VEDECKE PRACE DOKTORANDOV
2016

Zbornik zo seminara doktorandov venovaného
pamiatke akademika Bod’u

XI. ro¢nik

KoSice, 5. a 6. september 2016



Zbornik prispevkov prezentovanych na

Seminari doktorandov venovanom pamiatke akademika Bod'u
5.a 6. septembra 2016

v KoSiciach

Usporiadali:

Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat, Slovenska akadémia vied
Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach
Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach

Slovenska spoloc¢nost pre biochémiu a molekularnu biolégiu,
vychodoslovenska pobocka

Zostavil:

MVDr. Dusan Fabian, DrSc.

Recenzovali:

Doc. MVDr. Alexandra Valen¢akova, PhD.
Doc. MVDr. Katarina Benova, PhD.
Organizacny a programovy vybor:

MVDr. Dusan Fabian, DrSc.
Prof. MVDr. Juraj Pistl, PhD.

Nepreslo jazykovou tpravou

ISBN 978-80-971428-3-4



Obsah

IMPACT OF ANGIOGENESIS INHIBITION ON POSTNATAL NEUROGENESIS
IN THE ROSTRAL MIGRATORY STREAM
Angelidis A., Martonc¢ikova M., Fabianova K., Racek A., Racekova E.
DIFERENCIACIA INFEKCNYCH LARIEV GASTROINTESTINALNYCH
NEMATODOV VYSKYTUJUCICH SA NA FARMACH KOZ NA SLOVENSKU
Babjak M., Konigova A., Urda Dolinska M., Varady M.
ANALYZA ZAPALOVEJ REAKCIE V MIECHE PO TRAUMATICKOM
POSKODENI PRED A PO PODAN{ ATORVASTATINU
Bimbova K., Svatova M., Lukacova N.
ZMENY V SUBPOPULACIACH LYMFOCYTOV V TENKOM CREVE MYSI PO
PROBIOTICKEJ TERAPII A INFEKCII TRICHINELLA SPIRALIS
Buckova B., Dvoroznakova E., Laukova A.
ANTIBIOFILMOVA AKTIVITA KOZICH LAKTOBACILOV
Cuvalova A., Kmet' V.
OSTEOPROTEGERIN — BIOMARKER MNOHYCH TVARI
Demkova K, Kozarova M
DOPAD 5-FLUOROURACILU VYUZITIM LEMNA SP. TESTU
PRE INHIBICIU RASTU
Eckerova R., Toropila M., Toropilova D., Stepnowski P.
GRAVIOLA, JEJ UCINKY VOCI REAKTIVNYM FORMAM DUSIKA
Haus M., Vaskova J., Vasko L.
HODNOTENIE TESTIMETRIE A OBSAHU TESTOSTERONU V PERIFERNEJ A
LOKALNEJ KRVI PSOV.
Horndkova L., Vrbovska T., Hajurka J.
ZAVEDENIE IN VITRO SKRINIGOVEHO MODELU NA TESTOVANIE
IMUNOMODULACNYCH VLASTNOSTI PROBIOTICKYCH BAKTERIi NA
FENOTYPICKU A FUNKCNU DIFERENCIACIU LUDSKYCH MONOCYTOV
Hradicka P., Demeckova V., Kassayova M.
IDENTIFIKACIA GRAMNEGATIVNYCH BAKTERI{ IZOLOVANYCH
Z EXOTICKYCH KORYTNACIEK
Hrehové L., Konieczna O., Wasyl D., Pristas P.
OVPLYVNENIE CEKALNEJ SLIZNICNEJ IMUNITY KURCIAT APLIKACIOU
PROBIOTICKEHO KMENA AKO PREVENCIA KAMPYLOBAKTERIOZY
Kavul'ova A., Bobikova K., Herich R.
TRANSFER FAKTOR V ADJUVANTNEJ TERAPII LARVALNEJ CESTODOZY
Macéak Kubaskova T., Hrckova G., Mudroniova D., Velebny S., Grohol'ova M.

REZISTENCIA NA ANTIBIOTIKA A VYSKYT GENOV FAKTOROV VIRULENCIE

U ENTEROKOKOV ZO PSOV

Kubasova 1.
ULOHA MITOCHONDRIALNYCH ELEKTRON-TRASPORTNYCH PROTEINOV
V REGULACII MITOCHONDRIALNEHO OXIDACNEHO STRESU

Lysakova V., Letiova K., Tomaskova N., Musatov A.

10

13

16

19

22

25

28

31

34

37

40

43

46

49



DEFICIT VITAMINU D A METABOLICKA KOMPENZACIA DIABETES MELLITUS
2.TYPU

Malachovska Z., Kozarova M. 52
VPLYV KONDICNEHO STAVU PRED OTELENIM NA POSTPARTALNU R
UMINACIU

Mihajlovi¢ova X. 55
KORELACIA SPRAVANIA SA DOSPELYCH PSOV S VYSLEDKAMI TESTOV
TEMPERAMENTU V STENACOM VEKU

Mino I., Kottferova J. 58
THYMOL AS MAIN COMPOUND OF THYME ESSENTIAL OIL IN BROILER
CHICKEN NUTRITION

Ocelova V., Chizzola R. 61
MULTIREZISTENTNY BAKTERIALNY IZOLAT 20B Z KORYTNACKY STEPNEJ
TESTUDO HORSEFIELDII

Onderkova A., Konieczna O., Wasyl D., Pristas P. 64
VYSKYT DICHELOBACTER NODOSUS A FUSOBACTERIUM NECROPHORUM
V INTERDIGITALNOM PRIESTORE ZDRAVYCH DOJNIC A DOJNIC
S OCHORENIAMI PAZNECHTOV

Osova A., Segurado Benito PilipCincova 1., Kiraly J., Mudron P. 67
THE DEVELOPMENT AND VALIDATION OF UHPLC-QTOF-MS METHOD FOR
DETERMINATION OF THYMOL METABOLITES IN LIVER
AND DUODENAL WALL OF BROILER CHICKENS

Pisarcikova J., Calderon Al 70
HISTOPATOLOGICKE HODNOTENIE ZMIEN V SEMENNIKOCH
PUBERTALNYCH POTKANOV ZAPRICINENYCH NEIONIZUJUCIM
ELEKTROMAGNETICKYM ZIARENIM

Simaiova V., Almasiova V., Holovska K., Cigankova V., Rac¢ekova E. 73
NEUROPROTEKTIVNY VPLYV KONDICIOVANEHO MEDIA ZISKANEHO Z
MEZENCHYMOVYCH KMENOVYCH BUNIEK TUKU POTKANA

Székiova E., Slovinska L., Blasko J., Cizkova D. 76
KAMPYLOBAKTERY Z HYDINY A ICH CITLIVOST K BIOAKTIVNYM
SUBSTANCIAM

Séerbova J. 79
VPLYV FRAGMENTOV CUDSKEHO LYZOZYMU NA AMYLOIDNU
AGREGACIU LYZOZYMU

Uli¢na K., Bednarikova Z., Bhunia A., Gazova Z. 82
VYZNAM NOMOGRAMOV V SUDNOM VETERINARSKOM LEKARSTVE

Vargova G., Takacova D. 85

RONTGENOLOGICKE POROVNANIE VYBRANYCH GONIOMETRICKYCH
INDEXOV STEHNOVEJ KOSTI U PSOV S MEDIALNOU LUXACIOU PATELY
Zilin¢ik M., Ledecky V., Hluchy M. 88



IMPACT OF ANGIOGENESIS INHIBITION ON POSTNATAL NEUROGENESIS IN
THE ROSTRAL MIGRATORY STREAM
Angelidis A.1, Martoncikova M., Fabianova K.1, Racek A.2, Racekova E.1
Neurobiologicky ustav, Slovenska akadémia vied, Kosice, Slovenska republika
Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmacie, Kosice, Slovenska republika

ABSTRACT

New neurons that are destined for the olfactory bulb are generated throughout the life in the
subventricular zone (SVZ) of the lateral ventricles. Recently, it was found that blood vessels
represent migratory scaffold for neuroblasts migrating from the SVZ via the rostral migratory
stream (RMS) to the olfactory bulb. The aim of our study was to examine if the inhibition of
angiogenesis during early postnatal period, when the vasculature of the RMS is reorganized
into the scaffold, may affect the arrangement of blood vessels as well as the migration and the
proliferation of the neuroblasts within the RMS.

Rat pups were administered with inhibitor of angiogenesis - endostatin for 5 days during the
first postnatal week and then they survived for 10 days. After the survival time they were
administered with endogenous marker of proliferation - BrdU. To study the arrangement of
blood vessels as well as the relationship between vessels and migrating neuroblasts, fixed
brain sections were processed for double immunohistochemistry using antibodies against
blood vessels (RECA-1) and neuroblasts (DCX). To study cell proliferation,
immunohistochemistry was performed with antibody against BrdU.

Our results revealed that inhibition of angiogenesis disrupted the arrangement of blood
vessels into the migratory scaffold. This disruption consequently influenced migration of
neuroblasts in the RMS. We have also found that the number of proliferating cells in the RMS
of endostatin-treated rats is higher than in control rats.

INTRODUCTION

The birth of neurons, neurogenesis, occurs mainly during embryonic development. However,
there are two areas in the adult brain where neurogenesis continues throughout the life.
Postnatal neurogenesis has been confirmed in the subgranular zone (SGZ) of the hippocampal
dentate gyrus and the subventricular zone (SVZ) lining the lateral ventricles of the brain.
Neurogenesis is quite robust in these regions and originates from glial fibrillary acidic protein
(GFAP) — expressing stem cells which form transit amplifying cells capable of generating
neuroblasts (Alvarez-Buylla et al., 2001; Doetsch et al.., 1999).

Endothelial cells are critical components for neurogenesis as they secrete soluble factors that
enhance CNS neural stem cells proliferation and maintain their self renewal and neurogenic
potential (Shen et al., 1999). Indeed, there is much crosstalk between endothelial cells and
neurons as the processes of angiogenesis and neurogenesis are strongly linked in both the
SGZ and SVZ germinal zones of the adult brain. In these regions, blood vessels are associated
with neuronal precursors forming the neurovascular niche (Palmer et al., 2000; Mercier et al.,
2002; Ohab et al., 2008). Additionally, astrocytes may influence the proliferation and
differentiation of neuronal precursors, although these mechanisms are not fully understood
(Parent et al., 2003). Neuroblasts originating from the largest area of postnatal neurogenesis,
the SVZ, migrate along a well defined pathway, the rostral migratory stream (RMS), and they
differentiate into interneurons in the olfactory bulb (OB). Recently, it was found that blood
vessels in the RMS represent migratory scaffold for the neuroblasts (Snapyan et al., 2009).
The aim of this study was to examine the effect of angiogenesis inhibition on the arrangement
of blood vessels, on proliferation and on migration of cells in the rat RMS.



MATERIALS AND METHODS

In experiments we used Wistar albino rats of both genders.

Rat pups were administrated with inhibitor of angiogenesis - endostatin (1 dose daily -
subcutaneously, 100pg/ml, 0.1ml/10g of body weight) for 5 days, from the first postnatal day
(P1) till P5 and then they survived for one week (till P14).

Endostatin is a C-terminal fragment of collagen XVIII present in circulation in small amount
(approximately 40-100 ng/ml in the serum) and may interfere with the pro-angiogenic action
of growth factors such as basic fibroblast growth factor and vascular endothelial growth factor
(VEGF) (Whitman et al., 2009 ).

To study the arrangement of blood vessels as well as the relationship between vessels and
migrating neuroblasts double immunohistochemistry was performed with antibodies RECA-1
(blood vessels marker) and DCX (marker of neuroblasts). Fluorescent secondary antibodies
were used according to the specificity. Slides were coverslipped with Vectashield with DAPIL.
The sections were analyzed using the fluorescent microscope Olympus BX51 equipped with
Olympus DP72 digital camera. We selected only these sections where the whole extent of the
RMS was visible. Images were acquired with QuickPHOTO MICRO 2.3 software and
processed (merged) by Photoshop 7.0 software.

To study the cell proliferation, BrdU was administered two hours before transcardial
perfusion. Immunohistochemistry was performed with antibody against BrdU The sections
were analyzed under light microscope. We selected only these sections where the whole
extent of the RMS with proliferating cells was visible. Proliferating cells were counted by
Disector software.

RESULTS AND DISCUSSION

For the purpose of this study we divided the RMS into the vertical arm (a segment descending
from the SVZ, routing ventrally), the elbow (the ventralmost segment of the migratory
pathway turning in rostral direction), and the horizontal arm. Angiogenesis was inhibited by
endostatin administration during the first postnatal week when the RMS vasculature
undergoes rearrangement. Light microscopic observation revealed that the arrangement of
blood vessels differs from that in control animals. Blood vessels in endostatin-treated animals
were arranged rather randomly in all parts of the RMS. In control animals blood vessels began
to be aligned parallel in the border of the RMS in the elbow and horizontal arm. In
comparison with control animals, blood vessels in the RMS of endostatin-treated animals
were of lower density. In endostatin-treated animals we have found that some migrating
neuroblasts (DCX positive cells) are not associated in chains as it is seen in control animals. It
means that some of neuroblasts move individually. We suppose that angiogenesis inhibition
influenced also homophilic mode of migration. Moreover, we have found that DCX positive
neuroblasts are localized out of the migratory stream in the elbow and prominently in the
horizontal arm. While the RMS was almost devoid of DCX positive neuroblasts, most of them
were found in the outer border of respective parts of the RMS. There were a large amount of
DCX positive cells but they were not associated in chains. One of possible effects of
endostatin is interaction with VEGF receptors. It was found that down-regulation of VEGF in
vivo affects the vasculature scaffold development in the mouse RMS and that it leads to the
alteration in the neuronal migration and to decreased number of dividing cells arriving into
the RMS (Bozoyan et al., 2012). For the pups that survived one week after the inhibition of
angiogenesis and treated with BrdU we have found that the number of proliferating cells was
significantly higher in the vertical arm and the elbow of the RMS. In the horizontal arm of the
RMS the number of BrdU positive cells was higher than in control rats but this increase was
not significant.
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DIFERENCIACIA INFEKCNYCH LARIEV GASTROINTESTINALNYCH
NEMATODOV VYSKYTUJUCICH SA NA FARMACH KOZ NA SLOVENSKU
Babjak M., Kénigova A., Urda Dolinska M., Varady M.
Parazitologicky ustav SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om prieskumu bolo detegovat’ jednotlivé rody resp. druhy gastrointestinalnych (GI)
parazitov koz vyskytujucich sa na slovenskych farmach. Do stadie bolo zahrnutych 22 chovov
situovanych v réznych Castiach Slovenska. Od zvierat boli odobraté vzorky trusu, z ktorych sa
metddou koprokultar vykultivovali larvy do infekéného §tadia Ls. Larvy boli diferencované
na zaklade morfologickych znakov charakteristickych pre jednotlivé rody a druhy GI
parazitov.  NajCastejSie  sa  vyskytujicimi  GI  parazitmi na  farmach  boli
Teladorsagia/Ostertagia spp. a Trichostrongylus spp.

UvOD

GI parazity su jednou z najcastejSich pri¢in chorobnosti a znizenej zitkovosti na farmach
malych prezavavcov. Negativne ovplyviiuji mliecnu a mésova produkciu, hmotnostné
prirastky, reproduk¢éné parametre a v pripade tazSich a zmieSanych infekcii s pAsomnicami
a kokcidiami spdsobuju oslabenie imunitného systému a zvySent mortalitu hlavne u mladych
zvierat. Podobne ako u oviec aj u koz sa v chovoch najcastejSie vyskytujii zmiesané infekcie,
v ktorych su zastipené rozne druhy parazitov. U parazitov ako su Trichuris spp., Nematodirus
spp. a Strongyloides papillosus je mozné previest diagnostiku uz na zaklade nalezu
charakteristickych vajicok vo vzorke trusu. U hlavnej skupiny nematddov postihujucich
gastrointestindlny trakt malych prezivavcov z celadi Trichostrongylidae a Chabertiidae
podobny tvar, vnitorna Struktira a rovnaka velkost’ vajicok znemoZziuji rodové/druhové
rozliSenie beznymi flotacnymi metédami. Pre velké rozdiely medzi jednotlivymi druhmi GI
parazitov vich patogénnom pdsobeni na organizmus hostitela, fertilite a klimatickych
podmienkach optimalnych pre ich vyvinovy cyklus je ale délezité pri zmieSanych infekciach
vykonat’ diferencidciu jednotlivych rodov/druhov na zaklade kultivéacie lariev do infekéného
Stadia Ls. Poznatky o percentualnom zastipeni parazitov nachadzajucich sa na pasienkoch s
dolezité z hladiska spravneho prevedenia antihelmintickej terapie a taktiez pri identifikécii
rezistentnych druhov pri vyskyte antihelmintickej rezistencie v chove.

MATERIAL A METODIKA

Do prieskumu bolo zahrnutych 22 fariem ko6z nachadzajucich sa v réznych castiach SR.
Kultivaciu lariev parazitov z ¢eladi Trichostrongylidae a Chabertiidae do infekéného Stadia
L; uskutoéiiujeme metédou koprokultur. Cast’ jednotlivych vzoriek ziskanych z farmy sa
zmieSa, ¢im sa vytvori sthrnnd vzorka, ktord sa premieSa v trecej miske so sterilnymi
dubovymi pilinami. Tymto postupom ziskame kypra drobivu hmotu, ktort prenesieme do
poharov alebo igelitovych sackov a kultivujeme v termostate pri tepote 27 °C po dobu 7-10
dni. Koprokultara sa vlh¢éi podla potreby a denne sa 15-20 mintt necha prevetrat’. Po tyzdni
ked’ st larvy plne vyvinuté, mézeme ich z kultlry izolovat’ a diagnostikovat’.

Suspenziu s larvami kvapneme na podlozné sklicko a larvy usmrtime teplom. Pridanim 1-2%
formalinu do suspenzie lariev a ohrievanim skli¢ka pri teplote 55-57 °C dosiahneme lepSie
zvyraznenie vnutornych Struktir lariev v porovnani s larvami, ktoré boli usmrtené v Cistej
suspenzii (Van Wyk akol. 2004). Nasledne priddme Lugolov roztok jodu a prikryjeme
krycim sklickom. Larvy diferencujeme na ziklade kl'ica v ktorom posudzujeme jednotlivé
morfologické znaky ako utvaranie hlavovej Gasti, dizku tela, dizku pazerdka, podet ¢revnych
buniek, dizku chvostovej &asti, pritomnost’ a dizku filamentu atd’.
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Obr. 1 Zakladné morfologické znaky pri diferenciacii infekénych lariev L; u GI nematodov
a) celkova dlzka larvy, b) $picka chvosta larvy, zaCiatok chvostovej Casti, ¢) dlzka chvostovej ¢asti, d)
dlzka filamentu (ak je pritomny). Zdroj: Van Wyk a Mayhew, 2013

i
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Rod/Druh Tvar Dizka tela Dizka Filament | Pocet
hlavovej (um) chvostovej ¢revnych
Casti Casti (um) buniek

Trichostrongylus spp. Ovalny 560-790 30-45 Nie 16
Ovalny,

Teladorsagia/Ostertagia spp. mierne 797-907 35-45 Nie 16
zuzeny

Haemonchus contortus Uzky a 650-850 75-80 Ano 16
zaobleny

Oe. 726-923 | Oe.
Oesophagostomum/Chabertia Siroky a Chab.650-789 | 155-170 Ano 32
spp. gul’aty Chab.
125-155

Zdroj: Van Wyk a Mayhew, 2013, www.rvc.ac.uk

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky znazornené v grafe ¢.1 potvrdzuji skutocnost’, Ze dominantnymi rodmi GI parazitov
v oblastiach s miernym podnebim su Teladorsagia/Ostertagia spp. a Trichostrongylus spp.
V tychto regionoch prezivaju vd’aka viacsej odolnosti voci vysychaniu a schopnosti vyvijat’ sa
aj pri nizSich teplotaich (Anderson akol.,, 1978). Teladorsagia/Ostertagia spp.
a Trichostrongylus spp. boli zastipené na vSetkych vySetrovanych farmach. Haemonchus
contortus je dominantnym druhom predovSetkym v tropickych a subtropickych oblastiach
s vysokou vlhkost'ou a €astymi zrdzkami. Postupnou zmenou klimatickych podmienok a
vplyvom globalneho otepl'ovania bol uz jeho zvySeny vyskyt zaznamenany aj v severskych
krajinach ako Dénsko (Holm akol., 2014), Svédsko (Hoglund akol., 2009) a Nérsko
(Domke a kol., 2012). Na Slovensku v prieskume realizovanom pred viac ako 20 rokmi bol
jeho vyskyt potvrdeny v 20 % vySetrenych stad oviec (Varady a Praslicka, 1993). V naSom
prieskume sme zaznamenali pritomnost tohto parazita na 68% fariem Co predstavuje
zvySenie skoro o 50%. Diferencidlnou diagnostikou bolo z kazdej farmy rodovo/druhovo
ur¢enych 100 lariev, celkovo 2200 lariev.
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Graf 1 Vyskyt GI parazitov na farmach koz

s

Trichostrongylus Teladorsagia / Oesophagostomum Haemonchus
spp. 100 % Ostertagia spp. 100 spp./ Chabertia contortus 68 %
% ovina 81%

Graf 2 Vysledky morfologickej identifikacie infekénych lariev L

Teladorsagia/Ostertagia
spp. 46%

Trichostrongylus spp. 21%

Haemonchus contortus 17
%

Oesophagostomum
/Chabertia spp. 16 %

Praca bola podporena grantom APVV 14-0169 a VEGA 2/0120/16
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ANALYZA ZAPALOVE] REAKCIE V MIECHE PO TRAUMATICKOM POSKODENI
PRED A PO PODANI ATORVASTATINU

Bimbova K., Svatova M., Lukacova N.
Neurobiologicky ustav SAV, Kosice

ABSTRAKT

Zapalova reakcia, ktora vznikd po traumatickom poskodeni miechy mé za nasledok
sekundarne poskodenie a sposobuje az smrt’ neuréonov. Tento proces negativne ovplyviluje
regeneraciu tkaniva ako aj prerastanie axonov v mieste poSkodenia. Preto utlm zapalovej
odpovede moze zmiernit’ $irenie poskodenia a moze napomahat’ pri regeneracii miechy. V
naSej praci sme sledovali uvolnovanie mediatorov zapalu a bunkové zmeny v mieche po
kompresii Th9 segmentu u potkanov kmena Wistar. Porovnavali sme priebeh zépalovej
odpovede po kompresii a podani protizapalového lieciva atorvastatinu (ATR). ATR bol
experimentadlnym zvieratam podany v davke (5mg/kg; i.p.) hned’ po kompresii. Zvierata
prezivali 4 a 24 hodin. Po poskodeni miechy dochédza ku zvySeniu koncentracie interleukinu
18 (IL-1B) v krvom sére, k infiltracii makrofagov a k aktivacii mikroglie a astrocytov v mieste
poskodenia. Po aplikacii ATR sme pozorovali znizené uvoliiovanie IL-18 az na kontrolna
uroveil. Pomocou imunohistochemickej analyzy sme zistili, ze atorvastatin signifikantne
znizuje migraciu makrofigov do miesta poSkodenia a zabrafiuje aktivacii rezidentnych
buniek-astrocytov a mikroglie na reaktivhu formu. Tieto vysledky ukazuji, ze ATR ako
protizdpalové lieivo utlmuje zdpalovi reakciu v mieche po kompresnom poskodeni.
Predpokladame, ze ATR zmierni edém tkaniva po traumatickej 1ézii a pri dlhodobom
prezivani zvierat pozitivne ovplyvni regeneraciu tkaniva.

UvOoD

Traumatické poSkodenie miechy patri medzi jedno z najzavaznejSich neurologickych
ochoreni. V poslednych desatrociach bol dosiahnuty enormny pokrok v pochopeni
bunkovych a molekuldrnych mechanizmov, ktoré vznikaju v désledku poskodenia miechy.
Tieto mechanizmy, ktoré komplexne nazyvame ako sekundarne poSkodenie, zahfiajii okrem
iné¢ho cievne zmeny, tvorbu vol'nych radikélov, apoptézu alebo zépalovu reakciu. Zapalova
reakcia je kombinaciou viacerych dejov, ktoré nastupuji v relativne kratkom case- niekol’ko
hodin po poskodeni (Nuno a kol., 2015). Ako prvé sa po poSkodeni miechy uvolfuju
prozapalové cytokiny(interleukinlp- IL-1B, tumor nekrotizujici faktora-TNF-a) a
chemoatraktanty, ktoré si produkované endotelovymi bunkami a neskor (4-6 hodin po
poskodeni) aj aktivovanymi rezidentnymi bunkami- mikrogliou a astrocytmi. IL-1B je
klI'iCovy mediator zapalu v mieche. Vplyvom chemoatraktantov sa zvySuje expresia
adhezivnych molekial (ICAM1,VCAMI1), ¢o mé& za nésledok infiltraciu leukocytov
a neutrofilov uz 4 hodiny po poskodeni. Migracia makrofagov je oneskorend, prvé bunky st
viditeI'né priblizne po 6 hodinach. Neutrofily a makrofagy fagocytuji v poskodenom tkanive
debris, ¢o vyvolava tzv. oxidativne vzplanutie, teda produkciu volnych radikélov
(ROS,RNS). Aktivacia rezidentnych buniek, priliv buniek imunitného systému, tvorba
volnych radikalov ako aj uvolfiovanie cytokinov sa spolupodiela na Sireni sekundarneho
poskodenia v mieche (Carlson a kol., 1998; Hausmann, 2003; Pannu a kol., 2005).

Pri regulacii zépalovej odpovede je kI'ic¢ové nacasovanie, ked’Ze imunitny systém mdze ako
poskodit, tak aj napomahat’ pri regeneracii tkaniva (Laliberte a kol., 2013). Preto cielom
vyskumnikov pri lie¢be traumatickych poskodeni je urcit’ spravne nacasovanie a koncentraciu
protizapalového lie¢iva (Nuno a kol., 2015). V stcasnosti sa v experimentalnych Stadidch
pouzivaju rozne skupiny protizdpalovych lieCiv. Atorvastatin, ktory sme pouzili v nasej stadii
patri do skupiny statinov. Statiny st primarne urcené na lieCbu vysokého cholesterolu, na
zniZenie triacylglycerolov a na prevenciu srdcovych infarktov a mftvice. Pannu a kol.
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(2005,2007) zistili, ze atorvastatin ma pleitoropné ucinky- podporuje vaskulogenézu, pdsobi
preventivne voci osteolyze, ma imunomodulac¢né a protizapalové ucinky. Ako anti-inflamacné
lieCivo spOsobuje znizenie uvolnovania hlavnych mediatorov zapalu- IL-1p a TNF-a, znizuje
infiltraciu makrofagov a aktivaciu mikroglie a astrocytov. Cielom naSej prace bolo znizit
zépalova odpoved’ v poskodenom tkanive po kompresii a zmiernit rozsah Sirenia
sekundéarneho poskodenia.

