poskodeni signifikantne zvySila v Cal oblasti hipokampu ako aj v
gyrus dentatus. Po aplikacii bradykininu 48 hodin po inzulte koncetracia kyseliny glutdmove;j
vyrazne klesla, v niektorych pripadoch az na kontrolné hodnoty. Tieto vysledky potvrdzuju aj
behavioralne pokusy. Taktiez sme zaznamenali zlepSenie pamite po podani bradykininu.

UvOD

Okrem traumatickych poSkodeni mozgu moéze dojst’ aj k poskodeniu neurotoxinmi alebo
k neurodegenerativnym poskodeniam ako napr. Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba ¢i mozgova ischémia. Ischémia, ktord nastdva pri vyraznej redukcii alebo Uplnom
zastaveni krvného zasobovania tkaniva, patri k najzavaznejsim mozgovym poskodeniam.
Niektoré regiony mozgu sa ukdzali byt nachylnejSie k neurondlnemu poskodeniu ako ostatné.
Tento fenomén je znamy pod pojmom selektivna vulnerabilita a bunky v tychto oblastiach sa
nazyvaju selektivne vulnerabilné (Brierley J. B. a Graham D. 1., 1984).

Hipokampus je rozsiahle Studovanou S$truktirou ajeho behaviordlne funkcie uroéznych
zivoc¢iSnych druhov st dobre zndme. Existuje viacero metdd na detekciu dysfunkcie tejto
Struktury, z ktorych vicsina je asociovand s nejakou formou ucenia sa, ktora je ¢asto merana
ako zvladnutie priestorovych uloh (Morris akol., 1982). Nami pouzivand behaviorilna
metdda bol tzv. Barnesov test (Barnes Maze), ktory sa pouziva pri testovani priestorovej
pamiti a uCenia. Detekcia schopnosti hlodavca zapamaétat’ si lokalizaciu ciel'ovej oblasti je
dobrym indikatorom funkcie priestorovej pamite hipokampu. Je zndme, ze jeho poskodenie
spdsobuje tazkosti pri zvladnuti tychto tloh (Fox a kol., 1998). Tato metoda je zaloZend na
prirodzenej averzii hlodavcov voci otvorenému priestoru a tym aj k motivacii k hl'adaniu
tmavého ukrytu.

Ako chemicky stresor sme na vyvolanie poskodenia hipokampdalnych neurénov pouzili
trimetylcin (TMC). Pre toxicitu TMC je typické, Ze spdsobuje selektivne poSkodenie
limbického systému a mozgového kmena u l'udi a aj zvierat. Jedna sa o degeneraciu neuronov
CAL oblasti hipokampu s typickymi priznakmi, ako je strata schopnosti ucenia a pamite.
Bradykinin je peptid, ktory spdsobuje cievnu dilataciu a tym znizuje krvny tlak. Okrem toho
sposobuje kontrakciu hladkého svalstva a vaskularnu permeabilitu, zvySuje vnutrobunkovi
hladinu vépnika v astrocytoch (Parpura akol., 1994). Nasim cielom je S$tidium vplyvu
bradykininu ako postkondicionéra na preZivanie selektivne vulnerabilnych buniek CAl
oblasti hipokampu.
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Kyselina glutamova ajej soli, tzv. glutamaty su dolezité neurotransmitery, zohravajuce
vyznamnu ulohu pri uceni a tvorbe paméte. Zistilo sa vSak, ze pri ischemickom aj toxickom
poSkodeni sa koncentracia glutamatu v extracelularnom priestore vyrazne zvysuje, Co
spdsobuje tzv. glutamatovl toxicitu.

MATERIAL A METODIKA

V experimentoch sme pracovali s potkanmi kmena Wistar, ktoré boli tri mesiace staré¢ o
priemernej hmotnosti 350 g a boli ndhodne rozdelené do skupin podl'a pouzitého stresora. V
skupine s ischemickym poSkodenim bola pouzitd 10-mintitova globalna ischémia s naslednou
3, 7 a 28 dnovou reperfuziou, ku ktorej sme pouzili ako postkondicionér bradykinin (150
pug/kg i.p.) 48 hodin po ischemickom poskodeni. V skupine s chemickou ischémiou bolo
poskodenie vyvolané trimetylcinom (8 pg/kg i.p.) a na nasledné postkondicionovanie bol
pouzity rovnakym postupom bradykinin. Barnesov test bol vykonavany v denl usmrtenia s
tréningovou fazou v predosly denl. Zvieratd boli umiestnené na kruhova platformu, na ktorej
su otvory rovnomerne rozmiestnené po celom jej obvode. Pod jednym z nich sa nachadza
skrySa skonStruovana ako zasuvka, takze zviera sa po jej ndjdeni d4 'ahko vybrat’. Prvé Cast’
experimentu pozostavala z adaptacnej a uCebnej fazy. Zvieratd boli postupne ukladané na
platformu a po ndjdeni a obhliadke komorky boli vratené do klietok. Po prvej adaptécii
nasledovala druhd, po ktorej zvierata boli podrobené testovacej faze nasledujuci den. Obidve
fazy testu boli vykondvané v rovnakych hodindch a za rovnakych podmienok. Na konci
experimentu boli zvierata hlboko anestetizované 10% roztokom chloralhydratu (300 mg/kg
i.p.) a po dekapitacii mozgy z lebky rychlo vybrané. Nasledne sme na l'ade vypreparovali
hipokampus a tkanivo d’alej spracovali. Pre stanovenie koncentracie kyseliny glutdamovej vo
vzorkdch CAl oblasti hipokampu a gyrus dentatus sme pouzili enzymovo-fluorimetrickt
detekciu (Graham a Aprison, 1966) modifikovani pre c¢ita¢ mikrotitratnych platni
(Kravcukova a kol., 2009). Vzorka PMS bola vyprecipitovand rovnakym mnozstvom l'adovo
vychladenej kyseliny perchlérovej. Koncentracia glutamatu bola uréend v supernatante po
odcentrifugovani proteinového precipitatu pri 12000 g (4 °C, 10 min). Celkova koncentracia
glutamatu bola vyjadrend na mg proteinov vo vzorke tkaniva (umol/mg proteinov).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri behaviordlnom Barnesovom teste bol priemerny vysledny ¢as ndjdenia komdrky u skupiny
zvierat, kde bola pouzitd 10 mintitova globélna ischémia s naslednym 3-diiovym prezivanim
130s. V skupine so 7-diiovym prezivanim vysledny ¢as bol 135s a s 28-dilovym prezivanim
az 142s, ¢o je takmer pdtndsobok v porovnani s kontrolnou skupinou. Po aplikacii
bradykininu 48 hodin po ischémii bol priemerny vysledny ¢as zredukovany u vSetkych skupin
na takmer kontrolné hodnoty: 29s, 39s a 36 s. Pri pouziti trimetylcinu ako druhého stresora
bez postkondicionéra bol po 3-diiovom prezivani namerany ¢as 99s, pri 7-diiovom 104s a pri
28-diovom 108s. Po pouziti bradykininu sa hodnoty zlepsili na 40s, 38s a 35s.

Pri stanoveni koncentracie glutamatu v mozgovom tkanive sme zaznamenali signifikantné
zmeny v CA1 oblasti hipokampu ako aj v oblasti gyrus dentatus. Pri skupinach zvierat s
ichemickym poSkodenim sa po podani bradykininu signifikantne zlepsili vysledky v CAl
oblasti u skupiny s 3-dilovym prezivanim v porovnani s kontrolnou skupinou (0,291 pmol/mg
proteinov) z 0,539 pmol/mg proteinov (p<0.05) na 0,308 pmol/mg proteinov (p<0.05) po
podani bradykininu. U skupiny s 28-diiovym prezivanim v CA1 oblasti boli tieto hodnoty
0,888 pumol/mg proteinov (p<0.001) a 0,287 pmol/mg (p<0.001) po postkondicionovani. V
oblasti gyrus dentatus sa signifikancia po podani bradykininu prejavila u skupiny so 7-
dilovym prezivanim. Namerana hodnota koncentracie kyseliny glutamovej bola porovnavana
z kontrolnou hodnotou 0,321 pmol/mg proteinov a po 10-minatovej ischémii bola 0,619
umol/mg proteinov (p<0.01). Po postkondicionovani klesla na 0,259 pmol/mg proteinov
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(p<0.01). Pri zvieratach s 28-dinovym prezivanim boli namerané¢ hodnoty 0,857 umol/mg po
poskodeni (p<0.001) a 0,274 umol/mg po postkondicionovani (p<0.001). Pri poskodeni
trimetylcinom a naslednom postkondicionovani bradykininom sme signifikantné zlepSenie v
CAl oblasti zaznamenali u skupiny s 28-dilovym prezivanim, kde koncentracia kyseliny
glutamovej po chemickom poskodeni boli 0,641 umol/mg (p<0.05) a nasledne po podani
bradykinu 0,146 pmol/mg (p<0.001). V oblasti gyrus dentatus u skupiny so 7-diiovym bolo
zlepSenie z 0,596 pumol/mg na 0,259 pmol/mg (p<0.05). Pri 28-diilovom prezivani to bolo
0,632 umol/mg (p<0.05) po zasahu a 0,280 umol/mg (p<0.01) po postkondicionovani.

Z naSich experimentov mozno usudzovat’, ze selektivne vulnerabilné regiony CAl oblasti
hipokampu mdézu ziskat’ ischemicku toleranciu po predchddzajicom strese. Pri tom je dolezitd
pritomnost’ druhého patofyziologického stresu 48 hodin po poskodeni na aktivovanie
ischemickej tolerancie. Bradykinin pouzity dva dni po ischemickom alebo chemickom
poskodeni mozgu zlepsil priestorova pamét’ a koncentracia kyseliny glutimovej sa priblizila
ku kontrolnym hodnotdm v mozgovom tkanive u experimentalnych zvierat. Pri pouziti 10-
minutoveho ischemického poskodenia bola koncetracie kyseliny glutimovej v oblasti gyrus
dentatus pri 28-diiovom prezivani zvierat dokonca nizsia ako kontrolna hodnota. Tento
vysledok sme zaznamenali aj pri poSkodeni trimetylcinom v oblasti CA1 pri 28-diiovom
prezivani pokusnych zvierat av gyrus dentatus pri 7-diovom a 28-diiovom prezivani.
Postkondicionovanie je nadejnym neuroprotektivnym postupom, ktory by mohol byt ispesne
pouzivany aj v budiicnosti.

Praca bola podporena grantom VEGA 2/0066/12.

POUZITA LITERATURA

Brierley JB, Graham DI. Hypoxia and vascular disorders of the central nervous system. Greenfield’s
Neuropathology, 4th edn. 1984; 125207.

Fox, GB., Fan, L., LeVasseur, RA., Faden, Al. Effect of traumatic brain injury on mouse spatial and nonspatial
learning in the Barnes circular maze. J Neurotrauma. 1998; 15:1037-1046.

Graham Jr., L.T., Aprison, M.H. Fluorometric determination of aspartate, glutamate, and gamma-aminobutyrate
in nerve tissue using enzymic methods. 1966; Anal. Biochem. 15, 487-497.

Kravcukova, P., Danielisova, V., Nemethova, M., Burda, J., Gottlieb, M. Transient forebrain ischemia impact on
lymphocyte DNA damage, glutamic acid level, and SOD activity in blood. 2009; Cell. Mol. Neurobiol. 29,
887-894.

Morris RGM, Garrud P, Rawlins JNP, O’Keefe J. Place navigation impaired in rats with hippocampal lesions.
1982; Nature. 297:681-3.

Parpura V, Basarsky TA, Liu F, Jeftinija K, Jeftinija S, Haydon PG. Glutamate-mediated astrocyte-neuron
signalling. 1994; Nature. 369 (6483): 744-7.

65



VYUZITIE VYSOKOUCINNEJ KVAPALINOVEJ CHROMATOGRAFIE

S UV DETEKCIOU NA STANOVENIE SALINOMYCINU V KRMIVE

Madarova M.', Kozérova 1.', KukuraV.?

"Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v Kosiciach, *Veterindrny a potravinovy
ustav v Kosiciach

ABSTRAKT

Stadia sa zaobera stanovenim ionoférového kokcidiostatika salinomycinu v krmive s vyuzitim
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) s UV detekciou pomocou pred-
kolonovej derivatizacie s 2,4-dinitrofenylhydrazinom. Salinomycin bol extrahovany z krmiva
extrakénou zmesou metanol/voda (9/1 v/v), prefiltrovany, derivatizovany a analyzovany
priamo na koléne Nucleosil C;3 (250 x 4.6 mm) s mobilnou fizou
metanol/voda/koncentrovana kyselina octova (990/99/1 v/v). Separovany salinomycin bol
detegovany na kvapalinovom chromatografe Hewlett Packard 1050 series s UV detekciou pri
vinovych dizkach 250 nm a 390 nm. Vytaznost' salinomycinu z krmiva bola 35 - 100 % v
koncentraénom rozsahu 0,5 — 25 mgl'. Salinomycin bol vkrmive detegovany v
koncentraénom rozsahu 33 — 68 mgkg”'. Ziskané vysledky boli potvrdené konfirmaénou
metodou kvapalinovej chromatografie s tandem-hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS).
Vysledky publikované v tejto Stadii ukdazali, Ze tato metéda s modifikdciou na nase
laboratérne podmienky moZze byt pouzitd na rutinni analyzu salinomycinu v krmive s
prijatelnou vytaznostou, Specificitou a opakovatelnost’ou merania.

KLZUCOVE SLOVA: salinomycin, krmivo, HPLC-UV, stanovenie

UvOoD

Salinomycin patri do skupiny veterinarnych lieiv oznaenych ako ionoforové
kokcidiostatika, ktory vznika prirodzenou fermentaciou Streptomyces albus spp., pricom
pOsobi proti sporozoitom a véasnym aj neskor§im nepohlavnym formam kokcidii v ¢reve
hostitelov (Vaczi, 2008). Je kfmnou doplnkovou latkou, ktord sa celosvetovo podava proti
kokcidioze.

Nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady ¢. 1831/2003 o doplnkovych latkach urcenych na
pouzivanie vo vyzive zvierat schval'uje pouzitie salinomycinu ako kfmnej doplnkovej latky,
ktord sa do medikovaného krmiva pridava prevazne ako sodna sol’ od 50 do 70 mg ucinnej
latky na kg v kompletnom krmive s obsahom vlhkosti 12 % v zavislosti od zivoc¢iSneho druhu.
Pre Sacox 120 microgranulate je stanovena jednodnova ochrannd lehota. Vynimka plati len
pre Kokcisan 120 G urCeny pre kurcatd na vykrm, kde je ochrannd lehota trojdnova.
Maximalny limit rezidui v prislusnych potravinach Zivo&isneho pévodu je 5 pgkg”
salinomycinu pre vsetky cerstvé tkaniva (Nariadenie Europskeho parlamentu a Rady c¢.
1831/2003).

Mnohé studie zalozené na screeningu alebo konfirmacii analytickymi metdédami publikovali
stanovenie jedného alebo viacerych ionoféorovych kokcidiostatik v krmive. NajcastejSie
publikované metdody popisuju stanovenie ionoforovych kokcidiostatik pomocou post-
kolénovej derivatizacie, ale metdd na stanovenie tychto veterinarnych lieciv pomocou pred-
koncentracni hladinu salinomycinu v komerne vyrdbanom krmive pouZzitim turadne
schvalenej metddy laboratérnej diagnostiky potravin a krmiv (CH 6. 9., 2004) s pred-
kolénovou derivatizaciou s prispdsobenim na nase laboratéorne podmienky.
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MATERIAL A METODIKA

KRMIVO

Na vySetrenie bolo pouzitych 20 vzoriek krmiv. Strnast vzoriek bolo ziskanych z
Veterinarneho a potravinového ustavu v KoSiciach, a Sest’ vzoriek od firmy Handlowo-
Produkcyjna “Barbara” Sp. Z o.0., De Heus a. s. (Pol'ska republika).

CHEMIKALIE

Metanol HPLC grade (Fisher Chemical, Loughborough, Velké Britania), deionizovand voda
(EASY Pure od Barnstead), kyselina trichléroctova p. a. (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska
republika), 2.4-dinitrofenylhydrazin (Fluka Chemika Buchs, Steinheim, Svajéiarsko),
koncentrovana kyselina octova (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika) a Standard
salinomycin sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

STANDARDY A PRACOVNE ROZTOKY STANDARDOV

Zasobny roztok salinomycinu bol pripraveny o koncentracii 1000 mg.I" v metanole. Z neho
boli nasledne nariedené pracovné roztoky salinomycinu o koncentracii 100 mg.I" - 0.05 mg.I"
metanolu.

LC SYSTEM

LC systém Hewlett Packard series 1050 pozostava z autosamplera, degasera, kvartérnej
pumpy, UV detektora a softwera (Agilent Technologies 1990-2003 ChemStation Rev. A.
10.01 (1635). Separacia analytu prebiehala na koldéne Nucleosil C;g (250 x 4,6 mm) (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) pri laboratornej teplote. Podmienky stanovenia - mobilna faza:
metanol/voda/koncentrovana kyselina octova (990/99/1 v/v/v), prietok mobilnej fazy: 1
ml.min.”, injekovany objem: 80 pl a UV detektor: vinova dizka 250 nm a 390 nm.
PRIPRAVA VZORKY

10 g vzorky bolo zhomogenizované a extrahované v 50 ml zmesi metanol/voda (9/1 v/v) na
horizontalnej trepacke 60 mintt. Extrakt bol prefiltrovany cez filtraény papier. 700 ul
prefiltrovaného extraktu bolo prenesenych do vialky a pridanych 100 pl vodného roztoku
kyseliny trichloroctovej. Zmes bola dokladne pretrepana a ponechana 10 minat stat’ pri
laboratérnej teplote. Néasledne bolo pridanych 200 pl metanolického roztoku 2,4-
dinitrofenylhydrazinu. Zmes bola opét’ dokladne pretrepana a zahrievana 20 minut pri teplote
55 °C. Vychladena zmes bola injekovana do HPLC.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V désledku absencie chromofoéru na zlepsenie detekcie salinomycinu je potrebna jeho pred-
kolonova alebo post-kolonova derivatizdcia. Na analyzu UV aktivnych derivatov
salinomycinu s pred-koléonovou derivatizaciou je mozné pouzit’ viaceré derivatiza¢né Cinidla,
ako napr. 2,4-dinitrofenylhzydrazin, 9-antryldiazometan, danzylchlorid a iné. Pouzitie post-
kolonovej derivatizacie je limitované upravou konvenéného HPLC systému zapojenim
viacerych pristrojov, ako napr. externej pumpy, reaktora a ohrievaca (Blazsek a kol., 2003).
Vzhl'adom na nase laboratorne podmienky bol salinomycin v krmive stanoveny pred-
kolénovou derivatizdciou pomocou 2,4-dinitrofenylhydrazinu, ako derivatizaéného ¢inidla na
kvapalinovom chromatografe Hewlett Packard series 1050 s UV detektorom pri vinovej dizke
250 nm a 390 nm, pri¢om vinova dizka 250 nm bola pouzitd ako kvantifikatna z dovodu
vyssieho pomeru signal - um a vinova dizka 390 nm ako identifikagn4.

Kalibra¢na krivka bola zostavend zo Siestich bodov v koncentraénom rozsahu od 0.5 - 25
mg.I" s korelaciou (r = 0.99999). Detekény limit bol stanoveny na Grovni 0.05 mg.kg”.
V deviatich testovanych vzorkach krmiva bol salinomycin detegovany v koncentracii 33 — 68
mg.kg" (Tabulka 1). Vytaznost' salinomycinu z krmiva bola 35 - 100 %. Obsah salinomycinu
v krmive deklarovany vyrobcom bol 60 mgkg' a 70 mgkg’. Ziskané vysledky boli
potvrdené konfirma¢nou metédou kvapalinovej chromatografie s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (CH 6.26.) na Veterindrnom a potravinovom ustave v KoSiciach v
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koncentraénom rozsahu 3,1 — 69 mg.kg”. Vzorky krmiva s &islom 4, 5 a 9 boli oznagené ako
negativne, napriek tomu bol zaznamenany nélez istej koncentracie salinomycinu. V pripade
krmiva s Cislom 17 bol touto metdédou detegovany narazin a nikarbazin, ktoré bolo oznacené
dodéavatel'om ako krmivo podavané v obdobi pred porazkou bez pritomnosti kokcidiostatika.

Tab. 1: Koncentracna hladina salinomycinu stanovena v krmive pouzitim HPLC-UV a LC-
MS/MS.

Krmivo HPLC-UV  HPLC-UV LC-MS/MS DEKLAROVANY

(250 nm) (390 nm) OBSAH
VYROBCOM
1 negativna negativna negativna
2 68 mg.kg! 62 mgkg’! 52 mgkg” 70 mg kg
3 negativna negativna negativna
4 negativna negativna 3,1 mgkg’
5 negativna negativna 3,1 mgkg’
6 54 mg.kg 39 mg.kg 58 mg.kg 60 mg.kg
7 42 mg kg™ 33 mg.kg" 55 mg.kg" 60 mg.kg"
8 50 mg.kg 47 mg kg™ 66 mg.kg" 70 mg kg
9 43 mg kg™ 39 mg.kg" 69 mg.kg"
10 negativna negativna negativna
11 negativna negativna negativna
12 negativna negativna negativna
13 negativna negativna negativna
14 negativna negativna negativna
15 66 mg.kg! 57 mgkg’! 67 mgkg” 70 mg kg
16 54 mg.kg 40 mg kg 64 mg. kg 70 mg kg
17 negativna negativna Narazin 1,3
mg kg

Nikarbazin

1,8 mgkg
18 54 mg.kg" 46 mg kg™ 66 mg.kg" 70 mg.kg
19 55 mg.kg" 48 mg kg 69 mg.kg" 70 mg.kg
20 negativna negativna negativna

Spracovanie prispevku bolo podporené grantom VEGA MS SR ¢. 1/0939/12.
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TOPOGRAFICKA ANATOMIA A VARIABILITA DUCTUS THORACICUS

A CISTERNA CHYLI (RECEPTACULUM CHYLI) U KRALIKA

Maloveska M., Kresakova L., Petrovova E., Vdoviakova K.

Katedra anatomie, histologie a fyziologie, Univerzita veterindrskeho lekarstva a farmacie,
Kosice

ABSTRAKT

Kralik patri aj v dneSnej dobe medzi najpouZzivanejSie laboratorne zvierata Co si vyzaduje
absolutnu znalost’ anatomickych pomerov. Cielom naSej prace bolo vypracovat” dokladny
opis dvoch najvicsich formacii vaskularnej zlozky lymfatického systému. Na vizualizaciu
polohy chylovej nadrzky a priebehu hrudnikového miazgovodu sme pouzili tuse réznych
farieb ako aj RTG metodu s pouZitim kontrastného média (Urografin). Anatomicka variabilita
bola prezentovana rdznym tvarom, velkostou aulozenim cisterna chyli, kym pri ductus
thoracicus sme sa zamerali na jeho priebeh, (ne)jednotnost’ a miesto vyustenie do vendézneho
systému. Zistili sme, Ze chylovd nadrzka bola vo vidcsine pripadov (70 %) nejednotna,
plexiformna Struktura ulozena na strope brusnej a zasahujiica aj do hrudnikovej dutiny,
rozprestierajica sa medzi 2.-3. driekovym a 11.—-12. hrudnikovym stavcom. Hrudnikovy
miazgovod (najhrubSia lymfatickd cieva tela) sa uvSetkych kralikov zacal formovat
v hrudnikovej dutine a prebiechal po dorzolaterdlnej, pravej ploche hrudnikovej aorty,
ventralne od v. azygos dextra po Urovenn 4.-5. rebra, kedy prestdva byt viditeIny z pravej
strany. Pod lavym m. longus colli vystupoval z apertura thoracis cranialis a do vendézneho
systému vstupoval jednotne v mieste spojenia v.subclavia sinistra s v. jugularis externa
sinistra priblizne 1-2 cm kaudalne od lavej klIi¢nej kosti. Ampulovité rozSirenie sme
nezaznamenali. V 20% pripadoch prebiehal ductus thoracicus na l'avo od aorta thoracica.

UvOoD

Kralik ma stale nezastupitelné miesto v pocetnych experimentoch a vyskumnych aktivitach
v oblasti biologie, fyziologie a mediciny. Napriek tomu st detailné informacie o topografii
ductus thoracicus (DT) acisterna chyli (CC) kralika nedostatocné. Vysledky ziskané
makroskopickym pozorovanim hrudnikového miazgovodu a chylovej nddrzky s pouzitim
roznych nastrekovych hmoét ndm umoznia vyuzit kralika ako experimentilny model
v hrudnikovej chirurgii pri poruchéch cirkulécie lymfy.