MATERIAL A METODIKA

V naSich experimentoch sme pouzili 16 dospelych potkanov (3-mesacné samice) kmena
Wistar o vahe 250-300g. Traumatické poSkodenie bolo vyvolané v celkovej anestéze
pomocou kompresného zariadenia na trovni Th9 segmentu o sile 40g/15min. Zvieratd boli
rozdelené do 4 experimentdlnych skupin: 1-2 skupina) kompresia miechy a prezivanie po
dobu 4 hod. (n=4) a 24 hod. (n=4); 3-4 skupina) kompresia miechy + ATR (5mg/kg; i.p.) a
prezivanie po dobu 4 hod. (n=4) a 24 hod. (n=4). Kontrolnym zvieratdm a zvieratam po
zasahu a lieCbe bola odobratd krv z chvostovej zily (250ul) pre stanovenie hodnot IL-10
pomocou ELISA kitu. Potkany boli po 4 a 24 hodinach hlboko anestetizované pomocou
thiopentdlu  (50mg/kg) a nasledne boli transkardidlne preplachnut¢é so 4%
paraformaldehydom. Miecha v rozsahu traumatickej 1ézie (0,5 cm) bola vypreparovand a
postfixovana 2 hodiny v 4% paraformaldehyde. Po 2 hodinach bolo tkanivo prelozené do 15%
sachardzy a nasledujuci dent do 30% sachardzy na d’alSich 24 hodin. Nésledne bolo tkanivo
nakrajané na kryostate (Leica CM1850) na 25um rezy, ktoré boli ulozené priamo na sklicka a
pouzité na imunohistochemické farbenie zapalovych buniek v mieche a na urcenie rozsahu
zépalovej reakcie pred a po podani ATR. Pouzit¢ boli 3 primarne protilatky: ED-1
(makrofagy), GFAP (astrocyty) a IBA-1 (mikroglia). Sklicka s rezmi boli cez noc vysusené v
exikatore. Nasledne boli 4 x 5 minut premyté v 0,05% PBS-T a 1,5 hodin blokované v 5%
NGS

(normal goat serum) alebo NRS (normal rabbit serum). Po blokovani sa na sklicka pridala
primarna protilatka, ktora bola ponechana na sklickach cez noc (v chlade) pre optimalne
posobenie. Nasledujuci den sa sklicka s rezmi miechy opét’ premyli 4 x 5 minat v 0,05%
PBS-T a vzorky boli inkubované v sekundarnej protilatke po€as 2 hodin. Zvysky protilatok
boli odstranené premyvanim v 0,05% PBS-T po dobu 4 x 5 minit a 2-3 sekundy v
destilovanej vode. Sklicka s rezmi sa nechali vysus$it’ do nasledujuceho diia v chladnicke a
nasledne sa zamontovali s montovacim médiom Prolong.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Koncentracia IL-18, ktort sme detekovali pomocou Elisa kitu, dosahovala pred poSkodenim
hodnoty 40+1,33 pg/ml. Vo vzorkach, ktoré sme odobrali 4 hodiny po poSkodeni, stipla jeho
koncentracia na 490+32,08 pg/ml. Po 24 hodinach sa hodnoty IL-18 znizili na 60+3,86 pg/ml.
Podanie atorvastatinu znizilo koncentraciu IL-1p 4 hod. po poskodeni priblizne na kontrolnt
uroven (50+2,94 pg/ml) a po 24 hodinach dosahovala koncentracia IL-1P rovnaké hodnoty,
ako v kontrolnej skupine (60+£3,91 pg/ml). Pri imunohistochemickej analyze sme sa zamerali
na rozdiely medzi infiltraciou makrofagov a aktivaciou mikroglie a astrocytov po kompresii a
po liecbe. V skupindch so 4 hodinovym prezivanim sme nezaznamenali migraciu makrofagov
do poskodeného tkaniva, ked’Ze prvé makrofagy sa objavuju az po 6 hodinach (Carlson a kol.,
1998). V skupine s 24 hodinovym prezivanim bez podania atorvastatinu sme pozorovali
vyrazny prisun makrofagov do miesta poSkodenia. Kvantitativna analyza buniek, uskuto¢nena
pomocou programu ImageJ ukézala, Ze pocet infiltrovanych buniek v sivej hmote je podstatne
vyssi (3004 22,96) ako v bielej hmote (250+ 20,42). Po podani atorvastatinu sme po 24
hodinovom prezivani pozorovali vyrazne mensi pocet makrofdgov ako po kompresii. V sivej
hmote sme zaznamenali 150+40,16 a v bielej hmote 100+33,35 buniek. Rozdiely medzi
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kontrolnou a liecenou skupinou boli v sivej aj v bielej hmote signifikantné (p<0.05).
Astrocyty a mikroglia maju za fyziologickych podmienok malé jadro a dlhé vybezky. Po
kompresii a 4 hodinovom prezivani sme pozorovali astrocyty v reaktivnom stave s velkymi
jadrami a krat§imi vybezkami. V liecenej skupine si vac¢Sina astrocytov zachovala pdvodnu
morfologiu. Podobne ako astrocyty, aj mikroglia po poskodeni meni svoju morfologiu na tzv.
aktivované Stadium. V skupine so 4 hodinovym prezivanim bez podania atorvastatinu sme
pozorovali mikrogliu s vel’kymi jadrami a skratenymi vybezkami a v skupine s atorvastatinom
mali niektoré mikrogliové bunky len mierne zviac¢Sené jadra. Po 24 hodinach sme pozorovali
mikrogliu a astrocyty s velkymi jadrami a takmer Zziadnymi vybezkami. V skupine
s atorvastatinom si zachovali astrocyty aj mikrogliové bunky podobni morfologiu ako 4
hodiny po poskodeni.

Vysledky naSich experimentov ukazuju, ze po traumatickom poSkodeni miechy dochadza ku
zéapalovej reakcii, pri ktorej sa uvol'niuju prozapalové cytokiny, aktivuju sa rezidentné bunky a
dochadza k infiltracii buniek imunitného systému. Atorvastatin, ako protizapalové liecivo,
zmiernil priebeh zapalovej odpovede. Znizil uvolfiovanie prozapalovych cytokinov takmer na
kontrolnt uroven, zabranil nadmernej infiltracii makrofagov a aktivacii rezidentnych buniek v
poskodenom tkanive. Ked’ze zapalova reakcia sa podiel’a na Sireni sekundarneho poskodenia,
atorvastatin moze pri dlhodobom prezivani zlepsit proces regeneracie tkaniva a prerastania
axonov v mieste posSkodenia.

Praca bola podporena grantom VEGA 2/0173/14 a APVV- 15-0766.
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ZMENY V SUBPOPULACIACH LYMFOCYTOV V TENKOM CREVE MYSI PO
PROBIOTICKE] TERAPII A INFEKCII TRICHINELLA SPIRALIS
Buckova B.1, Dvoroznakova E.1, Laukova A.2
'Parazitologicky tistav, SAV, Kosice,

*Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo sledovat vyskyt pomocnych a cytotoxickych T lymfocytov a B
lymfocytov v epiteli a lamina propria tenkého Creva umysi po podavani probiotickych
kmenov a infekcii Trichinella spiralis. Kmene (Enterococcus faecium AlL41 = CCMS8558,
Enterococcus durans ED26E/7, Lactobacillus fermentum AD1 = CCM7421, Lactobacillus
plantarum 17L/1) boli podavané mysiam denne v davke 100 pl (10° KTJ/ml) a mysi boli
infikované 400 larvami 7. spiralis na 7. deni probiotickej terapie. Fenotyp lymfocytov (CD4,
CD8 a CD19) bol stanoveny prietokovou cytometriou. L. fermentum AD1 = CCM7421 a L.
plantarum 17L/1 zvysili pocty pomocnych CD4 T lymfocytov v epiteli a cytotoxickych CD8
T lymfocytov v lamina propria ¢reva na 7. den aplikacie, pred parazitdrnou infekciou.
Infekcia 7. spiralis sposobila signifikantni inhibiciu sledovanych lymfocytarnych
subpopulacii od 5. do 25. dna po infekcii (p.i.). L. fermentum AD1 = CCM7421 a L.
plantarum 17L/1 zreStaurovali pocty CD4 T buniek v epiteli aj v lamina propria na Groven
zdravej kontroly od 11. dia p.i. VSetky kmene stimulovali pocty CD8 T buniek u
infikovanych mysi, ale oproti kontrole boli CD8 T bunky zredukované v epiteli do 25. diia p.i.
a v lamina propria len na 5. deni p.i. Inhibicia B buniek (CD19) v tenkom c¢reve po infekcii 7.
spiralis nebola ovplyvnena probiotickou terapiou do 25. dila p.i., ale na 32. deii p.i. bola
zistend stimulacia B buniek po aplikacii E. durans ED26E/7 a L. fermentum ADI1 =
CCM7421. Najvyraznejsi imunomodula¢ny U¢inok na CD4 T subpopuldciu pocas crevnej
fazy infekcie 7. spiralis vykazovali kmene L. fermentum AD1 = CCM7421 a L. plantarum
17L/1, subpopulacia CD8 T buniek bola aktivovana aj kmenimi E. faecium AL41 = CCM8558
a E. durans ED26E/7.

UvOoD

Infekcia Trichinella spiralis je charakteristickd enteritidou (vyvolanou pohlavne zrelymi
trichinelami) a zdpalom s degenerativnymi zmenami v priecne pruhovanom svalstve
(vyvolané larvami). Patologia trichineldézy je v podstate reakciou na inicidlnu zapalova
odpoved’ pocas Crevnej fazy a na nasledné alergické a zapalové odpovede pocas migracie
lariev asvalovej invézie hostitela (Dvoroziidkova a Dubinsky, 2014). Efektorové
mechanizmy proti trichineldm st zavislé od T buniek, ktoré indukuji zapalové zmeny,
cytokinovu a protilatkovi odpoved’. Dolezitymi zlozkami crevnej imunity su volné
intraepitelové lymfocyty alymfocyty v lamina propria, ktoré sa zapéjaji do reguldcie a
priebehu imunitnej odpovede. Crevny epitel zahffia heterogénnu populaciu T lymfocytov,
vd¢Sina z nich st cytotoxické CD8 T bunky, d’alej pomocné CD4 T bunky aregulacné T
bunky (Delcenserie a kol., 2008). Vykonnl zloZku crevnej imunity tvoria bunky lamina
propria, obsahujice prevazne pomocné T lymfocyty, B lymfocyty aIgA produkujice
plazmatické bunky, menej dendritické bunky, makrofagy, neutrofily, eozinofily a mastocyty
(Toman a kol., 2009).

Crevna mikrofléra vyrazne ovplyviiuje rozvoj, maturaciu a modulaciu imunitného systému pri
infekciach. Zdraviu prospesné probiotické kmene v €reve hostitel’a, ako st napr. laktobacily,
bifidobaktérie, enterokoky, st schopné zvySovat' aktivitu crevnej sliznice, inhibovat
patogénnu mikrofléru a modulovat’ imunitn odpoved’, avSak tieto ich vlastnosti su kmenovo
$pecifické (Donelli a kol., 2013; Butel, 2014). Crevné parazity ovplyvilujti mikrofléru éreva a
modifikuji rovnovahu medzi mikroorganizmami, imunitnym systémom a patogénmi. Crevna

16



mikroflora zasa vyrazne ovplyviiuje patofyzioldgiu parazitarnej infekcie (Travers a kol.,
2011). Preto sa zvySuje zaujem vysvetlit' interakcie medzi mikroorganizmami, imunitnou
odpoved’ou, ¢revnymi zédpalovymi procesmi a parazitmi.

V naSej praci sme sa zamerali na kvantitativne zmeny lymfocytarnych subpopulacii v epiteli
a lamina propria tenkého c¢reva mysSi po imunomodulacii bakteriocin-produkujucimi
a probiotickymi kmenimi a parazitarnej infekcii 7. spiralis.

MATERIAL A METODIKA

V experimente bolo pouzitych 126 mysi BALB/c. Samce s hmotnostou 18-20 g boli
rozdelené do Siestich skupin: Kontrola (n = 21) — zdravé mysi bez infekcie a bez probiotickej
terapie. 1. skupina (n = 21) — infekcia 7. spiralis bez probiotickej terapie. 2. skupina (n = 21)
— Enterococcus faecium AL41 = CCM8558 a infekcia 7. spiralis. 3. skupina (n = 21) — E.
durans ED26E/7 a infekcia T. spiralis. 4. skupina (n = 21) — Lactobacillus fermentum AD1 =
CCM7421 ainfekcia T. spiralis. 5. skupina (n = 21) — L. plantarum 17L/1 ainfekcia T.
spiralis. Bakteridlne kmene boli podavané per os denne v davke 100 pl (10° KTJ/ml v
Ringerovom roztoku). Mysi boli infikované per os davkou 400 lariev 7. spiralis/myS na 7.
dei aplikacie bakteridlnych kmenov.

Bakteriocin-produkujiice kmene s probiotickym ucinkom E. faecium AL41 = CCMS8558 —
environmentalny izolat, produkujuci enterocin (Ent) M; E. durans ED26E/7 — izolét z ov¢ieho
mlieka, produkujuci durancin-like bakteriocin; probioticky kmen L. fermentum ADI1 =
CCM7421, izolat z trusu psa; boli pripravené na Ustave fyzioldgie hospodarskych zvierat
SAV, Kosice. Bakteridlny kmen L. plantarum 17L/1 — izolat z ov¢ieho sudovaného syra
pochadzal z Vyskumného tstavu mliekarenského, Zilina.

Intraepitelové (IEL) alamina propria lymfocyty (LPL) boli izolované modifikovanou
metddou podl'a Solano-Aguilar a kol. (2000). Imunofenotypizacia lymfocytov bola vykonana
metddou priamej imunofluorescencie pouzitim anti-mysSacich monoklondlnych protilatok,
CD4(FITC), CD8(PE) a CDI19(FITC) (vSetky PharMingen) a analyzou na prietokovom
cytometri (Becton Dickinson Biosciences). Vysledky boli spracované one-way ANOVA
a post hoc Tukey testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Uz po 7 dinoch aplikacie laktobacilov (Lactobacillus fermentum AD1 = CCM7421 alL.
plantarum 17L/1) sme zaznamenali signifikantny (P<0,05; P<0,01) narast po¢tu CD4 T
buniek v ¢revnom epiteli a CD8 T buniek v lamina propria Creva, teda este pred infekciou 7.
spiralis. PoCas Crevnej fazy a skorej svalovej fazy infekcie (od 5. do 25. dna p.i.) doSlo
k vyraznému (P<0,05; P<0,01) poklesu lymfocytarnych subpopulacii v epiteli a lamina
propria tenkého Creva. Morales a kol. (2002) zistili rovnaké zmeny oboch subpopulécii po
nakazeni a predpokladaju, ze pokles CD4 T buniek je spojeny s redukciou poctu naivnych
buniek a zvySovanim poctu pamit'ovych buniek.

V naSom experimente laktobacily zreStaurovali infekciou indukovant inhibiciu pomocnych
CD4 T buniek v epiteli aj v lamina propria na uUroven zdravej kontroly od 11. dna p.i.
Enterokoky (Enterococcus faecium AL41 = CCM8558 a E. durans ED26E/7) nemali vplyv
na CD4 T lymfocyty, s vynimkou 11. dia p.i., ked’ boli CD4 T lymfocyty v lamina propria
stimulované na uroven kontroly. CD4 T lymfocyty vyrazne prispievaju k odstraneniu parazita
cez aktivaciu MHC 1I. triedy, ale CD8 T bunky nemaju vplyv na vypudenie Cervov z Creva
(Vallance akol., 1999). Podl'a ndlezu dospelych trichinel v ¢reve v naSich pokusoch bolo
rychlejSie odstranenie parazita z ¢reva u mySi modulovanych kmenmi E. faecium AL41 =
CCM8558 a E. durans ED26E/7 so 65 % redukciou na 11. den p.i. (Buckova a kol., 2015). Na
18. den p.i. uz neboli zistené adulty v Creve, iba u infikovanych mysi modulovanych L.
fermentum AD1 = CCM7421. Predpokladdme, Ze na odstraneni ¢ervov z Creva sa aktivne
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zucastnili vysoké pocty slezinovych CD4 T buniek po terapii enterokokmi (Dvoroziidkova a
kol., 2014; McDermott a kol., 2005). Mukozalne CD4 T bunky reguluju fyziologiu ¢reva (zapal,
hyperkontraktilita, hypersekrécia mucinu), ktora sa podiel'a na vypudeni ¢ervov. Pravdepodobne
dlhsia pritomnost’ parazita v ¢reve mysi modulovanych laktobacilmi antigénne stimulovala ¢revnil
CD4 T subpopulaciu dlhsiu dobu.

Na 11. a 18. dent p.i. doslo k vyraznej (P<0,05) stimulécii intraepitelovych CD8 T buniek po
aplikacii vSetkych kmenov, avSak, nedosiahli uroven kontroly. Po podavani laktobacilov
a enterokokov boli hodnoty CD8 T lymfocytov v epiteli ¢reva znormalizované na uroven
zdravych mysi na 25. resp. 32. den p.i., t.j. vo svalovej faze infekcie. V lamina propria boli CD8
T lymfocyty zreStaurované uz od 11. dna p.i. pri vSetkych probiotickych kmenoch, so
signifikantnou stimulaciou (P<0,05; P<0,01) v porovnani s infikovanou skupinou bez terapie.
Zvysovanie zastipenia oboch populacii T buniek pocas svalovej fazy trichinelézy moze stvisiet’
s vyvinom lariev v zivnych bunkach, ktoré maji uzky vztah s makrofdgmi, CD4 a CD8 T
lymfocytmi a B lymfocytmi (Beiting a kol., 2007). Pri sledovani zastupenia CD19 B buniek
vtenkom c¢reve bol ich vyskyt vyznamne (P<0,05; P<0,01) redukovany vo vSetkych
experimentalnych skupinach do 11. dia p.i., potom ich pocty v epiteli a lamina propria mierne
narastali. Novonarodené larvy (NBL) moézu byt eliminované za pomoci bunkovej cytotoxicity
zavislej na protilatkach este predtym, nez napadnu svaly (Wang a Bell, 1988). Az na 32. den p.i.
bola zistena stimulacia B lymfocytov po aplikacii kmenov E. durans 26E/7 a L. fermentum AD1 =
CCM7421. Vo svalovej faze infekcie 7. spiralis sme v nasich pokusoch (Buckova a kol., 2015)
zistili prvé svalové larvy na 18. den p.i. av priemere 55 % redukciu svalovych lariev
u infikovanych mys$i s aplikdciou vSetkych testovanych probiotickych kmetniov na 25. den
p.i. K tejto redukcii mohli prispiet’ aj stimulované CD8 T lymfocyty z lamina propria ¢reva po
probiotickej terapii, ktoré svojim cytotoxickym uc¢inkom moéZzu eliminovat’ novonarodené larvy
eSte pred ich migréaciou do svalov.

Zmeny v subpopuléciach intraepitelovych lymfocytov a lymfocytov v lamina propria indukované
aplikaciou probiotickych kmenov naznacuji pozitivnu moduldciu cCrevnej imunity pri
trichinelovej infekcii a perspektivne uplatnenie testovanych kmenov v terapii trichinelozy.
Aktivacia T buniek v tenkom ¢reve mysi infikovanych 7. spiralis moze prispiet k odstraneniu
cervov z Creva a stimulovat’ protiparazitarnu imunitni odpoved’ aj vo svalovej faze infekcie.

Tato praca bola podporena Slovenskou grantovou agenturou VEGA 2/0081/15.
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ANTIBIOFILMOVA AKTIVITA KOZiCH LAKTOBACILOV

’ Cuvalova A., Kmet' V.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Stadia sa zamerala na G&inky kozich laktobacilov na tvorbu  biofilmu
u kmenov Staphylococcus intermedius, Staphylococcus aureus a troch kmenov Escherichia
coli aovplyviiovanie quorum sensing. Tvorba biofilmu a antibiofilmova aktivita
laktobacilovych supernatantov bola stanovena pouzitim Nunc Maxisorp mikrotitratnych
platniciek. Vplyv laktobacilov na quorum sensing bol testovany v SPL Immuno platnickach.
Vsetky supernatanty mali inhibi¢ny ucinok na tvorbu biofilmu. Vyraznejsi antibiofilmovy
ucinok mali laktobacilové supernatanty na kmene Escherichia coli v porovnani so
stafylokokmi. Predbezné vysledky stadie ukazali, ze laktobacilové supernatanty su pouzite'né
na antibiofilmov aktivitu.

UvoD

Tvorba biofilmu je viacstupfiovy proces, v ktorom mikrobidlne bunky prilni k povrchu
a nasledne produkuju extracelularnu matrix , o ma za nasledok pevné uchytenie (Sauer,
2003; Stoodley akol. 2002). Komunikicia baktérii v biofilme je sprostredkovana
mechanizmom quorum sensing. Tvorba biofilmu je dolezitym faktorom patogenity
mikroorganizmov (Mah,O’Toole, 2001).

Antibakteridlne latky v supernatantoch laktobacilov, mézu inhibovat rast patogénnych
baktérii (Tsai a kol., 2008; Tomas a kol., 2003), ovplyviiovat’ expresiu faktorov virulencie
a tvorbu biofilmu a quorum sensing (Cadieux a kol., 2009).

Cielom prace bolo testovat anti-biofilmovy uCinok supernatantov laktobacilovych
kmenov ako aj ovplyvilovanie quorum sensig.

MATERIAL A METODIKA

Bakterialne kmene, média, kultivaéné podmienky- V préci bolo pouZzitych 5 laktobacilovych
kmenov: Kl1- L. reuteri, K2- L. mucosae, K3- L. mucosae, KB- L. johnsonii, 21L- L.
paracasei, ktoré boli izolované z koz a kozych syrov. PouZzité patogénne kmene boli S. aureus
2, S. aureus 133, S. intermedius 5738 a Escherichia coli 14, 21, 24. Na ovplyviiovanie
quorum sensig boli pouzité klinické izolaty Pseudomonas aeruginosa 32, 50, 119 a
referenény kmen P. aeruginosa PAOL. E. coli pSB 1142 meria homolaktony AHLs s dlhym
retazcom (C10-C14) u Pseudomonas aeruginosa.

Priprava laktobacilovych extraktov- Laktobacilové supernatanty boli pripravené podla Lin
a kol. (2015). Laktobacilové kultiry boli centrifugované, filtrované a na odstranenie ti¢inkov
kyseliny mlie¢nej bolo neutralizované pH. Supernatanty boli skladované pri teplote 4 ° C.
Meranie koncentracie bielkovin- Absorbancia (280 nm) laktobacilovych supernatantov bola
merana na pristroji NanoDrop.

Tvorba biofilmu- Kvantifikacia tvorby biofilmu bola vykonand za pouzitia Nunc Maxisorp
mikrotitracnych platnic¢iek (O'Toole, 2011). Ako kontrola bol pouzity ¢isty MH bujon.
Antibiofilmovd aktivita laktobacilovych extraktov- Efekt piatich laktobacilovych
supernatantov (K1, K2, K3, KB, 21L) na tvorbu biofilmu u stafylokokov a E. coli bol
testovany pridanim 10 pL supernatantu.

Ovplyviiovanie quorum sensig- Vplyv laktobacilovych supernatantov (KB a 21L) na quorum
sensig u E. coli 1142 a P. aeruginosa (32, 01, 50, 119) bol testovany pridanim 10 pL
supernatantu. Luminiscencia sa merala pri absorbancii 570 nm v SPL Immuno platnickéch.
Statistika- Vysledky boli $tatisticky spracované v programe STATISTICA 9.0 s pouzitim One
Way ANOVA testu a Tukey- testu.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Namerané koncentracie laktobacilovych supernatantov su: K1- 21,05 mg/ml, K2- 23,7 mg/ml,
K3- 25,2 mg/ml, KB- 15,8 mg/ml, 21L- 16,17mg/ml.

U kmenov Escherichia coli bola tvorba biofilmu priblizne rovnaka, alebo inhibovana
laktobacilovymi supernatantmi. Najvac¢si inhibi¢ny ucinok sme zaznamenali pri
supernatantoch KB (L. johnsonii) a 21L (L. paracasei). Supernatant K3 (L. mucosae) mal
silny inhibi¢ny G€inok len pri kmeni E. coli 14 a supernatnant K2 (L. mucosae) mal vyrazny
antibiobilmovy ucinok na dve tretiny z pouzitych kmenov. Supernatant K1 (L. reuteri) mal
len slaby inhibi¢ny ucinok.

Vplyv laktobacilovych supernatantov na kmen Staphylococcus bol vyrazne mensi.
VyraznejSie rozdiely sme zaznamenali pri supernatantoch K3 (L. mucosae) a K2 (L. mucosae)
len pri kmeni S. aureus 2 a supernatant K1 (L. reuteri) len pri kmeni S. aureus 133.
Supernatanty KB (L. johnsonii) a 21L (L. paracasei) nemali na tvorbu biofilmu stafylokokov

vyrazny vplyv.

Graf 1. Uginok laktobacilového supernatantu KB Graf 2. Uginok laktobacilového
a 21L na tvorbu biofilmu u E. coli 21, supernatantu K1, K2 a K3 na tvorbu
EC21- kontrola biofilmu u S. aureus 133, S133- kontrola
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Supernatant KB (L. johnsonii) inhiboval quorum sensing u vSetkych kmeniov okrem P.
aeruginosa 119. Laktobacilovy supernatant 21L (L. paracasei) inhiboval quorum sensing iba
u kmenov P. aeruginosa 32 a 50, naopak stimuloval quorum sensing P. aeruginosa 119
a PAOL.