Cisterna chyli predstavuje vakovity, casto nejednotny a Clenity Utvar nachadzajici sa na
strope brusnej dutiny, ktory sa prechodom do hrudnikovej dutiny zuzuje a pokracuje
kranidlne ako ductus thoracicus (Le$nik, Danko , 2005). Poruchy lymfatickej cirkulacie
v hrudnikovej dutine st zvyc€ajne nasledkom vrodenych malformacii, infekénych ochoreni,
malignit a v neposlednom rade traumy. Lymfatické cievy, na rozdiel od krvnych ciev nie su
dobre viditelné ak ich poSkodeniu Casto dochddza pri chirurgii pazerdka, pltic, srdca ci
velkych ciev (Mand’ak a kol., 2011). Unik lymfy do hrudnikovej dutiny spdsobi chylothorax,
ktory je Casto opisovany aj vo veterinarnej medicine (Kumar a kol., 2007). Chylothorax patri
do skupiny pleuralnych vypotkov s typickymi biochemickymi ukazovatel'mi. Pripadny unik
sa neprejavuje okamzitym dosledkom a klinické priznaky sa objavia az po zlyhani
kompenzacnych mechanizmov (Mallick akol., 2003). Jednym zo spdsobov terapie
chylothoraxu je aj ligacia hrudnikového miazgovodu s pristupom cez hrudnikova stenu
(Fossum , 2011), ¢i perkutdnna embolizacia ductus thoracicus (Davies a kol., 2011).
Dokonald znalost’ chirurgickej anatomie je dolezitd uz pri priprave chirurgického pola.
Topografickd anatomia a variabilita DT a CC je zdokumentovand u niektorych druhov
hospodarskych zvierat (Popesko ,1992; Duras Gomercic a kol., 2010), psov (De Freitas a
kol., 1981; Enwiller a kol., 2003, Duras Gomercic a kol., 2009), maciek (Eken a kol., 2002).
Informacie tykajuce sa anatomickej deskripcie tychto dvoch Struktar u kralika st v porovnani
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s ostatnymi druhmi hospodarskych a spoloCenskych zvierat pomerne skromné. Vo svojich
publikaciach ich ciastoéne opisuji  Craigie (1948), Nejedly (1965), Barone (1996) a
v anatomickych atlasoch Popesko akol. (1990), Barone akol. (1973). V dostupnych
zdrojoch sme nasli len jednu novSiu S$tadiu (Besoluk akol., 2001) zaoberajucu sa
makroskopickym skimanim DT a CC u krélika.

MATERIAL A METODIKA

V praci sme pouzili 10 kralikov samcieho pohlavia, plemena Novozélandsky biely, vo veku
13 —15 tyzdnov. Eutanaziu sme vykonali embutramidom (T 61) v davke 0,3ml/kg i.v.. Do
lahko pristupnych zadkolennych uzlin (/nn. poplitei) oboch panvovych koncatin sme pomaly
injikovali tu§ za ucelom vizualizacie trunci lumbales a nasledne sa ofarbila aj cisterna chyli.
Otvorili sme brusnt dutinu rezom v linea alba atiez dvoma transverzalnymi rezmi za
rebrovymi oblikmi s cielom maximalne spristupnit’ strop brusnej dutiny. DT sme pozorovali
po otvoreni hrudnikovej dutiny. UloZenie, priebeh a variabilitu lymfatickych Struktir sme
pozorovali makroskopicky a dokumentovali digitdlnym fotoaparatom (CANON —-POWER
SHOT SX 40 HS) a operacnym mikroskopom (Leica M 320). Pri vyuzZiti rontgenografie sme
postupovali rovnako, ale pre lepsiu opticku kontrolu postupu kontrastnej latky sme ju vopred
zmieSali s tuSom. RTG snimky sme ziskali s pouzitim pristroja DRTECH FDX D 810
(DRTECH Corp., KOREA).Pri pomenovani jednotlivych anatomickych $truktir sme pouzili
posledné vydanie NAV (Danko a kol., 2011).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cisterna chyli sa u kralika za¢ina formovat’ v Girovni druhého az treticho driekového stavca,
v mieste odstupu a. renalis sinistra a je umiestnena na pravej, popr. dorzalnej strane brusnej
aorty. Branicou prestupuje v mieste hiatus aorticus spolu s aortou, kde pozorujeme mierne
zuzenie chylovej nadrzky. Prestupom do hrudnikovej dutiny sa vSak opidt’ rozSiruje a od
predposledného medzirebrového priestoru pokracuje kranialne ako ductus thoracicus. Jej tvar
je znac¢ne variabilny. Ako jednotna, elipsovitd, vakovitd Struktira bola cisterna chyli
zaznamenand len 2 pripadoch. V jednom pripade bola kranidlne od brani¢nych pilierov
rozdvojena a zjednotila sa aZ sformovanim hrudnikového miazgovodu. U ostatnych siedmych
kralikov sme pozorovali skér nejednotny, plexiformny, vretenovity utvar, niekedy len tazko
odlisitel'ny od najdorzélnejSie ulozenych uzlin kranidlneho okruzového miazgového centra.
Velkost znacne variruje od typu prijimanej potravy a momentalneho stavu naplnenia Criev
a jej dizka sa pohybuje od dvoch do piatich cm, $irku je vel'mi tazko zhodnotit’ najmi pre jej
Clenitost. Bolo pozorované, ze kaudalne prijima driekové lymfatické kmene, v deviatich
pripadoch v pocte 2 av jednom pripade 3 trunci lumbales. V Urovni glandula adrenalis
dextra vstupuju ventralne do chylovej nadrzky neparové lymfatické kmene privadzajice
lymfu zorganov traviaceho systému (s vynimkou odvodnych miazgovych ciev
z lc.mesentericum caudale).

Ductus thoracicus vznika podla naSich pozorovani v hrudnikovej dutine, kde CC prudko
zmensi svoj diameter ato priblizne v urovni 11. hrudnikového stavca. Smeruje priamo,
kranidlnym smerom po dorzélnej strane hrudnikovej aorty s miernym posunom vpravo.
Hrudnikovy miazgovod prebiecha v tesnom kontakte s v. azygos dextra. V mieste, kde sa
aorta thoracica prikladad k pazerdku sa DT prestiva na vlavo od stredovej roviny hrudnika
anie je viac viditelny z pravej strany. V mieste arcus aortae (2.rebro) lezi hrudnikovy
miazgovod , rovnako ako aj hrudnikova aorta ventrdlnejSie v porovnani s ich kaudalnymi
Castami. Na tomto mieste straca DT spojenie so srdcovnicou. Popod lavy m. longus colli
opusta apertura thoracis cranialis a vstupuje do vendzneho systému v mieste spojenia
v.subclavia sinistra s v. jugularis externa sinistra priblizne 1-2 cm kaudalne od l'avej klIi¢ne;j
kosti. Ani v jednom pripade sme nepozorovali ampulovité rozsirenie terminalnej casti DT.
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Variabilita vSak bola zaznamenand v nasledujucich ukazovateloch. Po vystupe z CC sa
v dvoch pripadoch vyskytlo ¢iastocné zdvojenie hrudnikového miazgovodu maximalne vSak
po miesto odstupu m. psoas major , v troch pripadoch dosSlo ku vytvoreniu paralelne
prebichajtcej vetvy DT na kratkom useku (na rovnakej strane), v jednom pripade sme opisali
sietovity priebeh hrudnikového miazgovodu v mieste jeho prechodu na Tavli plochu v.
azygos dextra, o sa nasledne upravilo spojenim vsetkych vetiev. U jedného kralika dosahoval
hrudnikovy miazgovod priemer takmer rovnaky ako je priemer pravej neparove;j zily, ¢o moze
byt aj nasledok bezprostredného nazratia sa pred eutanaziou. U dvoch jedincov sme sledovali
priebeh DT na lavej strane aorta thoracica, ¢o nevylucuju ani vysSie menovani autori
(Barone a kol., 1973).
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STANOVENIE CITLIVOSTI STAFYLOKOKOVYCH IZOLATOV Z MASA
KRALIKA DIVEHO (ORYCTOLAGUS CUNICULUS) NA VYBRANE ANTIBIOTIKA
Maruskova Katarinal, Pipova Monika' , Jevinova Pavlina' , Kmet’ Vladimirz, Regecova Ivana'
'Katedra hygieny a technolégie potravin, UVLF v Kosiciach, ° Ustav fyziolégie
hospodarskych zvierat SAV, KoSice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo stanovit' citlivost identifikovanych druhov koagulaza-negativnych
izolatov stafylokokov z médsa kralika divého voci siedmim antibiotikdm (penicilin, ampicilin,
oxacilin, tetracyklin, erytromycin, gentamicin a cefoxitin) s pouzitim agarovej dilu¢nej
a diskovej difuznej metody. Kultivatnym mikrobiologickym vySetrenim vzoriek maésa
z krélika divého (Oryctolagus cuniculus) sa ziskalo 56 izolatov stafylokokov, u vSetkych
izolatov bola vykonana druhova identifikdcia pomocou zariadenia MALDI BioTyper (Bruker
Daltonics Inc, USA), na zaklade ktorej bolo identifikovanych 29 kmenov Staph. warneri,
20 kmenov Staph. epidermidis, 4 kmene Staph. capitis, 2 kmene Staph. pasteuri a 1 kmen
Staph. cohnii ssp. cohnii. Najvicsia citlivost bola zaznamenana ku gentamicinu (u 56
kmenov), cefoxitinu (u 50 kmenov), oxacilinu (u 47 kmenov) a penicilinu (u 44 kmenov).
Zaroven bola u vSetkych 56 stafylokokovych izolatov preukdzané sucasna rezistencia na 2 — 4
testované antibiotika. Multirezistencia bola najéastejSie potvrdend u kmenov Staph. warneri.

UvOoD

Celosvetové, velmi casté a Casto nespravne a nedostatoné uZzivanie antibiotik pocas
predchadzajucich desatro¢i viedlo k postupnému a dnes uz ndhlemu narastu vyskytu
mnohych kmeniov baktérii izolovanych od pacientov, pochddzajucich z nemocni¢ného aj
zivotného prostredia, ktoré s na tieto antimikrobidlne latky rezistentné (MacPherson a kol.,
2009). V podmienkach oslabenej imunity mozu niektoré patogénne kmene stafylokokov
spdsobit’ vazne infekcie u I'udi a zvierat. Okrem koaguldzo-pozitivneho druhu Staphylococcus
aureus maju klinicky vyznam aj niektoré z koaguldzo-negativnych stafylokokov (KNS),
najma S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. sciuri, S. saprophyticus ssp.
saprophyticus a S. capitis (Votava a kol., 2003). Cielom prace bolo stanovit citlivost’
identifikovanych druhov koaguldza-negativnych izolatov stafylokokov z mésa kralika divého
(Oryctolagus cuniculus) voci vybranym antibiotikdm s pouzitim agarovej dilu¢nej a diskovej
difiznej metddy.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky na mikrobiologické vySetrenie boli odobrat¢ z chrbtovej a stehennej
svaloviny kralikov divych (Oryctolagus cuniculus) pochédzajicich z farmového chovu
Ucelového zariadenia pre chov zveri a ryb v Rozhanovciach (SR). Kraliky boli zabité
vykrvenim. Zakladna suspenzia a d’alSie desatnasobné riedenia sa pripravili podl'a pokynov
STN EN ISO 6887-2/01. Z odobratych vzoriek boli stafylokoky izolované v zmysle pokynov
STN EN ISO 6888-1/A1. Druhova identifikacia bola vykonand pouzitim hmotnostnej
spektrometrie proteinovych profilov vyhodnocovanych systémom MALDI BioTyper™
(Bruker Daltonics Inc, USA). Vsetky izolaty stafylokokov boli podrobené skumavkovej
plazmokoaguldazovej skuske (Staphylo PK, Imuna, SR) a testu na produkciu
deoxyribonukleazy (DNazy) na DNazovom agare (Oxoid, Velkd Britania). Citlivost
jednotlivych izolatov stafylokokov na vybranych sedem antibiotik (penicilin, ampicilin,
oxacilin, tetracyklin, erytromycin, gentamicin a cefoxitin) bola zistovana pomocou agarovej
dilucnej a diskovej diftiznej metddy. Vysledky boli vyhodnotené podla interpretaénych
kritérii stanovenych CLSI (2012), na zéklade ktorych boli jednotlivé izolaty zaradené medzi
rezistentné (R), intermedidrne citlivé (I) alebo citlivé (C).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Kultivatnym  mikrobiologickym  vySetrenim  vzoriek  z chrbtovej a  stehennej
svaloviny kralikov divych (Oryctolagus cuniculus) sa ziskalo 56 izolatov stafylokokov.
Vsetky izolaty boli na zaklade vysledkov skumavkovej plazmokoagulazovej skusky
koaguldza-negativne (KNS) a pritomnost DN-4zy sa u nich nepotvrdila. Pomocou systému
MALDI BioTyper ™ bola u tychto izolatov vykonana druhové identifikcia, na zaklade ktorej
bolo identifikovanych 29 kmenov S. warneri, 20 kmenov S. epidermidis, 4 kmene S. capitis,
2 kmene S. pasteuri a 1 kmen S. cohnii ssp. cohnii. Vsetky kmene boli podrobené testovaniu
citlivosti na vybrané antibiotikd pomocou agarovej dilu¢nej a diskovej difuznej metddy.
Vychédzajic z dosiahnutych vysledkov (Tab. 1 a 2) bola u izolatov S. warneri, S. epidermidis
a S. pasteuri oboma metdédami najcastejSie zaznamenana citlivost’ ku gentamicinu, cefoxitinu
a oxacilinu. U kmenov S. capitis bola najcastejSie potvrdend citlivost’ ku gentamicinu,
cefoxitinu a tetracyklinu. Izolat S. cohnii ssp. cohnii a bol citlivy na gentamicin, erytromycin
a tetracyklin.

Tabulka 1: Prehl'ad poctu rezistentnych (R), intermediarne citlivych (I) a citlivych (C) izolatov
stafylokokov z mésa kralika divého (Oryctolagus cuniculus) na penicilin, tetracyklin, erytromycin
a oxacilin

Druh . Podet Penicilin Tetracyklin Erytromycin Oxacilin
izolitov | R | 1 | c|R| T |Cc|[R|T[Cc|R]|I]|C
S.warneri 29 7101221 4 0 [25] 11 0 | 18] 3 0 |26
S.epidermidis 20 0]0[20)]15] 0 | 5[20] 010 4 0 | 16
S.capitis 4 4 10] 0 0 0 4 3 0 1 1 0|3
S.pasteuri 2 010 0 0 0 0 0 0
S.cohnii ssp. cohnii 1|0 0 1 0 1 1 0

Tabul’ka 2: Prehl'ad poctu rezistentnych (R), intermediarne citlivych (I) a citlivych (C) izolatov
stafylokokov z misa kralika divého (Oryctolagus cuniculus) na ampicilin, gentamicin a cefoxitin

Druh Podet Ampicilin Gentamicin Cefoxitin
izolitov | g |1 | c | R[I|C|R 1] C
S.warneri 29 23|/ 0| 6 0 |01 29 3 10| 26
S.epidermidis 20 0/0]20] O 0| 20 2 0| 18
S.capitis 4 4 10]0 0 0 4 0 0 4
S.pasteuri 2 01]0] 2 0 0 2 0 0 2
S.cohnii ssp. cohnii 10| 0 0 |0 1 1 0] 0

Z grafu 1 je zrejmé, Ze zcelkového poctu stafylokokovych izoldtov bola najcastejSie
zaznamenana citlivost’ ku gentamicinu (56 kmenov), cefoxitinu (50 kmenov), oxacilinu (47
kmeniov) a penicilinu (44 kmenov). Zaroven bola u vSetkych 56 kmenov bola preukdzana
stiCasna rezistencia na 2 — 4 testované antibiotika. Multirezistencia bola najcastejSie potvrdena
u kmetiov S. warneri.
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Graf 1: Citlivost’ izolatov stafylokokov z mésa kralika divého na vybrané antibiotika

Uvedené vysledky nie je mozné porovnat’ s podobnymi vysledkami inych autorov, pretoze
tieto v sti€asnosti zatial’ nie su k dispozicii. Vac¢Sina autorov vo svojich pracach tykajicich sa
stafylokokov izolovanych z mésa kralikov uvadza vysledky Stadia najvyznamnejSieho
koagulaza-pozitivneho druhu S. aureus (Vancrayenest a kol., 2006; Simonova a kol., 2007).

Spracovanie prispevku bolo podporené grantom VEGA MS SR ¢. 1/0067/13.
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ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo charekterizovat’ zloZenie gélovitého zimného trusu podkovara
juzného (Rhinolophus euryale), zanalyzovat ho a opisat. Vyuzitim binokuldrnej lupy sme
morfologicky zhodnotili uniformitu celej analyzovanej vzorky, priCom vsSetky pelety vzorky
boli tvorené mukéznym materidlom zvonka a homogénnou masou vnutri. Genetickymi
metédami sme potvrdili netopieri pdvod tohto typu trusu, pricom trus neobsahuje Ziadne
zvysky koristi, hmyzu. Z cytologického hladiska trus neobsahuje ziadne bunky, ak, tak len
ich fragmenty, naopak je bohaty na muko6zny material. Geologickou analyzou sme zistili, Ze
masa vnutri je tvorend ako organickym, tak aj anorganickym materidlom, ktory po
mikroskopickej analyze zodpoved4 fosfatu, uhlic¢itanu védpenatému a ilom. Rovnako sme
potvrdili aj pritomnost’ ciastoCiek kremena, fytolitov a sferulity tvorené Stavelanom
vapenatym. VyuZzitim difrakcie X-lu¢mi sme v anorganickej zloZzke trusu charakterizovali
kremen, kalcit a ily.

UvoD

Hiberndacia, ako stratégia pre preZzitie zimného obdobia u temperatnych druhov netopierov je
vSeobecne prijaty fakt, ktory vSak v poslednom ¢ase zacina stracat’ na jednoznaénosti a zda sa
byt systtmom omnoho dynamickej$im ako sa predpokladalo. Hibernéacia je pocas zimy
prerusovana mnohymi prebudeniami, ktoré moze sprevadzat’ lov alebo pitie jedincov (Daan
1973, Ransome 1990, Avery 1985, Brack a Twente 1985, Duvergé a Jones 1994, Zukal a kol.
2005). Zatial’ nie je zname, ¢o prebudenia vyvolava a ktory faktor je za ne zodpovedny.
Posledné tri zimné sezony sa venujeme analyzam zimného trusu produkovaného druhom
podkovar juzny (Rhinolophus euryale) na izemi Slovenského a Aggtelekského krasu. V praci
Mikova a kol. 2013 sme popisali jedine¢ny typ trusu, ktory je produkovany pocas celého
zimného obdobia apo morfologickej stranke neobsahuje ziadne zvysky potravy.
Morfologicky sa tento trus skladd len z amorfnej gélovitej hmoty a Casto krat chlpov jeho
producentov. V tejto praci sa venujeme blizSej analyze tohto typu trusu z morfologického,
genetického, cytologického a geologického hl'adiska.

MATERIAL A METODIKA

Vzorka netopiericho trusu bola zberand z félie umiestnenej pod hibherna¢nou agregéciou
pocas jednej noci, z 29. 1. 2014 na 30. 1. 2014 v najva¢Som hiberndkule druhu Rhinolophus
euryale v ramci vyskytu v regione Gomor-Turna, jaskyni Baradla (340 m, 48,5°N, 20,5° E)
(Uhrin a kol. 2012). Odobrali sme 180 peletov trusu, po 15 do jednej skiimavky typu
eppendorf naplnenej 98% alkoholom. Kolénia je monospecifickd z dlhodobého hladiska,
v ¢ase odberu bolo druhové zloZenie vizualne skontrolované, pri¢om pocet jedincov v Case
odberu bol 4231.

Vsetky vzorky boli analyzované pod binokularnou lupou na potvrdenie uniformity celej
vzorky, kontrolovali sme prezenciu resp. absenciu organickej a anorganickej zlozky a
pritomnost’ fragmentov potravy. Exaktna analyza trusu zberaného rovnakym sposobom pocas
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dvoch zimnych sezon (2011-2012 a 2012-2013), bola uz prevedena (pozri Mikova a kol. 2013
a Mikova 2013).

Previedli sme DNA analyzu dvanastich vzoriek (jedna skimavka / vzorka). DNA bola
extrahovana z vybranych peletov pomocou QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen Ltd.,
Crawley, West Sussex, UK). DNA extrakty boli namnoZené vyuzitim forward a reverse
primerov amplifikaciou 16s mitochondrialnej DNA na potvrdenie netopiericho pdvodu.
Pouzili sme HotStar Taq Plus Master Mix Kit (Qiagen Ltd., Crawley, West Susex, UK); PCR
mix pre kazda vzorku (20 pl) bol: 13 pl ddH,O, 2 pl 10x Buffer, 0,4 pl MgCl,, 0,4 ul dNTP, 1
ul z forward aj reverse primerov (konecna koncentracia v reakcii 0,5 uM), 0,12 ul HotStar
Taq plus DNA polymerazy a 2 pl z kazdej vyextrahovanej DNA vzorky. Jedna negativna a
jedna pozitivna kontrola bola zahrnuta do kazdej PCR. Ako pozitivnu kontrolu sme pouzili
extrahovani DNA z biopunchu tkaniva Rhinolophus euryale. Dalsiu PCR sme previedli na
potvrdenie prezencie hmyzej DNA vo vzorkach trusu. Pomocou primerov ZBJ-Artc sme
zmnozili 157bp region COI génu: cytochrom C oxydazova podjednotka I mitochondridlne;j
DNA. Pouzili sme Multiplex PCR Kit (Qiagen Ltd., Crawley, West Susex, UK); PCR mix pre
kazda vzorku (20 pl) bol: 10 pl 2x Multiplex Buffer, 0,4 pul z forward aj reverse primerov
(kone¢na koncentracia v reakcii 0,2 uM), 8,2 ul ddH,O a 1 pl z kazdej extrahovanej DNA
vzorky. Jedna negativna a jedna pozitivha kontrola bola zahrnutd do kazdej PCR. Ako
pozitivnu kontrolu sme pouzili extrahovanu hmyziu DNA zo vzoriek trusu Rhinolophus
euryale z letnej sezény. PCR produkty boli vizualizované na 1,5% agarézovom géli.
Anorganické zlozky vo vzorke boli stanovené petrografickou analyzou na zdklade
parafinovych mikroskopickych preparatov pod mikroskopom. Podiel zloziek v anorganickej
Casti vzoriek bol ureny difrakciou X-lu¢mi. Pritomnost’ uhli¢itanu vépenatého bola testovana
aplikaciou kyseliny chlorovodikove;j.

Ultratenké rezy parafinovych blockov boli Specificky cytologicky farbené na potvrdenie
pritomnosti buniek a mukézneho materialu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vsetkych 180 peletov trusu bolo uniformnych a morfologicky podobnych. Z vonkajsej strany
ich tvori mukézny materidl, vnutri homogénna hmota, hnedo-cCiernej farby. Z 10 vzoriek z 12
analyzovanych sme tspesne ziskali 16s mitochondridlne DNA sekvencie, ktoré boli rovnako
kvalitné a dlhé ako pozitivna kontrola pochddzajica z tkaniva. Zo Ziadneho analyzovaného
peletu nebola vyizolovana hmyzia DNA. Cytologicka analyza preukdzala, ze vo vzorke sa
nenachadzajii Ziadne zachované bunky, len ich fragmenty. Specifické cytologické farbenie
zaroven dokdzalo pritomnost’ mukozeho materidlu na povrchu. Vnutorna masa je tvorena
fosfdtom, uhli¢itanom véapenatym, organickou hmotou a ilom. Podiel organickej hmoty
v pelete je asi 30%. Podiel anorganickych zloziek je 24% kremen, 33% kalcit a 43% ily. Dalej
sme potvrdili pritomnost’ CiastoCiek kremena, fytolity a sferulity Stavelanu vapenatého. Pri
morfologickej analyze bol v truse ndjdeny aj jeden jedinec kmena Nematoda.

Vyznam produkcie tohto typu trusu je stile nejasny. Existuje niekol’ko moznych hypotéz,
ktoré je vSak treba dalej testovat a potvrdit. V prvom rade samotnd produkcia trusu je
energeticky naroc¢nd, rovnako ako prebudenia z hibernacie, ktoré st na produkciu potrebné.
Jedinec okrem energie straca aj vodu a mineraly a nie je jasné, ako tieto straty kompenzuje.
Tento Specificky typ trusu neobsahuje ziadne zlozky potravy a preto je jeho funkcia zrejme
ina ako vyluovanie nestravenych zvySkov potravy. Vysoky podiel anorganickej zlozky
naznacuje, Ze ju netopiere musia aktivne prijimat, ked’ze produkcia de nuovo je vylacena.
Otazkou ostava, ¢i ma samotny prijem vyznam alebo je to vedl'ajsi efekt nejakej inej Cinnosti.
Produkcia trusu bez zvyskov potravy by mohla napoméhat’ odstraiiovat’” odumreté bunky
z gastrointestinalneho traktu alebo udrziavat’ prechodnost’ ¢reva a predchadzat’ atrofii. Jednym
z moznych vysvetleni je aj antiparazitické spravanie, ked’ze bol v truse najdeny jeden jedinec
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Nematoda. Vysoky podiel mineralnych zloziek najdenych v truse by mohol naznacovat’, ze
netopiere prijimaji minerdly pocas zimy na doplnenie vydajov. Nie je jasné, ako moze tento
proces prebiehat’, jedno z moznych vysvetleni je, Ze netopiere piju vodu bohatil na mineraly
v jaskynnej rieke Styx lokalizovanej blizko miesta formovanej hibernacnej agregécie.
Jaskynna voda (Styx) je bohatd na kalcium, magnézium a bikarbonaty a ma pH 7,8 (podla
Borbas a kol. 2011). Sediment v Baradle pochddza z vonkajsieho prostredia a tvori ho piesok,
Strk a bahno. Borbas a kol. (2011) charakterizoval na zaklade velkosti Castic a difrakcie X-
li¢mi, ze hlavny sediment moze byt kvalifikovany ako prachovity piesok. Meranie
granulometrického zlozenia potvrdilo ako hlavny minerdl kremen. Vsetky tieto
charakteristiky by zodpovedali anorganickym  zlozkdm  obsiahnutym v truse.
U juhoamerickych druhov netopierov je zname, Ze piji vodu v takzvanych collpas, ¢o st
bahniska naplnené vodou bohatou na mineraly, kde si dopliiaji najmé zasoby vapnika alebo
inych limitnych zivin (Bravo a kol. 2008, Brightsmith a kol. 2008, Emmons a Stark 1979,
Voigt a kol. 2007). Zatial' nejasnd je aj pritomnost’ fytolitov a sferulitov S$tavelanu
vapenatého, ktoré suvisia s rastlinami; fytolity su generované biomineralizaciou silic
v bunkach rastlinnych pletiv, sferulity st tvorené v ¢reve viacerych druhov Zivocichov
s najvyssim podielom u prezuvavcov, nizkym u vSezravcov a takmer ziadnym u méisozravcov
(Canti 1999). Existuje teda viacero moznych vysvetleni pre samotny jav produkcie trusu
pocas zimy, zaroven jeho vyznam je stile nejasny, avSak objasnili sme Struktiru a zlozenie
trusu, ktoré bolo doteraz nezname. Dal§i vyskum v tejto oblasti je nevyhnutny.
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HODNOTENIE SPRAVANIA STENIAT NEMECKEHO OVCIAKA V OPEN FIELD
TESTE POCAS ONTOGENEZY

Mino, 1. , Kottferova, J. , LeSkova L. , Kachni¢, J. , Haladova E. , Matos, R.

Ustav hygieny zvierat a Zivotného prostredia, UVLF v Kosiciach

ABSTRAKT

V praci bolo sledovanych 6 Steniat Nemeckého ov¢iaka vo veku 5, 7 a 9 tyzdiiov. Testovanie
bolo vykondvané v chovnej stanici sluzobnych psov v Moravskom svitom Jane
v experimentalnej miestnosti Open field, ktord bola vybavend kamerovym systémom. Zo
zdznamu bola vyhodnocovana aktivita Steniat, miera vokalizacie a reakcia na zvuk. Vysledky
poukazuju na vyrazne rozdiely spravania pocas testu Open field v priebehu ontogenézy.

UvOoD

Temperament psov sa skima coraz intenzivnejSie hlavne za Ucelom lepSieho spoznania
a vyuzitia charakterovych vlastnosti zvierat v praxi. VacSina $tadii sa zameriava na selekciu
Steniat pre umiestnenie psov do vhodnych domovov (Campbell, 1975; Fogle, 1990; Van Den
Borg et al., 1991; B; Coren, 1995), selekciu vodiacich psov pre nevidiacich alebo
terapeutickych psov (Pfaffenberger, 1963; Schaffer & Phillips, 1993; Murphy, 1995),
urcovanim vplyvu genetickych predispozicii na spravanie psov ( Reuterwall & Ryman, 1973;
Greyvenstein, 1982), posudzovanim temperamentu psov Vv Utulkoch (Coren, 1995)
a skimanim ¢i behavioralne testy mézu byt pouzité pre vyber psov pre rézne druhy prace a
chovatel'stvo (Wilsson & Sundgren, 1997). Ostatné Studie zaloZené na behaviordlnych testoch
sluzia k predikcii vhodnych sluzobnych psov pre policiu a ozbrojené sily (Reuterwall &
Ryman, 1973). Za t¢elom hodnotenia temperamentu Steniat Nemeckého ov¢iaka bolo cielom
nasej prace pozorovat’ spravanie Steniat v 5.,7. a 9. tyzdni veku v experimentalnej miestnosti
Open field. V priebehu poslednych 40 rokov sa Open field test vyvinul ako bezne pouZzivany
nastroj pre meranie spravanie zvierat. Prvotnym autorom Open field testu bol Calvin Hall
(Hall 1934; Hall & Ballechey 1932), ktory pouZiva eliminiciu v Open field-e ako index
bojazlivosti. Nasa praca poukazuje na rozdiely spravania Steniat v Open field-e pocas
ontogenézy.

MATERIAL A METODIKA

Testovanych bolo 6 Steniat toho ist¢ho vrhu, ktoré boli chované v rovnakych podmienkach.
Tento vrh pochadzal z chovatel'skej stanice policajnych sluZzobnych psov v Moravskom
svitom Jane. Stefatd boli testované jednotlivo v 5., 7. a9. tyzdni veku. Behavioralne
testovanie bolo realizované podl'a presne stanovenej metodiky. V zavislosti od typu testu bolo
spracovan¢ individudlne bodové hodnotenie a celkové hodnotenie spravania vyberom
z vopred zostavenej Skaly moznych reakcii. Nastup vokalizacie sa meral v sekundach. Kazdé
Stena bolo do testovacej miestnosti vlozené samostatne na dobu 5 mint.

Priebeh vsetkych testovacich postupov bol zaznamenany pomocou kamerového systému.
Experimentalna miestnost Open field bola rozdelena na Stvorce na zaklade coho sa
zaznamenavala motorickd aktivita - pocet prekrocenych Stvorcov (oboma hrudnikovymi
koncatinami). Okrem toho sa meral ¢asu nastupu prvych vokaliza¢nych prejavov od vlozenia
do miestnosti, hodnotila sa taktiez celkova miera vokalizacie pocCas celej doby pobytu Stefiata
v testovacej miestnosti a reakcia na zvuk (buchanie pédstou na dvere). Dosiahnuté vysledky
jednotlivych Steniat boli hodnotené z videozdznamu troma nezavislymi pozorovatelmi a
zaznamenavané do hodnotiaceho formularu.

Vysledky boli Statisticky vyhodnotené v programe MedCale, verzia 13.2. Subory boli
testované na normalitu rozdelenia D' Agostino-Pearson testom.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Dosiahnuté vysledky jednotlivych Steniat v 5., 7. a 9. tyzdni veku st zobrazené v tabul’kach

¢islo1.,2.a3.

Tabulka ¢. 1

nastup vo- |vokalizacia |pohybova reakcia na Open field
5. tyzden kalizacie /s. | celkovo aktivita zvuk celkovo
STENA ¢&. 1 27,00 2,00 13,67 2,00 1,33
STENA ¢&.2 14,00 2,00 36,33 2,00 2,00
STENA ¢&. 3 50,00 1,33 25,33 2,00 1,33
STENA ¢. 4 10,33 2,00 8,00 4,00 2,00
STENA ¢&. 5 14,00 1,33 31,67 2,00 2,00
STENA ¢&. 6 15,33 2,00 25,00 2,67 1,00
Tabulka ¢. 2
nastup vo- |vokalizacia |pohybova reakcia na Open field
7. tyzden kalizécie /s. | celkovo aktivita zvuk celkovo
STENA ¢. 1 5,33 4,00 15,00 2,00 2,00
STENA ¢&.2 3,67 1,33 35,67 2,00 1,00
STENA ¢&. 3 15,00 1,67 34,33 2,00 1,33
STENA ¢. 4 5,00 2,00 21,00 2,00 1,67
STENA ¢. 5 25,00 1,00 19,33 2,00 1,00
STENA ¢. 6 30,00 1,00 19,33 1,00 2,00
Tabulka &. 3
nastup vo- |vokalizacia |pohybova reakcia na Open field
9. tyzden kalizécie /s. | celkovo aktivita zvuk celkovo
STENA ¢. 1 1,33 3,33 39,33 1,00 1,33
STENA ¢&.2 14,00 1,67 24,00 1,00 2,00
STENA ¢.3 5,00 4,00 24,00 1,67 2,00
STENA ¢&. 4 5,00 1,67 18,67 2,00 1,67
STENA&. 5 24,67 1,00 44,67 2,00 1,00
STENA €. 6 10,00 3,33 41,33 1,00 1,00

Vysledky testovania poukdzali na individualne rozdiely medzi jedincami, ale najméd na
vyrazne rozdiely medzi 5., 7. a9. tyzdiom veku. Tieto rozdiely sved¢ia o rychlom
ontogenetickom vyvoji Steniat v tomto obdobi. Testované psy su s pribudajucim vekom
aktivnejSie, lepSie reaguji na podnety, znaSaju odliCenie a prejavuje sa unich menej
strachovych reakcii pri teste na nezndmy zvukovy podnet. Nastup prvych vokaliza¢nych
prejavov je s pribudajucim vekom rychlejsi. Stefiata v siedmom tyzdni za¢inali vokalizovat
v experimentalnej miestnosti v priemere o 7,77 sekundy skoér ako pri testovani v piatom
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tyzdni veku. Rozdiely v nastupe vokalizicie medzi piatym adeviatym tyzdnom bol
v priemere az 11,77 sekundy. Hodnotenie celkovej vokalizdcie pocas celého pobytu
v experimentalnej miestnosti sa zlepSovalo priamo uUmerne s vekom Steniat. Motoricka
aktivita mala narastajucu tendenciu. Jedince testované v piatom tyzdni veku prekonali
v priemere 23,33 Stvorcov za 5 minut. Pri testovani v siedmom tyzdni bola priemerna
motorickd aktivita 24,11 prekonanych Stvorcov a v deviatom tyzdni az 32 Stvorcov. Tento
vysledok dokazuje, ze Steniatd su s pribudajicim vekom aktivnejSie a prejavuje sa u nich
intenzivnejSie exploracné spravanie. Reakcia na nezndmy zvuk bola hodnotena v Skéle od 1
do 4 bodov, pricom Styrmi bodmi boli hodnotené¢ psy ktoré vobec nereagovali na tento
zvukovy podnet, tri body ziskali Stefiatd, uktorych sme pozorovali strachové reakcie
a odbiehanie, dva body boli udelené Stenatam, ktoré spozorneli a prejavili zaujem. NajlepSie
hodnotenie, jeden bod ziskali Steniatd, ktoré reagovali bezprostredne vyskakovanim na dvere.
V piatom tyzdni dosiahli Stenatd priemerné bodové hodnotenie 2,445 boda, v siedmom tyzdni
1,833 boda a v deviatom tyzdni 1,445 boda. Z toho vyplyva, Ze reakcia na nezndmy zvukovy
podnet bola menej vyraznd s pribudajicim vekom Steniat. Celkové hodnotenie spravania
v experimentalnej miestnosti Open field bolo bodované na stupnici od 1 do 3 bodov, pricom 1
bod predstavoval intenzivne exploraéné spravanie, Casté vyskakovanie na steny a dvere
miestnosti a vzpriameny postoj psa pocas ViacSiny casu strdveného v experimentilnej
miestnosti, oproti tomu 3 body predstavovali pritomnost’ strachovych reakcii, exploracné
spravanie spojené s chaotickym pobiehanim, stiahnuté usi a chvost. Priemerné bodové skore
dosiahnuté v piatom tyzdni veku bolo 1,66 boda. V siedmom a deviatom tyzdni dosiahli
testované Steiata priemerne 1,5 boda.

Diederich a Giffroy nasli dokaz, ze otazka spol'ahlivosti a platnosti behavioralnych testov ako
je aj Open field je nizka obzvlast’ pri testoch vykonanych na mladych psoch. (Diederich &
Giffroy, 2006). My sa tak isto priklaname k testovaniu Steniat najskor v siedmom resp.
deviatom tyzdni. Doélezitym aspektom je aj velkost’ experimentdlnej miestnosti. Velkost’
miestnosti zavisi na vybere autorov testu. Napriklad 3-4 tyzdiové Stenatd plemena Basenji,
ktoré testoval Stanley & Elliot (1962) mali k dispozicii miestnost’ s rozlohou 13,3m?. Wright
(1983) testoval 5,5-8,5 tyzdnov staré Stenatd nemeckého ovciaka a bigla v miestnosti s
rozlohou 6,25m?. Baudet (1990) testoval 7-16 tyzdilové Stefiata Siestich plemien vratane toy
pudla a nemeckého vi¢iaka v miestnosti s rozlohou 3,35m?. Open-field test sluzi na vyvolanie
emociondlnych reakcii alebo exploraéného spravania u Steniat a preto by velkost’ miestnosti
mala byt’ prisposobena vel'kosti testovaného zvierat’a.

Pri testovani Steniat mdézeme sledovat ich vyvoj spravania a napredovanie opakovanym
testovanim v d’alSich obdobiach ich zivota (Fox & Spencer, 1969; Wright, 1983), ¢im dlhsie
jedince pozorujeme, tym presnejSie modzeme predpovedat aké vlastnosti budd mat v
dospelosti a aké by bolo ich najvhodnejsie vyuzitie, napriklad ako vodiace psy (Pfaffenberger
& Scott, 1976; Goddard & Beilharz, 1984), policajné psy (Verga, 1983; Filt, 1984), vojenské
vyhl'adavacie psy (Rooney et al., 2003), alebo psy do domécnosti (Campbell, 1975). Zaverom
modzeme konStatovat’, Ze testovanie v piatom tyzdni veku nie je objektivne, u Steniat sa
vyskytuju strachové reakcie, explora¢né spravanie je obmedzené, Stenatd zle reaguju na
odlugenie a vysledky testov v tomto veku nie su smerodajné. Dal§im testovanim sme
dokazali, ze behavioralne testy vo veku 7 a 9 tyzdiov poukazuji na vicsie individudlne
rozdiely a maju vacsiu vypovednt hodnotu.

Tato praca bola podporena z projektu VEGA 1/0727/12.
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ETERICKE OLEJE V ZIVOCISNOM ORGANIZME (MINIREVIEW)
chl’ové V.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Eterické oleje st prchavé kvapaliny rastlinného povodu zlozené zo zmesi lipofilnych latok,
ktoré pochadzaju zo sekundarneho metabolizmu rastlin. Eterické oleje st zvy¢ajne prchavé uz
pri izbovych teplotach a vyparuji sa bezo zvySku. Aktivne latky sa vyznacuju malou
molekulovou hmotnostou. Ked’ze sa éterické oleje vyskytuju v potrave ako prirodzena sucast’
rastlin, v ZzZivo¢iSnom organizme sa vyvinuli mechanizmy na ich biotransformaciu
a eliminaciu. Pocas tychto procesov sa moze menit’ chemicka povaha danych latok, ¢im sa
stdvaju biologicky aktivnymi a svojimi u¢inkami mézu ovplyvnit' fyziologické procesy
zivo¢isneho organizmu.

UvOD

Po absorpcii rastlinnych latok do organizmu, nastava ich premena. Cesty vstupu jednotlivych
zloziek do organizmu mozu byt rozne (sliznice, koza, gastrointestinalny trakt, inhalacia) a ich
metabolizacia mdze prebichat’ uz v danom tkanive, avSak hlavnym orgdnom biotransformécie
tychto latok je pecenl. Zmetabolizované latky su krvou distribuované do réznych organov
alebo su vylucené z organizmu.

BIOTRANSFORMACIA  ZLOZIEK ETERICKYCH OLEJOV V ZIVOCISNOM
ORGANIZME

Ulohou biotransformacie je hlavne zmena fyzikalno-chemickych vlastnosti danych latok, ¢im
sa umozni ich vylicenie z tela. Pocas metabolizmu sa meni polarita zloziek a ich rozpustnost’
vo vode, ¢o umoznuje ich eliminiciu z organizmu. Hydrofilné zliceniny sa z krvi l'ahko
odstrania a vylucia sa oblickami.

Biotransformécia zahfiia vSetky procesy metabolickej premeny latok, ktoré su pre organizmus
cudzorodé. V niektorych pripadoch vznikne metabolit, ktorého G¢inky st odlisné v porovnani
s povodnou latkou. Enzymy podiel'ajice sa na biotransformacii, sa nachadzaju v membranach
endoplazmatického retikula buniek pecene, obliciek, traviacej sustavy, plic, koze a inych
tkaniv. Hlavnym organom metabolizmu je peceii, ktorej aciny su zasobené krvou obsahujicou
ziviny a zlozky vstrebané do organizmu.

I. FAZA BIOTRANSFORMACIE

V prvej faze biotransformdcie prebiehaji najmi redoxné reakcie a hydrolyza. Molekula
rastlinnej latky prijima reaktivne skupiny -OH, -COOH, -NH,, -SH. Prostrednictvom tychto
skupin sa molekula méze neskor zapojit’ do konjugacnych reakceii v druhej faze.

Do prvej fazy su zahrnuté aj NADPH, NADH, dvojmocné kationy a molekulovy kyslik. Pri
biotransformacii prvej fazy sa vyuziva aktivita enzymov patriacich do skupiny
cytochrom P 450 (CYP 450).

Jednotlivé izoformy CYP 450 sa moéZu viac alebo menej podielat’ na metabolizme
konkrétnych zlicenin. Pri metabolizme tymolu a karvakrolu in vitro sa v prvej faze
metabolizmu preukdzala aktivita izoforiem CYP 1A2, CYP 2A6, CYP 2B6 a CYP 2A6,
pricom ako hlavny enzym pri metabolizme tychto zlucenin bol identifikovany CYP 2A6
(Dong, 2012a).

II. FAZA BIOTRANSFORMACIE

Konjugacia predstavuje druhtt fazu metabolizmu, ked’ vznikaju konjugaty kyseliny
glukurénovej, sirovej, glycinu, glutaminu a glutationu. Vznikaju aj rozlicné acylderivaty
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ametylované¢ zluCeniny. Medzi enzymy katalyzujuce reakcie druhej fazy patria
glutation-S-transferdza, UDP-glukuronozyltransferaza, gama-glutamyltranspeptidaza,
metylazy a iné.

Doposial’ bolo ucicavcov stanovenych niekol’ko izoforiem UDP-glukuronyltransferaz
podielajucich sa na glukuronidacii. Koncentracie metabolitu glukuronidu v danom
experimente boli najvyssie v pecenovych mikrozomoch u potkanov v porovnani s inymi
druhmi (gerbil, morca, kralik, Clovek, Skrecok, mys). Vysledky poukazuji na fakt, ze intenzita
metabolizmu a aktivita enzymov glukuronizdcie méze byt roézna u viacerych zivocisnych
druhov (Kanoh a kol., 2011).

Pri pokuse in vitro, kde sa sktimala glukuroniddcia karvakrolu, bola preukdzana tucast
izoforiem UGT 1A3, UGT 1A6, UGT 2B7, UGT 1A9 a UGT 1A7. Za hlavné enzymy
katalyzujuce tuto reakciu sa povazuju izoformy UGT 1A9 a UGT 1A7. Predpokladé sa, Ze
enzym UGT 1A9 je hlavnym enzymom glukuronidacie karvakrolu v peceni, pricom
katalytickd ¢innost UGT 1A7 je dolezitd najmd v intestindlnych bunkéch (Dong a kol., 2012
a,b).

Pokusy naznacuju, Ze konkrétne izoformy enzymov podielajicich sa na biotransformacii sa
réznou aktivitou zucastiuju metabolizmu aich koncentracia v jednotlivych tkanivach je
rozna.

Niektoré zlozky éterickych olejov podstipia metabolicki premenu posobenim enzymov
¢revnej mikroflory eSte v trdviacom trakte a az potom st vstrebavané enterocytmi. Podla
Rubié akol. (2012) mikrobidlne esterazy pravdepodobne hydrolyzuju esterové vézby
aromatickych fenolovych zlucenin ako aj kyseliny rozmarinovej pochddzajicej z rozmarinu.
Podobnym spdsobom moézu byt metabolizované viaceré rastlinné zlozky, ked'ze crevna
mikroflora traviaceho traktu mé schopnost’ katalyzovat'" p-dehydroxyldciu polyfenolov
s katecholovou skupinou (Wang a kol., 2001).

Dané experimenty ciastoéne vysvetluji vplyv c¢revnej mikroflory na metabolizmus
a vstrebavanie sekundarnych metabolitov rastlin, ¢o by mohlo objasnit’ napriklad nizky
biologicky ucinok tychto latok na organizmus. Pri metabolizme rastlinného polyfenolu
resveratrolu sa az 50% prijatej davky meni vplyvom bakteridlnych enzymov uz v ¢reve
(Walle, 2011).

Po absorpcii xenobiotik do enterocytov nemusi zakonite dojst’ k ich prechodu do krvi, ked’
zliceniny neprejdu cez bazalnu membranu enterocytu. Na apikalnej strane buniek membran
sa nachadzaju ,.efflux proteiny” (P-glycoprotein, MRP2), ktor¢ mézu dani molekulu
transportovat’ spit’ do limenu ¢reva, ¢im sa zabrani jej prechodu do krvného obehu. V inom
pripade latka v enterocyte moze podstupit’ fazu Ia fazu II biotransformacie. Pocas tejto
metabolizdcie moze nastat’ inaktivicia zluceniny, alebo sa tieto latky stand substratom pre
prenasace aprejdu cez bazdlnu membranu. Latky, ktoré sa dostant do krvi zcreva, su
transportované do pecene. Tam sa mdzu d’alej metabolizovat’ alebo sa exkretuju Zl€ou spét’ do
¢reva (Chan a kol., 2004).

Biotransforméacia moze prebiehat’ aj v inych metabolicky aktivnych tkanivach, v ktorych sa
nachadzaji potrebné enzymy. Pri pokusoch sledujucich koncentracie resveratrolu a jeho
metabolitov v tkanivach, sa najvys§ie mnozstva namerali prave v tkanivach zaludka, Creva,
pecene a obli¢iek (Juan a kol., 2010). Vysledky danych pokusov poukazuji na vysoké
koncentracie sledovanych latok v tkanivach, ktoré sa pravdepodobne zlcastiiuji absorpcie aj
metabolizacie.

Teng akol. (2012) predpokladaju, Ze u polyfenolov pouzitych v danom pokuse prebehla
I1.f4za metabolizmu prave v ¢érevnych enterocytoch. Cast’ glukuronidov a sulfatov sa vstrebala
do krvného obehu, zatial’ ¢o Cast’ bola enterocytmi exkretovand spit’ do limenu ¢reva. Téato
hypotéza podporuje aj vysledky experimentov suvisiacich s efflux transportérmi (Chan a kol.,
2004; Suzuki a Sugiyama, 2000).
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Vysledky pokusov poukazuji na sucinnost’ crevnych enzymov podielajucich sa na
biotransformacii a ¢revnych transportérov, ktoré zodpovedaju za prenos molekuly xenobiotika
cez membranu enterocytu (Suzuki a Sugiyama, 2000; Chan a kol., 2004; Teng a kol., 2012).
Exogénne prijatd molekula, ktord ,unikne” metabolizmu v enterocyte je pomocou
transportéru vylucend spit’ do limenu creva. Nasledne td istd molekula méze byt znova
transportovand do vnltra enterocytu a znova vylicena bez zmeny (Benet a kol., 1999; Suzuki
a Sugiyama, 2000).

Organizmus sa prostrednictvom tychto procesov pravdepodobne ,,vyhyba* niektorym latkam,
pricom sa snazi zabranit ich absorpcii cez sliznice, alebo ak sa absorbuju, snazi sa Co
najrychlejsie ich z tela vylucit’ (pomocou biotransformdcie a exkrécie).

Tento vyskum je podporovany grantovou agenturou pre podporu vedy VEGA No. 2/0052/13.
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ANGIOTENZIN I1 JE DOLEZITY REGULACNY FAKTOR V CITLIVOSTI
NEUROPATICKEJ BOLESTI

Oroszova Z, Hricova L', Lukacova N, Pavel J.

Neurobiologicky ustav SAV, KoSice

ABSTRAKT

Na objasnenie tlohy angiotenzinu II (Ang II) v regulacii periférnych senzorickych systémov sme
sledovali vplyv subpresorovej davky (150pg/kg/min) Ang II na nociceptivhe spravanie vo
vztahu k neurondlnemu poskodeniu a aktivacii satelitnych gliovych buniek (SGCs) v
miechovych dorzalnych gangliach (DRG) po chronickej ligacii sedacieho nervu. Systémové
kontinudlne podavanie subpresorovej davky Ang II po siedmich dioch ligacie indukovalo
taktilng, tepelnu a chladovli hyperalgéziu. Blokacia AT receptora systémovym podavanim
losartanu (2,5mg/kg/den) zabranila taktilnej hyperalgézii, oslabila chladovu hyperalgéziu, ale
nemala vplyv nanociceptivne spravanie pri vySSich tepelnych podnetoch. ATF3
imunofluorescen¢né farbenie ukazalo vyrazny narast poctu vel'kych poskodenych primarnych
aferentnych neurdénov na ipsilateralnej strane po podavani Ang II. Okrem toho, subpresorova
davka Ang Il vyrazne zvysila aktivaciu satelitnych gliovych buniek obklopujucich tieto velké
primdrne senzorické neurdny. Nase vysledky ukazuji, Ze Ang II prostrednictvom aktivacie
AT receptorov je dolezity regulacny faktor vnimania neuropatickej bolesti a zohrava délezita
ulohu pri poskodeni velkych senzorickych neuronénov a v aktivacii satelitnych gliovych
buniek.