Graf 3. Uginok laktobacilov na quorum sensing Graf 4. Uginok laktobacilov na quorum
u P. aeruginosa PAO1, PAO1- kontrola sensing u P. aeruginosa 50, PA50- kont.
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V naSej praci sme ukazali, ze laktobacilové supernatanty mali vyraznej$i antibiofilmovy
ucinok na E. coli v porovnani s ti¢inkom na stafylokoky. Sadowska a kol. (2010) zaznamenala
zniZenu tvorbu biofilmu u stafylokokov vplyvom laktobacilov. Inhibiény ucinok laktobacilov
na E. coli zaznamenala v praci Bujiidkova a Kmet' (2012), Bujiidkova a kol. (2014). Gudina a
kol. (2010) uvadza vysoku antiadhezivnu aktivitu pre stafylokoky a naopak nizku pre E. coli
vplyvom laktobacilov. Uginok laktobacilov na rast a tvorbu biofilmu réznych patogénnych
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Gram—pozitivnych a Gram- negativnych baktérii uvadza aj Rybalchenko a kol. (2015), ktory
zaznamenali potencidlne inhibi¢nu aktivitu stafylokokov, E. coli a inych baktérii.

Pozorovana anti-biofilmova aktivita laktobacilovych supernatantov proti niekol'kym
patogénnym mikroorganizmom z rodu Staphylococcus a E. coli je nadejna pre d’alSie stadie s
cielom znizit’ mikrobialnu kolonizaciu na réznych materialoch.
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OSTEOPROTEGERIN - BIOMARKER MNOHYCH TVARI
Demkova K., Kozarova M.
IV. interna klinika Lekarskej fakulty UPJS, Kogice

ABSTRAKT

Osteoprotegerin (OPG) sa v sGcasnosti nepovazuje uz len za klicovy faktor v regulacii
kostnej remodelacie (najmd v procese osteoklastogenézy), ale zohrava dolezitu ulohu aj
v procese ektopickej vaskularnej kalcifikacie, ktora je dolezitd pri aterosklerdze. Sérova
hladina osteoprotegerinu by mohla byt potencidlnym markerom vaskularnych kalcifikécii
s vysokou prediktivnou hodnotou. Cielom predkladanej Studie bolo posudit’ vzt'ah medzi
hladinou osteoprotegerinu a pritomnostou a zavaznostou periférneho artériového ochorenia
dolnych koncatin, ateroskler6zou na karotidach, pritomnostou diabetickej neuropatie
vyjadrenej prahom vibracnej citlivosti ajeho asocidciu s prekonanymi kardio- a
cerebrovaskularnymi prihodami u pacientov s diabetes mellitus 2.typu.

UVvOD

Osteoprotegerin (OPG) patri do rodiny receptorov pre tumor nekrotizujuci faktor. Je to
solubilny receptor pre RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand), ktory
inhibuje interakciu medzi RANKL ajeho membranovym receptorom RANK (receptor
activator of nuclear factor kappa-B). Os RANKL/OPG/RANK ma tlohu v regulacii kostne;j
remodelacie (najmi osteoklastogenéze, t.j. diferencidcii, funkcii a prezivani osteoklastov),
v karcinogenéze a centrdlnej termoregulacii. Tento systém ma pravdepodobne tulohu aj
v procese aterogenézy a destabilizacii aterosklerotického platu tym, Ze ovplyviiuje ektopicku
vaskularnu kalcifikaciu. Diabetes mellitus 2. typu (DM2) urychl'uje proces aterosklerozy,
dosledkom ¢oho su zdvazné kardio- a cerebrovaskuldrne prihody. Ateroskleroza pri DM2 je
typicky polyvaskularna a multifokdlna a méze dlho prebichat asymptomaticky. Sérova
hladina osteoprotegerinu by mohla byt potencidlnym markerom vaskuldrnych kalcifikacii
s vysokou prediktivnou hodnotou.

MATERIAL A METODIKA

Ciel'om Studie je zistit’ asociaciu karotidovych a/alebo periférnych aterosklerotickych 1ézii na
dolnych koncatinach, chronickej ischemickej choroby srdca (ICHS), infarktu myokardu (IM)
acievne] mozgove] prihody (CMP) so sérovou hladinou osteoprotegerinu u 114
konsekutivnych pacientov s diabetes mellitus 2. typu. Priemerny vek pacientov bol 62,6+8,8r.,
47,3% predstavovali muzi (n=54).

Pacienti boli vySetreni pomocou Doppler ultrazvuku, merana bola intimomedialna hrubka a
vypocitané ¢lenkovo-ramenné indexy (ABI) a prstovo-ramenné indexy (TBI). Testovany bol
vplyv metabolickej kompenzécie vyjadreny hodnotou glykovaného hemoglobinu (HbAlc %,
DCCT). Sérovy osteoprotegerin bol stanoveny ELISA metdédou v certifikovanom
biochemickom laboratoriu. Prah vibracnej citlivosti (VPT) bol merany  pristrojom
Biothesiometer. Udaje o komorbiditaich (ICHS, IM, CMP), pacientov boli ziskané
z elektronickej zdravotnej dokumentécie. Statistické analyzy boli realizované v programe
SigmaStat 13.0. Vysledky st uvadzané ako priemer = smerodajna odchylka pri norméalnom
rozlozeni hodnét, resp. ako medidn (25., 75. percentil) v pripadoch, kedy namerané hodnoty
neboli normalne rozloZené. Na Statistické vyhodnotenie rozdielov medzi kvantitativnymi
parametrami v dvoch skupinach sme pouzili neparovy Studentov t-test pri norméalnom
rozloZeni hodnot, resp. neparametricky Mannov-Whitneyho U-test, v pripade, ked’ namerané
hodnoty neboli normdalne rozlozené. Rozdiely pri porovndvani viacerych skupin boli
vyhodnotené pouzitim jednorozmernej analyzy rozptylu (ANOVA). Zastupenie
kategorickych premennych v rdmeci jednotlivych skupin sme testovali chi-kvadratovym testom
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(x2). Na overovanie vztahov medzi kvantitativnymi premennymi sme pouzili Pearsonove
korelacné koeficienty. Viacrozmerna postupna linedrna regresia bola pouzitd v multivariatne;
analyze. Rozdiely a zavislosti boli pokladané za Statisticky vyznamné pri hladine vyznamnosti
p<0,05.

VYSLEDKY

Stubor pacientov sme rozdelili na zéklade nameranych ABI na 3 skupiny — bez periférneho
artériového obliterujicecho ochorenia, PAOO (ABI >0,9), s PAOO (ABI<0,9) a s
mediokalcinézou (ABI>1,3). Pacienti sa v jednotlivych skupinach signifikantne neliSili
v hodnote  sérového osteoprotegerinu, iked bol naznaceny trend k najvys$Sej hodnote
osteoprotegerinu u pacientov s mediokalcinézou (Tabulka 1). Asociaciu sérovej hladiny
osteoprotegerinu k jednotlivym nameranym parametrom pri neinvazivnom angiologickom
vySetreni DK dokumentuje Tabulka 2. Vztah osteoprotegerinu k prstovobrachidlnym
indexom (TBI) nedosiahol hladinu Statistickej vyznamnosti.

Pearsonove korela¢né indexy boli najsignifikantnejSie pre vztah sérového osteoprotegerinu
k veku (r=0,487, p=<0,0001), pozitivna bola aj jeho asocidcia s trvanim diabetu ( r=0,239,
p=0,03).  Vztfah osteoprotegerinu k fajéiarskemu statusu nebol signifikantny. Zeny-
diabeticky 2.typu mali signifikantne vysSiu hladinu osteoprotegerinu oproti muzom (median
6,967 ng/ml vs. 5,897 ng/ml, p=0,010). Asociacia OPG s metabolickom kompenzaciou
diabetu vyjadrenou hodnotou glykovaného hemoglobinu (HbAlc %, DCCT) takisto nebola
potvrdena.

Hrabka intimomedialneho komplexu (IMT) na karotidach signifikantne nekorelovala
s hladinou sérového osteoprotegerinu. Po rozdeleni stboru na kvartily podla hribky IMT
bolo OR pre osteoprotegerin v kvartile s najSir§Sim IMT oproti kvartilu s najuzSim IMT
1,424 (CI 1,057-1,92, p=0,020). Sérova hladina osteoprotegerinu neovplyvnila pritomnost’
platov v karotickom riec¢isku.

Pre prah vibracnej citlivosti (VPT) L.dx. bol korelaény index s OPG (1=0,22, p= 0,055) pre
VPT Lsin (r= 0,264, p=0,023)

Analyzou pritomnosti multifokalnej aterosklerézy sme nepotvrdili asociaciu s ICHS,
infarktom myokardu, ale zistili sme signifikantné rozdiely v skupine pacientov s prekonanou
CMP. Pacienti s prekonanou CMP mali signifikantne vyssi osteoprotegerin ako pacienti bez
CMP (medidn 7,118 ng/ml vs. 6,201 ng/ml, p=0,011).

V multivariatnej linearnej regresnej analyze boli najsilnejSimi prediktormi hladiny sérového
osteoprotegerinu vek pacientov (f=0,137, p<0,001) a trvanie diabetu (=0,113, p=0,021).

Tab. 1 Sérova hladina osteoprotegerinu v zavislosti na hodnote ABI

Bez PAOO S PAOO (ABI<0,9) | Mediokalcinéza | p
(ABI>0,9) n=23 (ABI>1,3)
n=64 n=16
Osteoprotegerin ng/ml 6,358 6,041 6,931 NS
median (25., 75.percentil) (5,127; 8,558) (5,093; 7,408) (5,424, 9,017)
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Tab. 2. Pearsonove korelacné indexy sérovej hladiny osteoprotegerinu k nameranym hodnotam
¢lenkovych tlakov na arteria dorsalis pedis (ADP), arteria tibialis posterior (ATP) a vypoc¢itanym
¢lenkovo-brachidlnym indexom (ABI) na zaklade tychto hodnét (ABI-ADP, ABI-ATP), resp.
priemerného ABI (average ABI), l.sin vl'avo, l.dx. vpravo.

ADP | ATP l.dx. | ABI ABI ABI ADP | ATP ABI ABI ABI
l.dx. Ldx.- | lLdx.- | average | Lsin L.sin. Lsin.- | Lsin.- | average
ADP | ATP Ldx. ADP | ATP L.sin
r | 0,171 | 0,256 0,066 0,144 |0,112 0,271 (0,299 |0,217 0,235 | 0,239

p | 0,117 | 0,0186 0,545 10,192 | 0,309 0,012 | 0,006 | 0,0470 | 0,032 | 0,0296

V subore diabetikov 2.typu sme dokazali silnl asociaciu hladiny sérového osteoprotegerinu
s vekom pacientov atrvanim diabetu. Zaroven sme potvrdili, Zze najvysSie hladiny
osteoprotegerinu k neinvazivnym angiologickym parametrom stanovovanym pri periférnom
artériovom ochoreni nebol konzistentny. Potvrdili sme vSak asocidciu s prahom vibraéne;j
citlivosti ako markerom diabetickej neuropatie. Hladina sérového osteoprotegerinu bola
signifikantne vysSia v skupine pacientov s prekonanou cievnou mozgovou prihodou, kym
jeho vzt'ah k ischemickej chorobe srdca a infarktu nebol potvrdeny.

Praca bola podporena grantom VEGA 1/0389/14
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DOPAD 5-FLUOROURACILU VYUZITIM LEMNA SP. TESTU PRE INHIBIiCIU
RASTU

Eckerova R.1, Toropila M.1, Toropilova D.1, Stepnowski P.2
'Ustav biolégie, zooldgie a radiobiologie, UVLF, Kogice
*Department of chemistry, University of Gdansk, Poland

ABSTRAKT

Lemna minor L. patri medzi Siroko pouzivané modelové organizmy v Studiu rastlinnej
fyziologie,  genetiky, ekologie = a monitorovania  zivotného  prostredia.  Podla
Standardizovanych pokynov pre OECD testovanie chemikalii, reevidovanym navrhom
smernice 221 inhibicie rastu Lemna sp. bolo testované cytostatikum zo skupiny
antimetabolitov, derivatu pyrimidinov, 5-fluorouracil, ktoré ma uplatnenie v paliativnej liecbe
diseminovanych kolorektalnych karcindmov a nddorov prsnika. Navrhovand metoda bola
validovand medzinarodne platnym krazkovym testom. Sledovanie toxicity vybraného lieciva
o koncentracii 10 mg/L v troch nezavislych testoch a nasledny vypocet ECsy pouzitim
matematického softwaru R, Specializovaného na Statistiku so sumarizaciou vysledkov, bolo
hlavnym ciel'om experimentalneho vyskumu.

UvoD

Zaburinka mensia (Lemna minor L.) sa zarad’uje medzi jednokliénolistové vodné rastliny
patriace do ¢el'ade Araceae, triedy Spermatopsida (Systema Naturae, 2000). Vzhl'adom na ich
maly vzrast alahka schopnost’ manipuldcie, rychlost’ vegetativneho mnozenia s tvorbou
geneticky identickych klonov a vysokou senzitivitou pre anorganické / organické latky, patri
medzi Siroko pouzivané modelové organizmy v Stadiu rastlinnej fyzioldgie, genetiky,
ekologie a monitorovania zivotného prostredia (Brain a kol.,2007; Scherr a kol.,2008).
Rastliny ako modelové organizmy prinasaji do vedeckej sféry omnoho viac vyhod ako
zvieracie modely, nevynimajuc vytvorenie prirodzenych podmienok, schopnost’ rozmnozovat
sa, no jednym z najddlezitejSich faktorov je, vyuzivanie rastlin eliminujucich pravne a etické
aspekty spojené s pouzivanim cicav€ich modelovych organizmov (Guttman, 2004; Starkey a
kol., 2009; Van Baarlen P a kol., 2007). Rastlinn¢ modely c¢elia niekol'kym obmedzeniam,
ako je napr. rast v axenickom prostredi z ¢oho vychadza nerovnomerny rast a vyvin subjektov
vyskytujuci sa medzi jednotlivcami.

MATERIAL A METODIKA

Experimentalny vyskum podlieha S$tandardizovanym pokynom pre OECD  testovanie
chemikalii, reevidovanym nadvrhom smernice 221, jal 2002. Sledovana bola toxicita lieCiva
5-fluorouracil zo skupiny antimetabolitov, derivat pyrimidinov, o koncentracii 10 mg/L
v troch nezavislych opakovaniach. Pre vypocet ECsy bol pouzity matematicky software R,
Specializovany na Statistiku, ktory poskytol nielen ¢iastkové vysledky, ale aj ich sumarizaciu.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Sumarizaciou grafov a ich naslednych udajov dostavame priemerné hodnoty pre inhibiciu
kultary Lemna minor L..
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Obr.1 Tab.1

—— 5FU1
a - 5FUZ
e B 5.FU3

Datum  Substancia EC50 EC50 EC50

2,5% 97,5%

Normalized response
00 02 04 08 08 10 12

]

] 5-FU 2 3,068 2,198 4,425

] 5-FU 3 3,179 1,851 6,408
Obr.2 Tab.2

- T Datum  Substancia EC50 EC50 EC50
- o 25% 975%
12.2.2016_5-FU 1 1,954 1,351 2,901
5-FU 2 2,726 1,756 4,520
? 2 5-FU 3 3,113 1,995 5,295
Obr.3 Tab.3

i Sy ‘Datum  Substancia EC50 EC50 EC50
- 2,5% 97,5%
19.2.2016 5-FU 1 3,085 2,051 4,943
5-FU 2 2,916 2,055 4,300
5 5-FU 3 2,923 2338 3,698
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Obr.4 Tab.4

Substancia EC50 EC50 EC50

L
@
by
[

2,5% 97,5%
5-FU 2,972 2,704 3,274

Normalized response
00 02 04 06 08 10 12

T T T T T T T
-10 05 00 05 10 15 20

Decadic Logarithm of the dose in mg/L

Vécsina modelovych organizmov zdiel’a niekol’ko spolo¢nych rysov, ktoré ich robia pristupné
pre Stadium v laboratoriach ako je maly vzrast, lahko vytvarajiice zivotné podmienky, rychly
zivotny cyklus. Tieto kritéria spiiia vybrany modelovy organizmus Lemna minor L. Vybrana
chemicka latka, cytostatikum 5- fluorouracil, vykazal v experimente toxicitu pri mnozstve 10
mg/L priemernl hodnotu toxicity z troch nezavislych stanoveni ECs2,972. Podl'a hodnotenia
Eurdpskej Unie je 5-fluorouracil hodnoteny ako vysoko toxické latka pre vodné organizmy
s toxicitou EC50 < 1 mg/L (Zounkova a kol., 2010).

Podakovanie patri prof. Stepnowskému, mojmu Skolitelovi pocas vyskumnej staze na
Univerzite v Gdansk, Katedre chémie, kde bol experiment realizovany.
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GRAVIOLA, JEJ UCINKY VOCI REAKTIVNYM FORMAM DUSIKA

’ Haus M., VaskovaJ., VaékovL.
Ustav lekarskej a klinickej biochémie UPJS LF, KoSice

ABSTRAKT

Extrakty gravioly su v tradi¢nej medicine vyuzivané vd’aka ich vyraznym protizapalovym,
analgestickym, antiparazitarnym, hypoglykemickym ale aj antikancer6znym, ¢i inym
uc¢inkom. Overenie UCinku a objasnenie ich mechanizmov je prospesné z hladiska
vyuzitel'nosti tychto latok vramci liecby ¢i prevencie. V praci sme sledovali u¢innost’ extraktu
zo suSenych listov gravioly voc¢i oxidu dusnatému a peroxynitritovému anidénu, ktorych
ovplyvnenie moéze aj za fyziologickych podmienok viest k modulacii signalnych dréh.
Nepriamym stanovenim oxida¢nych derivatov NO sme zistili, Ze so zvySovanim koncentracie
extraktu sa znizuje koncentracia dusitanov. Naopak, uz pri nizkych koncentraciach extrakt
spdsobuje zvysenie koncentracie peroxynitritu. Zo samotnych vysledkov vyplyva, Ze ucinok
gravioly nie je sprostredkovany NO ale pravdepodobne je dosledkom zvysSenej tvorby
peroxynitritu.

UvoD

Druhy rodu Annona, vzdyzeleného stromu z tropickych oblasti Afriky a Juznej Ameriky mali
oddavna vd’aka pozoruhodym u¢inkom svoje miesto v etnomedicine. Ich listy, plody a kora sa
vyuzivaju sa hlavne pri liecbe artritidy a artitickej bolesti, neuralgidch, migréne, nespavosti,
hnackach, uplavici, horacke, malarii, koznych infekciach, zapaloch mocového mechura, ale
obzvlast’ pri liecbe rakovinovych ochoreni a parazitarnych infekcii (Mishra a kol., 2013; De
Sousa a kol., 2010; Yang a kol., 2015). Od minulého storocia sa latky, ktoré obsahuju stali
predmetom S§tadii, objasniujucich ich biologicktl aktivitu a mechanizmy pdsobenia na
organizmus. Umoziuju tak ich Siroké farmaceutické ale aj potravinarske vyuzitie. Za tieto
ucinky st zodpovedné rozne zlozky ako alkaloidy, megastigmany, flavonolové triglykozidy,
fenolové zluceniny, cyklopeptidy a silice. Obzvlast’ vyrazne su vSak zastupené acetogeniny
(Moghadamtousi a kol., 2015). DRSA (DPPH radical scavenging assay), FRAP (fluorescence
recovery after photobleaching) a HRSA (hydroxyl radical scavenging activity) testy vodnych
a metanolovych roztokov poukédzali na vyrazné antioxidacné ucinky, ktoré mozu byt
podkladom popisanych schopnosti. PriCom najvyraznej$i prejav bol pozorovany u druhu
Annona muricata (George a kol., 2015). Schopnost’ ovplyvnenia tvorby reaktivnych foriem
kyslika a dusika (RNOS) aich zhaSania biologicky aktivnymi latkami obsiahnutymi
v rastlinnych extraktoch méZe zasiahnut' do tychto fyziologickych procesov od modulacie
bunkovej signalizacie aZ po indukciu oxidacného poskodenia. Ciel'om naSej prace bolo zistit’
ucinnost’” vodného extraktu z drvenych listov Annona muricata (anony mékkoostnatej,
gravioly) vo¢i NO a peroxinitritu.

MATERIAL A METODIKA

Pouzité boli susené drvené listy gravioly (Amnnona muricata Linn.) ziskané¢ za UCelom
experimentov od Rafael Alvis (v sucasnosti EKS-Granit Kft.) povodom z Peru urcené pre
huménnu spotrebu. Pre samotnu analyzu sme pouzili vodny vyluh z listov (Smg/ml) vo
findlnych koncentraciach 5, 10, 25, 50 a 100 mg/l. NO sme stanovovali nepriamo detekciou
dusitanov podl'a Beda a Nedospasov (2005). Principom stanovenia je, ze nitroprusid sodny
produkuje pri fyziologickom pH oxid dusnaty, ktory reaguje s kyslikom za vzniku dusitanov v
Griessovej reakcii. Po diazotécii sulfanilamidom a naslednej kopulécii vzniknutej diazoniove;j
soli s cinidlom N-(I-naftyl)etyléndiamin dihydrochloridom sme sledovali absorbanciu
vzniknutého chromoforu pri 546 nm. Nitroperoxylovy anion (ONO;") sme stanovovali podl'a
Beckman a kol. (1990). Vytvoreny bol zmesou roztokov H,O, v HCI, NaNO, a NaOH. Tato
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zmes roztokov bola pocas noci vymrazena pri —20 °C. Absorbancia bola merana pri 302 nm.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Medzi zékladné mechanizmy uc¢inku mozno povazovat schopnost’ fytoaktivnych latok
v extrakte ovplyviiovat koncentraciu RNOS. NO je vSadepritomny vnutrobunkovy posol,
ktory reguluje prietok krvi, zrazanie krvi a aktivitu neuréonov. Ddélezity je aj pri neSpecifickej
bunkovej imunite. Samotny NO pre organizmus Skodlivy nie je (Pacher a kol., 2007).
Nitroza¢ny stres a indukcia apoptozy sprostredkované NO vyplyvaja z jeho relativne dlhého
biologického polcasu zivotnosti, schopnosti pasivneho prechodu membranami a najma
ucinnej koncentracie. NO je potom schopné reagovat’ s réznymi zlozkami ako su kovy, tioly,
O, ale najmi superoxidovy anioén (O;7), pricom sa tvoria rozlicné sekundarne produkty ako
dusi¢nany, dusitany ale aj reaktivne formy dusika ako nitrozoniovy i6n, peroxynitrit (ONO;),
nitrozotioly, nitroxylovy anion, dinitrogén trioxid a oxid dusic¢ity (Kim a kol., 2002). Aktivitu
extraktu gravioly vo¢i NO sme stanovovali nepriamo, prostrednictvom detekcie dusitanov.
Zistili sme, Ze so zvySujucou sa koncentraciou extraktu v zmesi klesalo mnozstvo oxida¢nych
derivatov NO. Pri koncentracii 100 mg/l dosahovala ucinnost’ extraktu az 34%. Takmer 25%
ucinnost’ mal extrakt pri koncentracii 50 mg/l, ale u¢innost’ pri nizSich koncentracidch bola
vel'mi slaba. Pri najnizSej koncentracii (5 mg/l) sme dokonca zistili vysSie mnozstvo
dusitanov (Obr. 1 — vlavo).

100,00%

0,
o 50,00%

40,00% 0,00%
- o
ot -50,00% - e -
-100,00%
20,00%
-150,00%
10,00%
-200,00%
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-10,00% -300,00% I
-350,00%
-20,00% 5mg/l  10mgfl  25mg/l 50mg/l 100 mg/l
5mgl 10mgh  25mgl  50mgd 100 mgh

Obr. 1 Uginok gravioly voéi oxidaénym derivatom NO (vlavo) a peroxinitritu (vpravo) v zavislosti od
pouzitej koncentracie.

Dusitany vznikaju v reakcii NO s O,. Tato reakcia je pri fyziologickych koncentraciach O,
pomala, avSak NO prudko reaguje s O,", pricom sa tvori silny prooxidant a cytotoxicky
modulator, ONO;" (Kim a kol., 2002). Uz pri najnizsej testovanej koncentracii neprejavoval
extrakt Ziadne vychytacie schopnosti vo¢i ONO;  a pri koncentraciach 10 a 25 mg/l jeho
pritomnost’ sposobovala takmer 44% narast koncentracie ONO,". Pri najvyssej testovanej
koncentracii extraktu 100 mg/l sme zaznamenali takmer 300% narast koncentracie ONO;
(Obr. 1 — vpravo). ONO; je vel'mi stabilny a neobvykle selektivny oxidant. V organizme je
ucinne vyuzivany pri nesSpecifickej bunkovej imunitnej odpovedi avSak mimo fagocytujicich
buniek sposobuje oxidaciu lipidov a uz za fyziologickych podmienok reaguje s CO, (vacSinou
vo forme hydrogénuhli¢itanov) priCom sa tvori silny oxidant, peroxynitrozokarbonatovy
anion (ale aj karbonatovy radikal), ktory vedie k nitracii proteinov a porfyrinov (Rubbo a kol.,
2005).

Z prezentovanych vysledkov vyplyva, Ze pripraveny vodny extrakt zo suSenych listov
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gravioly prejavuje znacne Specifické ucinky voc¢i NO a ONO;". Iba z posudenia aktivit voci
oxida¢nym derivatom NO vyplyva, ze extrakt gravioly v biologickom systéme nie je schopny
sprostredkovat’ uc¢inok NO. Taktiez sa neda predpokladat’ jeho pdsobenie v zmysle vyvolania
nitrozacného stresu - glutatioldcia ani nitrozylacia, ¢o najmi v pripade kaspdz blokuje
spustenie apoptozy. Naopak, uz velmi nizke koncentracie iniciuju tvorbu neobvykle
selektivneho ONO;’, ktory ma vyraznejsi vplyv na zvrat v priebehu biologickych procesov
nez hydroxylovy radikal.

Praca s podporou grantu VEGA 1/0782/15.
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HODNOTENIE TESTIMETRIE A OBSAHU TESTOSTERONU V PERIFERNE]
A LOKALNE]J KRVI PSOV.
Hornakova L., Vrbovska T., Hajurka J.
Klinika malych zvierat, Oddelenie chirurgie, ortopédie, rontgenoldgie a reprodukcie, UVLF

ABSTRAKT

Ciel'om Studie bolo stanovit’ koncentraciu testosterénu v periférnej aj lokalnej krvi u psov
pred apo stimuldcii produkcie testosteronu, ako aj morfometrické parametre u psov aich
posudenie s ohl'adom na vek a hmotnost’ u psov. Vysetrili sme 31 psov rozdelenych do 4-och
skupin podl'a veku a hmotnosti. Vysledky odhalili pozitivhu koreldciu medzi hmotnostou
a vSetkymi sledovanymi morfometrickymi parametrami semennikov (p<0,001). Vplyv veku
na vSetky testimetrické parametre a koncentraciu testosteronu sa nepotvrdil (p>0,05).