UvoD

Symptomy neuropatickej bolesti, ktord vznikd pri poskodeni periférnych nervov, su celkom
dobre popisané, avsak jej patologické mechanizmy su stidle malo zname. Nase predchadzajuce
vysledky ukazali, Ze Ang II prostrednictvom aktivacie svojho receptora AT, by mohol byt
dolezitym faktorom ovplyvitujicim prenos senzorickej informacie v DRG za fyziologickych
aj patologickych podmienok (Pavel et al. 2008). Z tohto dévodu sme v tychto experimentoch
sledovali dopad systémového a dlhodobého poddvania Ang II na bolestivé spravanie po
chronickej ligacii sedacieho nervu v korelacii s poSkodenim spinalnych aferentnych neurénov
a aktivaciou satelitnych gliovych buniek.

MATERIAL A METODIKA

Vsetkym experimentalnym zvieratam (dospelé samce potkana kmenia Wistar o hmotnosti 250
— 320g, n=18) bola urobena unilaterdlna ligacia sedacieho nervu podl'a Bennett a Xie (1988)
s dobou prezivania 7 dni. Nasledne boli zvierata rozdelené do troch skupin: (1) kontrolné
zvierata tzv sham-control, ktorym bol podany fyziologicky roztok (i.p., pocas 7 dni
prostrednictvom Alzet minipumpy), (2) zvieratd, ktorym bol podany Ang II (150ng/kg/min.,
1.p., prostrednictvom Alzet minipumpy pocas 7 dni ), (3) zvieratd, ktorym bol podany Ang II
(150ng/kg/min., 1i.p., prostrednictvom Alzet minipumpy pocas 7 dni) + Losartan
(2,5mg/kg/den s.c., prostrednictvom Alzet minipumpy pocas 10 dni). Kvoli efektivnemu
blokovaniu AT; receptorov vV spindlnych ganglidch, minipumpy s losartanom boli
implantované tri dni pred podavanim Ang II a Ang II bezprostredne po ligacii sedacieho
nervu. Behavioralne testovanie zadnej ligovanej labky bolo vykonané pred ligaciou a sedem
dni po ligécii, kedy dochadza k vyvoju neuropatickej bolesti. Citlivost’ zadnej ligovanej labky
na mechanické podnety bola stanovend pomocou ,,von Frey filaments®“. Meranie najnizSej
anajvyssej tzv. prahovej teploty pri ktorej sa pozorovalo nociceptivne spravanie bolo
vykonané na ,,Hot/Cold Plate* (Ugo Basile, Taliansko), ktord pracuje s linearne rasticou
alebo klesajucou teplotou. Nociceptivne spravanie sa u experimentalnych zvierat prejavovalo
lizanim a/alebo zdvihanie zadnej ligovanej labky. Na zdklade ziskanych vysledkov bola
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reakény Cas. Po 7 dnoch ligacie boli zvieratdim zo vSetkych experimentalnych skupin
ipsilateralne odobrané DRG zodpovedajuce L4-L5 miechovym segmentom. Poskodenie
primarnych senzorickych neurénov po ligacii sedacicho nervu bolo stanovené
prostrednictvom imunofluorescenéného farbenia s anti-ATF3 protilaitkou. Aktivované
satelitné gliové bunky boli vyzualizované fluorescenénym farbenim s anti-GFAP protilatkou.
Vysledky boli vyjadrené ako priemer £ SEM zo skupiny Siestich zvierat, ktoré boli merané
individudlne. Na zistenie Statisticky vyznamnych rozdielov bol v Statistickej analyze pouzity
neparovy Studentov t-test na hladine vyznamnosti p < 0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Nase zistenia poukézali na vyrazné zvySenie vnimania bolesti na ipsilatelarnej strane k
ligovanému miestu po systémovom podavani Ang II. Poddvanim Ang II doslo k zvySenej
citlivosti na bolestivé stimuly v zadnej ligovanej labke a blokacia AT, receptora losartanom
zabranila tejto taktilnej hyperalgézii (obr. 1a). Najvyssia tzv. tepelna prahova teplota pri ktorej
bolo pozorované nociceptivne spravanie bola 46° C, pri tejto teplote nebol zisteny Ziadny
vyznamny rozdiel v nociceptivnych reakciach v jednotlivych experimentalnych skupinach
(obr. 1b). Pri prahovej chladovej teplote 4°C boli znamky nociceptivného spravania
pozorované u potkanov, ktorym bol podany Ang II (obr. 1¢). Po podani Ang II + Losartan sa
zvysila citlivost’ zvierat (obr. 1c). Reakcia zadnej ligovanej labky na tepelny (46°C) alebo
chladovy (4°C) podnet bola vyrazne kratSia u zvierat, ktorym bol podadvany Ang II (obr. 2).
Blokovanie AT, receptora losartanom znizilo chladovi hyperalgéziu (obr. 2¢). Kontinuélne
podavanie subpresorovej davky Ang Il vyrazne zvySilo pocet poskodenych velkych
aferentnych neurénov (Obr. 3a), ¢o znamend, Ze cirkulujuci Ang II zosiliiuje poskodenie
aferentnych neurénov vyvolané ligaciou sedacieho nervu. Ang II Statisticky vyrazne zvysil
aktivaciu satelitnych gliovych buniek okolo velkych aferentnych neurénov zaznamenanu
prostrednictvom GFAP-IR (Obr. 4). Blokéacia AT; receptorov losartanom bola relativne
schopnd potladit Ang II-indukované nociceptivne reakcie, to vSak nezabranilo zvySenému
poskodeniu velkych aferentnych neurénov a aktivéacii SGCs v spindlnych gangliach vyvolané
kontinudlnym systémovym podavanim Ang II. Vysledky tychto experimentov naznacili, ze
Ang II (a) prostrednictvom AT, receptorov je ddlezitym regulacnym faktorom v citlivosti
neuropatickej bolesti; (b) zohrava ddleziti ulohu pri poskodeni velkych aferentnych neurénov
a v aktivécii satelitnych gliovych buniek vyvolané chronickou ligaciou sedacieho nervu.
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46°C, (b) pri 4°C, po podavani fyziologického roztoku (kontrola), Ang II a Ang II + Los.
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Obrazok 4. Percentudlne zastipenie velkych aferentnych neurénov obklopenych
aktivovanymi SGCs po podavani fyziologického roztoku (kontrola), Ang I a Ang II + Los.

*p <0,05.

Vyskumnda prdca bola podporend VEGA grantom ¢. 2/0203/10 a 2/0191/13.
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METABOLIZMUS ORGANICKYCH KYSELIN V BACHORE OVIEC IN VITRO PRI
VYSOKO-KONCENTRATOVEJ DIETE S PRIDAVKOM FUMARATU
STANOVENY METODOU LC-MS

Pisaréikova J.

Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom in vitro pokusu bolo studium vplyvu pridavku exogénneho fumaratu na metabolizmus
organickych kyselin a bachorové fermentacné parametre pri dvoch vysoko-koncentratovych
diétach. Metddou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie spojenej s hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS) boli v bachorovej tekutine stanovené koncentracie fumaratu,
sukcinatu, malatu a laktatu po 4, 12 a 24 hod fermenticie. Exogénny fumarat pozitivne
ovplyvnil metabolizmus organickych kyselin v diétach zvySenim produkcie propionatu
(P<0,01 a P<0,001) a zniZzenim pomeru acetatu : propionatu.

UvoOD

Negativny vplyv skrmovania vysoko-koncentratovych krmnych davok prezivavcami casto
vedie k negativnym javom ako je nizke pH, zniZenie stravitelnosti vlakniny, akumulécia
kyseliny mlie¢nej atd. a preto st pridavané do krmiva rozne antimikrobidlne aditiva.
Organickd kyselina fumarat predstavuje jednu z alternativ k antibiotikdm a rastovym
promoétorom (Carro a Ranilla, 2003) a jeho pridavok do krmiva prezavavcov redukuje
metanogenézu a zvySuje produkciu propionatu v bachore (Asanuma a kol., 1999). Preto
cielom naSej prace bolo zistit vplyv exogénneho pridavku fumaridtu na metabolizmus
organickych kyselin a bachorové fermenta¢né parametre pri vysoko-koncentratovej diéte v in
vitro podmienkach.

MATERIAL A METODIKA

In vitro pokus vo fermentaénych nadobach s bachorovou tekutinou, diétou a pridavkom
fumaratu (10 a 30 mmol/l, FUM10, FUM30) bol zostaveny podl'a Varadyovej a kol. (2000).
Testované boli dve diéty: MH+BG (lu¢ne seno+jacmeni, 400:600, w/w) a MH+BG+MP (10%
MH nahradené zmesou medicindlnych rastlin, MP). Organické kyseliny v bachorovej tekutine
boli stanovené metddou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie spojenej s hmotnostnou
spektrometriou LC/ESI-MS-MS po 4, 12 a 24 hod inkubacie. Separacia kyselin bola
uskuto€nena pomocou kvapalinového chromatografu pouZitim kolény C18 250 mm x 4,6 mm
(5 um) vyhrievanej na 30°C a 0,1% kyseliny mravcej ako eluentu pri prietoku 0,6 ml/min.
Ako detektor bol pouzity hmotnostny spektrometer s trojitym kvadrupdlom. Pre ionizaciu
kyselin bol k dispozicii pneumaticky podporovany elektrosprej pracujici pri atmosférickom
tlaku (API-ESI) za vzniku deprotonovanej molekuly [M-H]. Kvantifikacia organickych
kyselin bola uskutocnena v MRM akvizicnom modde, kde boli sledované fragmentacné
prechody m/z s najvySSou intenzitou pre malat 133—115, pre laktat 89—43, pre sukcinat
117—73 a fumarat 115—71 v retencnych ¢asoch 6,5 min, 7,8 min, 12,7 min a 13,2 min v
rovnakom poradi. Pre jednotlivé kyseliny bola vykonand optimalizdcia zdrojovych
parametrov a parametrov zlucenin. Tok suSiaceho plynu (N;) 6 l/min, teplota splynenia
450°C, tlak rozpraSovania 207 kPa, napétie v kapilare -4000 V a zdrZanie 150 ms. Pre kazda
kyselinu boli ndjdené kolizne energie od -8 do -20 V. Pokus bol Statisticky vyhodnoteny
analyzou variancie (Graphpad Instat, Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Koncentracia laktatu vo fermentaciach bez aj s pridavkom fumaratu bola priblizne rovnaka
pocas celych 24 hod (Obr. 1-2 a,b,c). Sukcinat dosahoval najvyssie hodnoty vo fermentaciach
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a metabolizoval sa po 12 hod (FUMI10) resp. az po 24 hod (FUM30). Koncentracia malatu
bola vyraznejSia len pri FUM30. Organické kyseliny sa v bachorovej tekutine rychlo
metabolizuji (do 12 hod) predovSetkym na propionat a menej na acetat a butyrat (Russell a
Van Soest, 1984). Exogénny pridavok fumaratu do fermentacii ovplyvnil stravitenost’ in
vitro ako aj produkciu celkovych a individudlnych kratkoretazcovych mastnych kyselin
(P<0,001; Tabulka ¢.1). So zvySujiicou sa davkou fumarétu sa linedrne zvySovala produkcia
propionatu a znizoval sa pomer acetatu : propiondtu pri obidvoch diétach. Vplyv fumaratu sa
prejavil len numerickym (nie signifikantnym) znizenim metanu (o 13-15%) oproti kontrole
pravdepodobne pre slabs§i U¢inok fumaratu na metanova produkciu vo vysoko-
koncentratovych diétach (Carro a Ranilla, 2003; Asanuma a kol., 1999). Zaverom mozeme
povedat’, ze koncentracie organickych kyselin boli prvy krat stanovené metédou LC-MS v
bachorovej tekutine a pridavok exogénneho fumaritu pozitivne ovplyvnil metabolizmus
organickych kyselin v prospech vyssej produkcie propionatu v bachore prezavavcov in vitro
pri vysoko-koncentratovej diéte.

TabulPka ¢.1

Vplyv fumarétu (10 a 30 mmol/l) na fermentané parametre po 24 hod inkubacie in vitro

Diéta Fumarat IVDMD Metan SCFA Acetat Propionat  Butyrat
(FUM) (g’lkg DM) (%) (mmol/l) (mol%)  (mol%) (mol%)
Kontrola 560 10,5 48,2 59,9 18,1 13,2

MH+BG FUMI0 686 10,5 51,5 58,7 21,6 11,5
FUM30  385° 9,15 60,9¢ 55,4 29,1° 8,98°¢
Kontrola 617 10,0 44,6 60,0 16,2 15,1

MH+BG+MP  FUMI0 656 891 524 58,7 21,4 11,9°
FUM30  455° 9,05 63,0° 55,4¢ 29,3° 9,12¢

SEM 25,4 0,481 1,61 0,57 0,75 0,578
FUM keksk NS keksk keksk keksk keksk
Diéta Ns Ns Ns Ns Ns Ns

FUM x Diéta Ns Ns Ns Ns Ns Ns

MH+BG, liéne seno+jac¢men (400:600, w/w); MH+BG+MP, MH+BG+10% MH nahradené zmesou
medicinalnych rastlin, IVDMD, in vitro stravite'nost’; SCFA, celkové kratkoretazcové mastné kyseliny;
Ns: nie je signifikantné; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. “P<0,05; °p<0,01; °P<0,001 rozdiely od
kontroly v ramci diéty

Praca bola podporend Vedeckou grantovou agentiirou MS a SAV (VEGA 2/0009/14).
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Obr. 1-2 (a,b,c) Vplyv pridavku fumaratu (0,10 a 30 mmol/l; kontrola, FUM10, FUM30) na
metabolizmus organickych kyselin v MH+BG, resp. MH+BG+MP diéte po 4, 12 a 24 hod fermentacie
v bachorovej tekutine oviec in vitro (FA, fumarat; SA, sukcinat; MA, malat; LA, laktat).

90



DEKONTAMINACIA LABORATORNYCH SPF MYSI A ICH VYUZITIE
V GNOTOBIOTICKYCH STUDIACH

Popper, M., Gancarcikova, S.

Katedra mikrobiologie a imunologie, UVLF, KoSice, miro.popper@gmail.com

ABSTRAKT

Experimentalna praca bola zamerana na ziskanie germ-free mysi dekontamindciou SPF mysi.
Takto zmenené zvieratd by boli pouzitelné pre Specificky zamerané fyziologické Studie.
Moznost’ vyuzitia takychto laboratornych zvierat pre imunologické Stadie je znacne
obmedzena, ked’ze uz prisli do kontaktu s beznou mikroflorou traviaceho traktu. Do Stadie
bolo zaradenych S5ks SPF laboratornych mys$i linie BALB/c (Velaz,s.r.0.). Zvieratd boli
v transportnej naddobe umiestnené do sterilného gnotobiotického odchoviiového izolatora.
V prvom kroku boli na zdklade farmakologickych vlastnosti vyselektované vhodné
antibiotika. Terapeuticka davka bola zvolena ako pociatocnéd experimentalna davka. Samotna
studia bola rozdelena do 7 etap, ktoré sa od seba navzdjom liSili na zaciatku druhom
antibiotika, neskér uginnou davkou a diZkou aplikacie. Najnizsie poéty KTJ (6,933 x 10°
aerobna kultivicia a 5 x 10° anaerobna kultivacia) za celd dobu §tidie boli dosiahnuté pri
simultannej aplikacii dvoch antibiotik, a to roztoku Amoxicilinu potencovaného kyselinou
klavulanovou pri koncentracii 387,11 mg/kg aplikovaného p.o., a roztoku Ciprofloxacinu
s koncentraciou ucinnej latky 11,76 mg/kg aplikovaného s.c. Ani takto vysoka koncentracia
ucinnych latok nespoOsobila uplni dekontaminiciu mikroflory u zvierat, ale potlacila jej
druhovu réznorodost’.

UVOD

Gnotobiotické zvieratd si vhodnymi modelmi pre Stadium interakcii presne definovanych
mikroorganizmov. Na naSom pracovisku zavadzame technoldgiu ziskavania a odchovu
gnotobiotickych laboratornych mysi. Ide o zvIast’ naro¢nti metodiku, ktora si vyzaduje okrem
samotnych zvierat aj metddu akou sa budi ziskavat, pristrojové, materidlne vybavenie
a personalne zabezpecenie plynulej prevadzky pocas priebehu Studii na tychto zvieratach.
Odchovom gnotobiotickych zvierat sa zaoberaji celé inStiticie zamerané na tento Ucel
s nepretrzitou prevadzkou asilnym persondlnym zabezpecenim a samozrejme dobrou
finan¢nou podporou, ked’ze ide o naro¢nti technologiu. Na naSom pracovisku disponujeme len
jednym vedeckym pracovnikom zaoberajicim sa danou problematikou a pomocnymi silami
v maximalnom pocte 5 l'udi, preto hl'addme iné sposoby ako ziskat’ gnotobiotické mysi do
nasho pokusného zariadenia.

MATERIAL A METODIKA

Laboratorne mysi boli ziskané z chovu Velaz s.r.0., Praha a letecky prepravené v $pecidlnych
transportnych nadobach (kartonové krabice s mikrobiologickymi filtrami prepustajicim
vzduch) do pokusného zariadenia Laboratoria gnotobiolégie, Ustavu mikrobioldgie a
gnotobioldgie, UVLF Kosice vpocte 5 kusov linie BALB/c, kategérie SPF (Specific
Pathogen Free), vo veku 4 tyzdnov a vaziace 15 — 19g. Po sterilizacii povrchu transportnej
nadoby a vnutra spojovaciecho tunela bola transportnd nddoba premiestnend do vnutra
gnotobiotického odchoviiového izolatora. Laboratdérne zvieratd boli kfmené ad Ilibitum
kompletnou kfmnou zmesou pre mySi ST-1, ktord bola predkladand v suchom stave
a granulovanej forme dva krat denne a mali nepretrzity pristup k autoklavovanej vode
v sklenenych fTaSiach. Priestory chovnych nadob a obohatenie prostredia (domceky,
podstielka, koleso na behanie) v nich, umoznovali zvieratam normalne prejavy spravania
a primerane znizovali siperenie medzi jedincami rovnakého druhu. Zdravotnicky material bol
radiacne sterilizovany (Bioster, Veverska Bityska, CR). Skleneny a kovovy material bol
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sterilizovany autoklavom. Filtracia vzduchu v izolatoroch bola zabezpecena filtracnou
patronou HEPA v puzdre z PP, prevedenie ako jednocestny filter, HI3 podl'a EN 1822. Po
presune mysSiek do odchoviiového izolatora sa pravidelne vykonéavala mikrobiologicka
kontrola, pri ktorej sa odoberali stery zpovrchu mySiek, rekta astien izolatorov
detoxikaénymi tamponmi (Imuna, Sarisské Michalany) do pripraveného PYG bujonu
a fyziologického roztoku. V d’alSom kroku bol 0,1g trusu nariedeny a zhomogenizovany
(Seward STOMACHER® 80 LAB SYSTEM) a 0,1ml roztoku vzorky bolo inokulovanych na
pripravené platne — krvny agar v pocte zodpovedajicom poctu riedeni. Vyber vhodnych
antibiotik na ucel dekontaminacie SPF BALB/c mysi bol realizovany formou porovnavania
priemeru inhibiénych zén jednotlivych antibiotik a chemoterapeutik reprezentovanych vo
forme antibiotickych diskov (Lachema, Lach-Ner, HiMedia, Oxoid). Disky boli umiestnené
na inokulované platne s médiom krvny agar. Na aerobnt kultivaciu boli platne ulozené do
termostatu s teplotou prostredia 37,5 °C a na anaerobnu kultivaciu aj do anaerostatu
s GasPakom (BD GasPak™). V pripade aerobnej kultivacie boli inhibi¢né zoény od¢itané po
dobe inkubacie 24 hodin, anaerobna kultivacia prebiehala v anaerostate 48 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V prvej faze dekontaminacie sme sa rozhodli pre aplikaciu ucinnej latky Ciprofloxacin vo
forme liekového pripravku CIPHIN PRO INFUSIONE 200 mg/100 ml sol inf 100 ml/200 mg
(fI.skl.inf.) 1x100 m od firmy ZENTIVA, a.s., Hlohovec, Slovenska republika, uréen¢ho na
vnutrozilové infuzne podavanie, ale taktiez vhodného na peroralne podavanie.

KaZzdej mysi zvlast’ sme aplikovali 0,1 ml zriedeného roztoku Ciprofloxacinu (davka 2,94
mg/kg) perordlne pomocou inzulinovej striekacky sihlou na konci obalenou gumenou
hadic¢kou s cca. 1 mm limenom. Tuto proceduru sme opakovali kazdych 12 hodin. Pri prvej
dekontaminécii sme aplikovali 0,1 ml roztoku Ciprofloxacinu v trvani 48 h. Vymenu
podstielky a Cistenie odchoviiovych naddob sme opakovali kazdy deii. Den po aplikécii sme
zaznamenali pozitivny vysledok z kontroly kontamindcie podstielky a povrchu pokusnych
zvierat, preto sme urobili d’al§i antibiotikogram na potvrdenie U€innosti zvolenych antibiotik
a chemoterapeutik. Ten preukazal dobri ucinnost antimikrobidlnych latok za aerobnych
podmienok. V druhej etape hl'adania vhodného sp6sobu dekontaminacie SPF BALB/c mysi
sme predizili dobu podavania roztoku Ciprofloxacinu na 5 dni. Po ukonéeni 5 diove;
aplikacie roztoku Ciprofloxacinu, sme sa rozhodli pouZit nové antimikrobidlne latky,
z dovodu vyssej ucinnosti, vyssej hodnoty LD50 a nizSieho zatazenia vnutornych organov
(obliciek, pecene). NajvdcSiu zoénu inhibicie sme namerali na antibiotickom disku
obsahujuicom Amoxicilin a kyselinu klavulanovu. Preto sme zvolili lie¢ivo Amoksiklav
2 x 457 mg/5 ml pul. na p.o. uZivanie (fI'skl.inf.) od firmy Sandoz Pharmaceuticals d.d.,
Verovskova 57, 1000 Lublana, Slovinsko s obsahom tychto antimikrobidlnych latok. Pri
vypoCte davky antibiotika sme vychadzali zpriemernej hmotnosti mysi, ¢ize 17 g
a z terapeutickej davky Amoxicilinu potencovaného kyselinou klavulanovou, ktora je 10
mg/kg/dent (Knotkova a Knotek, 2001). Podévali sme 0,1 ml roztoku Amoxicilinu
potencovaného kyselinou klavulanovou s koncentraciou uc¢innej latky 5,38 mg/kg na kazdu
mys, aplikacia per os kazdych 12 hodin. Pri jednotlivych kontrolach poctov KTJ (kolonii
tvoriacich jednotky) vykonanych v 1., 3. a6. den aplikdcie Amoxicilinu potencovaného
kyselinou klavulanovou sme zaznamenali pri anaerdbnej kultivacii na krvnom agare zniZenie
poctov KTJ o zhruba 2-3 desatinné¢ miesta. V niektorych Studiach bolo na dekontaminaciu
pouzitych viacero kombindcii antibiotik, pre priklad neomycinu, cefaloridinu, polymyxinu B
alebo E anystatinu alebo amfotericinu, alebo kombindcia gentamicinu, vankomycinu
a nystatinu s UspeSnym vysledkom (E.O.R.T.C. Gnotobiotic Project Group, 1982). V inych
studiach pouzili dokonca streptomycin a bacitracin vo vysokych davkach, ktoré zabezpecili
uspesnu dekontaminéciu (Berg, 1980), pricom streptomycin je pre hlodavce vysoko toxicky
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(Tynes, 1998). V naSej stadii zvySenie davky Amoxicilinu potencovaného kyselinou
klavulanovou (0,2 ml) p.o. asubezné podéavanie roztoku Ciprofloxacinu s.c. viedlo
k dalSiemu znizeniu poctov KTJ ako pri aerdbnej, tak aj pri anaerobnej kultivacii, o
najlepsie prezentuje vysledok kultivacie z 10. dna kde sa poc¢ty KTJ znizili na Groven troch
rddov. Pri dalSich kontrolach sme zaznamenali zvySenie poctov KTJ, ato hlavne pri
anaerobnej kultivacii, ¢o pravdepodobne suvisi stym, ze sme neskladovali nariedeny
antibioticky liek pri chladnickovej teplote a nespotrebovali sme ho do siedmich dni, ako je
uvedené na obale lieku. Nebolo to mozné, nakol'’ko sme nariedeny liek uchovavali vo vnutri
gnotobiotického izolatora, aby bola zarucena sterilita prostredia a samotného lieku pri teplote
17-20 °C. Pri tvorbe d’alSej schémy dekontaminacie sme sa vydali cestou zvySovania davky
ucinnych antimikrobialnych latok. Jedna davka pozostavala z 0,2 ml roztoku Amoxicilinu
potencovaného kyselinou klavuldnovou s koncentraciou ucinnej latky 43,01 mg/kg na kazda
mys a 0,2 ml roztoku Ciprofloxacinu s koncentraciou uc¢innej latky 5,88 mg/kg kazdej mysi
s.c. pouzitim inzulinovej striekacky do koznej riasy v oblasti zatylku kazdych 12 hodin.
Tymto spdsobom sme postupovali Sest’ dni a zaznamenali sme opdtovné znizenie poctov KTJ
cca. o dve desatinné miesta, ale nie viac ako pri predoslej schéme. Opit’ sme zvySili mnoZstva
ucinnych latok, v jednej davke sme tak podavali 0,2 ml roztoku Amoxicilinu potencovaného
kyselinou klavuldnovou s koncentraciou ucinnej latky 129,04 mg/kg na kazdi mys a 0,2 ml
roztoku Ciprofloxacinu s koncentraciou ucinnej latky 23,53 mg/kg kazdej mysi s.c. Pocas
tejto doby ostali mnozstva KTJ zhruba rovnaké, zaznamenali sme len trojnasobné zniZenie pri
anaerdbnej kultivacii. Poslednd, v poradi siedma modifikacia postupu dekontamindcie pri
tomto pokuse ndm poskytla cenné informécie do budicna. Pouzili sme nové balenie lieku,
ktory sme nariedili atakto sme podavali ¢erstvl peroralnu suspenziu. Znova sme zvysili
podiel ucinnej latky a davka bola 0,2 ml roztoku Amoxicilinu potencovaného kyselinou
klavulanovou s koncentraciou ucinnej latky 387,11 mg/kg na kazdi mys a 0,1 ml roztoku
Ciprofloxacinu s koncentraciou u¢innej latky 11,76 mg/kg kazdej mysi s.c. PouZitim Cerstvej
peroralnej suspenzie a vysokej davky ucéinnej latky, ktord prevysuje terapeuticka dennt davku
aerdbnej, tak aj pri anaerdbnej kultivacii za celt dobu stidie. Navzdory tomuto vysledku pri
dodrzani davok v neskorSej dobe pocty KTJ stipali. Je preto vel'mi dolezité, aby bol liek
obsahujtci antimikrobidlnu latku U€inny, ¢ize pouzity v prijatelnej dobe po rozriedeni
a skladovany v adekvatnych podmienkach. Napriek tomu, Ze liek bol cerstvo nariedeni
a podali sme vysoku koncentraciu u¢innych latok, nezabezpecil uplni dekontaminaciu ¢revne;j
mikroflory u pokusnych mysi. Podobny fenomén pozorovali vo svojej stadii Khanykov a kol.
(1980), ked po 7 diioch aplikacie vysokych davok gentamicinu (2,4 mg), restomycinu (3 mg)
anystatinu (110 000 IU) sice nezaznamenali ziadne mikroorganizmy, ale po preruSeni
aplikécie antibiotik sa pocty vratili do povodného stavu. V nasom pripade ide o pilotnt stadiu
uskutocnenti na malom pocte zvierat, ktorej cielom bolo vyprofilovanie u€¢innych antibiotik
aich davok na ucel tUplnej alebo ciastocnej selektivnej dekontaminécie, so Sirokym
a funkciu vnuatornych organov (nefrotoxicita, hepatotoxicita). V buducnosti Stadiu
zopakujeme s vyselektovanymi antimikrobidlnymi latkami a otestovanymi dévkami na
vysSSom pocte zvierat.

Podarilo sa nam vybrat' aotestovat optimdlne antibiotikd aich dévkovanie na ucel
dekontaminédcie, ide o kombinidciu roztoku Amoxicilinu potencovaného kyselinou
klavulanovou pri koncentracii 387,11 mg/kg aplikovaného p.o., a roztoku Ciprofloxacinu

s koncentraciou ucinnej latky 11,76 mg/kg aplikovaného s.c.

Uvedend praca bola vytvorend realizaciou projektu VEGA 1/0435/11.
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VYUZITIE METODIKY FLUORESCENCNEJ IN SITU HYBRIDIZACIE NA
HISTOLOGICKYCH REZOCH (HISTO-FISH), URCENEJ PRE STUDIUM
TVORBY BIOFILMOV V GASTROINTESTINALNOM TRAKTE

U GNOTOBIOTICKYCH ZVIERAT

Slizova M., Mad’ar M., Gancar¢ikova S., Popper M., Csank T., Pistl J., Hadryova J.,
Nemcova R.!

Ustav mikrobiolégie a gnotobiolégie, Katedra mikrobiolégie a imunologie, Univerzita
veterinarskeho  lekarstva a  farmacie v Kosiciach, =~ Komenského 73, 04181,
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ABSTRAKT

Proces tvorby biofilmu v in vivo podmienkach nie je dodnes uplné objasneny. VyuZzivanie in
vitro testov ako alternativy k $tadiu tvorby biofilmov vedie niekedy k nepresnym vysledkom,
nakolko nezahriiuje komplexnost’” GIT v in vivo podmienkach. V ramci Stadia pritomnosti
zastupcov probiotickych baktérii v biofilme GIT sme pouzili metddu HISTO-FISH, ktorou
sme sledovali proces tvorby biofilmu v in vivo podmienkach s vyuzitim Germ-free mysi.
Mysi boli kfmené Specialnou sterilnou diétou pricom im bol per oralne aplikovany kmen
Lactobacillus reuteri (L26) v koncentracii 1x10° KTJ/ml v objeme 0.lml/defi/zviera a
aplikacia trvala 21dni. Pouzity izolat bol vyselektovany na zéklade schopnosti tvorby
biofilmu v in vitro podmienkach. Ako vzorky pre stidium biofilmu boli pouzité fixované
histologické rezy zo zalidkov Germ free mysi. Pouzita bola r6znymi fluorochromami zna¢ena
proba: Lab158 5'[6FAM] GGTATTAGCAYCTGTTTCCA 3’a Txrd Lab 158, syntetizovana
(Sigma Aldrich). Pre lepSiu vizualizaciu biofilmu na povrchu sliznic GIT a tkaniv v
histologickych rezoch bolo pouzit¢ farbivo DAPI. Vysledkom bola detekcia pritomnosti
a presnd lokalizécia zéastupcov Lactobacillus v travenine a na povrchu sliznice Zzalidka
v histologickych rezoch pomocou epifluorescencnej mikroskopie. Preukazali sme, Ze izolat
Lactobacillus reuteri (L26) je schopny tvorby biofilmu aj bez pritomnosti zastupcov inych
bakteridlnych populacii, hoci tvorba biofilmu nebola zaznamenand v takej miere ako
v pripade in vitro testov. Pre §tidium tvorby biofilmu sa ako lepsi variant osved¢ila proba
Lab158 znacend flourochromom Txrd. Pre Stidium tvorby bakteridlnych biofilmov a pri
osidlovani jednotlivych casti GIT u Germ-free ako aj konven¢nych mys$i budi v budtcnosti
za presne Specifikovanych podmienok vyuziti aj iny zastupcovia rodu Lactobacillus.

UvoD

Je zname, Ze biofilmy sa v prirode nachddzaji na povrchoch, ktoré st permanentne
v priamom kontakte svodou. V medicine maju biofilmy dvojaka funkciu z hladiska
patogenézy, negativnou vlastnostou je tvorba biofilmov na povrchoch zubov, kde mo6zu
perzistovat’ baktérie sposobujuce zubny kaz, alebo spdsobuje upchavanie katétrov pripadne sa
vytvéra a udrzuje na povrchoch umelych nahrad ako napriklad srdcové chlopne alebo kibové
protézy. Pozitivnou vlastnostou biofilmu v GIT je schopnost’ chranit’ sliznicu GIT pred
potencidlnymi patogénmi [1]. Proces tvorby biofilmu v in vivo podmienkach nie je dodnes
uplné objasneny. Vyuzivanie in vitro testov ako alternativy k Stadiu tvorby biofilmov vedie
niekedy k nepresnym vysledkom, nakol’ko nezahrfiuje komplexnost GIT vin vivo
podmienkach [2]. V ramci $tudia pritomnosti zastupcov probiotickych baktérii v biofilme GIT
sme pouZzili nami Standardizovani metédu HISTO-FISH, ktorou sme sledovali proces tvorby
biofilmu v in vivo podmienkach s vyuzitim Germ-free mysi.

MATERIAL A METODIKA
Ako predloha protokolu HISTO-FISH sluZzila jedina $tudia tohto druhu [3]. Vzorky Zaludkov
boli ziskané od Germ free mysi kimenych Specidlnou sterilnou diétou a ktorym bol per oradlne
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aplikovany kmen Lactobacillus reuteri (L26) v koncentracii 1x10° KTJ/ml v objeme
0.1ml/defi/zviera, pric¢om aplikacia trvala 21dni. Zaladky boli sterilne odobrané a s obsahom
fixované v ependorfke v ¢erstvom Karnoyovom roztoku po dobu 4h pri teplote 4°C, vzorky
boli spracované klasickym histologickym procesom v skratenej forme. Vzorky sme po fixacii
preniesli do histologickych kaziet a inkubovali pri izbovej teplote v 100% alkohole po dobu
lhod. Nasledne sme pokracovali v 30min inkubdcidch pri izbovej teplote v 96% alkohole,
acetone, aceton-xyléne (1:1), xyléne a pri teplote 52°C v xylén-parafine (1:1), nasledne sme
nechali vzorky inkubovat cez noc v parafine 1 pri teplote 52°C. Na druhy deni sme
pokracovali v 30min inkubéciach pri teplote 52°C v parafine 2 a parafine 3. Potom sme
tkanivd vybrali a zalievali do parafinovych blockov. Parafinové blocky sme rezali na
sankovom mikrotome na rezy o hribke 7um. Rezy sme fixovali na skli¢kach SuperFrost Plus,
pomocou tepla 60°C po dobu 6min. Nésledne sme preparaty preniesli do radu kyviet, kde sme
ako prvé vzorky deparafinizovali pomocou xylénu po dobu 2x7min. V d’alSich kyvetach sme
vzorky postupne rehydratovali v 96% ETOH na 5min, 80% ETOH na 5min a 60% ETOH na
Smin a PBS na 5min. Po rehydratacii sme vzorky postfixovali v ¢erstvom 4%
paraformaldehyde po dobu 20min. zvySok paraformaldehydu sa vymyl pomocou PBS po
dobu Smin pri izbovej teplote. Potom sme na povrch preparatu aplikovali 500ul
enzymatického roztoku (10g lyzozgmu na 1 ' TRISHCL pH6,5) po dobu 10min pri teplote
37°C. Zvysky roztoku sme vymyli pomocou PBS po dobu 30sec. Nasledne sme vzorky
hybridizovali s 10-20pul hybridizacného pufru (HP) podl'a [3], do ktorého sme pridali prébu
Lab158 5'[6FAM] GGTATTAGCAYCTGTTTCCA 3’alebo Txrd Labl58, syntetizovanu
(Sigma Aldrich) v koncentracii 30mgl™ v pomere 1:10 proba k HP. Vzorky sme hybridizovali
cez noc vo vlhkej komoérke v termostate pri teplote 52°C. Po hybridizacii sme kazdé sklicko
oplachli 50ml wash pufrom podl’a [3] a ofarbili pomocou DAPI o koncentrécii 2pgl™ po dobu
10—15min pri teplote 50°C, potom sme zvysSné farbivo vymyli destilovanou vodou a preparat
vysu$ili v suSicke. Na suché prepardty sme pridali kvapku imerzneho olej a s pomocou
prehl'adného laku po okrajoch zapecatili krycie skli¢ko. Preparat sme pozorovali pri r6znych
zvacSeniach na epifluorescencnom mikroskope Carl Zeiss Axio Observer Z1 pricom pre
detekciu pritomnosti Lactobacillus reuteri (L26) sme pouzili 1000 ndsobné zvicSenie pri
okulary 10 a objektive 100 s pouZitim imerzného oleja. Sledovali sme pritomnost’ baktérii
v biofilme ich tvar, velkost’ a usporiadanie biofilmu na povrchu sliznice zaludka s pomocou
filtra vyuzivajicom vinova dizku pre farbivo DAPI a nasledne po zaostreni sme sledovali pri
inych filtroch zodpovedajucich pouzitym fluorochromom pre dané proby. Clonu sme dali na
minimum aby ndam nevznikala neSpecifickd fluorescencia. Snimky sme zaznamenavali
pomocou digitalnej kamery a s pomocou softvéru Axiovision. Ako negativna kontrola sluzili
zaludky od Germ free mysi, ktorym bola poddvana iba sterilna potrava.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledkom bola detekcia pritomnosti a presna lokalizacia zastupcov Lactobacillus reuteri
(L26) v travenine a na povrchu sliznice Zalidka v histologickych rezoch pomocou metody
HISTO FISH za vyuzitia epifluorescencnej mikroskopie. Preukazali sme, ze izolat
Lactobacillus reuteri (L26) je schopny tvorby biofilmu aj bez pritomnosti zastupcov inych
bakterialnych populécii (Obr.1., 2.), hoci tvorba biofilmu nebola zaznamenana v takej miere
ako v pripade in vitro testov. Pri negativnych kontroldch nebola zaznamenand pritomnost’
ziadnych baktérii v travenine ani na povrchu sliznice zaludka. Pre stadium tvorby biofilmu sa
ako lepsSi variant osvedCila proba lab158 zancend flourochromom Txrd. Zistili sme, Ze
niektoré Struktary pri pouziti fluorochromu FAM 6 na probe Labl58 maju rovnaka vinova
dizku, ¢o sposobuje autoflorescenciu napr.: mucin, cievy a erytrocyty alebo, &iasto¢ky krmiva
s tym istym problémom sa stretla vo svojej praci aj Lebeerova [3]. Pri pouziti proby znacene;j
Txrd bol tento efekt vyuziti na odliSenie neSpecifickej autofluorescencie, ktord nam
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dopomohla odlisit vysSie spominané sucasti vzorky. Pre Stidium tvorby bakterialnych
biofilmov a pri osidl'ovani jednotlivych casti GIT u Germ-free ako aj konven¢nych mysi buda
v budtcnosti vyuzité za presne Specifikovanych podmienok aj iny zastupcovia rodu
Lactobacillus, pripadne iné probiotické baktérie.

Obrazok ¢. 1., 2.: Tvorba biofilmu prostrednictvom Lactobacillus reuteri (L26 ) u Germ
free mySi zaznamenana epifluorescenénou mikroskopou a vizualizovana s pomocou
met6édy HISTO-FISH.
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Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy .
APVV-0199-11, projektom VEGA 1/0435/11 a projektom Medipark
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INHIBiCIA TVORBY BIOFILMU KMENOV STAPHYLOCOCCUS AUREUS
EXTRACELULARNYMI METABOLITMI LACTOBACILLUS MUCOSAE
Strakova E., Bujidkova D.

Ustav fyziol6gie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om nasSej stadie bolo sledovat’ schopnost’ extracelularnych metabolitov z ov¢€ich izolatov
Lactobacillus mucosae (L. mucosae) inhibovat tvorbu biofilmu Staphylococcus aureus, ktory
je najcCastejSie zodpovedny za chronické arekurentné mastitidy v mlieCnych stadach.
Kvantitativna analyza inhibicie bola prevedend pomocou fluorescencnej in situ hybridizacie
(FISH) a FISH kombinovanej s Flow Cytometriou (FISH-FCM), ako aj spektrofotometricky
s vyuzitim krystalovej violete ako zmena absorbancie merane;j pri vlnovej dizke 570 nm.

Zo sledovanych kmenov, izolat L. mucosae 14k vykazoval najvysSiu inhibiént aktivitu,
pricom tato schopnost’ bola kmenovo zavisla.

UvoOD

Staphylococcus aureus je jednym z hlavnych patogénov zodpovednych za mastitidy v stadach
uréenych na mliecnu produkciu. Rezistencia na antibiotikd a tvorba biofilmu, povazované za
virulentné faktory, mozu ciastoéne vysvetlovat’ preco mastitidy perzistuju v stadach ako
chronické a rekurentné ochorenia. Tieto faktory su castym vysledkom zlyhania terapie
antibiotikami a ekonomickych strat chovatelov. V tomto smere vyvoj novych pristupov je
ziaduci, priCom jednou z alternativnych metdd lieCby a prevencie mastitid je pouZitie baktérii
mliecneho kvasenia, alebo ich extracelularnych produktov ako mamarnych probiotik.
Karwacki et al.(2013) popisuje vo svojej §tidii inhibi¢ny G¢inok extraktu ziskaného z kultury
Actinobacillus pleuropneumonie sérotyp 5 na tvorbu biofilmu S. aureus, S. epidermis,
Aggregatibacter actinimycetemcomitans. Maldonado et al. (2007) analyzoval inhibi¢ny
ucinok roéznych frakcii kultary laktobacilov na tvorbu biofilmu arast Klebsiella
pneumonieae.

Cielom prace bolo hodnotenie inhibi¢ného efektu supernatantov (CFCS- Cell Free Culture
Supernatant) ziskanych z ov¢ich izolatov Lactobacillus mucosae na tvorbu biofilmu S. aureus
s vyuzitim FISH a FISH- FCM ako aj spektrofotometrie.

MATERIAL A METODIKA

V §tadii sme hodnotili schopnost CFCS z dvoch ov¢ich kmenov Lactobacillus mucosae
inhibovat’ tvorbu biofilmu Staphylococcus aureus. Kmene Lactobacillus mucosae boli
izolované z traviaceho traktu oviec a kultivované v MRS bujéne (Oxoid, Velka Britdnia) za
anaerobnych podmienok pri 37°C 48 hodin. S. aureus bol kultivovany v Manitol bujone
(Oxoid, Vel’ka Britania).

Po extrakcii proteinov pomocou kyseliny mravéej a acetonitrilu boli namerané proteinové
spektrd pomocou MALDI- TOF (Bruker Daltonik GmbH, Leipzig, Germany) hmotnostnej
spektrofotometrie (Bessede et al., 2011).Proteinové spektra boli nasledne importované do
softwéru BioTyper verzia 3.0, porovnané s referencnymi spektrami v databdze a na zaklade
toho identifikované.

Na ziskanie supernatantu 1 ml suspenzie L. mucosae Ov6 a 14k (McFarland 1) bol
inokulovany do 9 ml MRS bujénu, po 24 hodinach kultivacie bola kultara centrifugovana
(4000 ot./10min) a ziskany supernatant filtrom sterilizovany s pouzitim 0,22 mm
membranového filtra (Millipore, frsko). Pre kontrolu boli supernatanty nao&kované na MRS
agar a kultivované za anaerdbnych podmienok 24 hodin pri 37°C, aby sme sa uistili, Ze
supernatanty neobsahuju baktérie.
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Schopnost’ tvorit’ biofilm na abiotickych povrchoch (Nunc, Déansko) bola analyzovana
spektrofotometricky (Bujnakova et al., 2012) ako zmena absorbancie meranej pri vlnovej
dizke 570 nm na pristroji Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, USA).
Vysledky st uddvané ako priemernd hodnota merania 6smich replikatov + Standardné
odchylka (SD). Hodnoty < 0,1 st povazované za slabu tvorbu biofilmu, od 0,1- 0,2 ako
strednd a pri hodnotach > 0,2 je tvorba biofilmu povazovana za silnia. Na analyzu inhibicie
tvorby biofilmu S. aureus, boli kmene prenesené do mikroplatni¢iek (Nunc, Dansko)
v koncentracii 1,5-3 10® cfu/ml a do kazdej jamky bol pridany supernatant o koncentracii
10%, aby vysledny objem bol 200 pl. Mikrotitraéné platnicky boli inkubované 24 hodin pri
37 °C. Ako kontrola sluzili neoSetrené vzorky. Takto pripravené vzorky boli analyzované
spektrofotometricky ako bolo vysSie popisané. Schopnost’ tvorby ako aj inhibicie biofilmu
sme analyzovali tiez pomocou FISH a FISH-FCM. Pred kvantifikdciou boli naviazané
baktérie odlepené pridanim 100 pl 0,5% Tritonu X-100, fixované v 4% paraformaldehyde
(Fluka, Svajéiarsko) cez noc pri 4 °C a uskladnené v rovnakom objeme PBS a 96% etanolu
pri -20 °C. Baktérie boli zna¢ené univerzalnou sondou Bact338 znacenou fluoresceinom
podla Sghir et al. (2000). Hybridizované vzorky boli vadkuovo filtrované na 0,2 um
polykarbonatovy membranovy filter a analyzované pomocou fluorescencného mikroskopu
(BX 51; Olympus, Japonsko) vybavenom prislusnym filtrom. Kvantifikacia pomocou FISH-
FCM bola prevedena s vyuzitim pristroja FACSCALIBUR™ (BD, Bioscences) a analyzovana
BD CELLQUEST™ PRO sofwérom (BD, BIOSCENCES). Bakteridlne populacie boli
identifikované v koreSpondujicich dot plotoch (FSC/SSC, FSC/FL1 alebo SSC/FL1). Pre
absolitnu kvantifikaciu boli vyuzité 6 pm mikrosféry v koncentracii 1,0 x 10° /ml
deionizovanej vody s 2mM azidom s6dnym (Molecular Probes). Absolutne pocty boli takto
urcéené ako pomer poctu baktérii a poc¢tu mikrosfér a ich dilu¢ného faktora podl'a vzorca:

[(# podet baktérii) x (diluény faktor)] = po&et baktérii ml’"

[(# pocet mikrosfér) x 107

VYSLEDKY A DISKUSIA

Najsilnejsiu schopnost’ tvorit’ biofilm mal S. aureus 91 (85 %) v porovnani s ostatnymi dvoma
izolatmi. Schopnost’ CFCS ziskanych z L. mucosae 14k a Ov6 inhibovat’ tvorbu biofilmu S.
aureus bola kmenovo zavisla. Najvyraznejsi efekt bol zaznamenany u CFCS pochadzajuceho
z L. mucosae 14k na S. aureus 20 z povodnych 69 % (Obr. 1A) adherovanych na 3.85% (17
nasobny pokles) (Obr. 1C). CFCS L . mucosae Ov6 spdsobil pokles z pdvodnych 69 % na 23
(3 nasobny pokles) (Obr. 1B). Podobny alebo niZsi efekt mali pouzité CFCS na ostatné dva
izolaty S. aureus 91 a 203 (1.3-2.6 nasobny pokles) (Obr. 1D-I). Porovnatelné vysledky sme
ziskali aj pomocou FISH a spektrofotometrie.
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Z nasich vysledkov vyplyva, ze pouzitie L. mucosae 14k resp. jeho metabolitov moze byt
alternativou pripadne suplementom k antibiotickej terapii infekcii spdsobenych S. aureus,
ked’Ze jeho metabolity dokazali efektivne potlacit’ formovanie biofilmu.

Tato praca za podpory grantu VEGA 2/0014/13.
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BAKTERIALNE SPOLOCENSTVO HNEDEHO KALU SKLADKY V ZIARI NAD
HRONOM - IDENTIFIKACIA A MOZNE VYUZITIE PRI BIOREMEDIACII
Stramova, z" 2, Kosorinova P.3, Judova,J A Remenar, M.4, Pristas P.1*

! Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat SAV, Kosice, * Katedra biochémie, Univerzita Pavla
Jozefa S'afdrika, Kosice, SKatedra biologie, Univerzita Pavila Jozefa Safdrika, Kosice,

* Katedra bioldgie a ekologie, Univerzita Mateja Bela, Banskd Bystrica

ABSTRAKT

Skladka odpadového kalu v Ziari nad Hronom predstavuje jednu z najvacsich ekologickych
zatazi na Slovensku. Na tejto skladke sa nachadza viac ako 106 ton vysoko alkalického
odpadového kalu (pH = 13) z vyroby hlinika s vysokym obsahom t'azkych kovov (najma
chromu — 50 mg/L). Napriek extrémnym podmienkam pre Zivot v tomto prostredi preziva
pocetnd populdcia bakterii. Kultivaénymi metodami sme ziskali viaceré izolaty (3500
KTJ/mg), ktoré sme identifikovali pomocou MALDI — TOF proteinovych profilov a 16S
rRNA sekvencii. VSetky izolaty sme testovali na rezistenciu voc¢i tazkym kovom (Mn2+,
Ni2+, Cu2+, Zn2+, Co2+, Cr3+) a na pritomnost’ biotechnologicky vyznamnych enzymov.