UvoD

Testosteron (TST) je samci pohlavny hormon, ktory je produkovany Leydigovymi bunkami
semennika. Regulovany je prostrednictvom inhibinu cez hypotalamus, v ktorom utlmi hormén
uvolnujtci gonadotropiny (GnRH). Jeho produkcia je stimulovana cez GnRH, luteiniza¢nym
hormoénom z hypofyzy a ten pdsobi na Leydigové bunky semennika s naslednou produkciou
testosteronu. Plni déleziti ulohu v priebehu spermatogenézy, udrzuje libido sexualis , je
nevyhnutny pri prejavoch pohlavného dimorfizmu, ovplyviiuje rast a funkciu prostaty.
Testosterén je esencidlnym horménom v procese zostupu semennikov do skréta a jeho
nedostatocné posobenie vedie k vzniku kryptorchizmu. Vzhl'adom na pulzativny charakter
vylucovania TST pocas diia sa odporii¢a merat’ a hodnotit’ jeho obsah po GnRH stimulacnom
teste. U zdravych samcov po podani GnRH déjde k uvolneniu TST za 60 minut. Taktiez sa
tento test pouziva na potvrdenie pritomnosti semennika u abdominalnych kryptorchidov, kedy
zvySenie obsahu testosteronu v druhej vzorke jednoznacne potvrdzuje jeho pritomnost
(Hajurka, 2014). Bazalna hodnota TST krvnom v sére je 6,3 + 3 nmol/l (De Souza a kol.,
2015). Obsah TST v lokalnej testikularnej krvi je niekolkonasobne vyssia ako v periférnej
krvi (Castro akol., 2002). Vyhodou stanovenia koncentracie TST v periférnej krvi je
diferencidlna diagnostika intaktnych, kastrovanych a kryptorchidnych jedincov. Sledovanie
testimetrickych parametrov je sucastou komplexného andrologického vySetrenia. Plne
vyvinuté autvarané semenniky su predpokladom spravne fungujliicej spermatogenézy
a vysokej plodnosti samca. U rdznych druhov zvierat bola zistend priama stvislost’ medzi
hmotnost'ou semennikov a koncentraciou spermii. Vel'kost' semennikov je totiz vysledkom
celkového objemu semennych kandlikov, ktoré tvoria podstatni ¢ast’ semennikov (Caldeira
a kol., 2010).

MATERIAL A METODIKA

Do stidie bolo zaradenych 31 psov roznej hmotnostnej a vekovej kategorie, ktori boli prijati
na naSu kliniku za uc¢elom preventivnej kastracie. Na zdklade hmotnosti boli zaradeni do 4
kategorii (do 5 kg, >5-10 kg, >10-20 kg a nad 20 kg). Psi boli podl'a veku zaradeni taktieZ do
4 kategorii (do 2 ; >2-5; >5- 8 ;a nad 8rokov). Psi zaradeni do Stadie boli komplexne klinicky
a andrologicky vySetreni. Adspekénym a palpaénym vySetrenim sme hodnotili utvéranie,
konzistenciu semennikov a ich ulozenie v miesku.

Testimetria: Velkost semennikov sme hodnotili testimetriou po kastracii. Pri kazdom
semenniku sme merali jeho hmotnost' v gramoch, jeho vysku, §irku a hibku v milimetroch. Na
testimetrické vySetrenie sme pouZili digitalne presné posuvné meradlo (PMS 150
s presnostou 0,01 mm) a hmotnost’ sme zistovali na digitdlnej laboratorne presnej vahe
(KERN 572-37 s presnostou 0,01 g).

Stanovenie testosteronu: Obsah TST v krvnom sére psov sme sledovali pred stimuléciou a 60
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minut po stimulacii jedinca gonadotropin uvolfiujicim horménom (GnRH). Na stimulédciu
sme pouzili gonadorelin (Fertagyl ® Intervet, Holandsko) v davke 0,1 ml/kg Z.hm. Periférnu
vendznu krv sme ziskali punkciou v. cephalica antebrachii do skimavky s aglutinatnym
gélom anésledne sme ju centrifugovali pri 3500 otackach pocas 10 minut (Eppendorf
centrifuge 5702), ¢im sa odseparovalo krvné sérum s jeho uskladnenim pri teplote -24 °C az
do ich analyzy. Rovnakym spdsobom sme odobrali a spracovali lokalnu ven6znu krv z plexus
pampiniformis kazdého semennika. Hodnota TST bola kvantitativne stanovena
v Specializovanom RIA laboratériu pomocou chemiluminiscentnej mikrocasticovej
imunoanalyzy (Architect” Testosterone).

Statisticka analyza: Ziskané hodnoty boli spracované a vyhodnotené pomocou programu
GraphPad Prism version 6.01 for Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com. Na ziskanie rozsahu hodndt testimetrickych parametrov a koncentracie
testostreréonu pred a po stimuldcii bol pouzity 95% konfidenény interval. Na porovnanie
hodndét medzi pravym alavym semennikom bol pouzity parovy Studentov r-test ana
porovnanie hodnot medzi semennikmi v ramci jednotlivych skupin psov Mann- Whitney U —
test. Na porovnanie hodndt medzi jednotlivymi skupinami bola pouzita jednocestnd ANOVA.
Statisticka vyznamnost’ bola definovana ako P<0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Namerané hodnoty sme vyjadrili ako priemer + SD (Tab. 1). Nezistili sme Statisticka
vyznamnost medzi pravym a lavym semennikom v ramci jednotlivych hmotnostnych.
kategorii (p>0,05). Vysledky vsak odhalili pozitivnu korelaciu medzi hmotnostou a vSetkymi
sledovanymi morfometrickymi parametrami semennikov (p<0,001). Vplyv veku na vSetky
testimetrické parametre a koncentraciu testosteronu sa nepotvrdil (p>0,05).

Tab. 1 Priemerné hodnoty + Standardna odchylka pre testimetrické hodnoty namerané v oboch
semennikoch u psov podl'a hmotnostnej kategorie

vdha CI 95% Sirka CI 95% dizka CI 95% hibka CI 95%
® (mm) (mm) (mm)
mean + mean + mean + mean %+
SD SD SD SD

do 5 kg 2,8+ 24-32 150+1,5 [ 11,2-158 [ 21,1+2,1 |20,0-222 |164+1,7 | 15,5-17,3
0,7

do 10 kg 53+ 45-6,1 17,7+1,8 | 16,8-18,7 | 272+3,5 |253-290 | 202+22 [19,0-21,3
1,5

do 20 kg 8.1+ 6,6 -9,6 205+22 | 193-21,8 [31,4+29 [29,7-33,1 |233+22 |22,0-246
2,6

nad 20,01 | 203+ | 16,6-23,9 | 28,8+4,0 |266-309 |42,4+57 [393-454 |333+44 |31,0-356

kg 6,8

mean — priemerna hodnota, SD — Standardna odchylka, CI — konfiden¢ny interval

Zvysenie hodnoty TST v periférnej krvi po stimulatnom teste sa liSilo u jednotlivych
hmotnostnych skupin. U vSetkych hmotnostnych aj vekovych skupin sme zaznamenali
korelaciu medzi koncentraciou testosteronu pred apo podani GnRH v periférnej krvi
a v oboch semennikoch (p<0,05) (Tab. 2). V pravom semenniku doslo k menSiemu narastu
koncentracie testosteronu ako v l'avom semenniku po podani GnRH v priemere od 5,9% u
skupiny psov do 20 kg az po 49,5% u malych plemien psov do 5 kg. Rozdiel medzi narastom
koncentracie v pravom a 'avom semenniku nebol Statisticky vyznamny (p>0,05).
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Tab. 2 Rozpitie koncentracie testosteronu v periférnej krvi podl'a hmotnostnych kategorii pred a po
stimulacnom teste

koncentracia CI 95% koncentracia CI195% P
testosteronu (ng/ml) testosteronu
pred ST (ng/ml) po ST
mean = SD mean = SD
do 5 kg 2,1+1,7 0,7-3,6 41+£23 2,2-6,0
dol10kg |[23+1,6 1,0-3,6 2,9+1,6 1,6-42
do20kg |16+14 0,3-2,8 3,0+2,0 1,2-49
nad 4,1+3,6 1,1-7,1 5,7+43 2,2-93 *k
20,01 kg

mean — priemerna hodnota, SD — §tandardna odchylka, CI — konfiden¢ny interval , ST — stimulacny test, p
—Statistickd vyznamnost’ medzi priemernou koncentraciou testosteronu v periférnej krvi pred a po stimula¢nom
teste v jednotlivych hmotnostnych skupinach, hviezdicka (*) oznacuje hladinu $tatistiky vyznamnosti, p< 0.05 *
p<0.01 ** p<0.001 *** p<0.0001 ****

Obsah TST po stimulacnom teste vzrastol z priemernej hodnoty 8,8 + 8,2 nmol/l na priemernu
hodnotu 13,8 £+ 9,9 nmol/l. Nami namerané hodnoty TST v periférnej krvi pred stimulaénym
testom st velmi podobné ako referenéné hodnoty pre psov publikované Feldmanom
a Nelsonom (2004). Podl'a tychto autorov je referencné rozpétie testosteronu 1,4 — 34,7nmol/l.
U kryptorchidnych psov je koncentracia TST v periférnej krvi nizsia (0,3 — 6,9 nmol/l)
a v pripade kastrovanych psov je to menej ako 0,1 nmol/l (Feldman a kol., 2004). Ortega -
Pacheco a kol. (2006) tiez potvrdzuju naSe vysledky, ked’ze aj v ich §tudii do$lo k narastu
koncentracie testosteronu v krvi hodinu po intravenéznej aplikacii GnRH z pdvodnej hodnoty
4,2 +3,5na 10,1 £+ 3,8 nmol/l.

Hodnotenim jednotlivych testimetrickych parametrov u zdravych psov rozdelenych do
hmotnostnych kategorii sme ziskali hodnoty, ktoré mozu slizit’ ako referencné hodnoty pre
posudenie morfometrickych parametrov semennikov pri réznych patologickych stavoch na
semennikoch psov. Tieto vysledky mdézeme vyuzit' aj ako vychodisko pri komplexnom
posudeni reprodukéného zdravia psa.

Tato praca bola podporena grantom VEGA 1/0090/14.
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ZAVEDENIE IN VITRO SKRINIGOVEHO MODELU NA TESTOVANIE
IMUNOMODULACNYCH VLASTNOSTI PROBIOTICKYCH BAKTERII NA
FENOTYPICKU A FUNKCNU DIFERENCIACIU LUDSKYCH MONOCYTOV.

’ Hradicka P., Demeckova V., Kassayova M. )
Ustav biologickych a ekologickych vied, Katedra fyziologie zivocichov UPJS, KoSice

ABSTRAKT

V pripade roznych patologickych stavov, akym je aj rakovina hrubého ¢reva, sa v poslednych
rokoch kladie velky doraz prave na Stadium mikrobiomu, ked’ze dysbidza je jednym z
rizikovych faktorov tohto ochorenia. Baktérie mliecneho kvasenia prispievaju k spravnemu
fungovaniu organizmu pomocou réznych mechanizmov, medzi ktoré patri aj ovplyviiovanie
¢revného imunitného systému (IS). Makrofagy Crevnej sliznice reguluji proces homeostazy
prostrednictvom tolerogénnych odpovedi na zlozky potravy a komenzalne baktérie ako aj
aktividciou imunitnej zapalovej odpovede v pripade pritomnosti patogénov. Lokélne
mikroprostredie a typ makrofagov urCuje imunitni odpoved na prislusny podnet. Kym
makrofagy fenotypu M1 sa povazuju za prozapalové, klasicky aktivované bunky - makrofagy
M2 predstavuju alternativne aktivované makrofagy zabezpecujuce imunologickl toleranciu.
Imunomodulaény vplyv probiotickych baktérii je nasledne zavisly od prevahy konkrétneho
fenotypu makrofadgov v €revnej sliznici. Cielom tejto Stidie bolo preto zaviest’ a otestovat’ in
vitro metodiku analyzy imunodula¢nych vlastnosti potencidlne prospesnych baktérii na M1 a
M2 makrofagy. Na zistenie zmien v produkcii prozépalového cytokinu TNF-o vplyvom
probiotickych bakterii boli vyuzit¢ THP-1 'udské monocytické bunky. Z vysledkov je zrejmé,
ze imunomodulacny efekt probiotickych baktérii sa liSi v zéavislosti od ich koncentracie.
Kedze k indukcii produkcie cytokinov je nevyhnutny proces fagocytézy, sucastou
experimentu bolo aj sledovanie fagocytarnej aktivity makrofidgov M1 v ko-kultivacii s
vybranymi kmenimi laktobacilov. Z vysledkov je mozné konstatovat, ze fagocytarna aktivita
je druhovo Specificka. Tieto predbezné vysledky naznacuji, ze dand in vitro metodika
predstavuje vhodny experimentdlny skringovy model na testovanie imunomodula¢nych
vlastnosti potencialne prospeSnych baktérii pre na§ nadvizujlci in vivo vyskum.

UvoD

Vyskum rakoviny sa v stCasnosti Coraz intenzivnejSie posuva smerom k pochopeniu
komplexnych vztahov a komunikdcie nddorovych buniek v rdmci ich lokalneho
mikroprostredia, ale aj vo vztahu k neoddelitel'nej fyziologickej interakcii organizmu s jeho
mikrobidomom. Len samotné mikroprostredie nadorov je predmetom zdujmu vel’kého poctu
sucasnych onkologickych Studii (Bissell a kol., 2005), ktoré jednoznacne potvrdili fakt, Ze
pocas progresie nadorov dochadza k ich infiltracii cirkulujicimi monocytmi a makrofagmi,
kde svojou ¢innostou mézu prispievat’ k nddorovej progresii a proliferacii. Vo vSeobecnosti
tvoria makrofagy heterogénnu bunkovl populéciu, ktord je schopnad zmenit' svoj fenotyp na
zéklade rdéznych environmentidlnych vplyvov (Cassetta a kol.,, 2011). Po aktivacii a
diferenciacii monocytov rozpoznavame klasicky aktivovany pro-zépalovy podtyp (M1) a
alternativne aktivovany protizapalovy podtyp (M2). M2 tumor-infiltrujice makrofagy su
spajané so zlou progndzou, indukciou angiogenézy, remodeléciou tkaniva a podporou rastu
metastaz (Bogels a kol., 2012). Z tohto hladiska je nevyhnutné skimanie moZnosti
ovplyvilovania tychto buniek samostatne ako aj v pritomnosti r6znych imunomodula¢nych
faktorov. Prave Crevnd mikroflora sa stala centrom zaujmu viacerych vedeckych skupin,
pricom bola oznadena aj ako zabudnuty organ (O'Hara a kol., 2006). Co sa tyka
mechanizmov, ktorymi ¢revny mikrobidom vplyva na viaceré ochorenia, je veda eSte len na
samom zaciatku. Pri vybere probiotickych kmenov su predovSetkym skimané a testované
procesy ako adhézia na epitelové bunky creva, rezistencia na Zzalido¢nu a ¢revnu sekréciu,
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produkcia antimikrobidlnych latok a pod. Avsak prave modulané efekty na IS st nevyhnutné
pre pochopenie tohto zlozitého systému, pricom fakt, ze mikroflora jedinca do velkej miery
ovplyviiuje r6zne imunologické procesy v organizme, je nepopieratelny. Z tohto dovodu st
komeréne predavané probiotikd oznacované ako posiliovace IS. Charakteristika a
mechanizmus imunomodulacného ucinku vSak nie si po vedeckej stranke dostatocne
objasnené (Habil a kol., 2014; Baba a kol., 2008). Dalsim dolezitym faktorom pri popise
ucinkov probiotik je ich rozdielny vplyv na IS zdravého a chorého jedinca (Roessler a kol.,
2008). Antigén-prezentujuca bunka (APC), teda aj makrofag, zohrava rozhodujicu ulohu pri
aktivacii IS alebo indukcii imunologickej tolerancie. Preto sledovanie ucinkov roznych
probiotik na odpoved APC buniek nam poskytne dalSie dokazy imunomodulac¢ného
potencialu danych baktérii a ich pripadné vyuzitie pre klinicka prax (Fong a kol., 2015).
Meranim produkcie pro/anti-zépalovych cytokinov je mozné urcit’ pripadny vplyv probiotik
na imunitni odpoved roéznych buniek. Medzi zakladné prozapalové cytokiny patria TNF-a,
IL-1B, IL-6 alebo IL-12. Na strane druhej, k najtypickejSim protizdpalovym cytokinom
zarad’'ujeme IL-10 a TGF-B. Zaroven vsak bolo zistené, Ze indukcia produkcie cytokinov je
podmienena fagocytézou (Cai a kol., 2010). Aj z tohto dovodu by malo byt testovanie
fagocytarnej aktivity beznou sucastou in vitro skriningového modelu pri vybere baktérii s
imunomodula¢nymi vlastnotami.

MATERIAL A METODIKA

Imunomodulaéné vlastnosti a tGroven fagocytézy boli zistované na l'udskej monocytickej
bunkovej linii THP-1 (ECACC, UK) s vyuzitim 7. az 35. pasaze. Bunky boli kultivované v
R10 médiu (RPMI-1640, 10 % (v/v) FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U.ml-1 penicilin a 100
pug.ml-1 streptomycin). Prozépalové (M1) a protizapalové (M2) makrofagy boli generované
podl'a Habil a kol. (2014). Na testovane imunomodula¢nych charakteristik probiotickych
baktérii bol pouzity druh Lactobacillus casei kmen Shirota (LcS) (Yakult Honza Ltd., Tokio,
Japonsko) v zostupnych koncentraciach 108 cfu/ml az 104 cfu/ml. Usmrtené aj zivé
probiotikd boli v réznych koncentraciach kultivované s makrofagmi po dobu 18 hodin.
Usmrtenie baktérii bolo prevedené antibioticky podla Cai a kol. (2010). Nasledne bola
produkcia cytokinu TNF-a analyzovana sendvi¢ovou ELISA metodou s pouzitim komercne
dostupnej vézbovej a detek¢nej protilatky (Oxford, UK) podla inStrukcii vyrobcu. Pre
zistovanie urovne fagocytdozy sme pouzili baktérie Lactobacillus salivarius (kmene MS3 a
MS6) a L. plantarum (kmeti MS18) (Plymouth University, UK). Baktérie o koncentracii 106
cfu/ml boli po dobu 30 minut inkubované s 100 uM flourescenénym farbivom CFSE (37°C,
5% CO2). Inhibiciu fagocytézy sme dosiahli pridanim cytochalazinu D (10pg/ml) k
makrofagom M1. Nasledovala kokultivacia zna¢enych baktérii s makrofagmi M1 po dobu 60
minuat. Vzorky boli analyzované pouzitim BD FACSAria™II (Becton Dickinson Biosciences,
USA). Vysledky sme vyhodnotili pomocou Statistického softvéru Minitab v 16 (Minitab Inc.,
2013).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky predlozenej Stadie jasne preukazali schopnost’ probiotickych baktérii modulovat
vrodent imunitu. V pripade antibioticky usmrtenych LcS bola hladina TNF-a po 18 hodinach
signifikantne zvySend len v pripade bakteridlnej koncentracie 108 cfu/ml, avSak pri pouziti
zivych probiotik sa hladina TNF-a zvysila uz pri koncentracii 107 cfu/ml. Pri ostatnych
koncentraciach moézeme vidiet’ zvySujuci sa trend hladin vybraného cytokinu (tab. 1), z ¢oho
je mozné usudit, Ze nielen pritomnost bunkovych Struktdr, ale aj ich viabilita je dolezitym
imunomodulaénym atribitom. Preliminarne vysledky nam naznacuj, Ze pokial chceme
ovplyvitovat’ IS v niz§ich kompartmentoch traviaceho systému, nesta¢i prijimat’ probiotické
baktérie v koncentracidch, aké su komer¢ne bezne dostupné. S postupnym prechodom
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gastrointestindlnym traktom sa koncentracia zivych baktérii znizuje, a ako sme preukazali,
nizS§ie koncentracie nemaju ziadny alebo len minimalny efekt na vrodeni imunitu.
Studovanim trovne fagocytozy sme zistili, ze v pripade L. salivarius (MS3) st rozdiely vo
fluorescen¢nej odpovedi medzi makrofagmi, u ktorych sme fagocytdézu inhibovali, a
fagocytujiucimi makrofagmi minimalne. Zarovenn pri druhoch L. salivarius (MS6) a L.
plantarum (MSI18) sa signifikantne zvySila fluorescencnd odpoved po pouziti latky
inhibujucej fagocytozu. Z vysledkov mézeme predpokladat’, Ze v pripade tychto kmenov
doslo pravdepodobne k fuzii fagozoému a lyzozému, ktord zapriCinila znizenie
fluorescencného signalu. Pre potvrdenie tychto domnienok je do budicna nutné vytvorit
casovu krivku fagocytozy v réznych casovych odstupoch. Shida a kol. (2009) tiez preukazali,
ze schopnost’ fagocytézy a rychlost’ fagolyzozomalnej flzie st zavislé od bakterialneho
kmena.

¢ TNF-a LcS [cfu/ml]

[pg/ml] kontrola 10* 10° 10° 107 10°
MIl+uLcS | 90,6+9,3% 11,7+ | 132,7£92% | 722+20,6° | 1252+16,7* | 171,4+ 10,4

9,28
M2+ uLcS 3+3 0 13,889 0 8+53 03403
MI+ 7LcS 149+ | 22,6+122°| 158+6,6* | 243+6,6 37,9+43" 548+ 4°
4.8

M2+ 7LcS 0 0 0 19419 0 31+3.1

Tab.1 Cytokinova odpoved makrofagov po stimulacii probiotickym kmeniom Lactobacillus casei Shirota (LcS).
Namerané hodnoty su vyjadrené ako priemer + SD; ¢iselné hodnoty oznacené rovnakym indexom A,B,C nie su
Statisticky vyznamné (uLcS-usmrtené LcS, ZLcS-zivé LcS)

Praca bola podporena grantom VVGS-2016-291. Vdaka patri Dr. A. Foey z Plymouth University.
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IDENTIFIKACIA GRAMNEGATIVNYCH BAKTERII IZOLOVANYCH
Z EXOTICKYCH KORYTNACIEK
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Putawy

ABSTRAKT

Exotické korytnacky st bezne chované ako doméce zvieratd. Na uzemie naSho Statu st
importované z exotickych krajin a mézu byt zdrojom nie len nepatogénnych, ale aj
patogénnych druhov baktérii. V nasej praci sme sa zamerali na identifikaciu gramnegativnych
cefotaxim rezistentnych baktérii, ktoré boli izolované =z vnltornych organov a Creva
korytnaciek uhynutych pri prevoze z Afriky a Uzbekistanu do Pol'ska. Izolaty sme
identifikovali na zédklade MADI- TOF hmotnostnej spektrometrie a metody sekvenovania
génu pre 16S rRNA. Pomocou fylogenetickych analyz sme izolaty zaradili do 13 biotypov.
NajvysSiu prevalenciu mal rod Citrobacter spp. adruhy Enterobacter cloacae,
Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli. V nasej S§tudii sme potvrdili pritomnost
gramnegativnych baktérii typickych pre vnltorné prostredie zivoc¢ichov, ale aj druhy, ktoré su
pre ¢loveka potencidlne patogénne, ¢im si vyzaduju zvySend pozornost’.

UvoD

V sucasnosti st v domécnostiach chované rézne druhy plazov, ktoré st na naSe Uzemie
mnohokrat importované z exotickych krajin. Oblibené st hlavne korytnacky, ktoré so
zretelom na Uzky kontakt s c¢lovekom, moézu predstavovat’ vektor baktérii potencidlne
nebezpeénych pre jeho zdravie. Prikladom moézu byt malé vodné korytnacky, na ktoré
upozornila FDA (U. S. Food and Drug Administration) ako na zdroj salmonelovych infekcii
(http://www.fda.gov/ForConsumers/ConsumerUpdates/ucm048151.htm). Pritomnost’
salmonel u korytnaciek potvrdilo aj mnoZstvo §tadii (Hidalgo- Vila a kol., 2008; Harris a kol.,
2010; Martin a kol., 2013) . Vo vSeobecnosti vacSinu bakteridlnych infekcii u plazov
vyvolavaji gramnegativne baktérie, z ktorych mnohé si povazované za komenzalne
(Jacobson, 2007). Vzhladom na uvedené fakty, je dolezZité poznat' zloZenie bakterialnej
mikroflory korytnaciek chovanych ako doméce zvieratd, za ucelom prevencie ochrany zdravia
I'udi. V naSej praci sme sa venovali identifikdcii gramnegativnych baktérii izolovanych z
organov a ¢reva exotickych druhov suchozemskych korytnaciek.

MATERIAL A METODIKA

Skimané izolaty (41) pochadzali z korytnacky stepnej (Testudo horsfieldii), korytnacky
leopardej (Psammobates pardalis) akorytnacky Skarovej (Malacochelsus tornieri), ktoré
uhynuli pri transporte z Tanzanie, Toga a Uzbekistanu do Pol'ska. Prvotné mikrobiologické
spracovanie vzoriek a selekciu izoldtov vykonali kolegovia z Narodného veterinarno
vyskumného inStititu v Pulawy v Pol'sku. V naSej praci sme sa venovali identifikacii
gramnegativnych cefotaxim rezistentnych baktérii, ktoré boli izolované z €reva a vnatornych
organov. Bakteridlne izolaty sme identifikovali pomocou Matrix- assisted laser desorption
ionization time- of- flight hmotnostnej spektrometrie na pristroji MALDI- TOF Biotyper
(Bruker Daltonics, Germany). Izolaty, ktoré sa touto metédou nepodarilo spolahlivo
charakterizovat’, sme podrobili analyze 16S rRNA. Bakterialnu DNA sme izolovali kitom
Gen Elute Bacterial Genomic DNA Kits (Sigma Aldrich). V PCR reakcii na amplifikéciu
sekvencie pre 16S rRNA sme pouZili primery fD1 a rP2 (Weisburg a kol., 1991). Amplikony
sme precistili kitom Wizard SV Gel and PCR Clean- Up System (Promega). Liga¢nii zmes
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sme pripravili podla protokolu pomocou kitu InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo
Scientific) a nésledne transformovali bunky E. coli ER2267. Rekombinantné plazmidy sme
odoslali na sekvenovanie. Ziskané sekvencie sme porovnavali s GenBank databazou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci nasej Studie zameranej na druhové zlozenie gramnegatinych baktérii u exotickych
korytnaciek, sme zaznamenali vyraznu variabilitu. Najvyssie zastapenie mal rod Citrobacter
spp. adruh  Enterobacter cloacae (Tab. 1).