UvoOD

Vyroba oxidu hlinitého na Slovensku (Ziar nad Hronom) siaha do roku 1957. V Ziari nad
Hronom sa Al,O3 vyrabal spekacou metddou, pri ktorej vznikal tzv. hnedy kal, ktory sa
ukladal na kalové pole. Postupne tak vznikalo rozsiahle odkalisko, na ktorom sa nachadza az
10° ton tohto hnedého kalu a drenaznej vody. Tato odpadova skladka predstavuje jedno
z najnehostinnej$ich prostredi pre zivot a velkt ekologicku zataz pre zivotné prostredie
vzhl'adom na vysoké pH (az 13) a vysoky obsah tazkych kovov (najmi chrému — 50 mg/L)
(Schwartz a kol., 2011). Aj napriek tymto extrémnym podmienkam sa v hnedom odpadovom
kale nachddza pocetna bakteridlna populdcia. Ide predovSetkym o alaklotolerantné
mikroorganizmy, medzi ktoré patria alkalofily a haloalkalofily. Alkalofily vyzaduja pH 9
alebo aj viac pre svoj rast a ich pH optimum je 10, zatial' ¢o haloalkalofily vyzaduji pre svoj
rast hodnoty pH vyssie ako 9 a vysoku salinitu (nad 33% NaCl) (Zavarzina a kol., 2006).
Ciel'om tejto prace bolo $tadium bakterialnej poluldcie odpadového kalu skladky v Ziari nad
Hronom a mozné vyuzitie v procese bioremediacie.

MATERIAL A METODIKA

Pévod a spracovanie vzoriek: Odber vzoriek hnedého kalu zo skladky kalu sa uskutocnil v
septembri 2010 v Ziari nad Hronom. 1g hnedého kalu sme rozriedili v PBS roztoku v pomere
1:4 a vysievali na Zivny agar & 2 srdznymi hodnotami pH (7, 9.7 az 10) po 100 pl a
kultivovali sme 24 hod. pri laboratornej teplote a teplote 37°C.

Charakterizacia izolatov: Jednotlivé izolaty sme charakterizovali pomocou analyzy
proteinovych profilov pristrojom MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonics, Germany) a
taxonomicky klasifikovali pomocou blastn analyzy 16S rRNA sekvencii voci databaze
sekvencii typovych kmenov baktérii a archea. Vlastnosti vybranych izolatov, ako pritomnost’
biotechnologicky vyuzitelnych enzymov (lipdza, amlyaza, celulaza, protedza) a rezistenciu
vo&i tazkym kovom (Mn”", Ni*', Cu®’, Zn®", Co*, Cr’") sme stanovili klasickymi
biochemickymi a mikrobidlnymi postupmi.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Napriek extrémnym podmienkam, ako je vysoké pH (az 13), obsah toxickych kovov a

mnozstvo rozpustenych latok, sme vo vzorkdch hnedého kalu detegovali pocetni (3500
KTJ/mg) populaciu mikroorganizmov. Kolonie vSetkych izolovanych kmenov rastli na TSA
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médiu s pH 9.7 az 10 teda maju alkalotolerantny charakter. Pomocou udajov z MALDI-TOF
analyzy sme jednotlivé izolaty rozdelili do jedenastich skupin (Obr. 1).

K20 Not reliable identification

K5 Kocuria rosea

K4 Arthrobacter tumbae

K3 Dietzia natronolimnaea

—— K8 Arthrobacter polychromogenes

L— K2 Arthrobacter polychromogenes
— K6 Acinetobacter calcoaceticus
— K13 Nof reliable identification

K12 Micrococcus luteus

|_{ ' K15 Bacillus megaterium

g K1  Acinetobacter Iwoffii

K10 Staphylococcus epidermidis

r K14 Bacillus cereus

Iii K9 Bacillus cereus

K18 Bacillus cereus
K16 Bacillus cereus

L 1 L 1 ] i 1 I L 1 J
1000 800 600 400 200

Distance level

Obr. 1: Dendrogram pribuznosti izoldtov z hnedého kalu zo skladky v Ziari nad Hronom vytvoreny porovnanim
MALDI-TOF proteinovych profilov

NajpocetnejSimi boli izolaty zaradené do XI skupiny (K9, K14, K16, K18), ktoré sme
pomocou MALDI-TOF analyzy identifikovali ako baktérie rodu Bacillus cereus. Ide
o grampozitivne bacily tvoriace kolonie krémovej farby. Dalsie najéastejsie sa vyskytujuce
izolaty boli zaradené¢ do V skupiny (izolaty K2, K8). Tieto izolaty sme identifikovali ako
baktérie rodu Arthrobacter polychromogenes. Téato skupina je tvorena grampozitivnymi
kokmi az diplokokmi vytvarajucimi krémovo biele kolonie. Dvoma izolatmi bola tvorena aj
skupina VI (izolaty K6, K13), pricom pomocou MALDI-TOF sa nam podarilo identifikovat
iba izolat K6 ako Acinetobacter calcoaceticus. Ostatné skupiny (I, I1, II1, IV, VII, VIII, IX, X)
boli tvorené iba jednym izolatom (Obr. 1). Vzhl'adom na vysoky vyskyt tazkych kovov
v odpadovom hnedom kale sme jednotlivé izolaty podrobili testom rezistencie na 6 tazkych
kovov. Analyzovand bola minimalna inhibicnd koncentracia jednotlivych tazkych kovov.
Izolaty (K2, K9, K13, K16, K20) vykazovali zvySenu toleranciu na nikel, zinok, med
s minimalnou inhibi¢nou koncentraciou az 500 pg/ml. Izolaty K1, K3, K4, K5, K8 vykazovali
citlivost’ uz pri koncentracii 100 pg/ml pre kobalt a chrom. Minimalna inhibi¢na koncentracia
manganu bola stanovend az na 1500 pg/ml, Co suvisi snizkou toxicitou manganu.
Prekvapujucim zistenim bolo, Ze izolaty nevykazovali zvySenu toleranciu vo¢i chromu, aj
napriek tomu, ze boli izolované z prostredia s vysokym obsahom tohto kovu. Izolaty, ktoré sa
nam nepodarilo identifikovat’ pomocou MALDI-TOF sme podrobili analyze 16S rRNA.
Zastupcovia alkalofilnych mikroorganizmov maju potencialne vyuzitie v réznych oblastiach
biotechnologii, pretoze produkuji biotechnologicky vyuzitelné enzymy (Horikoshi, 1999). U
viacerych izolatov sme pozorovali produkciu amyldz, celuldz, protedz a lipaz. Identifikacia
izolatov z hnedého kalu a pritomnost’ vybranych enzymovych aktivit je uvedena v Tabul’ke 1.
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Tabulka 1: Identifikicia izolatov hnedého kalu zo skliadky v Ziari nad Hronom a pritomnost vybranych

enzymovych aktivit. *NRI - not reliable identification. ° + ozna&uje produkciu daného enzymu.

. . . r . I3 e o, b
Maldl . Maldi identifikacia 16S rRNA 1dentli_'1kac1a Enzymova aktivita
skupina/pocet . blastn best hit/ i . | L
izolatov druh/skére similarity (%) amylaza celuliza  proteaza lipaza
Isoptericola

11 NRI halotolerans/99.7 ) * ) )

1I/1 Kocuria rosea/ 2,529 ——— - + - -
Arthrobacter tumbae/

I/ 1 1,887 —— - + - +

Dietzia natronolimnaea/
v/ 1 1,882 ——— - + - -
Arthrobacter
Vi polychromogenes/ 2, 375 - ) * ) *
Acinetobacter

V2 calcoaceticus/ 1,98 T B * B B
Micrococcus luteus/

VII/ 1 2276 —— - + - -
Bacillus megaterium/

VIII/ 1 2122 — - + - -
Acinetobacter Iwoffii/

IX/1 1,961 T ) * ) *

X/ 1 Staphylococcus o } + } }

epidermidis/ 2.094

X1/ 4 Bacillus cereus/ 2,069 ———— - + - -

Predpokladame, Ze po overeni d’alSich vlastnosti by boli tieto mikroorganizmy pripadne nimi
produkované enzymy vyuzitelné v biotechnologickych procesoch a aplikdciach. Skladky
nebezpecného priemyselného odpadu mézu tak byt zdrojom unikatnych mikroorganizmov ¢i
nimi produkovanych enzymov.
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CIRKULACIA GIARDIOZY VO VYBRANYCH SKUPINACH DETI A PSOV
Z OKOLIA KOSiC

Strkolcova G.l, Goldova M.l, Halédnova M.

"Ustav parazitolégie, UVLF, Kosice, Ustav verejného zdravotnictva, UPJS, KoSice

ABSTRAKT

V rokoch 2013-14 sme sledovali vyskyt giardiézy v réznych skupinach deti a psov v okoli
Kosic. Prva skupinu - minoritnu tvorili deti z rémskej osady a deti z detského domova
v Medzeve. Majoritna skupina deti bola rozdelené podl'a veku na 4 podskupiny: 1-5 rocné, 6-
9 ro¢né, 10-14 rocné a starSie ako 14 rocné. Druht skupinu - majoritnll tvorili deti beznej
populacie, ktoré podstipili preventivnu prehliadku u svojho pediatra v Medzeve. Tretou
sledovanou skupinou boli psy rozdelené na dve skupiny: psy z romskej osady v Medzeve
a psy z atulku Unie vzajomnej pomoci Pudi a zvierat v Haniske pri Kogiciach. Vzorky feces
boli vySetrené flota¢no-koncentracnou metddou podla Fausta. V prvej skupine u minoritnej
skupiny deti bola prevalencia giardiézy 15,07% (33/219). U deti z detského domova bola
prevalencia 40,91% (9/22). V druhej - majoritnej skupine deti sme giardiézu nedetegovali.
U psov zosady sme giardiézu nasli vjednom pripade (1/24) a v ttulku Unie vzajomne;
pomoci l'udi azvierat sme vySetrili 45 vzoriek trusu psov, znich 33,3% (15/45) bolo
pozitivnych na Giardia intestinalis. Predpokladame, Ze v tychto skupinach cirkuluju kmene
so zoonO6znym potencialom.

UvOoD

Giardia intestinalis je bicikaty extracelularny protozoarny patogén lokalizujtci sa v distalnej
Casti duodena, proximalnej a strednej Casti jejuna. Giardioza je endemickd Crevna protozo6za
Sirokej Skaly cicavcov, vratane psov aludi. Je dobre zndma ako pdvodca jednej
z najrozsirenejSich Crevnych infekcii ato ako v miernom pasme, tak aj v tropickych
oblastiach. Siri sa fekalno-oralnou cestou a klinicky sa manifestuje od asymptomatického
Stadia az po akitnu hnacku s tazkym malabsorbénym syndromom. Vyvoléava tzv. waterborne
a foodborne disease, t.j. infekcia prenasand vodou a potravou. Zarad’uje sa medzi oportunne
nakazy uplatiiujuce sa hlavne umladych jedincov s eSte neuplne vyvinutou imunitou, pri
imunosupresivnych stavoch, alebo sa uplatni ako sekundarna infekcia. Giardia intestinalis
izolovana z fekalii 'udi a zvierat je morfologicky identicka. Na zédklade molekularnych met6d
bola potvrdenad existencia siedmych hlavnych genotypov A az G, zktorych AaB st
zoonotické a st zodpovedné za 99,2% humannych pripadov giardiozy (Ballweber a kol.,
2010; Sprong a kol., 2012). Genotypy C a D st genotypy popisované u psov. Genotyp E bol
potvrdeny u teliat a raticovej zveri, F u maciek a genotyp G u hlodavcov (Ballweber a kol.,
2010). Priebeh nakazy u imunokompetentnych jedincov moéze byt asymptomaticky alebo
subklinicky, zatial’ ¢o u mlad’at a jedincov imunosuprimovanych sa vyskytuju klinicky zjavné
formy spojené najmi s vodnatymi bledymi pachnticimi hnackami, subfebriliami, bolest’ami
brucha, nauzeou, anorexiou, flatulenciou, abdominalnou distenziou a stratou hmotnosti.
Stolica pri giardidoze obsahuje zvySené mnozstvo hlienu atuku. Tieto infekcie mavaja
u mlad’at vdznejsi priebeh, nez opakované infekcie v neskorSom veku (Mircean a kol., 2011).
Cysty st odolné vo vonkajSom prostredi a moézu prezit niekol’ko mesiacov v pdde a
povrchovych vodach v miernych podmienkach (Plutzer et al., 2010). Potencidlne mechanizmy
prenosu zahffiaju prenos z osoby na osobu, zo zvierat'a na zviera, ale aj zoon6zny prenos (zo
zvierata na Cloveka, alebo zc¢loveka na zviera), zvyCajne nepriamym spdsobom
prostrednictvom kontaminacie zivotného prostredia.
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MATERIAL A METODIKA

Flota¢na metdda vySetrenia 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 skimavky
a centrifugovali 2 mintty pri 2500 ot./min. Supernatant sme zliali a do 1/3 skiimavky sme
k sedimentu pridali Faustov flotacny roztok a dokonale rozmiesali kovovou ty¢inkou a opét
centrifugovali 2 mintty pri 2500 ot./min. Parazitologickou ézou sme zobrali 3 kvapky
zpovrchu tekutiny na podlozné sklicko, prikryli krycim sklickom a vySetrovali pod
mikroskopom (Faust a kol, 1938).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V prvej skupine sme vysetrili 219 deti z minoritnej skupiny obyvatel'stva, ktora tvorili deti
z oblasti s nizkym hygienickym Standardom — romske deti. Cysty giardii sme zistili u 15,07%
(33/219) deti. U deti z detského domova bola prevalencia giardidozy 40,91% (9/22). Deti
z osady boli rozdelené podl'a veku na 4 podskupiny: 1-5 rocné, 6-9 rocné, 10-14 rocné a viac
ako 14 ro¢né. Pozitivne pripady boli najdené vo vekovej kategorii 1-5 ro¢nych (7/89), 6-9
ro¢nych (18/76) a 10-14 ro¢nych (8/43).Najvyssi pocet pozitivnych vzoriek bol v skupine 6-9
ro¢nych (54,54%), ¢ize deti na prvom stupni $kolskej dochadzky.

Na zaklade porovnania relativneho rizika vyskytu giardidzy medzi chlapcami a dievCatami
v jednotlivych vekovych kategoriach bolo zistené, ze riziko infekcie je 1,53x vysSie v skupine
chlapcov ako v skupine diev¢at (P=0,2). Relativne riziko bolo 1,79x vysSie u chlapcov medzi
vekom 6-9 (P=0,22), 1,78x vyssie medzi vekom 1-5 (P=0,47) a 0,95x nizSie medzi vekom
10 -14 (P=0,94) oproti dievcatam.

Druhu skupinu tvorilo 75 zdravych deti z majoritnej skupiny obyvatel'stva, ktoré podstapili
preventivhu prehliadku u svojho pediatra. V tejto skupine sme giardiozu nedetegovali.
Relativne riziko vyskytu giardiézy v minoritnej skupine obyvatel'stva v porovnani
s kontrolnou majoritnou skupinou deti bolo 23,14, ¢o znamena, Ze riziko v skupine rémskych
deti bolo 23,14x vysSie v porovnani s majoritnou skupinou zdravych deti ( p=0,03).

Vsetky pozitivne deti boli prelie¢ené metronidazolom (Entizol), v davke 5 mg/kg 3-krat denne
pocas 5 az 10 dni.

V tretej skupine boli vySetrené psy z osady v Medzeve, kde sme nasli Giardia intestinalis
v jednom pripade (1/24). V ttulku Unie vzijomnej pomoci I'udi a zvierat v Haniske pri
Kosiciach sme vySetrili 45 vzoriek trusu psov, znich 33,3% (15/45) bolo pozitivnych na
Giardia intestinalis. Psy sme rozdelili na 2 vekové kategorie mladSie ako 7 mesiacov (23)
a starSie ako 7 mesiacov (22). Pri rozdeleni podla veku bolo na Giardia intestinalis
pozitivnych 30,43 % (7/23) Steniat mladSich ako 7 mesiacov a 36,36 % (8/22) psov starSich
ako 7 mesiacov.

Za rezervoare infekcie pre Cloveka sa v suCasnosti povazuju psy, macky a domaéce
prezuvavce, uktorych infekcia Casto nebyva rozpoznanid. KedZe vyluCovanie cyst je
nepravidelné, ich zachytnost’ pri parazitologickom vySetreni zavisi od moznosti vySetrenia
vzoriek aspoil z troch za sebou nasledujucich dni. Vyskyt giardidzy hlavne u psov v osade je
pravdepodobne vysSia, ale odber trusu od toho istého psa z troch za sebou idacich dni
v osade, kde psy voI'ne pobehuju je takmer nemozné.

Predpokladame, Zze v tychto skupinach deti apsov cirkuluju kmene sozoond6znym
potencidlom. Na potvrdenie tejto hypotézy planujeme pritomnost tychto zoonodznych
genotypov Giardia intestinalis dokazat’ vyuzitim molekularno-biologickych metod.
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Tab.1. Giardia intestinalis u deti — porovnanie pozitivnych pripadov giardidzy vo vztahu
k pohlaviu a veku.

Chlapci Dievcata
Vek Relativne P-
N P N P N P riziko hodnota
(%) (%) (%)
1-5 52 5 37 2 89 7 1,78 P=0,47
(9,62%) (5,40%) (7,87%)
6-9 45 13 31 5 76 18 1,79 P=0,22
(28,28%) (16,12%) (23,68%)
10-14 22 4 21 4 43 8 0,95 P=0,94
(18,18%) (19,05%) (18,60%)
> 14 5 0 6 0 11 0 - -
X 124 22 95 11 219 33 1,53 P=0,2
(17,74%) (11,58%) (15,07%)

Praca je podporovana grantovou ulohou VEGA ¢. 1/0831/12.
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VZTAH POLYPLOIDIE A PARAZITARNEJ INFEKCIE U RYB
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ABSTRAKT

Ploidia zohrévala dbleziti ulohu pri fylogenéze a zachovani rastlinnych a zivoc¢isnych druhov,
je charakteristickd pre nizSie stavovce, akymi su aj kostnaté ryby. O doleZitosti ploidie
v prirodnych ekosytémoch sved¢i vyskyt rézne ploidnych jedincov v populédciach ryb. Vztah
medzi parazitizmom a rdéznou ploidiou nie je detailne preskiimany a tejto problematike sa
venuje vel'mi mala pozornost’. V nasej $tadii sme zistili rozdiel v prevalencii parazitov medzi
polyploidmi a diploidmi len v jednej lokalite. Na rieke Ondava tohto roku bola zistena viac
nez dvojnasobna prevalencia A. transversale u polyploidov, ako u diploidov. Na tejto lokalite
bol pomer poctu diploidnych a polyploidnych jedincov rovnaky. Ostatné tidaje z jednotlivych
sezén ana lokalitich neboli Statisticky vyznamné. Rozdiely v prevalencii v jednotlivych
velkostnych kategoriach a poc€as jednotlivych sezén neboli zistené. Neznamy vyvinovy
cyklus Allocreadium transversale ndm nedovoluje lepSie pochopit vztah polyploidie
a parazitizmu.

UvoOD

Napriek podrobne zdokumentovanej historickej dolezitosti polyploidie, je mechanizmus
vzniku novych polyploidnych linii nad’alej nejasny. S polyploidnymi jedincami sa stretdvame
najméd u nizsich stavovcov, najmid uryb (Leggatt, Iwama, 2003). ,,Red Queen* hypotéza
hovori o neustalej potrebe prispdsobovania sa druhu neustdle sa meniacim podmienkam
prostredia, teda aj potrebe vyskytu jedincov s roznou ploidiou v populacii (Fritz et al. 1999).
Jednou z moZnosti, ktora nebola doteraz teoreticky zhodnotend je, Ze polyploidné linie st
primarne rezistentnejSie voci patogénom ako ich diploidni predkovia (Oswald a Nuismer
2007), naopak niektoré prace toto tvrdenie vyvracaju (Guégan, Morand, 1996). 86 rozli¢nych
studii mapovalo rastlinné a zivoc¢iSne hybridné populdcie pre objasnenie zdsad infekcie.
Vztah medzi parazitizmom a r6znou ploidiou nie je detailne preskimany a tejto problematike
sa venuje velmi mald pozornost. Vedecké vyskumy vtomto smere prebichaji najmi
u hospodarsky vyznamnych druhov ryb. Fritz et al. (1999) predkladé az Styri rozlicné statické
scenare pre distribuciu parazitov u hybridnych versus rodicovskych taxénoch. Nejasny vztah
medzi intenzitou infekcie a uroviiou ploidie druhu cobitidov zaznamenal vo svojej préci
Popiolek and Kotusz (2003). Populéacie pizov st vd’aka vyskytu jedincov s réznou ploidiou
na rovnakych lokalitach idedlnymi modelovymi druhmi pre skiimanie tohto vztahu.

MATERIAL A METODIKA

Vysetrili sme 503 jedincov druhu  Cobitis elongatoides (Cypriniformes, Cobitidae)
z modelovych rieck Okna, Ondava a Ronava, pocas sezonnych odberov v obdobi rokov 2011
— 2014. Odlov ryb bol vykonany pomocou elektrického agregatu. Ziskané data biotickych
a abiotickych parametrov prostredia modifikovanou metédou boli zaznamenané v terénnych
protokoloch. Helmintologickou pitvou zameranou na endoparazity, sme ziskali informacie o
druhovej diverzite parazitofauny pizov. Nasledne sme stanovili zakladné epizootologické
indexy, ako prevalenciu (P) a intenzitu infekcii (I.i) (Bush et al. 1997) vo vztahu k dizke tela,
sezone a ploidii hostitel'a. Parazity boli fixované hortcim 4 % formalinom alebo 70 %
etylalkoholom. Determinacia parazitov bola vykonavana na zdklade mikrometrie a
mikrofotografie pomocou skenovacieho mikroskopu a svetelného mikroskopu Olympus BX
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41 TF a kamerového systému AXIO CAM ERc 5s s prislusnym softvérom a determina¢nych
kl'acov (Ergens a Lom 1970; Moravec 1994). Urcenie ploidie bolo vykonavané na Ustave
biologie obratlovcti Akademie véd v Brne.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Parazitofauna vySetrenych ryb: Allocreadium transverale ad. (Digenea, Allocreadidae) —
dominantny druh, adulty v ¢reve, intenzita infekcie (I.i.) 1 — 12; Clinostomum sp. larv.
(Digenea, Clinostomidae) — satelitny druh, metacerkarie lokalizované v podkozi, L.i =1 - 4.
Nematoda — sporadicky nalez larvalnych §tadii v ¢reve, v dvoch pripadoch, Li. = 1
a Acantocephala v Styroch pripadoch, L.i.= 1 - 2.

Tab. 1: Prevalencie a intenzity Allocreadium transversale u diploidnych a polyploidnych
populaciach z troch lokalit po¢as roznych odberovych sezon.

Cil},lfo Diploidna populécia Polyploidna populicia
Lokalita | pocet .
aadatum | vzorie Prevalencia P Li. Prevalencia P Li. Li.
k (P) (%) Li. (P) (%) (0]
Okna
(07.2011) 52 4/47 8,5 1-4 2 1/4 20 1 1
Ondava
(09.2012) 94 3/51 5.8 1 1 3/43 6.9 1-2 1
Ronava
(07.2013) 49 18/42 42.8 1-5 2 6/7 85,7 1-4 2
Okna
(05.2013) 47 17/38 447 1-3 1 2/9 22,2 1-2 1
Ondava
(07.2013) 53 6/29 20.6 12 1 6/24 25 1-2 1
Ondava
(09.2013) 60 4/28 14,2 1-3 1 6/32 18,75 1-6 2
Ondava
(14.3.2014) | 77 5/41 12,1 1-4 2 13/36 36,11 1-5 2
Okna
(25.6.2014) 71 29/49 59 1-12 3 12/22 55 1-6 3

Tab. 2: Prevalencia Allocreadium transversale ad. u jednotlivych velkostnych kategorii/ Tab.
3: Prevalencia Allocreadium transversale ad. pri roznych teplotach.

Dizka vys. ryb Celkvovy Prevalencia Teplota Prevalencia Prevalencia
(SL mm) pocet (%) (%)
vzoriek —

=59 9°C 18/77 234
70 18,60% 18— 20 °C

60-89 93/334 27,8
326 32%

90 <
104 18,30%

Allocreadium transversale je dominantnym druhom ryb rodu Cobitis (Popiolek, Okulewicz,
Kotusz, 2003; Popiolek a Kotusz, 2003), bol najdeny u oboch ploidnych skupin. Nizku
intenzitu infekcie tohto parazita a vysoku prevalenciu na niektorych lokalitach predpokladame
vysokym poc¢tom infikovanych medzihostitelov a niz§im poctom larvalnych S§tadii.
Polyploidy maju predpoklady byt lepsim hostitelom pre parazity, pretoze dosahuju vicsie
rozmery, kfmia sa va¢im mnozstvom potravy (Benfey, 2001) a maji menej vyvinuty imunitny
systém (Guégan a Morand, 1996). Polyploidné jedince neinvestuji do rozmnoZzovania, tak
vel'a energie ako diploidné (Guégan a Morand, 1996). V naSej $tadii tento rok bola na rieke
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Ondava zistena viac nez dvojnasobne vyssia prevalencia 4. transversale u polyploidov, ako
udiploidov. Na tejto lokalite bol pomer poctu diploidnych a polyploidnych
jedincov rovnaky. Ostatné udaje z jednotlivych sezon a lokalit neboli Statisticky vyznamné.
Na rieke Okna prevladali diploidné jedince a to v pomere 4 : 1. Odlov na rieke Ronava bol
realizovany len pocas jednej sezony, preto sme tito lokalitu v tomto smere nevyhodnocovali.
Rozdiely v prevalencidch sme nezaznamenali u jednotlivych velkostnych kategorii, z ¢oho
usudzujeme, ze medzihostitel’ 4. tranversale (napr. Ephemera danica a E. vulgata) je
pozierany vSetkymi jedincami v populacii. Rast metacerkarii v medzihostitelovi je
najrychlejsi pri nizsich teplotach na jesen, preto je prevalencia v definitivnom hostitelovi
prave pocas tohto obdobia najvySSia (Meyer a Radulescu, 1979), my sme tento trend
nezaznamenali. Neznamy vyvinovy cyklus Allocreadium transversale nam nedovol'uje lepsie
pochopit’ vztah polyploidie a parazitizmu.

Tato praca vznikla za podpory projektov VEGA projects No. 1/0916/14 and 1/0847/13.
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STUDIUM KARCINOMU PRSNEJ ZZAZY POMOCOU FLUORESCENCNYCH
TECHNIK
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Marekova M.’
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ABSTRAKT

Pri nadorovych ochoreniach dochddza k patologickym kvantitativnym aj kvalitativnym
zmenam endogénnych fluoroforov. Sledovanie endogénnej fluorescencie redukovaného
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH+H"), ktorého koncentracia narastd v dosledku
zvysenej anaerobnej glykolyzy v rychlo sa deliacich bunkéch, fluorescenénymi technikami by
mohlo byt’ vyuzité na diagnostické ucely.

UvOD

Rakovina je invazivne ochorenie, ktoré sa da identifikovat’ pomocou réznych markerov. Je
zname, ze na vznik rakovinovych buniek maji vplyv vonkajsie ale aj vnutorné podnety.
Gény kazdého jedinca obsahuji vo svojej vybave urcité mnoZstvo rizikovych génov tzv.
onkogénov napriklad rakoviny prsnika (BRCA1, BRCA2, CHEK2, PTEN, M6-b, Dr6, ATM
a TP53 a dalsich). V zdravom organizme su onkogény pod kontrolou, ale po poskodeni
napriklad mutaciou dochadza k chybnému prepisu genetickej informacie a nasledne moéze
dojst’ k vzniku rakoviny. Jednym z moZnych markerov vyvoja rakoviny prsnika je sledovanie
koncentracie NADH+H'. Mnozstvo tohto kofaktoru sa zvySuje v dosledku zvysenej
glykolyzy v rychlo sa deliacich bunkéch, ktoré potrebujii okamzity zdroj energie (ATP). Pre
$tidium endogénneho fluoroforu NADH+H' [1], ktory ma charakteristicki excitaénu
endogénnu fluorescenciu v oblasti A = 340 nm a emisn fluorescenciu v oblasti A =450 nm po
excitacii A = 360 nm, bola pouzitd metdda synchrénneho fluorescenéného fingerprintu (SFF).
Touto technikou je mozné sledovat’ nielen zmeny v koncentracii NADH+H", ale aj proteinov
tak vo vzorkach tkaniva, ako aj krvi zdravych jedincov i pacientov. Ciel'om tejto Stadie bolo
pozorovat’ zmeny nastavajuce v tkanive a krvnej plazme v ddsledku ochorenia a Statisticky
porovnat’ ich vyznamnost’ v porovnani so zdravymi jedincami.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky krvnej plazmy (0,5 pl) a homogenatu prsnej zlazy (0,5 pl) pacientov a zdravych
jedincov boli riedené fosfatovym tlmivym roztokom (0,2 mol.I", pH = 7,4). Nésledne boli
uskutoénené merania danych vzoriek pomocou SFF pri teplote 25 °C v rozsahu vlnovych
dizok 240 — 400 nm. Z horizontalnych rezov (AA = 50) synchronnych fluorescenénych
fingerprintov krvnej plazmy a tkanivového homogenatu prsnej zlazy bolo namerané
autofluorescenéné maximum v oblasti Ax = 280 nm, ktoré predstavuje zmes proteinov a
aromatickych aminokyselin. Dalie autofluorescenéné maximum NADH+H" bolo uréené v
oblasti Aex = 340-360 nm. Emisné fluorescenéné merania (t = 25 °C) krvnej plazmy a
homogenatu prsnej zl'azy (2 pl) boli uskuto€nené pomocou fluorescenéného nanodropu s
excitatnou vinovou dizkou A = 360 + 10 nm. Statisticky boli vysledky vyhodnotené testom
Tukey-Kramer Multiple Comparisons, Kolmogorovou - Smirnovou metddou. Ziskané data
boli spracované a kvantitativne vyhodnotené pomocou One-way ANOVA testu. Pre
minimalizdciu variability vysledkov autofluorescencie biologického materidlu boli vzorky
merané v sériovych opakovaniach.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Vo fluorescenénych spektrach pacientov s karcindmom prsnika a zdravych jedincov boli
pozorované maximd fluorescencie zmesi rdoznych endogénnych fluoroférov hlavne
porfyrinov, kolagénov, NADH+H' a flavinov. Maximalna intenzita excitaéne;
autofluorescencného centra krvnej plazmy zdravych jedincov SFF bola F = 700 = 70,
umiestnené¢ho pri Amax = 280 £ 5 nm a AA = 70 nm. U pacientov s histologicky potvrdenou
diagnozou duktalneho invazivneho karcindmu prsnej zZl'azy bolo pozorované na SFF jediné
maximum intenzity autofluorescencie krvnej plazmy F = 650 + 50, ktoré sa nachadzalo pri
Amax = 280 £ 5 nm / AL = 70 nm. Z horizontalnych rezov (AA = 50) synchronnych
fluorescenénych fingerprintov tkanivového homogenatu prsnej zl'azy zdravych jedincov bolo
namerané autofluorescenéné maximum F = 700 £ 50 umiestnenej pri Apax = 280 £ 5 nm
(Obr. 1-homogenat zdravi jedinci), kym autofluorescencia homogenatov prsnej zlazy u
pacientov s karcindmom prsnika bola znizena F = 450 £ 50, Ay = 280 = 5 nm (Obr. 1-
homogenat pacienti).

10000 F . o 10000 ) ) )
homogenat zdravi jedinei F homogenat pacienti
Ll 2
Y,
£00 | A £00 |
/o
400 | / 4 400 | s
! 1 / b
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Obr. 1 - Horizontélny rez SFF A\ = 50 tkanivového homogehétu prsnej Zl'azy.

Intenzita emisnej fluorescencie NADH+H" krvnej plazmy a tkanivového homogenétu prsnej
zl'azy pacientov s karcindbmom bola signifikantne zvySend oproti zdravym jedincom, ktora
bola merana pri konstantnej Ax = 360 £ 10 nm v oblasti Ay, = 450 - 490 nm. ZvySenie
intenzity fluorescencie NADH+H" je markerom nedostatku kyslika, tak ako to pozorovali aj
Zhang akol. a Pu akol. [2, 3]. Autofluorescencia vzoriek krvnej plazmy a tkaniva prsnej
zl'azy pacientov s karcindbmom prsnika sa signifikantne vyznamne znizila v oblasti s
maximom intenzity pri Aex = 280 nm (Obr. 2).

zdravi jedinci a pacienti (proteiny)

hex = 280 nm
1.5
1 *EE
0 - ; . .
kontrola plazma tkanivo

Obr. 2 — Signifikatné zmeny intenzity autofluorescencie proteinov Ama.x = 280 nm
v horizontalnych rezoch SFF pri AL = 50 nm SFF (plazma: p <0,01; tkanivo: p < 0,001).

Naopak, intenzita autofluorescencie aemisnej fluorescencie NADH+H' krvnej plazmy

a tkaniva prsnej zl'azy pacientov s karcindomom prsnika (Obr. 3) bola zvySena oproti kontrole,
tak ako to pozoroval Mayevsky [4].
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Obr. 3 — Signifikatné zmeny intenzity autofluorescencie NADH+H" Apax = 365 nm
v horizontalnych rezoch pri AL = 50 nm SFF (plazma: p > 0,05; tkanivo: p <0,001) a emisne;j
fluorescencie NADH+H" Amax = 450 - 490 nm (plazma: p < 0,001; tkanivo: p < 0,001).

Ak je v bunke dostatok kyslika, poklesne koncentricia redukovaného NADH+H', ¢o sa
prejavi znizenou fluorescenciou. Nedostatok kyslika v mitochondridch zvySi tvorbu
NADH+H", ¢o sa prejavi narastom intenzity fluorescencie. Naopak, pre proteiny v
tumorovych bunkéach plati, ze k znizeniu intenzity autofluorescencie dochddza v dosledku
rozbalenia a degradécie plazmatickych bielkovin [5].

Praca vznikla pri rieSeni projektu VEGA-1/0115/14.
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IN VITRO KULTIVACIA POTKANICH SCHWANNOVYCH BUNIEK
U DOSPELEHO TKANIVA

Tomko P., Vanicky 1.

Neurobiologicky ustav Slovenskej akadémie vied, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om prace je vypestovanie dostato¢ne vel'kej populacie Schwannovych buniek (SC) a ich
nasledné vyuzitie pri autolognych transplantaciach. Pouzili sme metodiku z Komiyawa et al.,
2003. Na rozdiel od tejto prace sme pouzili stredny nerv, ked’ze jeho odstrdnenie ma mene;j
negativny dopad na laboratdrne zviera. Nerv bol podviazany, preruSeny a rana sa opédtovne
uzavrela. Zviera sme nechali tyzden prezivat, ¢im sa docielila predegeneracia nervu v procese
Wallerovej degeneracie. Nerv sme odobrali (priblizne 1cm), nasekali na milimetrové kisky
a vlozili do kultivacnych misiek s DMEM s 10% FBS. Po troch ditoch sme vymenili médium
za médium bez FBS apo dalSich troch dioch sme podali DMEM s 2,5% FBS. Tymto
médiom sme kfmili kultiru az do posledného, 21. dia. V tomto protokole neboli pouzité
Ziadne mitogény. Po 21. Dnoch v8ak SC nevytvorili stvisli vrstvu a kultara je prerastena
fibroblastami. SC tvorili v najlepSom pripade 42% kultary. V porovnani s protokolom je tento
pocet vel'mi nizky. Pre vyuzitie v mikrotransplanta¢nych Studiach je tento pocet nedostatocny
a preto je potrebné pouzit’ iny protokol, najskér obsahujuci mitogény.

UvoD

V sucasnej dobe sa testuje mnoho spdsobov ako regenerovat’ poskodené nervové vldkna. Ako
jednd zmoznosti sa wukazuju ,scaffolds“ naplnené SC. Jednd sa o transplantat
z biodegradovatelnych materialov, ktoré sa postupom &asu rozlozia. DalSou z vyhod je, Ze
vdaka autolégnej transplantacii sa neobjavuje imunitnd odpoved. Avsak vypestovanie
dostato¢ne velkej kultiry SC za ¢o najkrat$i cas je mnohokrat komplikované (Verdu et al.,
2000). Hlavnym problémom je prerastenie kultury odolnej$imi bunkami, hlavne fibroblastami
(La Fleur et al. 1996), ktoré sa vSak v istom mnozstve ukazuji ako podpora pre rast kultiry.
V tomto prispevku sa budem zaoberat” metddou, ktord by mala viest' k vypestovaniu Cistej
kultiry SC pocas 21 dni, pricom pocas prvych dni sa v kultire nachadzajii aj fibroblasty,
podporujuce rast, ale nasledne st vhodne volenou metédou odstranené. Pri regeneracii sa SC
pouzivaju ako podpora pre rastlice axony a taktiez vedi ich rast sprdvnym smerom.
V bunkovej kultare maja SC bi- alebo tripolarny predizeny tvar s malym jadrom (Kaewkhaw
etal., 2012).

MATERIAL A METODIKA

Pri praci bol pouzity protokol Komiyawa et al., 2003. V experimentoch sme pouzili
laboratérne potkany kmena Zvieratd boli uspané isofluranom a oholené na bruchu a vnutorne;j
strane prednych koncatin. Nastrihnutim koze na vnutornej strany hrudnikovych koncatin
sme odhalili stredny nerv (nervus medianus). Nervus medianus bol podviazany v proximalne;j
Casti a nasledne bol preruseny. Rana bola chirurgicky uzavreta a zviera bolo ponechané na
tyzdnové prezivanie. Tym sme dovolili aby nastal proces nazyvany Wallerova degeneracia.
Po tyzdni sme zviera znova uspali, otvorili ranu, odhalili predegenerovany nerv a odobrali
sme asi 10mm. Nerv sme oplachli v médiu s pridanymi 1% antibiotikami (ATB). Odobraty
nerv sme ocistili od epineuria a nakrajali na kasky dlhé priblizne 1mm. Tie sme nasledne tri
hodiny travili v 0,05% roztoku kolagenazy. Nasledne sme ich desat’ minut centrifugovali.
Natravené kusky sme umiestnili do kultivatnych misiek pokrytych roztokom lamininu.
Nasledne sme pridali DMEM (Dulbecco‘s Modified Eagle Medium) s 1% ATB a 10% FBS
(fetal bovine serum). Po troch dnoch sme odobrali médium a pridali DMEM s 1% ATB bez
FBS. Po d’alsich troch ditoch sme kusky nervu preniesli do d’alSej misky a vymenili médium
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za DMEM s 1% ATB a 2,5% FBS. Toto médium sme podavali bunkdm kazd¢ tri dni po dobu
21 dni. Nasledne bola kultara zafixovand paraformaldehydom a zafarbena dvojitym
imunofarbenim s pouzitim protilatky S-100 (pre SC) a DAPI (pre bunkové jadra). Bunky boli
pozorované pomocou fluorescenéného mikroskopu, nafotené a vyhodnotené.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kultara bola pripravena zo siedmych réznych zvierat (rozne vekové zlozenie). V kulture sa
nachddzali tri pozorovatelné¢ zlozky — SC, fibroblasty azvySky natravenych nervov.
Spracovanie vysledkov bolo urobené¢ pomocou dvojitého farbenia, S-100 (pre SC) a DAPI
(pre bunkové jadrd). Po porovnani mnoZstva SC ku celkovému poctu buniek sme prisli
k zaveru, ze SC maju 0 az 42% zastipenie v kulture. Fibroblasty vo vsetkych pripadoch
tvorili va¢sinu buniek v kultire. Ani v jednom pripade sa nepodarilo pripravit’ kultiru, ktord
by vytvorila na povrchu stvisla vrstvu.

Nasim cielom je vypestovanie ¢o najcistejSej kultary SC (>90%) v ¢o najkratSom case
anajlepsie bez pridavku mitogénov. Zmeny v koncentracii FBS by mali vplyvat na
proliferaciu jednotlivych typov buniek. Pri vyS$Sej koncentracii FBS proliferuju ako
fibroblasty tak SC, odstranenie FBS z média zastavuje proliferaciu buniek, nasledné zvysenie
koncentracie na nizS§iu koncentraciu sposobi proliferdciu SC (Komiyawa, 2003). V nami
vytvorenych kultarach vsak k vyselektovani cistych SC nedoslo. Vsetky kultury boli
prerastené fibroblastami aj napriek zmendm v koncentraciach séra. Komiyawa udava, Ze viac
ako 90% buniek bolo SC. Nam sa nepodarilo prekroc€it’ ani hranicu 50%. Taktiez nedoslo
k vytvoreniu suvislej vrstvy buniek, hoci v protokole sa popisuje porastenie celej plochy
povrchu. Tento vysledok by sa dal odstranit’ nanesenim inych povrchov, na ktorych by sme
pestovali bunky. V niektorych pripadoch bola kultira Uplne vymretd. To mohlo byt
sposobené bud’ infikovanim, zlou manipulaciou alebo neuplnym spracovanim nervového
tkaniva. Pre vytvorenie kultiry SC by bolo vhodné pouZit mitogény, ¢o by nebolo vhodné pre
aplikdciu v medicine, zamerat’ sa na rozdiely v metabolizme SC a fibroblastov (Keawkhaw,
2013) alebo na ich rozdielne spravanie sa, pri zmenach vonkajSich faktorov (Jirsova et al.,
1997).

Projekt VEGA ¢.2/0183/13 Transplantacia tkanivovych konstruktov pre regenerdciu
poskodenych nervovych vidiken
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GENOTYPIZACIA POVODCU MORU VCELIEHO PLODU, PAENIBACILLUS
LARVAE

Vanikova S. "?

"' Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice, * Katedra genetiky, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Paenibacillus larvae je Gram pozitivna baktéria, ktora vyvoldva ochorenie mor vcelieho
plodu. Infekéné spory sa do tela larvy dostavaju alimentarnou cestou, nasledne v traviacom
trakte kli¢ia a larva hynie na celkovi sepsu. Cielom prace bola zakladna genotypizacia
ziskanych kmenov P. larvae s vyuZitim metdd zalozenych na PCR. Vyuzitie rep-PCR
fingerprintingu s pomocou primérov BOX A1R a MBO REP1 umoznilo rychlu identifikaciu
genotypov siedmych kmeniov P. larvae. Na zéklade pritomnosti/absencie jednotlivych
fragmentov ziskanych pomocou rep-PCR analyzy mozno rozlisit’ 3 rdzne genotypy, pricom 2
genotypy uz boli popisané, AB a aB. Treti genotyp zaznamenany u kmenia CCM 38, ktory
doposial’ nebol popisany, sa vyrazne lisil nepritomnostou d’alSich fragmentov. Dendrogram
skonStruovany na zéklade podobnosti proteinovych profilov ziskanych pomocou MALDI-
TOF analyzy znazoriiuje grupovanie izolatov, ktoré CiastoCne potvrdzuje ich rozdelenie do
troch skupin podla rep-PCR analyzy. Pouzitim RFLP analyzy nebola odhalena ziadna
variabilita 16S rRNA.

UvoD

Paenibacillus larvae je Gram pozitivna baktéria, ktord postihuje larvy vciel. Vyvolava
zavazné ochorenie mor véelieho plodu, ktoré je vysoko nakazlivé. Spory, ktoré su pre larvu
infekéné sa do tela dostavajii alimentdrnou cestou. V traviacom trakte lariev klicia a
vegetativne Stadia baktérii napadaju telo larvy. Larva nasledne hynie na celkovu sepsu.

V sucasnosti sa pozornost’ o P. larvae upriamuje na geneticky aspekt problému. Na zéklade
PCR metdd zameranych na repetitivne sekvencie bolo popisanych niekol'ko roznych
genotypov P. larvae. Existuju tri hlavné subory repetitivnych elementov: repetitivne
extragénové palidromické (REP) elementy, enterobakteridlne repetitivne intragénové
sekvencie (ERIC) a BOX elementy (Versalovic akol.,, 1994). Na zaklade kombinacie
fragmentov ziskanych s primérmi BOX AIR a MBO REP1 mozno ziskat' teoreticky az 9
roznych genotypov P. larvae: AB, Ab, AP, aB, ab, aP, aB, ab, aff. V Europskych krajinach
(Nemecko, Rakusko, Bulharsko) bolo zaznamenanych 6 r6znych genotypov: AB, Ab, ab, aB,
aB, ab (Genersch a Otten, 2003; Neuendorf a kol., 2004,Loncaric a kol., 2009; Rusenova a
kol., 2013), z ktorych najcastejSie sa vyskytujici bol genotyp ab. Na Slovensku zatial
podobna stadia nebola urobena.

Cielom prace bola zdkladna genotypizacia ziskanych kmenov P. larvae s vyuzitim PCR
metod.

MATERIALY A METODY

Celkovo bolo testovanych 8 kmenov P. larvae, z coho 3 kmene boli divoké, izolované z ul'ov,
a4 kmene pochéddzaji z ceskej zbierky mikroorganizmov z Brna. Divoké kmene boli
izolované z infikovanych uhynutych lariev, oznacené 5S, 10S, D3 a D4. Vsetky kmene P.
larvae boli kultivované na MYPGP agare (Dingman a Stahly, 1983) a identifikované
pomocou pristroja MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonics, Germany). Na zéklade analyzy
proteinovych profilov pristrojom MALDI-TOF Biotyper bol skonStruovany strom podobnosti
jednotlivych izolatov.

Na genotypizaciu boli pouzité priméry (Versalovic akol. 1994): BOX AIR (5'-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3), MBO REPI1 (5'-CCGCCGTTGCCGCCGTTGCC
GCCG-3"). Na PCR analyzu bol pouzity Taq Core Kit (Jena Bioscence, Germany).
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Podmienky pre PCR reakciu boli nasledovné: po pociatocnej denaturacii 95°C, 15 min.
nasledovalo 37 cyklov: denaturacia 94°C, 1 min.; hybridizécia pri 53°C, 1 min., elongacia pri
72°C, 2,5 min. a kone¢na elongacia pri 72°C, 10 min.

Gén 16S rRNA bol amplifikovany s pouzitim univerzalnych primérov fD1 a rP2 (Weisburg
et al. 1991). Na PCR analyzu bol pouzity Taq Core Kit. Podmienky pre PCR reakciu boli
nasledovné: po pociatocnej denaturdcii pri 94°C, 5 min nasledovalo 30 cyklov: denaturécia
pri 94°C, 1 min, hybridizacia pri 54°C, 1 min, elongacia 72°C, 1,5 min, a finalna extenzia pri
72°C, 10 min. Ziskané amplikény o velkosti 1500 bp boliStiepené restrikénymi
endonukledzami Mbol, Taql a Tasl, podla prislusného protokolu (Fermentas, Germany).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade podobnosti proteinovych profilov ziskanych pomocou MALDI-TOF analyzy bol
skonsStruovany dendrogram znazornujici podobnost’ jednotlivych kmenov (Obr. 1). Na
dendrograme je mozné vidiet grupovanie samostatnych izoldtov. Kmeii 38 sa vyrazne
od¢lenuje od ostatnych kmenov. Divoké kmene 5S a 10S tvoria d’alSiu samostatni vetvu.
Tretia vetva dendrogramu predstavuje najvicSie zoskupenie izolatov, ktord znazornuje, Ze
kmene 4488, 5680, D3 a D4 st identické. AvSak vizualizdcia porovnania prislusnych
proteinovych profilov poukazuje na vyssi stupen variability.

Vsetky kmene boli podrobené RFLP analyze génu 16S rRNA. Pouzitim tejto analyzy vsak
neboli zaznamenané rozdiely vo velkosti Stiepenych fragmentov (Obr. 2).
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Obr. 1 Dendrogram znazorfiujuci podobnost izolatov P.larvae skonstruovany MALDI TOF analyzou na
zdklade porovnania proteinovych profilov

Vyuzitie rep-PCR fingerprintingu s vyuzitim primérov BOX AIR a MBO REPI umoznilo
rychlu identifikiciu genotypov 6smich kmetiov P. larvae. Studované kmene produkovali
fragmenty vrozsahu od 150 do 2000 bazovych parov. Velkost fragmentov ziskanych
pomocou BOX AI1R priméru bola v rozmedzi 200 az 2000 bp. Celkovo bolo viditeI'nych 5
rozpoznatelnych fragmentov (Obr. 3). Na zdklade pritomnosti/absencie jednotlivych
fragmentov mozno rozlisit’ 3 rozne genotypy. Kmen CCM 38 sa rovnako ako na dendrograme
vyrazne odliSuje. VSetky divoké kmene (5S, 10S, D3, D4) vykazuji rovnaky genotyp. Ostatné
kmene (CCM 4488, CCM 4484, CCM 5680) prislichaju tretiemu genotypu. V konfrontacii
s tymito vysledkami je dondrogram, ktory poukazuje na podobnost’ 2 divokych kmenov (D3,
D4) s tromi zbierkovymi kmeiimi (CCM 4488, CCM 4484, CCM 5680). S vyuzitim priméru
MBO REPI1 boli u vSetkych kmenov rozoznatel'né 4 fragmenty v rozsahu 700 az 2000 bp.
Podobnej genotypizécii sa vo svojich pracach venovalo viacero autorov (Genersch a Otten,
2003; Neuendorf a kol., 2004). Na zaklade kombinacie fragmentov ziskanych s primérmi
BOX A1R a MBO REP1 mozno ziskat’ teoreticky az 9 roznych genotypov P. larvae: AB, Ab,
AB, aB, ab, aP, aB, ab, of. Pre primér BOX AIR je charakteristicka pritomnost/
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nepritomnost’ jedného az dvoch fragmentov o velkosti 700bp, na zéklade Coho sa rozoznavaja
subtypy A, a, a. Subtypy B, b, a B sa vyhodnocuju na zéklade fragmentov o velkosti 1000bp.
Pomocou primérov BOX A1R a MBO REP1 moZno rozdelit’ nase izolaty do troch genotypov,
pricom 2 genotypy uz boli popisané, AB (58S, 10S, D3, D4) a aB (CCM 4488, CCM 4484,
CCM 5680) (Genersch a Otten, 2003; Loncaric a kol., 2009). Treti genotyp (CCM 38) sa
vyrazne li$i nepritomnost’ou d’alSich fragmentov a doposial’ nebol zaznamenany.