Tab. 1 Vysledky identifikacie a fylogenetickych analyz.

Biotyp | MALDI identifikacia Pocet izolatov Povod izolatov
Celkovo Organy Crevo
1. Citrobacter spp. 7 6 1
2. Escherichia coli 4 0 4
3. Enterobacter cloacae 7 5 2
4. Pseudomonas aeruginosa 7 5 1
5. Morganella morganii 3 3 0
6. Comamonas aquatica 1 0 1
7. Acinetobacter pitti 2 2 0
8. Acinetobacter calcoaceticus 1 1 0
9. Aeromonas hydrophila 2 1 1
10. Stenotropohomonas 1 0 1
maltophila

11. Pseudomonas putida 1 0 1
12. Pseudomonas mendocina 0 2
13. Mpyroides odoratimimus 3 3 0

V korelacii s naSimi vysledkami je aj Stadia Heynol a kol. (2015), v ktorej mal hlavné
zastupenie v oralnom vytere korytnaciek taktiez rod Citrobacter spp.. Santoro a kol. (2006)
Vo svojej praci zaznamenali u karety obrovskej v ramci ¢el'ade Enterobacteriaceae najvyssie
zastipenie druhov E. agglomerans, E. colacae, E. coli, K. oxytoca, K. pneumoniae aS.
marcescens. Benevidas de Morias a Rodrigues de Souza (2011) detegovali vo vytere z kloaky
korytnaciek Podocnemis expansa a P. unifilis vysoky vyskyt E. coli a baktérie Shigella
flexnerii. Vysoku prevalenciu medzi naSimi izoldtmi mali aj baktérie rodu Pseudomonas
s prevaznym zastipenim druhu P. aeruginosa. Tento patogén spdsobuje u l'udi ochorenia
vd’aka viacerym faktorom virulencie a produkcii viacerych toxinov(Stefanovié- Hanzen,
2013). Riziko predstavuje najmé pre pacientov s oslabenou imunitou. LieCebné mozZnosti st
obmedzené v dosledku vyskytu a Sirenia kmenov rezistentnych vo¢i antibiotikam. Vysledkom
je, ze infekcie spdsobené¢ P. aeruginosa demons$truji vysoki chorobnost’ a umrtnost
(Gellantly- Hancock, 2013). Neobvyklym nalezom nebol druh Morganella morganii, ktory sa
bezne vyskytuje v pode, vode alebo traviacom trakte cloveka a zvierat vratane plazov.
Poklad4 sa za povodcu detskych letnych hnaciek (Stefanovié- Hanzaen, 2013),ale aj inych
nozokomialnych infekcii.

Niektoré druhy enterobaktérii, ako napriklad E. coli sme detegovali iba v Creve, €o je
prirodzeny nélez pre GIT. Druhy celade Moraxellaceae- A. pitti a A. calcoaceticus sme
izolovali iba z organov korytnaciek (Tab. 1).

Len vorgédnoch sme detegovali aj Myroides odoratimimus. Tato baktéria je u Cloveka
zdrojom nékazy iba vzacne. AvSak bezne sa vyskytuje v Zivotnom prostredi, pricom infekcie
su zvycajne pripisované kontaktu s kontaminovanou vodou a najCastejSie prezentované
u imunokompromitovanych jedincov (Endicott- Yazdani a kol., 2015).

NaSa analyza potvrdila vyskyt baktérii charakteristickych pre vnttorné prostredie Zivoc¢ichov,
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ale zaroven aj vyskyt patogénnych druhov, ktoré mézu byt nebezpecné pre zdravie l'udi.
Z toho dovodu su nevyhnutné preventivhe opatrenia, a to opatrnost pri manipulacii
s korytnackami a dodrziavanie hygienickych navykov.

Praca vznikla za podpory grantu VEGA 2/0087/14
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OVPLYVNENIE CEKALNE] SLIZNICNE] IMUNITY KURCIAT APLIKACIOU
PROBIOTICKEHO KMENA AKO PREVENCIA KAMPYLOBAKTERIOZY

Kavul'ova A., Bobikova K., Herich R.
Katedra patologickej anatomie a patologickej fyzioldgie, UVLF KoSice

ABSTRAKT

V experimente bol sledovany ucinok probiotického kmena Enterococcus faecium AL41 na
pocty IgA+, IgM+ a CD3+ lymfocytov v céku kurciat po infikovani Campylobacter jejuni.
Kurcata boli rozdelené do Styroch skupin: kontrolna skupina (C), skupina, ktorej bol podany
probioticky kmen E. faecium AL41 (EFALA41), skupina infikovand s Campylobacter jejuni
(CJ) a skupina, ktorej bol aplikovany probioticky kmen E. faecium AL41 a zaroven
infikovand Campylobacter jejuni (EFAL41+CJ). Najvyssi pocet IgA+ buniek sme
zaznamenali v neskorej faze infekcie Campylobacter jejuni (7 p.i.) vcéku kurciat
s aplikovanym kmenom E. faecium AL41 (EFAL41). Najvéacsia hustota [gM+ buniek bola
pozorovand v skupine kurciat infikovanych Campylobacter jejuni (CJ) v skorej faze infekcie
(4 p.i.). Pocet CD3+ buniek bol najvyssi v skupine kurciat, ktorym bol aplikovany probioticky
kmen E. faecium ALA41 (EFAL41). Sedem dni po infekcii bola najvy$sia hustota CD3+
buniek zaznamenand v kombinovanej skupine (EFAL41+CJ). Vysledky preukazali pozitivny
efekt E. faecium AL41 na pocet IgA+, IgM+ aCD3+ lymfocytov v céku u kurciat
infikovanych Campylobacter jejuni.

UvoD

Crevna sliznica je inicidlne miesto hostitel'skej infekcie a poskytuje prvi liniu obrany proti
patogénnym baktériam (Berndt a kol., 2007). Lymfatické tkanivo, ktoré je spojené s ¢revnym
traktom tzv. na Crevo asociované lymfatické tkanivo (GALT), je u kurciat dobre vyvinuté
(Casteleyn, 2010). GALT umoziuje nepatogénnym mikroorganizmom, ako st komenzalne
baktérie prezit a ma schopnost’ tolerovat’ potravinové antigény a zarovenn chranit’ hostitel’a
pred patogénnymi mikroorganizmami a inymi potencidlne toxickymi latkami (Ruth a Field,
2013). Kurcata st na kolonizaciu patogénmi najviac nachylné pocas raného obdobia Zivota,
kedy eSte nie je vyvinuta stabilna ¢revna mikroflora (Levkut a kol., 2012). Infekcie spdsobené
Campylobacter jejuni s povazované za jednu znajCastejSich pricin bakteridlnej
gastroenteritidy zvierat a I'udi (Alter, 2005). V dnesnej dobe je Campylobacter povazovany za
dolezitého pdvodcu zoondz (Nichols, 2012). Zakladnou vlastnostou probiotickych baktérii
z pohl'adu hostitel'a je zdraviu prospesny ucinok ich adherencie k bunkdm crevnej sliznice
(Hrubisko, 2006). Probiotické baktérie urychluju vytvorenie stabilnej mikroflory v Creve
novovyliahnutych kurciat a tym vytvaraji bariéru proti patogénom (Herich a Levkut, 2002).
Cielom experimentu bolo sledovat’ vplyv probiotického kmena Enterococcus faecium AL41
na cekalnu slizni¢nll imunitu kurciat po infikovani Campylobacter jejuni.

MATERIAL A METODIKA

40 kurciat plemena Cobb 500 bolo rozdelenych do 4 skupin (n=10): C — kontrolna skupina,
EFAL41 — E. faecium ALA41, CJ — Campylobacter jejuni a EFAL41+CJ — kombinovana
skupina. Probioticky kmen Enterococcus faecium AlL41 (EFAL41) (poskytnuté: Andrea
Laukové, IAP SAS, KoSice, Slovensko) bol individudlne per os aplikovany skupindm
EFAL41 a EFAL41+CJ na 1 — 7 defi pokusu v davke 1x10° CFU/0,2 ml PBS. Na $tvrty de
pokusu bola wuskutocnend experimentdlna infekcia v CJ aEFAL41+CJ skupiniach
individualnym per os podanim Campylobacter jejuni (poskytnuté: Andrea Laukova, TAP
SAS, Kosice, Slovensko) v davke 1x10® CFU/0.2 ml PBS. Vzorky z céka pre hodnotenie
IgA+, IgM+ aCD3+ buniek boli odobrat¢ na 4 a7 deit po infekcii C. jejuni.
Imunohistochemické stanovenie IgA, IgM a CD3 pozitivnych lymfocytov bolo vykonané
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pomocou Streptavidin-biotin peroxidaza detekéného kitu (VECTASTAIN Elite ABC Kkit;
Mouse IgG, PK 6102, Vector Laboratories, USA). Na detekciu boli pouzité neznacené
primarne mysacie antikuracie monoklonové protilatky IgA (IgA-UNLB, Clone A-1, Cat. No.
8330-01), IgM (IgM-UNLB, Clone M-1, Cat. No. 8300-01) and CD3 (CD3-UNLB, Clone
CT-3, Cat. No. 8200-01; Southern Biotech, USA). Ako negativna kontrola bola pouzita
mySacia IgG1-UNLB protilatka (clone 15H6, Cat. No. 0102-01, Southern Biotech, USA).
Specifickd farebnd reakcia bola vykonani pouZitim diaminobenzidinu (DAB, Sigma,
Germany). Po dofarbeni vzoriek hematoxylinom a zalepeni Pertexom (Histolab AB, Svédsko)
bola kvantifikacia IgA+, IgM+ a CD3+ lymfocytov uskuto¢nend svetelnym mikroskopom
(NIKON Labophot 2, Germany) pri 200x zvicSeni s pouzitim kalibrovanej okuldrovej
mriezky LTD 0.25 mm IdXG rd (Tonbridge, Kent, Elektronmikroskopie, UK). Kazdy
preparat bol hodnoteny v tripletoch. Na Statistickii analyzu dat bola pouzitd jednocestna
ANOVA a Tukey Cramerov test v programe GraphPad (USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Epidemiologické studie v poslednych rokoch poukdzali na celosvetovo zvySenu incidenciu
pripadov kampylobakterovej ndkazy (Sahin a kol., 2002). Infekcia nie je pritomna u kurciat
mladsich ako 2 — 3 tyzdne, aj ked’ experimentdlna inokulacia novovyliahnutych kurciat
kampylobaktermi moZe viest’ k GspeSnej kolonizacii. Jednym z moznych faktorov pre tato
rezistenciu moéze byt pritomnost’ Specifickych materskych protilatok (Lin, 2009).
Transportované protilatky su prevazne IgG, zatial’ ¢o prenos IgA a IgM je zvycCajne na nizsej
urovni (Sahin a kol., 2001). Probiotikd moézu zvysit' hladinu IgA produkujicich buniek
v sliznici (Levkut a kol., 2014). Predchadzajuce §tidie poukdzali na to, ze probioticky kmen
E. faecium ovplyviluje expresiu IgA+ buniek v sliznici ¢reva u vtadkov (Revajova a kol.,
2013). Nas experiment preukdzal zvySeny pocet IgA+ buniek v céku kurciat, ktorym bol
aplikovany probioticky kment EFAL41 7 dni po infekcii s Campylobacter jejuni. Bobikova
a kol. (2014), zaznamenala pozitivny efekt E. faecium AL41 na produkciu celkového sIgA
v ¢reve a organoch u kurciat infikovanych S. Enteritidis PT4. V d’al$ej stadii bola zistena
zvySena koncentracia sIgA v ¢reve kurciat ovplyvnenych s E. faecium AL41 a zarovei
infikovanych s Campylobacter jejuni, ¢o je pravdepodobne vysledkom pdsobenia oboch
baktérii (Bobikova a kol., 2015). E. faecium AL41 pdsobi stimulacne aj na expresiu IL-17
a TGF-B4, ktoré maji vplyv na sekréciu IgA v ¢reve (Karaffova, 2015). Produkcia IgM
nastava po pociatocnej expozicii novym antigénom (Tirziu, 2010). Najvyssi pocet IgM+
buniek bol pozorovany v skupine kurciat infikovanych s Campylobacter jejuni (CJ), teda 4
dni po podani C. jejuni. NajvySSia hustota CD3+ lymfocytov bola v skupine kurciat
s aplikovanym E. faecium ALA41, ¢o poukazuje na pozitivny vplyv na tato subpopulaciu
lymfocytov. V neskorej faze infekcie bol najvyss§i pocet CD3+ buniek zaznamenany
v kombinovanej skupine (EFAL41+CJ). Predchadzajuce Stadie preukdzali vplyv probiotik aj
na pocet lymfocytov v periférnej krvi kurciat a narast CD3, CD4, CD8 a IgM pozitivnych
buniek po infekcii S. Enteritidis (Levkut a kol., 2011). V zavere mo6Zzeme dodat,, Ze naSe
vysledky preukazali pozitivny vplyv E. faecium AL41 na pocet IgA+, IgM+ a CD3+
lymfocytov v céku u kur¢iat infikovanych C. jejuni.

Tato prdca bola podporena Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
APVV-0302-11, APVV-15-0165 a grantovymi ulohami VEGA-1/0562/16.
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TRANSFER FAKTOR V ADJUVANTNE] TERAPII LARVALNE] CESTODOZY
Macak Kubaskova T.1, Hrckova G.1, Mudronova D. 2,
Velebny S.1, Grohol'ova M.1
'Parazitologicky ustav SAV, Kosice,
Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmécie v Kosiciach, Kosice

ABSTRAKT

Larvalne Staddium pasomnice Mesocestoides vogae (syn. M. corti), nazyvané aj tetratyridium,
je schopné v organizme medzihostitel'a rast’ a asexualne proliferovat’. Typickym miestom
lokalizacie u mysi je hlavne pecenn a peritonedlna dutina, kde vyvolava zapal, fibrozu a
ascites. Liekom volby pri medikamentdznej terapii cestodoz je benzimidazolové
antihelmintikum albendazol. V experimente sme sledovali imunomodulac¢né a antifibrotické
ucinky Standardnej terapie cestodoz - albendazolom (ABZ), ako aj terapie antihelmintikom
v kombinacii s transfer faktorom (TF) u mysi infikovanych larvami M. vogae. TF je stcast'ou
nizkomolekularnej frakcie (<10kDa) ziskanej z leukocytov zdravych darcov, od ktorého sa
oCakava, ze normalizuje imunitné mechanizmy. NaSe vysledky potvrdzuji, ze TF ma
vyznamné imunomodulac¢né vlastnosti. V skupine mysi, kde bol podavany ABZ v kombinécii
s TF sme zaznamenali stimuldciu proliferacie T-lymfocytov sleziny a narast
CD4+/CD8-buniek (T-helper buniek) v peritoneédlnej dutine aj v slezine. Signifikantny nérast
tychto buniek bol pozorovany aj po monoterapii s TF, pri ktorej sme v slezine navyse
zaznamenali vysSie percento CD4+/CD8+ buniek (mladé a pamitové T-lymfocyty) a
CD49b+/CD8+ buniek (NKT-bunky). Koncentracia IFN-y, IL-4, IL-6, IL-174 a TGF-$ bola v
skupine s kombinovanou lieCbou vyznamne znizend, avSak podavanie samotného TF
infikovanym mysiam indukovalo vyrazny narast sérového IL-6 a IL-174 v supernatantoch
nestimulovanych splenocytov. Vysledky nasho experimentu ukazuju, Ze z hl'adiska modulécie
imunitnej odpovede, ako aj redukcie poctu larvalnych $tadii a fibrozy v peceni, je lieCba
larvalnej cestoddzy kombinaciou antihelmintika a leukocytdrneho extraktu UcinnejSia ako
lie¢ba samotnym albendazolom.

UvoD

Larvélne §tadid pasomnic ako je Echinococcus spp. a Taenia spp. si povodcami zdvaznych
ochoreni u cCloveka, ale aj uzvierat. K najzdvaznejSim patri cystickd a alveolarna
echinokoko6za, neurocysticerk6za u c¢loveka, ¢i cysticerkdoza u oSipanych a hovédzieho
dobytka. Tieto zoondzy boli podla WHO zaradené k tzv. neglected tropical diseases (2008).
Infekcie Mesocestoides spp. st relativne zriedkavé u l'udi, avSak ako model larvalnej
cestodozy pontka vyhody v tom, Ze je I'ahko kultivovatelny a pasdzovatelny v in vitro aj in
vivo podmienkach a je vhodnym modelom pre $tadium hostitel'sko-parazitickych vzt'ahov
a roznych aspektov bioldgie ¢i patoldgie cestododz.

Vicsina pdvodcov parazitarnych ochoreni vyvija rézne adaptacné stratégie s cielom udrzat’ si
hostitel'a zivého a zaroven modulovat’ jeho imunitné mechanizmy tak, aby bola zabezpecena
ich dlhodoba existencia. Vrodend imunita je prvou liniou obrany, avSak tieto neSpecifické
obranné mechanizmy nie su pri helmintoch stale detailne preskimané. Z hl'adiska Specificke;
imunitnej odpovede vSeobecne pri infekciach helmintami plati, Ze bunkova imunita je
charakterizovand najprv prechodnym Thl typom imunitnej reakcie, ktortt neskor nahradi Th2
typ imunitnej odpovede (Girgis a kol., 2013; Hotez a kol., 2008). Ich trvanie, resp. nastup
dominantnej Th2 imunity variruje v zavislosti od experimentdlneho modelu a konkrétneho
ochorenia. Infekcia vyvoland larvalnym S§tddiom M. vogae je uz od 7. diia po nakazeni
sprevadzana zvysenou koncentraciou IL-4 a IL-10 (Th2) (Vendel'ova a kol., 2015).

Spravne fungovanie imunitného systému je zakladnym predpokladom obrannych
mechanizmov voci akymkol'vek infekciam. V pripadoch, ak imunitny systém reaguje
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nedostatocne alebo nespravne, st navrhované rozne terapeutické pristupy a latky s cielom
modulovat’ imunitni odpoved’. Transfer faktor disponuje prirodzenou schopnostou prenosu
imunitnej odpovede zjedinca na jedinca. Pripravuje sa dialyzou, resp. ultrafiltraciou
homogenatu leukocytov periférnej krvi ludi alebo zvierat, preto je nazyvany aj ako
dialyzovatel'ny leukocytarny extrakt (Rovensky a kol., 2014).

MATERIAL A METODIKA

Experimenty boli vykonané na ICR myskach (samce), ktoré boli rozdelené do piatich skupin:
negativna kontrolna skupina (neinfikovana a neliecend); skupina len infikovanych (oralne larvami
M. vogae); infikované a liecené¢ iba ABZ podavanym per os; infikované a lieCené kombinaciou
ABZ a TF (podavanym intraperitonealne); infikované a liecené iba TF. ABZ a TF bol podavany
pocas 10 dni, a to od 14. dila do 24. dna infekcie. V naSom experimente sme pouzili pripravok
IMMODIN® (IMUNA PHARM, a.s.). Po skonceni terapie boli odobrané vzorky séra, sleziny,
pecene, buniek a lariev z brusnej dutiny. Expresia povrchovych markerov buniek sleziny
a peritonealnej dutiny (CD4+, CD8+, CD49b+) bola detegovand prietokovou cytometriou
pomocou monoklonalnych  protilatok znacenych fluorochromom FITC (fluorescein
isothiocyanate), PE (phycoerythrin), APC (allophycocyanin) (BD alebo eBioscience).
Koncentracia cytokinov IFN-y, IL-1, IL-4, IL-6, IL-17o a TGF-B bola merand v sére
a v supernatantoch nestimulovanych splenocytov pomocou ELISA kitov (eBioscience, Nemecko)
a proliferacia splenocytov stimulovanych konkanavalinom A bola merana kolorimetrickou
metddou pomocou kitu BrdU cell proliferation KIT (Roche). Uéinnost’ terapie bola stanovena
pocitanim lariev pod mikroskopom po ich izolacii z peritonedlnej dutiny a pecene. Kolagén
vpeceni bol stanoveny nepriamo, a to stanovenim najviac zastipenej aminokyseliny -
hydroxyprolinu, kolorimetrickou metédou podl'a Woessnera (1961).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri testovani G¢innosti vybranych lieiv na redukciu poctu lariev sme u vsetkych terapeutickych
skupin zaznamenali niz§i pocet lariev oproti skupine, ktord nebola lieCend. Vzhladom na
redukciu poctu vSetkych lariev v peceni (bez kolagénovej kapsuly a aj opuzdrenych), bolo najviac
ucinné podavanie kombinacie ABZ a TF (52,5%), pricom podobny trend sme zaznamenali aj
v peritonealnej dutine (74,8%). Zaujimavym vysledkom je, ze v skupine, kde bol podavany iba
ABZ sme v peceni zaznamenali az trojnasobne vys$i pocet lariev opuzdrenych fibréznym
tkanivom oproti nelieCenej skupine (P<0,01). NavySe v tejto skupine sme zistili aj vysSiu
koncentraciu hydroxyprolinu (274,2 mg/g pe€ene) v porovnani so zvieratami, ktoré boli iba
infikované (247,7 mg/g pecene).

Pri sledovani zmien v zastipeni subpopulécii buniek v peritonealnej dutine sme v terapeuticke;j
skupine, kde bol podavany TF, zaznamenali signifikantny narast CD4+ T buniek (P<0,001), ktory
bol v menSom rozsahu aj pri kombinovane;j terapii. VSetky tri sposoby liecby indukovali mierne
zvySenie populacie CD8+ T-lymfocytov a pokles CD49b+ NK-buniek na lokalnej urovni.
Podobne sme narast CD4+ T-lymfocytov zaznamenali aj v slezine (P<0,001), a to v skupine
s kombinovanou terapiou, ako aj monoterapiou TF. Tato monoterapia TF indukovala v slezine
navyse narast aj CD4+/CD8+ T-buniek a CD49b+/CD8+ NKT-buniek a taktiez aj stimuldciu
proliferacie T-lymfocytov oproti skupine, ktora nebola lie¢ena. Podobne, stimulacia proliferacie
T-lymfocytov bola zaznamenand aj pri kombinovane;j terapii. Stanovenie koncentracie cytokinov
v sére potvrdilo, ze infekcia larvami M. vogae je sprevadzand az péat nasobnym zvySenim
koncentracie IL-4 (49 pg/ml) v sére oproti zdravym myskam. Po aplikacii vSetkych troch
sposobov lieCby sme zaznamenali pokles hladiny IL-4, avSak nedosahovala troven ako u
zdravych mysi (10 pg/ml). Naopak pokles prozapalového IFN-y v lieCenych skupinach bol
vyraznej$i, dokonca pod uroviiou hodndt u zdravych, nelieCenych mysi (522,14 pg/ml). Pri
sledovani zmien v koncentracii d’alSich prozapalovych cytokinov v sére sme zaznamenali, Ze
infekcia je sprevadzana az trojnasobnym zvySenim IL-17, (63,6 pg/ml), avSak poklesom
koncentracie IL-6 (36,35 pg/ml) oproti skupine zdravych zvierat. Podavanie TF indukovalo
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signifikantné zvySenie IL-6 v sére infikovanych mysi (75,60 pg/ml; P<0,001). Experimentom sme
potvrdili, ze infekcia larvami M. vogae je taktieZ spojena s vyraznou imunosupresiou, na ¢o
poukazuje priblizne desatnasobné zvySenie koncentracie sérového TGF-B (233,45 pg/ml)
v porovnani so zdravymi zvieratami. Podavanie ABZ alebo TF redukovalo hladinu TGF-f3
(P<0,001) pod hodnoty zaznamenané u zdravych zvierat (19,3 pg/ml).

Pri stanoveni koncentracie cytokinov v supernatantoch nestimulovanych splenocytov sme
zaznamenali pri vSetkych troch sposoboch liecby zvysenu koncentraciu IFN-y oproti neliecenej
skupine. Podobne aj v terapeutickej skupine, kde bol podavany TF sme zaznamenali az
dvojnasobne vyssiu hladinu IL-17 produkovaného nestimulovanymi splenocytmi (P<0,001) v
porovnani s neliecenou skupinou. Hodnoty IL-1, IL-4 a TGF-B boli v supernatantoch splenocytov
pod detekénym limitom.

Na zaver, v nasej praci sme potvrdili, Ze TF podavany samostatne alebo v kombinacii s ABZ
ma vyznamné imunomodulacné vlastnosti, ¢o sa prejavilo tym, Ze potldiCa imunosupresiu,
ktora sprevadza infekciu, stimuluje proliferaciu T-lymfocytov a narast populacie T-helper
buniek lokalne aj systémovo. Zaroven prispieva k redukcii infekcie a fibrézy v peceni.
Zaujimavym zistenim bolo aj zvySené percento NKT-buniek v slezine, ktorych uloha je mene;j
znama pri parazitdrnych infekciach, avsak je zname, ze sa tiez zucastiuju na polarizacii
imunitnej odpovede Thl alebo Th2 smerom (Faveeuw a kol., 2008). Predpokladame, Ze by
mohli byt’, okrem inych buniek, zdrojom IFN-y detegovaného v supernatantoch splenocytov.
Je zname, ze TF stimuluje expresiu IL-17 (Zajicova a kol., 2014), ¢o sa ndm potvrdilo
zvySenim jeho koncentracie v supernatantoch nestimulovanych splenocytov. Okrem toho bola
detegovana zvysSend hladina IL-6 v sére, ktory je rozhodujicim cytokinom pre diferencidciu
Th17 buniek. Tieto pleiotropné cytokiny maju viaceré ucinky v réznych imunologickych
situdciach, preto cielom d’alSej prace bude podrobnejSie skimat’ aj iné molekuly, signalne
dréhy a interakcie, do ktorych sa transfer faktor zapaja alebo ich ovplyviiuje a tak objasnit’
jeho imunonormaliza¢ny G¢inok.

Praca bola vytvorena v ramci  riesenia projektu ITMS 26220220157, na zaklade podpory operacného
programu ,, Vyskum a vyvoj “ z fondov Eurdpskej unie pre regionalny rozvoj (1,0).
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REZISTENCIA NA ANTIBIOTIKA A VYSKYT GENOV FAKTOROV VIRULENCIE
U ENTEROKOKOV ZO PSOV

’ KubaSova, L.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat SAV, Kosice

ABSTRAKT

Enterokoky patria medzi ubikvitarne mikroorganizmy, ktoré mozno izolovat z rdéznych
ekosystémov. Vyznacuji sa vybornymi technologickymi vlastnostami a niektoré kmene aj
probiotickym potencidlom. Pri selekcii a vybere kmena, vhodného na pouzitie ako aditiva vo
vyzive zvierat, je potrebné dodrzanie podmienok, ktoré urcuje Europsky urad pre bezpecnost
potravin (EFSA, 2012). Kmeii musi byt vhodnou molekulovou metdédou identifikovany ako
Enterococcus faecium, nemdze obsahovat’ ziadne genetické elementy faktorov virulencie
IS16, esp a hylgs amusi byt citlivy ku antibiotiku ampicilin. V §tidii sme sledovali vyskyt
génov pre 10 faktorov virulencie a rezistenciu na klinicky vyznamné antibiotikd u 160
kmenov rodu Enterococcus, ktoré boli izolované z trusu psov. Gén pre element IS — IS76 bol
detegovany u 9 kmenov druhu E. faecium (z 92 kmenov). PocCetnejsie sa vyskytovali gény pre
adheziny E. faecium aFE. faecalis — efass (95% E. faecium)a efa,s (91% E. faecalis).
NajcastejsSia rezistencia bola pozorovana v pripade glykopeptidu — teikoplanin, a to u 71,9%
zo vsetkych enterokokov. K ampicilinu bolo rezistentnych 47 kmenov E. faecium (n=92), 12
kmenov E. faecalis (n=35), 16 kmenov E. hirae (n=28) a 2 kmene E. casseliflavus (n=3).

UVvOD

Baktérie rodu Enterococcus su kontroverznou skupinou baktérii. Na jednej strane mozu byt
prospesné pri podpore zdravia zvierat a l'udi ako probiotika atiez pri vyrobe niektorych
fermentovanych produktov (najmé syry v stredomorskych oblastiach), ale na druhej strane
existuju kmene, ktoré moézu za urcitych okolnosti vyvolavat’ nozokomidlne infekcie. Az 90%
tychto enterokokovych infekcii je vyvolanych druhom E. faecalis a vacSina ostatnych druhom
E. faecium (Dahlén a kol., 2012). Patogenita enterokokov, ktoré¢ mozu sposobovat’ infekcie, je
dand najmd produkciou faktorov virulencie a rezistenciou k Sirokému spektru antibiotik
(Moreno a kol., 2006). Faktory virulencie mozu prispievat k vzniku ochoreni viacerymi
ucinkami. Kym niektoré su spdjané s podporou adhézie a kolonizacie patogénnych baktérii
(agregacna substancia alebo enterokokovy povrchovy protein), iné maji schopnost’
poskodzovat’ tkaniva hostitel'a (hydrolytické enzymy) alebo lyzovat eukaryotické bunky
(cytolyzin). Z hl'adiska posudenia bezpecnosti enterokokov, ktoré¢ by mohli byt pouzité ako
aditiva vo vyzive zvierat, je dolezité vylucit' kmene s markermi IS. Marker IS16 je $pecificky
pre kmene E. faecium spajané s nozokomialnymi infekciami a tiez bol popisany u niektorych
klinickych izolatov E. faecalis (Hegstad a kol., 2010). TaktieZ je pri selekcii kmenov pre
vyzivu zvierat dolezité vylucit’ tie, ktoré preukazuju rezistenciu voc€i klinicky vyznamnym
antibiotikam.

MATERIAL A METODIKA

Zo 160 kmenov rodu Enterococcus, ktoré boli izolované z trusu psov, bola izolovand DNA
pomocou alkalickej lyzy (Baele a kol., 2001). Vyskyt génov vybranych desiatich faktorov
virulencie (agregacnd substancia, cytolyzin, adhezin E. faecium, adhezin E. faecalis,
enterokokovy povrchovy protein, Zelatinaza, 3 pohlavné feromony a element IS16; sekvencie
pouzitych primerov su uvedené v Tab. &.1) bol testovany metédou PCR za pouzitia C1000™
termocyklera (BioRad Laboratories, USA). Reak¢ény cyklus pre vSetky faktory virulencie,
okrem elementu IS/6, pozostaval z nasledujticich krokov: denaturacia pri teplote 95°C 5 min.,
35 opakujucich cyklov 95°C 30 sek., 55°C 30 sek., 72°C 30 sek., nasledne 72°C 5 min.
a schladenie na 4°C. Reakény cyklus pre element IS/6 bol nasledovny: 94°C 4 min., 30
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cyklov 94°C 30 sek., 53°C 30 sek., 72°C 30 sek., nasledne 72°C 7 min. a schladenie na 4°C.
Ziskané produkty PCR boli separované v 1,2% agardézovom géli (Sigma, Nemecko)
s obsahom etidium bromidu (1ul/1ml; Sigma) za pouzitia pufra TAE (Merck, Nemecko). Ako
pozitivne kmene pre uvedené faktory virulencie boli pouzité E. faecium UW9086 (poskytnuty
Dr. I. Klare, Nemecko) a E. faecalis P36 (od Dr. T. Semedo-Lemsaddek, Portugalsko).
Izolované enterokoky boli testované na rezistenciu voci antibiotikam difiznou diskovou
metodou za pouzitia Mueller-Hinton agaru (Oxoid,UK). Boli pouzité disky trinastich
antibiotik v nasledovnych koncentraciach (Oxoid): ampicilin 10pg, tetracyklin 30pg,
chloramfenikol 30ug, erytromycin 15ug, penicilin G 10 pg, quinupristin-dalfopristin 15ug,
vankomycin 30pg, ciprofloxacin Sug, linezolid 30pg, gentamycin 120 pg, teikoplanin 30 pg,
trimetorpim Sug a rifampicin 30pg. Platne boli inkubované pri teplote 36 °C po dobu 20
hodin a 24 hodin platne s glykopeptidmi. Po odmerani vytvorenych zén boli kmene
definované ako rezistentné, intermedidrne a citlivé. Ako pozitivne kmene boli pouzité
Staphylococcus aureus ATCC 25923 a E. faecalis ATCC 29212.

Tab. 1 Sekvencie pouzitych primerov pre faktory virulencie

Faktor virulencie Lokus Sekvencia (5°-3") Velkost’ (bp) Referencie

Agregacna substancia agg |F: AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 1553 Eaton a Gasson (2001)
R: AAACGGCAAGACAAGTAAATA

Cytolyzin cylA |F: TAGCGAGTTATATCGTTCACTGTA 1282 Semedo a kol. (2003)
R: CTCACCTCTTTGTATTTAAGCATG

Adhezin E. faecium efaAfm |F: GACAGACCCTCACGAATA 705 Eaton a Gasson (2001)
R: AGTTCATCATGCTGTAGTA

Adhezin E. faecalis efaAfs |F: AACAGATCCGCATGAATA 735 Eaton a Gasson (2001)
R: CATTTCATCATCTGATAGTA

Enterokokovy povrchovy protein| esp |F: TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 933 Eaton a Gasson (2001)
R: GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA

Zelatinaza gelE |F: ACCCCGTATCATTGGTTT 419 Eaton a Gasson (2001)
R: ACGCATTGCTTTTCCATC

Pohlavny feromon cef |F: GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG 543 Eaton a Gasson (2001)
R: AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT

Pohlavny feromon epd  |F: TGGTGGGTTATTTTTCAATTC 782 Eaton a Gasson (2001)
R: TACGGCTCTGGCTTACTA

Pohlavny feromon cob |F: AACATTCAGCAAACAAAGC 1405 Eaton a Gasson (2001)
R: TTGTCATAAAGAGTGGTCAT

IS element IS16 |F:CATGTTCCACGAACCAGAG 547 Werner a kol. (2011) |
RTCAAAAAGTGGGCTTGGC

VYSLEDKY A DISKUSIA

Baktérie rodu Enterococcus (n=160) mali nasledovné druhové zastipenie: E. faecium (n=92),
E. faecalis (n=35), E. hirae (n=28), E. casseliflavus (n=3) a E. mundtii (n=2). U druhov E.
casseliflavus a E. mundtii neboli detegované Ziadne z 10 génov pre faktory virulencie. Zo
skupiny enterokokov identifikovanych ako E. hirae boli u 1l kmena detegované gény pre
Zelatindzu — gelE, enterokokovy povrchovy protein — esp a pohlavny feromén — ccf. Najvyssi
vyskyt bol pozorovany v pripade adhezinov, az 95,0% E. faecium (n=88) bolo pozitivnych na
vyskyt génu efas, a 91,4% E. faecalis (n=32) na vyskyt génu efays U druhov E. faecalis mal
pomerne Casté zastupenie aj gén pre Zelatindzu gelE, ato az u 68,6% (n=24). Element IS —
IS7/6, ktory je Specifickym markerom pre kmene E. faecium spajané s nozokomidlnymi
infekciami bol v naSej $tadii potvrdeny u 9 kmenov E. faecium. Werner a kolektiv (2011)
skamali vyskyt tohto génu u izolatov druhu E. faecium, ato jednak uizolatov klinickych
(n=648), humannych komenzalnych (n=68) a taktieZ u izolatov zo zvierat (n=32). V pripade
klinickych izolatov az 98% bolo IS/6-pozitivnych, zhumannych izolatov 4,4%
IS/6-pozitivnych a u izolatov zo zvierat nebol tento gén detegovany. Co sa tyka rezistencie
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enterokokovych izolatov ku vybranym, klinicky vyznamnym antibiotikdm, najvyssie percento
rezistencie bolo pozorované ku glykopeptidu — teikoplanin, ato az u 71,9% izolatov.
V pripade enterokokov je vel'mi dolezita rezistencia ku druhému vyznamnému glykopeptidu —
vankomycinu, nakolko tito rezistencia je spajana s nozokomidlnymi infekciami. V nasej
studii bolo 19,4% zo vSetkych enterokokov rezistentnych ku vankomycinu a 24,4% bolo
popisanych ako intermedidrnych. Z rezistentnych az 77,4% kmenov bolo identifikovanych
ako E. faecalis. Pomerne vysoké zastupenie rezistencie bolo pozorované v pripade penicilinu
(33,8%), tetracyklinu (42,5%) a az 48,1% enterokokov bolo rezistentnych ku ampicilinu (z
toho viac ako polovica E. faecium). Damborg s kolektivom (2009) izolovali druh E. faecium
z trusu 208 psov (183 vo Velkej Britanii a 25 v Dansku) a 61 z nich bolo potvrdenych ako
ampicilin-rezistentné E. faecium (AREF). Tie boli podrobené testovaniu rezistencie aj
k d’alsim antibiotikdm. Az 84% z AREF bolo rezistentnych ku tetracyklinu, 52% ku
rifampicinu a 25% ku ciprofloxacinu. Na zéklade spojitosti rezistencie ku ampicilinu
a pritomnosti elementu IS/6 s nozokomidlnymi infekciami, je potrebné pozitivne kmene
vylucit’ z moznosti ich uplatnenia ako aditiv vo vyZzive zvierat.

Praca bola podporena grantom VEGA 2/0012/16.
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ULOHA MITOCHONDRIALNYCH ELEKTRON-TRASPORTNYCH PROTEINOV
V REGULACII MITOCHONDRIALNEHO OXIDACNEHO STRESU
Lysakova V.1, Lenova K.1, Tomaskova N.1, Musatov A.2
'Katedra biochémie, Ustav chemickych vied, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Pavla Jozefa
Safarika v Kogiciach, Srobarova 2, 041 80 Kogice
2Oddelenie biofyziky, Ustav experimentalnej fyziky, SAV, Watsonova 47, 040 01 Kogice

ABSTRAKT

Reaktivne formy kyslika (ROS z angl. ,reactive oxygen species™) a oxidacny stres moézu
vznikat' na réznych miestach v bunke, avSak prave mitochondridlny elektron-transportny
retazec je povazovany za hlavny zdroj ROS. V snahe eliminovat’ poskodenia vyvolané¢ ROS,
mitochondrie disponuju obrannymi mechanizmami. Nasa hypotéza je, Ze mitochondridlne
elektron-transportné proteiny mézu byt sucastou obrannych mechanizmov.Bolo preukézané,
7e cytochrom ¢ oxiddza (CcO) a ferricytochrom ¢ (Cyt ¢**) dokdZu eliminovat peroxid
vodika, avSak mechanizmus tejto peroxidazovej/kataldzovej aktivity nie je dones znamy.
V tejto praci bolo nasim ciel'om zistit’ ako sa prejavi kinetika reakcie v pripade, ked’ hémové
centra budu destabilizované chemickymi denaturantmi. Sledovali sme reakcie CcO a Cyt ¢**
s H,O, po opracovani proteinov chemickymi denaturantmi (moc¢ovina, guanidin hydrochlorid
GdnCl) za ucelom destabilizacie hémovych jadier. Potvrdili sme, Ze CcO a Cyt ¢**sti schopné
rozlozit H,0,. Modifikdcia CcO guanidin hydrochloridom mala za nasledok inhibiciu
peroxidaznej/katalaznej aktivity CcO. Aviak opracovanim Cyt ¢’ denaturantom sme
pozorovali opa¢ny ucinok ako pri CcO, teda ze rychlost’ reakcie rastie so zvySujucou sa
koncentraciou mocoviny. Nase vysledky naznacuju, Ze destabilizdcia hémového jadra vedie
k radikalnym zmeném v rychlosti eliminécie peroxidu vodika.

UvoD

Mitochondrie hraju centralnu ulohu v produkcii energie vo forme ATP. Rovnako sa vSak
podielaju na tvorbe volnych kyslikovych radikadlov a tym aj na vzniku oxida¢ného stresu.
Tedria volnych radikdlov primdrne udavala, Ze ROS produkované v bunke spdsobuji
Specifické alebo neSpecifické zmeny v Struktare lipidov, nukleovych kyselin a proteinov, o
prispieva k procesom starnutia a chorobam spojenymi so starnutim. Tento pohl'ad sa spresnil
vtedy, ked’ doSlo k pochopeniu funkcie mitochondrii v produkcii ROS. Dnes sa povazuje
uloha mitochondrii v produkcii ROS a oxida¢nom strese za rozhodujicu. Je dolezité vediet
ako mitochondrie kontroluji tvorbu ROS, a ktoré faktory na to posobia, pretoze v pripade
straty kontroly nad ROS dochéadza k vyraznému zvySovaniu ich koncentréacie s patologickymi
nasledkami ako su Alzheimerova a Parkinsonova choroba (Cohen G., 2000), aterosklerdza
ainé ochorenia suvisiace so starnutim (Lesnefsky EJ a Hoppel CL, 2003). Dolezitou
vlastnostou peroxidu vodika je, Ze lahko prechddza membranami a m6Zze modifikovat
proteiny a fosfolipidy. Napriek vSadepritomnym bunkovym obrannym mechanizmom bola
preukdzana Uloha peroxidu vodika v poskodzovani jednotlivych Casti mitochondrie (Musatov
A akol., 2004).

Cytochrom c¢ oxiddza je elektron — transportny komplex respiraéného retazca, ktory
katalyzuje prenos elektronov z Cyt ¢*™ na kyslik. Na rozdiel od komplexov IaIII zatial
nebolo jednoznaéne preukédzané, Ze CcO a cytchrom c st zdrojmi ROS. Avsak ich lokalizacia
v blizkosti zdrojov ROS v procese starnutia mitochondrie méze viest k modifikacii
a poskodenii tychto proteinov. Aby sa nepoSkodili redoxne aktivne centrd, je velmi
pravdepodobné, Ze CcO je vybavena niekol’kymi obrannymi mechanizmami. Jednym
z takychto obrannych mechanizmov proti oxida¢nému stresu je peroxiddzova/katalazova
aktivita CcO, tj. schopnost rozkladat peroxid vodika, atym zabranit poskodeniu
mitochondridlnych komplexov elektron transportného retazca (Jancura D a kol., 2014).
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Ferricytochrom c je protein lokalizovany v medzimembranovom priestore mitochondrie a je
viazany na vonkajSiu stranu vnutornej mitochondridlnej membrany. Tento protein je
prirodzenym donorom elektronov pre CcO. Okrem tejto funkcie ma ferricytochrom c
vyznamnu Ulohu pri aktivacii programovanej smrti bunky, apoptdéze (Liu X a kol. 1996).
Podobne ako CcO je tiez zname, ze ferricytochrom ¢ moZze eliminovat peroxid vodika
apodielat sa na regeneracii molekulového kyslika zo superoxidového radikalu
v podmienkach oxida¢ného stresu (Zhao Y a kol. 2003; Deterdingv LJ a kol., 1998).

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Dodecyl B-D-maltozid (DDM), bol zakipeny od firmy Avanti Polar Lipids, Inc.
Tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris-HCl), peroxid vodika (H,0O,), xylenova oranzov4, siran
amoénno-teleznaty  (NHy4),Fe(SO4),, butylhydroxytoulén (BHT), ditionicnan sodny
(NazS;04*H,0) a Cyt cH izolovany z konského srdca ( > 95% Ccistota) boli zakupené od
firmy - Sigma—Aldrich Co. Ostatné chemikalie boli Cistoty p.a. V naSich experimentoch sme
pouzili CcO izolovanu z hovédzich sfdc, zndmu ako ,.fast CcO, reagujicu vel'mi rychlo s
externymi ligandami. Ziskany enzym mal vysledni koncentréciu priblizne 223 pM a bol
skladovany pri teplote -80 °C. Tento enzym nam poskytol RNDr. Marian Fabian, CSc., z PF
UPJS, Kosice.

Reakcia s chemickymi denaturantami.

Absorpcné spektrd a kinetika reakcii boli merané na spektrofotometri JASCO-V-630.
Podmienky reakcie pre CcO boli: 20 mM Tris-HCI tlmivy roztok pri pH 7,4; 2 mM DDM,

5 uM CcO, GdnCl a mocovina s koncentraciami od 0,5M do 2 M. Podmienky reakcie pre
Cyt ¢’ boli: 10mM fosfatovy tlmivy roztok, pH 7,01 a pH 5,00; 0,1 mM Cyt ¢**, GdnCl a
mocovina s koncentraciami od 0,5M do 2 M. Rychlost rozkladu H,O, (pociatocna
koncentraciou 500pM) pomocou CcO a Cyt ¢>* bola detekovana pouzitim FOX 2 met6dy.
FOX 2 metoda je zaloZend na oxidacii Zeleznatych i6nov pouZzitim xylenolovej oranZove;.
Kruhovy dichroizmus (CD)

CD spektra boli namerané na spektrometri Jasco J-815. VSetky spektra boli zmerané pri
konStantnej teplote 25°C s 3 akumuléciami, s rychlostou skenovania 100nm/min pri vinovej
dizke 190-260 nm. Pouzita bola kremenna kyveta o dizke 1 cm.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Mocovina a GdnCl su denaturacné ¢inidla, asto pouzivané k vyskumu konformacne;j stability
proteinov. Nasim ciel'om bolo pouzit’ tieto ¢inidla k destabilizacii hémovych centier, aby sme
odpovedali na otizku ako chemickd Struktara hémov ovplyvituje rozklad H,O,
prostrednictvom CcO a ferricytochromu c. Pozorovali sme pokles intenzity absorbancie
naprie¢ Soretovou spektralnou oblastou, po€as zvySujucej sa koncentracie denaturantov, ¢o sa
prejavi tzv. ,bielenim hémov*“ (Hill a kol; 1988). V praci sme potvrdili, ZzZe
peroxidazové/kataldzova aktivita CcO je jednym z moznych obrannych mechanizmov proti
oxida¢nému stresu. Sledovali sme pokles koncentracie peroxidu vodika v pritomnosti CcO aj
pri modifikacii tohto komplexu guanidin chloridom, avSak so zvySujicou koncentraciou
denaturantu sa rychlost’ reakcie spomal'ovala. Naopak, peroxidazova/katalazova aktivita Cyt
¢** sa zvySuje v pritomnosti mo&oviny s jej rastacou koncentraciou. Ferricytochrom ¢ jednak
katalyzuje rozklad H,O; a zarovent moZe chranit’ CcO pred oxida¢nym stresom.

Analyzou CD spektier CcO sme dosli k zaveru, ze v peptidickej oblasti spektra, ddva CcO
negativny CD signal intenzity pri 208 a 222 nm. Signal, ktory odraZa sekundarnu $truktaru,
pomaly klesa na intenzite pri tom, ako sa zvySuje koncentracia GdnCl. Zda sa, ze CcO straca
Struktaru a- helixu, ale zachovava si podstatnu Cast’ B- Struktury.

Na  zéklade ziskanych  experimentdlnych  udajov mdzeme  konStatovat, ze
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peroxidazova/katalazova aktivita CcO a Cyt ¢’ je vo velkej miere zavisla na chemickej
Struktire hémovej zlozky. Destabilizdcia hémového jadra vedie k radikdlnym zmenam
v rychlosti elimindcii peroxidu vodika.

[H,0,] uM

ol . . . . . - 0 s 0 15 2 25 %
Cas (min) Cas (min)

Obr. 1 Peroxidazova/katalazova aktivita Cyt ¢**, Kinetika Obr. 2 Peroxidazova/kataldzova aktivita CcO.
rozkladu peroxidu vodika merana v zmesi 0,1mM Cyt ¢** v Casova zavislost’ rozkladu peroxidu vodika 5uM CcO
10mM fosfatovom tlmivom roztoku pH 7,01 v pritomnosti v pritomnosti 20mM TRIS-CI pH 7,04 + 1mg/ml DDM
0,5mM H,0,( *) a po pridani 2M mocoviny (A) a 4M v pritomnosti 0,5mM H,0, ( *) a po pridani 0,5M
mogoviny (). Doba merania 0-30min. GdnCl (1), 1,5M GdnCl (V) a 2M GdnCl (0 ). Doba
merania 0-30 min.

Tato praca bola podporena projektmi VEGA ¢.2/0062/14 a ¢.1/0423/16
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DEFICIT VITAMINU D A METABOLICKA KOMPENZACIA
DIABETES MELLITUS 2.TYPU

Malachovska Z., Kozarova M.
IV.intern4 klinika Lekarskej fakulty UPJS, KoSice

ABSTRAKT

Deficit vitaminu D je rizikovym faktorom osteoporozy ale v sucasnoti sa do popredia
dostavaju aj jeho nekalciemické (extraskeletdlne) UcCinky vratane zvySeného rizika
diabetes mellitus 2.typu (DM2). Cielom Studie bolo posudit’ vplyv deficitu vitaminu D na
metabolicki kompenzaciu DM2. V subore 88 pacientov s DM2 sme stanovovali hladinu
vitaminu 25-(OH)D3, glykémiu nalacno, glykovany hemoglobin (HbAlc %, vyjadreny
v DCCT norme), lipidogram, antropometrické merania, BMI a vySetrenie telesného zloZenia
na principe bioimpedancie (pristrojom BodyStat). V skupine pacientov s hladinou vitaminu D
pod 20nmol/l v porovnani s pacientmi s hladinou vitaminu D nad 20nmol/l bolo pozorované
vyssie percento telesné¢ho tuku (40,9% vs. 34,8%, p=0,003), menSie % aktivnej telesnej hmoty
(58,7% vs. 65,2%, p=0,002) ako aj nizSie % bezvodej aktivnej telesnej hmoty (10,45 vs.
13,4 kg, p=0,008) a niz§i bazalny metabolizmus (1453 kcal vs. 1693 kcal, p=0,048). Dal3im
pozorovanim bola vyssia glykémia nala¢no u pacientov s deficitom vitaminu D (7,75 mmol/l
vs 6,73 mmol/l, p=0,012) ako aj hor§ia metabolicka kompenzicia diabetu vyjadrena
hladinou glykovaného hemoglobinu (7,75% vs. 6,73%, p=0,012).

UVvOD

Klasicka uloha vitaminu D pri metabolizme vapnika a fosforu ajeho pozitivny vplyv na
tvorbu zdravych zubov a kosti si v§eobecne zndme a rokmi preverené. Pri jeho nedostatku sa
u deti vyvija rachitida, u dospelych osteoporéza. Hlavnym zdrojom vitaminu D je dostatocna
expozicia slne¢ného svitu a prisun potravou. Prevalencia deficitu vitaminu D v Slovenskej
republike je vo svetle najnovSich poznatkov velmi vysoka. Predpoklada sa, ze jeho
nedostatok je asociovany aj s hyperglykémiou, inzulinovou rezistenciou, progresiou diabetu,
artériovou hypertenziou a kardiovaskularnymi aj onkologickymi ochoreniami.

MATERIAL A METODIKA

Ciel'om Studie je zistit’ asociaciu medzi metabolickou kompenzéaciou diabetu vyjadrenou
glzkémiou nalac¢no ako aj hladinou glykovaného hemoglobinu so sérovou hladinou vitaminu
25-(OH)D3 u 88 konsekutivnych pacientov s diabetes mellitus 2. typu. Sérova hladina
vitaminu 25-(OH)D3 bola stanovena ELISA metddou v certifikovanom biochemickom
laboratoriu. Hladina glykovaného hemoglobinu bola stanovend imunoturbidimetrickou
metodou. Analyza telesného zloZenia bola realizovand na pristroji Bodystat2000
bioimpedancnou metddou.