S vyuzitim réznych metdd bola odhalend urCitd variabilita medzi ziskanymi kmenmi P.
larvae. Rep-PCR analyza odhalila variabilitu na urovni gendmu, ktord sa vSak nepotvrdila pri
RFLP analyze. Rovnako aj MALDI-TOF analyza ¢iastocne potvrdila tato diferenciéciu.
Avsak MALDI TOF analyza poukazuje na vyS$$i stupen variability. Vyznam genotypizacie
kmenov P. larvae spoCiva v moznosti ur¢it’ ich infek¢énost. Za najinfekénejsi sa povazuje
genotyp AB, ktory bol zaznamenany aj v tejto praci (Genersch a kol., 2005).

100pb 5S 10S 4488 4484 38 5680 D3 D4 100pb 5S 10S 4488 4484 38 5680 D3 D4 1Kb

Obr. 2 RFLP analyza 16S rRNA izol4tov P. Obr. 3 rep-PCR fingerprinting izolatov P. larvae s
larvae s Tasl restriktazou pouzitim BOX A1R  primeru
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IN VITRO A IN VIVO STUDIA VPLYVU ZMESI MEDICINALNYCH RASTLIN A
SLNECNICOVEHO OLEJA NA BACHOROVY METABOLIZMUS OVIEC
Wencelova M.

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om studie bolo zistit’ vplyv zmesi medicindlnych rastlin (MR) a slne¢nicového oleja (SO)
na bachorové fermentacné parametre a lipidovy metabolizmus oviec pri vysoko-
koncentratovej diéte. V in vivo pokuse boli pouzité Styri ovce kfmené zakladnou diétou
pozostavajliicou z li¢neho sena a jacmena (kontrola) s pridavkami k diéte vo forme MR, SO, a
obidvoch sucasne (MRSO) pri pouziti metdédy Latinského §tvorca (4x4). Vplyv MR, SO a
MRSO na bachorovu fermentaciu bol najprv testovany po 24 hod inkubdcie in vitro pri
pouziti rovnakej diéty. Pridavkami diéty boli ovplyvnené takmer vSetky zédkladné fermentacné
parametre in vitro a vySSia koncentracia polynenasytenych mastnych kyselin (PUFA,
P<0,001) bola pri MRSO v porovnani s kontrolou. Naopak pokusné diéty neovplyvnili
fermentacne parametre oviec a v porovnani s kontrolnou a MR skupinou bol zaznamenany
vyrazny pokles PUFA (P<0,001) pri ovciach s MRSO a SO diétou. Pozitivny vplyv MR a SO
na lipidovy metabolizmus bachora, ktory sme zistili v in vitro sa nepotvrdil v pokuse na
ovciach.

UvoD

Medicinalne rastliny ziskali v poslednych rokoch pozornost’ v oblasti vyzivy preziivavcov a to
hlavne ako nahrada antibiotik a inych chemickych latok, ktorych pouzivanie ako stimuldtorov
rastu v zivocisnej vyrobe bolo Eurdpskou uniou zakédzané. Mnohé sekundarne metabolity
obsiahnuté v medicinalnych rastlinach predstavuju potencidlne modulatory bachorového
metabolizmu. Bol zaznamenany vplyv sekundarnych rastlinnych metabolitov ako taninov a
saponinov na lipidovy metabolizmus a bachorovi biohydrogenaciu pri pouziti vhodného
zdroja lipidov (Jayanegara a kol., 2012). Sekundarne metabolity pdsobia pravdepodobne
inhibi¢ne na bachorovi mikrobialnu populaciu a tym inhibuji proces biohydrogenacie a
nepriamo zvysSuju koncentrdciu polynenasytenych mastnych kyselin. Bol zaznamenany aj
antimikrobialny vplyv medicinalnych rastlin (Bodas a kol., 2012). AvSak vécSinou boli
testované koncentrované rastlinné extrakty, ktoré mézu posobit’ toxicky a ich pouZzivanie je
finan¢ne naro¢né pre chovatela. Diéta obohatend o zmes suSenych medicinalnych rastlin
mdze do urcitej miery napodobnit’ prirodzené podmienky zvierata na pastve a zaroven zlepSit’
jeho zdravotny stav. Preto cielom tohto experimentu bolo zistit' vplyv zmesi vybranych
medicindlnych rastlin a slne¢nicového oleja ako zdroja lipidov na fermentacné parametre a
lipidovy metabolizmus v bachore oviec.

MATERIAL A METODIKA

V pokuse boli pouzité Styri barany (Zosl'achtena valaska; vek 1,5 roka; hmotnost’ 45,4+0,5
kg) s permanentne zavedenou bachorovou fistulou, v 4x4 Latinskom Stvorci v obdobi 8
tyzdnov. Zvieratd prijimali vysoko-koncentratovu diétu ktord pozostavala zo 720 g suSiny
lucneho sena/dent a 540 g suSiny jaémena/den rozdelent do dvoch dennych davok. Chemické
zloZenie lu¢neho sena bolo (priemerné hodnoty, g/kg susiny): suSina: 916, N: 18, CP: 112,
ADF: 365, NDF: 498 a ja¢mena: susina: 869, N: 10, CP: 61, ADF: 84, NDF: 331. Diéta bola
doplnena bud’ zmesou medicinalnych rastlin (MR, 67 g suSiny/den), slne¢nicovym olejom
(SO, 36 g/den) alebo obidvoma stcasne (MRSO). Pokusu predchadzala 4 tyzdnova adapta¢na
faza v ktorej zvierata dostavali poloviént davku MR a SO. Zmes MR bola podavana ako 10%
nahrada objemového krmiva a pozostdvala z vnati I'ubovnika bodkovaného (Hypericum
perforatum), rebricka oby€ajného (Achillea millefolium), zihlavy dvojdomej (Urtica dioica),
cakanky obycajnej (Cichorium intybus), kvetu nechtika lekarskeho (Calendula officinalis),
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koretiov pupavy lekarskej (Taraxacum officinale) a puskvorca obyCajného (Acorus calamus).
Chemické zloZenie zmesi MR bolo (priemerné hodnoty, g/kg suSiny): suSina: 8§96, N: 11, CP:
67, ADF: 376, NDF: 409. Odbery bachorovej tekutiny prebiehali vzdy dva dni za sebou v
dvojtyzdnovych intervaloch. In vitro pokus bol zostaveny podl'a Varadyovej a kol. (2000).
Koncentracie kratkoretazcovych mastnych kyselin (Cottyn a Boucque, 1968) a vysSich
mastnych kyselin (Varadyova a kol., 2008) boli stanovené¢ na plynovom chromatografe
Perkin-Elmer Clarus 500 (Perkin - Elmer, Inc. Shelton, Connecticut, USA). Vysledky in vivo
pokusu boli Statisticky vyhodnotené ako opakované merania v 4x4 Latinskom S$tvorci
pomocou analyzy variancie (Graphpad Instat, Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA).
In vitro pokus bol vyhodnoteny analyzou variancie a Tukey-post testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V in vitro pokuse bola straviteI'nost’ suSiny najvysSia pri MR pravdepodobne z doévodu
pritomnosti l'ahko stravitelnych polysacharidov v korenioch rastlin (Tabulka ¢.1). Pri
jednotlivych diétach boli Statisticky vyznamne ovplyvnené aj hodnoty acetatu, propionatu a n-
butyratu. NajnizSie koncentracie saturovanych mastnych kyselin (SFA) a najvysSie

koncentracie kyseliny linolovej, a-linolénovej a PUFA in vitro boli zaznamenané pri MRSO
(Tabulka ¢.2).

Tabul’ka ¢.1
Vplyv diét na fermentacné parametre v bachorovej tekutine po 24 hod inkubdcie in vitro

Kontrola MR MRSO SO SEM P-value
IVDMD (g/kg DM) 579" 655° 584" 465 54 0,001
Celk. SCFA (mmol/l) 48,7 36,2 42,2 44,3 2,36 0,149
Acetat (mol%) 67,1 68,3% 69,2° 66,9 0,45 0,015
Propionat (mol%) 16,6 15,6 14,2 16,6 0,14 0,001
n-Butyrat (mol%) 10,7* 11,6® 12,2° 11,1 024 0,012

IVDMD, in vitro stravitelnost’ susiny; SCFA, kratkoretazcové mastné kyseliny; MR,
medicinalne rastliny; SO, slne¢nicovy olej. Indexy (a,b,c) vyjadruji rozdiely v ramci riadku.

Tabulka ¢.2

Vplyv diét na bachorovi koncentraciu vysSich mastnych kyselin po 24 hod inkubdcie in vitro
MK (g/kg MK) Kontrola MR MRSO SO SEM  P-value
Mpyristova 17,2¢ 23,8° 7,60° 8,20" 0,432 0,001
Palmitova 273¢ 312¢ 147 152° 53 0,001
Stearova 450° 431° 325° 372° 5,1 0,001
Linolova 37,9% 32,3% 161° 87,9° 1,63 0,001
a-Linolénova 18,8 14,6 29,7¢ 24,6 1,03 0,001
v-Linolénova 0,06" 0,07¢ 0,01* 0,01* 0,001 0,001
PUFA 79° 64° 200¢ 138° 2,3 0,001
SFA 826° 845°¢ 521° 580° 5,8 0,001

MK, mastné kyseliny; PUFA, polynenasyten¢ MK; SFA, nasytené MK; MR, medicindlne
rastliny; SO, slne¢nicovy olej. Indexy (a,b,c,d) vyjadrujt rozdiely v ramci riadku.

Pri pokuse na ovciach neboli zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely v bachorovych
fermentacnych parametroch. Koncentracie PUFA v kontrole a MR boli signifikantne vysSie a
koncentracie SFA boli nizSie v porovnani s MRSO a SO (Tabulka ¢.3). Koncentréacie
mastnych kyselin v kontrolach a MR boli podobné. Nedavne $tadie naznacujt, Ze polyfenoly
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(skupina sekunddrnych rastlinnych metabolitov), najmi taniny st schopné redukovat
biohydrogenaciu PUFA bachore na r6znych trovniach (Khiaosa-ard a kol., 2009; Vasta a kol,
2009; Cabiddu a kol., 2010). Pokus na ovciach nepotvrdil pozitivny vplyv zmesi MR a SO na
produkciu PUFA zaznamenany v in vitro fermentaciach, pravdepodobne vplyvom vysoko-
koncentratovej diéty, ktora s pridavkom SO ovplyvnila mikrobidlnu populaciu bachora oviec
a nasledne bachorovu koncentraciu mastnych kyselin (Varadyova a kol., 2008).

TabuPka & 3

Vplyv diét na koncentraciu vysSich mastnych kyselin v bachore oviec
MK (g/kg MK) Kontrola MR MRSO SO SEM  P-value
Myristové 10,8 11,7 10,3 11,1 1,86 0,926
Palmitova 314° 290 228° 239° 13,7 0,021
Stearova 415° 436 570° 534° 19.4 0,085
Linolové 66,4° 65,6 38,17 39,7 3,06 0,001
a-Linolénova 26,2° 29,5° 13,8° 19,5 2,22 0,001
y-Linolénova 2,06° 2,02° 1,32° 1,41° 0,124 0,005
PUFA 97° 100° 56° 64° 5,0 0,001
SFA 810° 808" 863° 848° 9,1 0,012

MK, mastné kyseliny; PUFA, polynenasytené MK; SFA, nasytené MK; MR, medicindlne
rastliny; SO, slne¢nicovy olej. Indexy (a,b) vyjadrujii rozdiely v rdmci riadku.

Praca bola podporend Vedeckou grantovou agentiirou MS a SAV (VEGA 2/0009/14).
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POROVNANIE UCINNOSTI DIETY S PRIDAVKOM HUMINOVYCH KYSELIN NA
VYBRANE ANTIOXIDACNE PARAMETRE V PLAZME, PECENI, SRDCI

A OBLICKACH
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Univerzita P. J. Safarika v Kosiciach, Lekarska fakulta, Ustav lekdrskej a klinickej biochémie
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ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bolo zistit’ vplyv pridavku huminovych kyselin (HK) do diéty kurciat na
aktivitu enzymov priamo zapojenych do eliminédcie oxida¢ného stresu organizmu, v plazme
a v mitochondriach vyznamnych syntetickych a metabolickych organov — v peceni, oblickach
avsrdci. Kurcatd boli vystavené stresovym podmienkam, ktoré predstavoval transport
z chovnej farmy na bitiinok, ¢im bol u zvierat indukovany oxidac¢ny stres.

UvOD

Cesta kuracieho mésa na tanier spotrebitel’a Casto zacina transportom zivych kurciat z chovnej
farmy na bitinok v lokalite predaja, co nezriedka predstavuje aj niekol'ko stoviek kilometrov.
Takyto transport jednoznacne predstavuje pre zvieratd mnozstvo stresovych faktorov.
Stresové podmienky vyvolévaji okrem iného aj zvySenu produkciu katecholaminov, ktorych
metabolizmus prostrednictvom monoaminooxidaz (MAO), ako aj ich autooxidécia, vyznamne
prispieva k zvySenej tvorbe reaktivnych kyslikovych ¢astic (ROS), ¢o vyustuje do zvyseného
oxidacného stresu zvierat a v konecnom dosledku ovplyvni aj kvalitu ich misa (5, 7).
Mitochondrie, ktoré si vyznamnymi producentami ROS v organizme, disponuju vsak aj
uc¢innym mechanizmom, ktory ma za ulohu eliminovat’ zvySené hladiny ROS a bréanit’ tak
oxida¢nému poskodeniu bunkovych komponentov. Tento mechanizmus zahfiia okrem iné¢ho
tripeptid glutation (GSH), ktory posobi ako redukéné cinidlo voéi ROS, aenzymy
superoxiddismutazu (SOD), metaloenzym, ktory katalyzuje dismutaciu superoxidu na peroxid
vodika a kyslik, glutationperoxidazu (GPx), selenoenzym katalyzujuci rozpad peroxidov za
pritomnosti GSH, a glutationreduktazu (GR), ktora spitne redukuje oxidovany glutation
(GSSG) na redukovant formu (GSH) za pritomnosti kofaktora NADPH (14). Huminové
kyseliny (HK) su organické zluceniny s podobnou Struktirou nachadzajice sa najmi
v humusovej vrstve pody resp. v hnedom uhli. Ich Struktira je v podstate heteropolymér
tvoreny réoznymi cukornymi  kyselinami, polyfenolickymi aromatickymi  resp.
heterocyklickymi stavebnymi jednotkami. St rozpustné v alkalickom prostredi a nerozpustné
v kyslom a neutralnom prostredi, vyznacuju sa vysokou chelatacnou schopnost'ou voc¢i ibnom
kovov a antioxidacnymi vlastnostami. Preto maji HK prospesné vlastnosti pre zdravie rastlin,
zvierat ¢i Pudi (13).

MATERIAL A METODY

V experimente sme pouzili 36000 brojlerovych kur¢iat COBB 500 z hydinovej farmy Vinica
(okr. V. Krtis), ktoré boli rozdelené do dvoch skupin. Kontrolnej skupine (15700 ks) bolo po
dobu 42 dni podavané Standardné krmivo. Pokusnej skupine (20000 ks) bolo podavané
Standardné krmivo s pripravkom 0,6% huminovych kyselin (Humac Natur, Humac s.r.o.,
Kosice) od prvého diia vykrmu po dobu 42 dni. Kurcata mali pristup k vode a krmivu ad
libitum. Po 42 diioch boli zvierata transportované 220 km na hydinovy bitunok v Kosiciach,
kde prebehla porazka, pocas ktorej sme vykonali odber organov a plazmy z 10 ks zvierat
z oboch skupin. Z odobratych vzoriek sme izolovali mitochondrie pecene, obliciek a srdca (6)
a stanovili v nich koncentraciu celkovych bielkovin kyselinou bicinchoninovou. Nésledne
sme stanovili aktivitu glutationperoxidazy (GPx, E.C. 1.19.1.9) podl'a Flohé a Gunzlera (8),
glutationreduktazy (GR, E.C. 1.8.1.7) podla Carlberga a Mannervika (2) a hladinu
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redukovaného glutationu (GSH) (Floreani a kol. 1997). Aktivitu superoxiddizmutazy (SOD,
E.C. 1.15.1.1) sme zmerali pomocou SOD-Assay Kit-WST (Fluka). Aktivity enzymov sme
prepocitali na mg proteinov v ml mitochondridlneho homogenétu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Namerané hodnoty st vyjadrené v Tabul’ke ¢. 1. Dosledkom zvySenej aktivity SOD a zaroven
znizenej aktivity GPx v mitochondriach pecene pri podavani HK je, Zze dochadza
k vyraznejSej eliminacii O,  azvySeni hladiny H,O,. Vysvetlenim moéze byt to, ze
v mnohobunkovych organizmoch zvySenie expresie antioxidatnych enzymov nie je
univerzalnou odpoved’ou na H,O, (3). Ale aj to, ze v podmienkach, kde je zvysena tvorba O, "
sa neda jednoznacne urcit, ¢i zmena v aktivitich antioxidacnych enzymov je spOsobena
zmenou Vv hladindch H,O, alebo aj NO (12). Je to kvoli tomu, ze H,O, je Specifickym
substratom pre katalazu, a katalytickd ¢innost’ katalazy pre NO pritomnost’ H,O, vyzaduje.
Zvysena produkcia H,O; je potom prevenciou tvorby peroxynitritovych anidénov (11) a teda,
v pripade podavania HK je inhibicia tvorby peroxinitritov v peceni pravdepodobne
podporovanym dejom. Oblicky st jediny orgén v tele, ktory produkuje a vylucuje do krvného
obehu renalazu, metabolizujicu katecholaminy oxida¢nym mechanizmom, vyuzivajucim O, ",
na aminochrémy (4), a preto by zvySena aktivita SOD pravdepodobne znemoznila oxidéaciu
adrenalinu renaldzou. Znizena aktivita GR (ako kofaktor vyzaduje NADPH), a nasledné

Tabul’ka €. 1: Aktivita SOD, GPx a GR a hladina GSH v plazme a v mitochondriich
pecene, oblic¢iek a srdca kurciat (*p<0.05; **p<0.01)

organ SOD GPx GR GSH
[ukat/mg prot.]  [ukat/mg prot.] [nkat/g prot.] [nmol/mg prot.]

pecenn  Kontrola 2,59+ 0,44 5,735+ 0,629 8,04 +1,78 14,55 + 8,62
pokus HK 498 +£0,48%* 37227+ 1,062* 20,25 +4,45** 15,11 +5,24

oblicky Kontrola 3,01 +0,44 3,401 + 1,248 17,18 £5,91 14,74 £ 7,37
pokus HK 3,11 +0,58 2,963 +£0,648 18,57 +6,59 23,53 +7,3

srdce  Kontrola 9,3+1,52 7,490 + 2,35 18,85+ 2,84 298 £1,44
pokus HK 5,1 +£0,64* 1,559 +0,12* 10,46 +£1,58* 8,87 +2,22%*

plazma Kontrola 0,9+0,32 1,758 £ 0,22 7,75 £ 0,40 64,86 + 17,54
pokus HK 1,24 +0,43 1,139 £0,48 4,01 £1,12* 11,4 +£6,38*

znizenie hladiny GSH v plazme mdze byt’ sposobené prave znizenou hladinou NADPH v krvi
pri stresovych podmienkach, nakolko zvySena hladina adrenalinu okrem iného pdsobi
inhibi¢ne na gluk6za-6-fosfat-dehydrogenazu, ¢oho doésledkom je znizena tvorba NADPH
(16). Aktivity SOD, GPx aj GR v mitochondridch srdca boli v pokusnej skupine s pridavkom
HK znizené, no hladina GSH bola, naopak, signifikantne zvysend. V désledku vysokych
hladin katecholaminov pri pdsobeni stresora nastava v mitochondriach kardiomyocytov nérast
spotreby kyslika a zaroven odpojenie oxidativnej fosforylacie (uncoupling), ktory sluzi na
minimalizovanie emisie ROS v elektronovom transportnom retazci (1), no zaroven je
v akttnych stresovych podmienkach kontrolovany aj kovalentnou modifikaciou glutationom
(10). Preto vysSie hladiny GSH v mitochondriach srdca v skupine, kde boli podavané
huminové kyseliny, mézeme povazovat za indikator lepSieho zvladania oxidacného stresu.
V praxi by to potvrdzovalo zistené aktivity HK v regulacii redoxnej rovnovahy in vitro (15).
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Pridavok huminovych kyselin do diéty kurciat ovplyvnil aktivity antioxidacnych enzymov
v sledovanych organoch Specificky. V peceni sa ako prioritny efekt javi podpora prevencie
tvorby peroxynitritovych anidonov, kym v oblickdch je to zabezpecenie aktivity renalazy,
podielajicej sa na metabolizme katecholaminov. V mitochondridch srdca narast hladiny
glutationu zvysil pripravenost’ antioxidacného mechanizmu. Celkovo mozno konStatovat’, ze
podavanie huminovych kyselin ma pozitivny vplyv na antioxidacny status mitochondrii
v organoch kurciat ateda pomaha lepSie zvladnut stresové podmienky zvierat, napr.
v dosledku transportu.

Praca bola podporena grantami VEGA 1/1236/12 a VEGA 1/0648/11.

POUZITA LITERATURA

1. Adameova A et al. Role of the excessive amounts of circulating catecholamines and glucocorticoids in
stress-induced heart disease. Can. J. Physiol. Pharmacol. 2009; 87:493-514.

2. Carlberg I, Mannervik B. Glutathion Reductase. Methods. Enzymol. 1985, 113:484-490.

3. Desaint S et al. Mammalian Antioxidant Defenses Are Not Inducible by H,0,. J. Biol. Chem. 2004, 279:
31157-31163.

4. Desir GV et al. Human Renalase: A Review of Its Biology, Function, and Implications for Hypertension. J.
Am. Soc. Hypertension. 2012; 6:417-426.

5. Fazio E, Ferlazzo A. Evaluation of stress during transport. Vet. Res. Commun. 2003; 27:519-524.

6. Fernandez-Vizarra E et al. Isolation of Mitochondria for Biogenetical Studies: An Update. Mitochondrion.
2010; 10:253-262.

7. Fink G. Stress science: Neuroendocrinology. 2010; 5.

8. Flohé L, Gunzler WA. Assays of Glutathione Peroxidase. Methods Enzymol. 1984; 105:114-121.

9. Floreani M et al. Comparison between Different Methods for the Determination of Reduced and Oxidized
Glutathione in Mammalian Tissues. Free Radic. Res. 1997, 26: 449-455.

10. Mailoux RJ, Harper ME. Uncoupling proteins and the control of mitochondrial reactive oxygen species
production. Free Radic. Biol. Med. 2011, 51:1106-1115.

11. McBride AG et al. Superoxide Dismutase and Hydrogen Peroxide Cause Rapid Nitric Oxide Breakdown,
Peroxynitrite Production and Subsequent Cell Death. Biochim Biophys Acta. 1999; 1454:275-288.

12. Stone JR, Yang S. Hydrogen Peroxide: A Signaling Messenger. Antioxid. Redox. Signal. 2006; 3&4:243-
270.

13. Vasko L, Vaskova J. Huminové kyseliny ako intenzifikatory produkcie krmiv a potravin. In: Ekolégia a
veterinarna medicina VIII : zbornik referatov z medzindrodnej vedeckej konferencie konanej pri prilezitosti
nedozitého 90. vyrocia narodenia prof. MVDr. Jana Rosochu, CSc. UVL, 2011. - ISBN 9788080772499.

14. Vaskova J et al. Oxidative Processes and Antioxidative Metaloenzymes. In: Antioxidant enzyme, Rijeka,
InTech 2012; 19-58.

15. Vaskova J, Vasko L.: Humic acid in redox regulation. Folia Veterinaria, 2011, 55, 56-58.

16. Young JB; Lansberg L. In: Wilson J D, et al. (Eds.), Williams Textbook of Endocrinology, (9th Edition)

1998; 665-728.

123



Néazov: VEDECKE PRACE DOKTORANDOV 2014
Zbornik zo seminara doktorandov venovaného pamiatke akademika Bod’u
[X. ro¢nik

Zostavil: MVDr. Dusan Fabian, PhD.

Rok vydania: 2014

Prvé vydanie 5

Vydal: Ustav fyziologie hospodarskych zvierat SAV, Soltésovej 4, 04001 Kosice

Tlac: Edic¢né stredisko a predajiia literatury UVLF v KoSiciach

Pocet stran: 126

ISBN 978-80-971428-1-0

124



	01_vstup a obsah
	02_prispevky 2014