Statistické analyzy boli realizované v programe SigmaStat 13.0. Vysledky st uvadzané ako
priemer + smerodajna odchylka pri normalnom rozlozeni hodndt, resp. ako median (25., 75.
percentil) v pripadoch, kedy namerané hodnoty neboli normélne rozloZené. Na Statistické
vyhodnotenie rozdielov medzi kvantitativnymi parametrami v dvoch skupinach sme pouzili
neparovy Studentov t-test pri normalnom rozloZeni hodnét, resp. neparametricky
Mannov-Whitneyho U-test, v pripade, ked namerané hodnoty neboli normalne
rozlozené. Rozdiely pri  porovnavani viacerych skupin boli vyhodnotené pouzitim
jednorozmernej analyzy rozptylu (ANOVA). Na overovanie vzt'ahov medzi kvantitativnymi
premennymi sme pouZili Pearsonove korela¢né koeficienty. Viacrozmerna postupné linedrna
regresia bola pouzitd v multivariatnej analyze. Rozdiely a zévislosti boli pokladané za
Statisticky vyznamné pri hladine vyznamnosti p<0,05.
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VYSLEDKY

Priemerny vek pacientov s DM2 bol 63,5r., muzov bolo 40 (45,5%), Zien bolo 48 (54,5%).
Deficit vitaminu D definovany hladinou 25-(OH)D3 <20nmol/l malo 35 pacientov
(39,8%), hladiny vitaminu D 20-50nmol/l malo 53 pacientov (61,2%). Pacienti
v jednotlivych  skupindch sa v zdvislosti na koncentracii vitaminu 25(OH)D3 nelisili
v priemernom veku, trvani diabetu, fajCiarskom statuse vyjadrenom  bali¢ekxrokmi,
antropometrickymi parametrami ani zdkladnymi hodnotami lipidogramu- az na mierne
vyssie triacylglyceroly u pacientov s hypovitaminézou D (1,58 vs. 1,29 mmol/l, p=0,034)
V skupine pacientov s hladinou vitaminu D pod 20nmol/l v porovani s pacientmi s hladinou
vitaminu D nad 20nmol/l bolo pozorované vyssie % telesného tuku (40,9% vs. 34,8%,
p=0,003), mensie % aktivnej telesnej hmoty (58,7% vs. 65,2%, p=0,002) ako aj nizsie %
bezvodej aktivnej telesnej hmoty (10,45 vs. 13,4 kg, p=0,008) a nizsi bazalny metabolizmus
(1453 kcal vs. 1693 kcal, p=0,048). Dal§im pozorovanim je vy$§ia glykémia nala¢no
u pacientov s deficitom vitaminu D (7,75 mmol/l vs 6,73 mmol/l, p=0,012) ako aj horSia
metabolicka kopmenzacia diabetu vyjadrend hladinou glykovaného hemoglobinu v norme
DCCT (7,75% vs. 6,73%, p=0,012). Pozorovana bola signifikantné inverzna korelacia medzi
hladinou vitaminu D a glykovanym hemoglobinom (r=-0,281, p=0,0166). Negativna
korelacia medzi vekom pacientov a hladinou 25(OH)3 nedosiahla hranicu Statistickej
vyznamnosti 1=-0,198, p=0,0655. V multivaridtnej analyze bola hladina 25-(OH)D3 po
trvani diabetu druhym najsilnej§im prediktorom hladiny vitaminu D3 (= -0,06, p=0,027).
Viaceré epidemiologické Stadie ukézali, Ze znizen4 hladina 25(OH)D3 koreluje s prejavmi
inzulinovej rezistencie a s nou asociované¢ho metabolického syndromu. Napriklad vysledky
treticho Narodného prieskumu zdravia a vyZzivy v USA (NHANES) zahriiujaceho viac ako 15
000 jedincov ukézali, ze prevalencia hypertenzie, diabetu, obezity a hypertriglyceridémie bola
signifikantne vysSia v najnizSom kvartile hladin 25(OH)D3 v porovnani so najvyS$$im
kvartilom. Navyse uz aj u nediabetickych jedincov bola pozorovana inverzna korelacia medzi
koncentraciou 25(OH)D3 a hladinou HbAlc. Britskd prospektivna Stadia Ely ukézala
v subore 524 nediabetickych muzov a zien, ze bazédlne nizke hladiny 25(OH)D3 boli
asociované so zvySenymi hladinami glykémie, inzulinémie, inzulinovej rezistencie merane;j
HOMA (HOMA-IR), ako aj skore metabolického syndromu. K podobnym vysledkom dospela
aj analyza 808 nediabetikov z Framingham Offspring Study. V novozélandskej S$tudii
zahriiujicej 250 jedincov s nadvahou alebo obezitou korelovali hladiny vitaminu D3 inverzne
s telesnou hmotnostou, BMI a hladinou HbAlc. Asocidcia obezity s hypovitaminézou D
pritom nie je prekvapujuca, pretoZze vitamin D deponovany v tukovom tkanive nie je
biologicky dostupny.

Na zéklade epidemiologickych Stadii sa da predpokladat, Ze nizke hladiny 25(OH)D3
zohravaju ulohu v patogenéze endotelovej dysfunkcie, inzulinovej rezistencie, metabolického
syndromu a cukrovky 2.typu. Niekolko klinickych S§tudii vratane naSej pilotnej Stadie
dokonca dokézalo, ze hladina 25(OH)D3 mala vztah k metabolickej kontrole DM2, ato
pravdepodobne vplyvom na inzulinovl rezistenciu a sekre¢nu funkciu B buniek pankreasu.
Dal3im nasim pozorovanim je vyssie % telesného tuku, mensie % aktivnej telesnej hmoty ako
aj nizSie % bezvodej aktivnej telesnej hmoty aniz§i bazdlny metabolizmus u pacientov
s deficitom vitaminu D, a to nezavisle na zédkladnych antropometrickych parametroch (vyske,
hmotnosti, BMI). Dal3im predpokladanym mechanizmom vplyvu vitaminu D na inzulinovi
senzitivitu je vysSia expozicia slne€nému ziareniu v dosledku volnocasovych s fyzickou
aktivitou spojenych cinnosti, ktoré na fiu priaznivo vplyvaji. Suplementacia vitaminom D u
pacientov s DM2 by mohla viest’ k potencialnym dlhodobym priaznivym tG¢inkom, redukecii
zavaznych komplikacii a zlepSeniu kvality Zivota za splnenia podmienok spravnej indikacie.
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Tab. 1 Deficit vitaminu D a vybrané hodnoty laboratornych a antropometrickych parametrov

25-(OH)D3 <20nmol/l 25-(OH)D3> 20nmol/l p

n=35 n=53
Vek (roky) 64,7+7,3 61,3+9,1 0,068
Trvanie DM2 (roky) 8,379+6,873 6,915+ 6,943 0,354
FajcCenie (bali¢ekxroky) 5(0;30) 7,5 (0;18,9) 0,970
pas (cm) 109,7+13,1 104,2+12,9 0,068
hmotnost’ (kg) 87,94+19,74 86,11+16,65 0,643
BMI (kg/m?) 31,3+4,8 29,7+4 4 0,172
% telesného tuku 40,987+9,73 34,828+7,84 0,003
ATH (%) 58,71+£10,12 65,15+7,84 0,002
Bezvoda ATH (%) 10,45 (6,925; 15,225) 13,4 (9.4; 19.3) 0,008
Bazalny metabolizmus 1453 (1315; 1868,5) 1693 (1403,5; 1943,8) 0,048
(kcal)
Celk chol 4,539 +2,132 4,376+1,038 0,660
LDL 2,651+0,744 2,736+0,781 0,637
HDL 1,08 (0,877; 1,435) 1,24 (1,02; 1,52) 0,118
TG 1,58 (1,158; 2,483) 1,29 (1,1; 1,77) 0,034
S-glu (mmol/1) 7,99 (6,62; 9,41) 6,89 (5,85; 7,85) 0,016
HbAlc (%, DCCT) 7,75242,08 6,731+1,274 0,012

Praca bola podporena grantom VEGA 1/0389/14
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VPLYV KONDICNEHO STAVU PRED OTELENIiM NA POSTPARTALNU
RUMINACIU
Mihajlovicova X.
Klinika prezavavcov UVLF v KoSiciach

ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bolo analyzovat’ vplyv kondi¢ného stavu dojnic na postpartalnu ruminéciu.
Sledovanie bolo uskuto¢nené na mliecnej farme pomocou pristroja Heatime. Dojnice boli
pred otelenim na zdklade kondi¢ného stavu rozdelené do dvoch skupin: normalna kondicia
(3,25 — 3,75) apretucnené (>4,0). Analyza zaznamenanych udajov neukdzala vyznamny
rozdiel medzi skupinami v ruminacii za prvych 30 a 60 dni po oteleni (372 a 380, resp. 456
a421 min/den). Signifikantnd rozdiel (p<0.01) bol zaznamenany medzi jednotlivymi
obdobiami v ramci skupin. Na zaklade zistenych vysledkov je mozné konStatovat, Ze
kondi¢ny stav dojnic pred otelenim nema vplyv na intenzitu prezuvania v postpartadlnom
obdobi.

UvoOD

Body condition score (BCS), tzv. kondi¢ny stav zvierat, je v dnesnej dobe povazovany za
dolezity prvok manaZzmentu chovu dojnic. Sledovanie a stav kondi¢ného stavu pred otelenim
ovplyviiuje produktivitu, reprodukéné parametre a zdravotny stav v postpartadlnom obdobi.
BCS je subjektivne, vizualne alebo taktilné postidenie mnozstva podkozného tuku u dojnice
(Edmondson a kol., 1989). Vic¢sina metabolickych ochoreni sa prejavi pri extrémnej strate
BCS, nutricnom nedostatku alebo pri zlyhani metabolickych procesov, ktoré nastavaju
v peripartdlnom obdobi (ndroky na gestaciu sa zmenia na naroky na laktaciu). V dnesnej dobe
sa odporica kondi¢ny stav u holStajnského plemena na trovni 3,25 az 3,75 pre zasuSené
dojnice, je dolezité aby tieto dojnice pocas statia na sucho neschudli ani nepribrali (Contreras
a kol., 2004). Pretu¢nené alebo dojnice vo vel'mi slabom kondi¢nom stave vykazuji problémy
pri porode a Casto sa u nich vyskytuju postapartdlne komplikacie spésobené imunologickou
nedostatocnost’ou a metabolickymi poruchami (Sordillo, Raphael a kol., 2011).

Rumindcia je cyklicky proces charakterizovany regurgiticiou, remastikaciou a opidtovnym
prehltnutim. Ddlezitou tlohou ruminécie je ulahcenie travenia, redukcia velkosti partikal
krmiva. Ruminécia zvySuje produkciu slin a zlepSuje bachorovi funkciu, pretoze sliny su
hlavnym pufraénym mechanizmom, ktoré wudrZiavaju fyziologické pH bachora
(Beauchemin,1991). Charakter krmiva, nutriéné faktory ako zloZenie krmiva a partikul,
stravitelnost krmiva, prijem NDV akvalita krmiva ovplyviiujo prezivanie (Welch
a Smith,1970). Cas ruminacie (CR) je znizeny pri akutnom strese (Herskin a kol., 2004),ako
aj pri vyruSovani zvierat (Holmes, 2007), chorobach (Welch, 1982, Hansen a kol., 2003), pri
preplnenosti mastale (Grant a Albright, 2006), pri tepelnom strese (Soriari a kol., 2013) a pri
ruji (Reith a Hoy, 2012). VécSinou sa ruminacia vyskytuje pocas no¢nych hodin a Casto
v spojeni s inymi aktivitami ako chodenie, Skrabanie, defekédcia a urindcia (Beauchemin,
1991). Priemerny €as straveny ruminaciou sa u vysokoprodukénych dojnic odhaduje na 340
az 540 min/den (Kononoff a kol., 2003; Beauchemin and Yang, 2005; Yang and Beauchemin,
2006).

MATERIAL A METODIKA

Do vyskumu bolo zaradenych 28 dojnic, ktoré boli rozdelené na dve skupiny podla
kondi¢ného stavu. Dojnice s fyziologickym kondi¢nym stavom 3,25 — 3,75 (n=16) a dojnice
s vy$§im kondicnym stavom 4,00 — 4,75 (n=12). Kondi¢ny stav sa meral vizudlnym
posudenim v obdobi statia na sucho. Dojnice boli ustajnené na vol'no, mali dostato¢ny pristup
ku kfmnej davke (TMR) ana farme bola priemerna ro¢nd uzitkovost okolo 8000 litrov
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mlieka. Priemernd mesacna ruminacia 30 a 60 dni po pérode bola zaznamenavand pomocou
pristroja Heatime Pro System (SCR Engineers Ltd.). Systém obsahuje zapisova¢ ruminacie,
stacionarne Citacky a software, ktory spracovava data (DataFlow software, SCR Engineers
Ltd.). Obojok so snimatom eruktacie sa zakladal dojniciam tesne po oteleni,tak aby snimac
lezal na Tlavej strane krku. Software zaznamenava zmeny rumindcie kazdé dve hodiny
a nasledne vypocita priemernii rumindciu za defi, mesiac a pod. Vysledky boli Statisticky
vyhodnotené pomocou parového t-testu medzi dvoma casovymi periddami v ramci skupin
amozné rozdiely medzi skupinami boli analyzované pomocou dvojrozmernej analyza
rozptylu (ANOVA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Tab. 1 Priemerné Casy ruminacie dojnic (min/den) po oteleni s roznym kondi¢nym skoére pred
otelenim (x+s)

BCS 3,25 -3,75 | BCS >4,00
n=16 n=12
30 dni 386191 372+51
60 dni 435+60° 456+84"
BCS (pred otelenim) | 3,48+0,22 4,31+0,26*

BCS - body conditionscore, * — rozdiel medzi skupinami (p<0.01), * — rozdiel medzi
obdobiami.

Priemerna hodnota preziivania 30 dni postpartalne bola u pretu¢nenych dojnic 372 min/d a 60
dni po pdrode 456 min/d. Dojnice s BCS medzi 3,25 — 3,75 mali priemerni hodnotu
prezavanie 30 dni po porode 386 min/d a 60 dni po porode 435 min/d. Hodnoty sa postupne
zvySuju, pretoze dojnice postupne zvysuju prijem suSiny. V ramci Statistického vyhodnotenia
pomocou parového t-testu sa porovndvali priemerné ¢asy ruminacie v ramci jednej skupiny,
vysledkom je Statistickd vyznamnostp<0.01 u oboch skupin dojnic. Analyza rozptylu
nepreukazala vyznamny rozdiel medzi oboma skupinami, napriek signifikantnému rozdielu
v kondi¢nom skore pred otelenim (Tab. €. 1). Viacero vyskumov analyzovalo koreladcie medzi
priemernym c¢asom rumindcie a vyskytom metabolickych, infekénych a reprodukénych
ochoreni, ako aj prejavov tepelného stresu. DeVries a kol. (2009) vo svojej Stadii udavaju
priemer rumina¢ného ¢asu (RT) na 555 min/d u dojnic v strede laktacie a Soriani a kol. (2012)
poukazujii na priemer RT 562 min/d u dojnic v obdobi skorej laktacie. NaSe priemerné
hodnoty st niZ§ie, co moZze byt sposobené viacerymi faktormi ako st dojivost’, prijem krmiva,
zlozenie TMR, fyziologicky a zdravotny stav dojnic a tepelny stres. Dojivost’ je jednym
z najdolezitejSich faktorov, ktora ovplyvituje RT, mnoho vyskumov potvrdilo fakt, Ze ¢im
vysSia dojivost’ tym vysSi RT (DeVries a kol., 2009; Soriani a kol. 2012).Calamari a kol.
(2014) udavaji vo svojej Stadii, Ze priemerny Cas prezuvania po podrode zavisi od
metabolickych podmienok (zépalové procesy azdravotny stav). Zapalové procesy
prebiehajice pred a pofas obdobia porodu sa spajaji s pomal§im zvySovanim preziivania po
porode. Vysledky, ktoré sa ziskali vo viacerych Studiach napovedaju, Ze ¢as ruminacie po
porode nie je absolutna veli€ina, ale relativna, ktoré je ovplyvnend mnohymi faktormi (Adin
a kol.,2009; Moallem a kol.,2010; Calamari a kol., 2011; Soriari a kol.2012). V naSej Casti
prace sme zistili, Ze RT sa po porode postupne zvySuje, ale nezaznamenali sme vplyv
kondi¢ného stavu zvierat na intenzitu preziivania v postpartalnom obdobi.

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zdklade zmluvy ¢.
APVV-0701-11.
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KORELACIA SPRAVANIA SA DOSPELYCH PSOV S VYSLEDKAMI TESTOV
TEMPERAMENTU V STENACOM VEKU
Mino, I., Kottferova, J.
Ustav aplikovanej etologie a profesijnej etiky, UVLF, Kogice

ABSTRAKT

Tato praca sa zameriava na hodnotenie viacerych okruhov spravania a na sledovanie r6znych
behaviordlnych parametrov Steniat vo veku 5, 7 a 9 tyzdnov za ucelom predikcie povahovych
vlastnosti psov v dospelosti. V ramci praktickej Casti na§ vyskum analyzuje: spravanie psa v
nezndmom priestore, hodnotenie vokalizaénych prejavov, mieru pohybovej aktivity, reakciu
na zvuk, socialne puto, ochotu nasledovania, podriadenost’, socialnu dominanciu, dominanciu
pri zdvihani resp. reakciu na manipuléciu, reakciu psa na nezname predmety a nové podnety,
zaujem o aport a prejavy agresivity. Vysledky testov v Stenacom veku boli neskor porovnané
so spravanim psov v dospelom veku na zdklade hodnotenia psovodov prostrednictvom
dotaznikov. Vysledky tejto prace dokézali, ze rozdiely v spravani medzi jednotlivymi
testovanymi psami maju suvislost’ s réznou mierou rozvoja niektorych kognitivnych procesov
u roznych psov. Je vSak nevyhnutné brat’ do tivahy i vplyv psovoda a vplyvy prostredia, ktoré
takisto do velkej miery ovplyviuju spavanie psa.

UVvOD

Temperament psov sa Studuje Coraz intenzivnejSie hlavne za tucelom vyuZzitia ich
charakterovych vlastnosti v praxi, kde sa najcastejSie stretavame so Specidlne vycvicenymi
vodiacimi psami, straznymi psami & policajnymi psami, ktoré musia spiiat’ prisne
podmienky pre zaradenie do chovu. Vysledky a publikacie v tejto oblasti sa liSia v zavislosti
od tcelu studii, prostredia chovu, veku sledovanych jedincov, pohlavia ¢i vyberu jednotlivych
plemien. K hlavnym metédam skiimania temperamentu psa radime: batériovy test, hodnotenie
jednotlivych psov, expertné hodnotenie typu plemena a pozorovacie testy. Dal§ou metodou
je kombindcia viacerych spdsobov hodnotenia (Jones a Gosling, 2005). V sucasnej dobe
existuje vSak i vela osobnostnych testov zaloZenych na rdznych principoch bodovania a
hodnotenia. NajznamejSie testy osobnosti su: Cambellov test, Pffafenbergerov test vodiacich
psov pre nevidiacich, ATTS - American Temperament test a testy Humhreya a Warnera
uréené pre Stenlatd nemeckého ovcCiaka. AvSak tietio testy védcSinou nepresli potrebnymi
postupmi Standardizécie, takZe ich meratel'ost’ a vypovedna hodnota st otdzne.

MATERIAL A METODIKA

Testovanych bolo 50 $teniat plemena nemecky ovéiak. Stefiatd boli rozliSované podla
zastrihov na srsti a Specidlnych reflexnych obojkov. Kazdy jedinec bol pred zafatim
testovania odvazeny a odmerany. Sledovali sme vySku v kohutiku a obvod hrudnika.
Testovanie prebiehalo vzdy za rovnakych podmienok, Stefiatd boli testované individualne vo
veku 5, 7 a 9 tyzdiiov a priebeh vSetkych testov sa zaznamenéaval videokamerou. Batéria
testov obsahovala tieto subtesty: Open field test, Campbell test, Test na strach - ochota vstupu
do znamej miestnosti s nezndmymi predmetmi a reakcia na prichod ¢loveka a blchanie
kovovym predmetom na plechové vedro, Testy zamerané na ochotu spolupracovat
a agresivitu. Vysledky testov v Stetlacom veku a predpokladané povahové vlastnosti jedincov
sme overili formou komplexného dotaznika. Prva cast’ tohto dotaznika bola vyvinuta na
Budapestanskej univerzite Loranda Edtvosa (Vas a kol., 2007) a vychadzala z dotaznikov,
ktoré st pouzZivané pre hodnotenie I'udskej ADHD. Druha cast' dotaznika bola sucastou
vyskumu Pensylvanskej univerzity: ,, Development and validation of a novel method for
evaluating behavior and temperament in guide dogs " (Serpell a Hsu, 2001). Prvych 13 otazok
bolo navrhnuté tak, aby bolo mozné odhadnit mieru deficitu pozornosti a aktivity —
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impulzivitu psov. Sest’ otazok bolo zostavenych tak, aby poukazovali na deficit pozornosti
psa a sedem slizilo k hodnoteniu motorickej aktivity a impulzivnosti psov (Vas a kol., 2007).
Zvysnych 22 otazok bolo zameranych na strach, agresivitu a trénovatel'nost. Dotazniky boli
zasielané psovodom prostrednictvom chovatel'skej stanice odkial’ Stenatd pochadzali. Kazdy
psovod honotil svojho psa individualne vo veku 18-24 mesiacov. Tento sposob hodnotenia
umoznil ziskat’ ucelenejSie hodnotenie vsetkych zucastnenych zvierat.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Udaje vyskumu boli spracovavané $tatistickymi postupmi, ktoré boli uskutoé¢nené pomocou
programu IBM SPSS Statistics verzia 23.0. Ako prva bola urobend zakladna deskriptivna
Statistika, a to vypocet priemerné¢ho skére a Standardnej odchylky jednotlivych skiimanych
charakteristik. Vzt'ah medzi jednotlivymi aspektmi spravania psa a dotaznikom bol overovany
prostrednictvom Spearmanovho korelaéného koeficientu (tabulka 1 az 5). Medzi sledovanymi
premennymi sa nepotvrdil Ziaden Statisticky vyznamny vzt'ah.

Tab. 1: Korelécie spravania psa (sledovanie a socidlne puto) s dotaznikom

Testovanie

korelacia s dotaznikom

sledovanie 5. Tyzden
sledovanie 7. TyZdei
sledovanie 9. TyZden
socialne puto 5. TyZzder
socialne puto 7. TyZder
socialne puto 9. TyZden

0.04
-0.01
0.11
-0.22
0.15
0.16

Tab. 2: Korelécie spravania psa (pohybova aktivita) s dotaznikom

Testovanie korelidcia s dotaznikom
pohybova aktivita 5. Tyzden -0.10

pohybova aktivita 7. TyZden -0.16

pohybova aktivita 9. Tyzden 0.04

Tab. 3: Korelacie spravania psa (reakcia na nezname predmety) s dotaznikom
Testovanie korelidcia s dotaznikom
reakcia na nezname predmety 5. tyzden 0.23

reakcia na nezname predmety 7. tyZden -0.09

reakcia na nezname predmety 9. tyZden -0.08

Tab. 4: Korelacie spravania psa (vdzba na psovoda) s dotaznikom

Testovanie korelacia s dotaznikom
vizba na psovoda 5. TyZden 0.12

vizba na psovoda 7. TyZdei -0.26

viizba na psovoda 9. TyZdei 0.17

Tab. 5: Korelacie spravania psa (obmedzovanie a socialna dominancia) s dotaznikom

Testovanie korelacia s dotaznikom

obmedzovanie 5. Tyzden -0.17

obmedzovanie 7. TyZden -0.32

obmedzovanie 9. TyZden 0.07

socidlna dominancia 5. TyZdei -0.45

socialna dominancia 7. TyZden -0.09

socidlna dominancia 9. TyZdeii 0.09 **p <

.01

V zhode s vysledkami §tidie Slaberta a Odendaala (1999) aj nas§ vyskum dokézal, ze velky
pocet behaviordlnych charakteristik policajnych psov mdze byt’ do ur€itej miery predikovany
na zdklade spravania v Stenacom veku pomocou Specifickych testov. Miera korelacie
spravania v dospelom veku so spravanim S$teniat vSak v naSej praci nedosiahla Statisticky
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vyznamnu uroven. Testovanie v Stenacom veku sice poukazuje na individualne rozdiely
medzi jedincami, ale malo by sluzit' skor na okamzité vyhodnotenie Steflat’a a zaradenie na
spravny druh vycviku pre konkrétny vykon v ramci sluZzobnej kynologie. Rovnako Jones a
Gosling (2005) dosli vo svojej praci k zaveru, ze testy realizované na mladych Steniatich nie
su validnymi prediktormi ich vykonu v dospelosti. Autori svoje tvrdenie opieraju hlavne o
prace Wilssona a Sundgrena (1998), ktori testovali rézne plemend psov za ucelom ich
selekcie pre vycvik vodiacich psov a dospeli k zaveru, ze ziaden z pouzitych testov nedokazal
predikovat’ vykon psa v Specifickych tlohdch (Goddard a Beilharz, 1986). K podobnému
zéaveru dospel aj Rooney a kol. (2003) v stadii realizovanej na labradorskych retrivroch pre
vojensky Specidlny vycvik. Ani Lindsay (2005) nedoporucuje pouzivat’ Stenacie testy k
predikcii ich buducich schopnosti, ale navrhuje testovanie Steniat pomocou obvyklych
postupov ako napr. zdkus na handru, ochota prinasat’ tenisova loptic¢ku, reakcia na odlucenie,
reakcia na neznamy zvuk a podobne, neuvadza vSak Ziadne udaje, podl'a ktorych by bolo
mozné si vytvorit' predstavu o validite takéhoto testu. Test je urceny skor pre okamzité
vyhodnotenie Stenat’a, za ucelom prispdsobenia vycvikovych postupov, zlepSenie zanedbane;j
socializacie atd’. (Lindsay, 2005). Tymto sa priklaname k nazoru mnohych uznavanych
odbornikov, ktori v minulosti spochybnili predikénti hodnotu behavioralnych testov (Goddard
a Beilharz, 1986; Wilsson a Sundgren, 1998; Lindsay, 2005; Rooney a kol., 2003; Jones a
Gosling, 2005) a odporti¢ame tieto testy povazovat’ skor za indikacné ako za predikéné.

Tato praca bola podporend z projektu KEGA 008UVLF-4/20135.
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THYMOL AS MAIN COMPOUND OF THYME ESSENTIAL OIL IN BROILER
CHICKEN NUTRITION
Ocel'ova V.1, Chizzola R.2
! Institute of Animal Physiology, SAS, Kosice, Slovak Republic,
? Institute of Animal Nutrition and Functional Plant Compounds, University of Veterinary
Medicine Vienna, Austria

ABSTRACT

Because the prophylactic use of antibiotic growth promoters for poultry production is
forbidden since 1.1.2006, use of phytogenic feed additives could be reasonable for intensive
rearing of broiler chickens. Essential oils (EO) containing wide range of bioactive plant
compounds are studied as potential alternative to substitute antibiotic preparations.

Thyme EO with high content of strong antioxidant component— thymol could influence
poultry health and performance. The current study was focused on the determination of the
monoterpene tymol as the main compound of Thymus vulgaris EO (thymol chemotype) in
plasma and intestinal gut content of broiler chickens fed a diet containing the mentioned EO
in concentration 0.01; 0.05 and 0.1% w/w to the feed. Samples were analysed by head-space
solid-phase microextraction (SPME) followed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry. Our results indicate an intensive absorption of thymol in duodenum and
suggested higher excretion of thymol by kidneys after the highest thyme EO addition.

INTRODUCTION

Beneficial effects of plant derived feed additives on animal health are investigated nowadays.
Bioactive plant compounds could influence animal production parameters and thus increase
the profitability of farming. Essential oils (EO) containing plant bioactive compounds of
various chemical structures could be hypothetically used as feed supplement to improve
health and performance of farm animals.

Even though the positive effects of EO were already proved their fate in animal organism is
not fully illustrated yet. Plant compounds in animal organism undergo biotransformation what
could influence their metabolic pathway, mode of action, tissue deposition or excretion. These
processes are not sufficiently described, but it is necessary to elucidate them to predict
optimal dosage of plant feed additives.

Bioactive plant compounds must be efficiently absorbed from the digestive tract and
transported by blood to tissues in sufficient concentration to achieve the desired effect.
Intestinal absorption is critical for prediction of bioavailability of plant compounds.

Our experiment was designed to investigate 7. vulgaris EO main compound — thymol in gut
content and plasma of broiler chickens and to outline the relation between thymol intestinal
absorption and excretion.

MATERIAL AND METHODS

The experiment was carried out on 24 one-day old broiler chickens (ROSS 308) divided into
four experimental groups (n=6) with concentrations of thyme EO in basal diet (BD): 0.0%,
0.01%, 0.05% and 0.1%. Broiler chickens were reared under the standard conditions
required for the current breed. Water and feed were provided ad libitum. Feed intake, weight
gain and feed to gain ratio were recorded once a week. Chickens were slaughtered after 4
weeks when samples of gut content and plasma were collected. Thymol in plasma as well as
in gut content was analysed by head-space solid-phase microextraction followed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (SPME-GC-MS). Statistical analysis was done
by one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey multiple comparison test using
GraphPad Software (USA). Identification of thymol was proved by specific mass spectra.
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Quantification of thymol was calculated by plotting the peak area ratios of thymol to o-cresol
(o-cresol was used as internal standard solution). Samples from control group were used for
generating of the calibration curve by adding known concentrations of thymol.

RESULTS AND DISCUSSION

The growth performance of broilers was not influenced by any concentration of thyme EO in
the diet.

Thymol concentration in colon gut content after addition of 0.1% of thyme EO was
significantly higher in comparison to group with 0.01% EO supplementation. Surprisingly,
this significance was not observed within the duodenum gut content samples. Significantly
increased thymol concentration in colon after the highest thyme EO addition but not in
duodenum could be caused by intensive thymol absorption in duodenum. Moreover we found
the relation between thymol in plasma and duodenum gut content 1:35 and colon content
1:130 in this group. This suggestion is in agreement with study of Michiels et al. (2008) who
assume intensive absorption of plant compounds in cranial parts of digestive tract of animals.
According to the suggestion that urine of birds is mixed with the gut content in colon (Taylor,
2000) thymol amounts found in colon gut content could origin also from kidney excretion.
Thymol and thymol metabolites were found in urine of humans, rats and rabbits (Takada,
1979; Kohlert et 1., 2002; Rubio6 et al., 2012). In relation to the suggestion that kidney tissue is
involved in the biotransformation and elimination of phenols (Kohlert et al., 2002) and the
fact that the renal portal system in birds is connected with portal circulation of liver
(Marettova E., 2007) we could suggest thymol intestinal absorption, transport to liver and
possible direct transport to kidneys.

According to our findings, we assume that excretion of thymol after addition of 0.1 % EO to
the feed was provided by kidneys in increased extent with following mixing of urine with gut
content of colon. We could hypothesised, that animal organism reacts and adapts to the higher
concentrations of thyme EO in the diet, and metabolic pathway and/or excretion of thymol
could be customised by this way. Our results indicate that animal organism is able to absorb
relatively high amount of plant compound from digestive tract whereas we suggest that
absorption was so intensive that thymol concentration in duodenum was not significantly
higher even after the highest thyme EO supplementation.

This study was supported by the Scholarship Programme of the Aktion Austria - Slovakia:
Ernst Mach Grant of the Action for doctoral/PhD students, National CEEPUS Office in
Slovakia and the Slovak Scientific Grant AgencyVEGA project 2/0078/16. The part of this
study was achieved in the framework of the project of bilateral cooperation SAS-CNR
(2016-2017).
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MULTIREZISTENTNY BAKTERIALNY IZOLAT 20B Z KORYTNACKY STEPNE]
TESTUDO HORSEFIELDII
Onderkova A.1, Konieczna 0.2 Wasyl D.2, Pristas P.13
'Ustav biologickych a ekologickych vied, PF, UPJS, Kogice
?Zaklad Mikrobiologii, Pafistwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy,
Putawy, Pol'sko
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Bakterialny izoldt 20B bol izolovany =z traviaceho traktu korytnacky stepnej Testudo
horsefieldii a pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie bol zaradeny do skupiny
Escherichia/Shigella. 1zolat vykazoval rezistenciu voci 9 z 10 testovanych antibiotik, vratane
ampicilinu. PCR analyza potvrdila v gendme izolatu 20B pritomnost’ génov pre B-laktamazy
CTX, TEM a OXA. Analyzou totdlnej DNA bola identifikovana pritomnost’ plazmidu(ov),
ktoré u enterobaktérii predstavuji najcCastejSi spdsob prenosu ampicilinovej rezistencie.
Transformaciou sa vSak tato rezistenciu nepodarilo preniest’ do buniek laboratéorneho kmena
E. coli ER2267. Pre charakteriziciu plazmidov bola pouzitd transpozonova mutagenéza a
naslednou analyzou sme identifikovali pritomnost’ 2 plazmidov, na charakterizacii ktorych
nad’alej pracujeme.

UvoD

V traviacom trakte ektotermnych zivocCichov sa vyskytuje mnozstvo baktérii z rodu
Salmonella. Zatial ¢o u plazov spdsobuje Salmonella enterica prevazne asymptomatické
infekcie, u endotermnych Zzivocichov vyvolava systémové infekcie a predstavuje tak
nebezpeény patogén. Vyskyt salmoneléz asociovanych s plazmi je najcastej$i u deti
predskolského veku, starSich osob a pacientov s poruchou imunitného systému. Baktérie z
rodu Salmonella su voci vplyvom prostredia vel'mi odolné, preto moze byt infekcia prendsana
dokonca aj nepriamym kontaktom so zvieratom (Corrente a kol., 2004, Harris a kol., 2010).
Bakteridlna rezistencia je schopnost’ baktérie prezit a rozmnoZovat sa v prostredi s
pritomnost'ou antibiotik, ktoré by za normalnych okolnosti inhibovali jej existenciu (Bushman
2002). Ak uz baktéria je rezistentnd, moze rychlo vyprodukovat nesmierne mnozstvo
rezistentného potomstva. Antibioticka rezistencia patogénov je znac¢nou pri€inu vzostupu
morbidity a mortality v l'udskej populacii (Livermore 2003). Baktérie ziskavaju liekova
rezistenciu 3 hlavnymi mechanizmami. Prvym je schopnost’ vylicit' antibiotikum z bunky
pomocou proteinov asociovanych s membranou, ktoré tvoria proteinovi pumpu. Druhym
sposobom je modifikacia ciel'a antibiotika, napr. mutaciou. Napokon je to syntéza
modifikaénych enzymov, ktoré selektivne zasiahnu a zni¢ia antibiotickt aktivitu (Bushman
2002, Livermore 2003, Wright 2005).

V  mnohych pripadoch je bakteridlna rezistencia kdédovand extrachromozomalnou
plazmidovou DNA. Plazmidy sa v niektorych kmenioch baktérii vyskytuju prirodzene. Nie st
nosite'mi dolezitych génov, ale byvaji nositeI'mi pomocnych génov, ktoré moézu bunku v
urcitych situaciach zvyhodnit. Existuju aj tzv. konjugativne plazmidy, ktoré st schopné
prechadzat’ medzi bunkami pomocou konjugacie a tak prenasat’ gény rezistencie (Bjorkman a
Andersson 2000, Bushman 2002, Bennett 2008). Transpozony si segmenty DNA, ktoré sa
prenasaji z jedného miesta na iné miesto v rdmci gendmu. VicSina z nich iba preskupuje
DNA vo vnutri bunky a neopusta ju. V ramci prenosu antibiotickej rezistencie vSak maju
velky vyznam, pretoZze mézu inkorporovat’ gény rezistencie do mobilnych elementov (napr.
plazmidov) a pomdct’ tak k ich prenosu do d’alSej bunky (Bushman 2002, Bennett 2008).
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MATERIAL A METODIKA

Bakteridlny izolat 20B bol ziskany z traviaceho traktu korytnacky stepnej Testudo horsefieldii
z Uzbekistanu, ktord uhynula pocas transportu do Pol'ska. Hmotnostnou spektrometriou
pomocou MALDI-TOF Biotyper-u (Bruker Daltonics, Nemecko) bol identifikovany (Lay
2001). Antibioticka rezistencia bola testovand difiznou metddou pomocou vybranych
antibiotickych diskov (Liofilchem, Taliansko): chloramfenikol (30 pg), tigecyklin (15 pg),
nalidixin (30 pg), gentamycin (120 pg), trimethoprim (5 pg), sulfomethoxazol (25 ng),
ampicilin (10 pg), tetracyklin (30 pg), neomycin (30 pg) a streptomycin (300 pg). Vysledky
boli vyhodnotené¢ podla tabulieck EUCAST. Test citlivosti na antibiotikd ampicilin a
ampicilin/sulbaktam bol prevedeny pomocou antibiotickych pruzkov (Liofilchem, Taliansko)
so Skalou stanovenych minimalnych inhibi¢nych koncentracii (MIC) a vyhodnoteny podla
postupu uvedeného vyrobcom. Pomocou PCR analyzy bola zistovana pritomnost’ génov pre
B-laktamazy TEM, OXA, CTX, NDM, SHV, KPC. Plazmidovda DNA bola izolovana
pouzitim GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich) a transforma¢nymi experimentmi
bola vkladana do laboratorneho kmetia E. coli ER2267 (Kan®). Bunky boli transformované
metoédou tepelného Soku (Inoue a kol., 1990). Nasledne boli tieto bunky kultivované na
selektivnych platniach s ampicilinom a kanamycinom. Pre podrobnejSiu charakterizaciu
plazmidov bol pouzity kit pre transpozéonovi mutagenézu Template Generation System II Kit
(Thermo Scientific). Do genému plazmidov bol podla protokolu od vyrobcu vlozeny
transpozon s velkostou 1302 bp, kédujuci chloramfenikolovii rezistenciu (Cam®). Nasledne
bola plazmidovd DNA s transpozénom transforma¢nymi experimentmi prenesend do buniek
kmena E. coli ER2267, ktoré boli kultivované na selektivnych platniach s kanamycinom a
chloramfenikolom. Ziskané mutantné plazmidy boli podrobené restrikénej analyze enzymami
BamHI a Scal.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledok identifikacie bakteridlneho izolatu pomocou MALDI-TOF hmotnostnej
spektrometrie bol v dosledku vysokej podobnosti rodov Shigella a Escherichia
nejednoznacny, dokdzal vSak, Zze ide o gramnegativnu baktériu. Testovanie rezistencie
pomocou antibiotickych diskov ukézalo, Ze izolat 20B je multirezistentny, pretoze z 10
pouzitych antibiotik vykazoval rezistenciu vo¢i 9 z nich, senzitivnhy bol len voci
chloramfenikolu. Vysledok testu citlivosti na antibiotikéd preukdzal vysoku hladinu rezistencie
vo¢i ampicilinu pri minimalnej inhibi¢nej koncentracii (MIC) 256 pg/ml a senzitivitu voci
ampicilin/sulbaktamu pri MIC 8 pg/ml. PCR analyza dokazala v gendme izolatu 20B
pritomnost’ génov pre B-laktamazy TEM, OXA a CTX. PretoZe sulbaktam je inhibitorom
B-laktaméaz a B-laktamazy OXA a CTX su inhibitor-rezistentné, vzhl'adom na citlivost’ voci
ampicilin/sulbaktamu exprimuje pravdepodobne izolat 20B len TEM B-laktamazu.

Izolaciou totdlnej DNA sme identifikovali pritomnost’ plazmidu. KedZe plazmidy byvaju
najcastejSim spdsobom prenosu ampicilinovej rezistencie, pokusili sme sa to overit’ na naSom
izolate. In vitro transformacnymi experimentmi sme sa ampicilinova rezistenciu pokusili
preniest pomocou plazmidovej DNA izolovanej z 20B do laboratorneho kmena E. coli
ER2267 (Kan"). Kultivaciou buniek na selektivnych platniach s pridanym kanamycinom
a ampicilinom sme neziskali Ziadne bakteridlne kolonie. Do6vodom modze byt prili§ velky
plazmid alebo fakt, Ze tato rezistencia nie je kddovana extrachromozomalnou DNA.

Pomocou transpozénove] mutagenézy sme vlozili do plazmidového gendému transpozon
kodujuci rezistenciu na chloramfenikol (Cam®). Néslednou transforméaciou buniek E. coli
ER2267 a kultivaciou na selektivnych platniach sme ziskali 6 mutantnych kolonii. RFLP
analyzou plazmidovej DNA tychto mutantov sme detegovali pritomnost’ viacerych typov
plazmidov. Restrikéna analyza preukazala, Ze sa podaril prenos 2 typov plazmidov, na
charakterizécii ktorych d’alej pracujeme.
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V4

naSich vysledkov vyplyva, ze exotické plazy predstavuju potencidlne riziko pre ich

majitelov. MnoZstvo baktérii, ktoré tvoria ich prirodzent mikrofloru, je pre 'udi patogénnych,
navysSe, antibiotickd rezistencia tychto baktérii je vel'mi nebezpecnd. Preto je nevyhnutné
zvysit hygienické opatrenia pri manipulacii s takymito zvieratami a zvazit' ich chov
v pritomnosti deti a rizikovych skupin.

Tato praca bola realizovand vdaka grantu VEGA 2/0087/14.
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VYSKYT DICHELOBACTER NODOSUS A FUSOBACTERIUM NECROPHORUM V
INTERDIGITALNOM PRIESTORE ZDRAVYCH DOJNiC A DOJNIC S
OCHORENIAMI PAZNECHTOV
Osova A.1, Segurado Benito Pilip¢incova 1.2, Kiraly J.2, Mudron P.1
Klinika preztvavcov, UVLF, KosSice
’Katedra mikrobiologie a imunologie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

zdravych dojnic a dojnic s réznymi ochoreniami paznechtov. Dojnice boli rozdelené do troch
skupin: A — zdravé dojnice (n=15), B — dojnice s chorobami paznechtov a odberom vzoriek
z postihnutej koncatiny (n=27) a C — dojnice s chorobami paznechtov a odberom vzoriek zo
zdravej koncatiny (n=11). D. nodosus bol zisteny vo vSetkych vyteroch, Co predstavuje
100%-nu kontaminaciu koncatin vySetrenych dojnic. Niz$ia pozitivita bola zaznamenana pre
F. necrophorum, ktory sa v skupine A vyskytol u 6,67%, v skupine B u 18,5% a v skupine C
u 36,4 % dojnic. Analyza frekvencie vyskytu jednotlivych baktérii vo vyteroch ukézala
signifikantne vysSiu (p<0,01) kontaminiciu koze interdigitilneho priestoru dojnic s
D. nodosus. Rozdiely v kontaminacii samotnym F. necrophorum vsak neboli medzi
skupinami Statisticky signifikantné. Na zéklade naSich vysledkov je mozné konStatovat’, ze
D. nodosus sa vyskytuje u zdravych aj pri chorych dojniciach v rovnakom zastipeni a vo
vyznamne va¢Som mnozstve ako F. necrophorum.

UvoOD

Dichelobacter nodosus a Fusobacterium necrophorum st patogény, ktoré spdsobuju
ekonomicky zdvazné a vel'mi bolestivé a rychlo sa rozvijajice zépalové ochorenie u dojnic
—phlegmona interdigitalis, footrot. Ide o multifaktorialne ochorenie s vyznamnym prispevkom
vysSie spominanych patogénov. Cielom tejto Stidie bolo porovnat’ vyskyt tychto patogénov
na kozi v interdigitdlnom priestore u zdravych dojnic au dojnic sréznymi ochoreniami
paznechtov.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky od dojnic z farmy na zapadnom Slovensku boli odobraté z interdigitalneho priestoru
pravej alebo l'avej panvovej koncatiny. Dojnice boli rozdelené do troch skupin: A — zdravé
dojnice (n=15), B — dojnice s chorobami paznechtov a odberom vzoriek z postihnutej
konc¢atiny (n=27) aC — dojnice s chorobami paznechtov a odberom vzoriek zo zdravej
koncatiny (n=11). Celkovo bolo odobranych 53 vyterov, ktoré boli naockované do skiimaviek
obsahujucich anaerébny bujon a boli nasledne inkubované za anaerobnych podmienok po
dobu 48 hodin pri teplote 37° C.V d’alSom kroku bola extrahovand DNA anaerébnych baktérii
metddou zmrazovania a nasledného varenia vzorky. Vzorky boli nasledne uskladnené pri
teplote -20° C do vySetrenia metddou PCR. Pre diagnostiku D. nodosus boli navrhnuté
primery pre Cast’ kodujucu 16S rRNA a pre F. necrophorum primery pre vybrané tseky génu
pre leuktoxin A (lkt A) (Obr. €. 1). Ziskané vysledky boli Statisticky vyhodnotené pomocou
Fisherovho exaktného testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

D. nodosus bol zisteny vo vSetkych vyteroch, o predstavuje 100%-nt kontaminaciu koncatin
vySetrenych dojnic. NiZSia pozitivita bola zaznamenana pre F. necrophorum, ktory sa
v skupine A vyskytol u 6,67%, v skupine B u 18,5% a v skupine C u 36,4% dojnic. Analyza
frekvencie vyskytu jednotlivych baktérii vo vyteroch ukazala signifikantne vyssiu (p<0,01)
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kontaminaciu koze interdigitdlneho priestoru dojnic s D. nodosus. Rozdiely v kontaminacii
samotnym F. necrophorum vsak neboli medzi skupinami Statisticky vyznamné.

Obr. 1 Produkt PCR D. nodosus a F. necrophorum — detekcia z anaerébneho bujonu
) (o0, 4 -] (mm) (=) (3) (=w) (o= T R R T S

295 bp - . 362 bp .

L — Ladder 50 bp, K+ - pozitivna kontrola, K- - negativna kontrola s gH20. Stlpce 1-5 vzorky
pre D. nodosus s pozitivnym vysledkom, Stlpce 1-4 vzorky pre F. necrophorum s negativinym
vysledkom

Podobne ako Rogdo et. al. (2012) sme v naSej Studii amplifikovali Specificky fragment génu
16S rRNA pre detekciu D. nodosus. V neddvnom sledovani sme pri pouZiti uvedenej
amplifikdcie zaznamenali pritomnost D. nodosus v 72% vzoriek (Osova a Mudron 2014),
pricom v tejto Studii to bolo az 100%. Vysokd pozitivita detekcie génu 16S rRNA pre
D. nodosus bola u dojnic zaznamenana aj v d’alSich sledovaniach (Knappe-Poindecker a kol.,
2013; Osova akol., 2015). Bennet a kol. (2009) pouzili vo svojej §tidii na diagnostiku
F. necrophorum PCR primery, navrhnuté pre detekciu génu /kt4, a zaznamenali pozitivitu u
53,4% vzoriek. Osova a Mudron (2014) a Osova a kol. (2015) vo svojich stiudiach pouzili na
diagnostiku F. necrophorum Specificky gén lkt4 s vysledkom 8 — 39,1 % pozitivnych vzoriek.
Podobna pozitivita (6,67 — 36,4 %) bola zaznamenana aj v si¢asnom sledovani.

V literattre je opisovany vyskyt D. nodosus tak u dojnic s chorymi paznechtami (phlegmona
interdigitalis, dermatitis digitalis), ako aj u zdravych (Knappe-Poindecker akol., 2013;
Capion akol.,, 2012; Rasmussen akol., 2012; Zhou a kol., 2009; Bennet a kol., 2009).
Rasmussen a kol. (2012) uvadza vo svojej Stidii moznost’ spolupdsobenia aj F. necrophorum
pri vzniku dermatitis digitalis, nakol'’ko bol tento anaeréb zachyteny v bioptatov z dvoch 1ézii
tohto ochorenia.

Dosiahnuté vysledky ukazuji, Ze aj pri klinicky zdravych zvieratdch je mozné detegovat
D. nodosus pri vysokom pocte dojnic, pricom F. necrophorum je vyrazne zriedkavejsie. Toto
zistenie moze byt pouzité pri dalSom monitorovani a prevencii zavazného ochorenia
paznechtov — nekrobacilozy.

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zdklade zmluvy ¢.
APVV-0701-11.
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THE DEVELOPMENT AND VALIDATION OF UHPLC-QTOF-MS METHOD FOR
DETERMINATION OF THYMOL METABOLITES IN LIVER AND DUODENAL
WALL OF BROILER CHICKENS
Pisarcikova J.1, Calderon Al.2
"nstitute of Animal Physiology, SAS, Kosice, Slovakia

*Department of Drug Discovery and Development, Harrison School of Pharmacy, Auburn
University, 4306 Walker Building, Auburn, AL 36849, United States

ABSTRACT

In this work, we present a UHPLC-QTOF-MS method for thymol sulfate and thymol
glucuronide determination in tissues without previous enzymatic hydrolysis to free thymol.
Due to the absence of method determining thymol metabolites in tissues, our study aimed to
characterize thymol metabolite profile in liver and duodenal wall in broiler chickens after
Thymus vulgaris essential oil supplementation. Different concentrations of thyme oil (0.01%,
0.05%, and 0.1% w/w) were used in this experiment in order to assess thymol absorption from
the gastrointestinal tract and transforming into its metabolites. The presence of thymol
glucuronide was confirmed by MS software according to molecular formula, score, mass
error, and double bond equivalent. In terms of validation, external calibration curves of
thymol sulfate were constructed in liver and duodenal wall blank samples with linearity from
3.901 — 250 ng/mL. Limits of detection (LODs) were 0.290 and 0.626 ng/mL and limits of
quantification (LOQs) were 0.969 and 2.089 ng/mL for liver and duodenal wall, respectively.
Intra-day and inter-day precision expressed as %RSD were lower than 4.35%. We would like
to underline, thymol sulfate and thymol glucuronide were detected for the first time in tissues
and this method was shown to be suitable and applicable for examination of thymol
metabolism in chicken broilers after thyme essential oil supplementation.

INTRODUCTION

The application of essential oils in food preservation, in farm animal health, and in agriculture
is growing in last two decades. The main purpose is to substitute chemical substances and
reduce risk of toxicity. The main biotransformation fate of essential oils in organism is
through conjugation reactions, mainly sulfation, and glucuronidation. Thymus vulgaris
essential oil is known for its antioxidant component thymol and its application as a feed
additive in broiler nutrition was shown to have beneficial effect on animal health (Khaksar et
al., 2012; Haselmeyer et al., 2014). UHPLC-QTOF-MS is highly sensitive and selective for
metabolite profiling and allows us identifying metabolites on the basis of parent mass ions,
mass fragment patterns and isotopic patterns (Vanzo et al., 2013).

MATERIAL AND METHODS

Approximately 500 mg of liver and duodenal wall were sliced immediately after removal
from freezer and were placed to homogenization tubes. Tissues were extracted with 2 mL of
acidified methanol and 10 pL of 15% ascorbic acid was added to each tube. Samples were
homogenized for 1 min at 20 000 rpm using Polytron tissue homogenizer (Kinematica AG,
Lucerne, Switzerland) to release thymol metabolites and consequently processed in the vortex
for 1 min. The supernatant was collected by centrifugation at 13 000 xg for 20 min at 4°C.
Consequently, samples were cleaned-up using solid-phase extraction and Oasis PRIME HLB
cartridge (60 mg, 30 um) (Waters Corporation, Milford, MA, USA) was used. Supernatant
(500 pL) was loaded onto SPE cartridge and rinsed two times with 500 upL of
acetonitrile/methanol (80/20). Eluent containing thymol metabolites was collected in tubes
and was pre-concentrated by evaporation to dryness under nitrogen stream at 30 °C. Finally,
sample was reconstituted in 100 pl of methanol and centrifuged at 13 000 xg for 15 min at
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4°C. Liquid chromatography was performed using an Agilent Technologies 1200 Series LC
rapid resolution system. Chromatographic separation was accomplished on Poroshell 120
EC-C18, 2.1 x 100 mm, 2.7 um column (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
maintained at 30°C. The mobile phase consisted of solvents: (A) water with 0.2% acetic acid
and (B) acetonitrile. Gradient was set as follows: t (min), B (%): 0.15; 1.60; 4.100; 6.15 with
constant flow 0.4 mL/min and 1uL of sample was directly injected into LC-MS system. Mass
spectrometry detection was carried out using 6520 Accurate-Mass Q-TOF spectrometer
(Agilent Technologies, Little Falls, DE, USA) equipped with electrospray ion source (ESI) in
negative mode. Parameters of ion source were optimized to achieve the best sensitivity and
optimum conditions were determined as follows: drying gas temperature 350°C, gas flow 10
L/min and nebulizer pressure 25 psi. Capillary and fragmentor voltage were 3200 V and 175
V, respectively. Software Agilent Mass Hunter Qualitative analysis, version B.06.00 was used
for identification and quantitation of thymol metabolites.

RESULTS AND DISCUSSION

A novel Waters Oasis Prime HLB SPE cartridge was applied to sample clean up. Due to the
high content of organic solvent present in sample, a fast pass-through cleanup protocol was
applied to purificate liver and duodenal wall samples. A higher mass sorbent of 60 mg (2 cc
size) was used in method development. Supernatant (500 pL) after tissue homogenization was
taken and loaded on cartridge followed by rinsing two times with 500 pL of
acetonitrile/methanol (80/20) to ensure complete removal of thymol sulfate analyte. Eluate
consisting of thymol metabolites was collected for LC-MS analysis. Full-scan data were
acquired by scanning from 100-1000 m/z. Accurate mass of 229.0538 m/z for thymol sulfate
(C10H1404S) in negative mode [M-H]| was found. Electrospray ion source parameters were
optimized for the best sensitivity and the lowest noise of background. Accurate mass of
109.0295 m/z for catechol internal standard was found in negative mode [M-H] at the
retention time 1.54 min. Unexpectedly, during the method development, catechol was shown
as not stable and its peak was not observed in chromatogram and MS spectra. The possible
explanation could be the fact, that catechol can be oxidized to 1,2-benzoquinone upon
exposure to light and air (Schweigert et al., 2001). For this reason, we considered, that
catechol does not meet criteria to be used as internal standard in our experiment. QTOF mass
analyzer was calibrated for reference mass ions in negative mode of purine at 119.0363 m/z
and of HP-0921 which gives mass 966.0007 m/z (formate adduct) in presence of formic acid.
Appropriate data acquisition rate for the narrowest chromatographic peak was found. The
default value of 1.41 spectra/s was increased to a 3 spectra/s and 18-20 points across the peak
were acquired. The presence of thymol sulfate in plasma and tissue samples was confirmed
based on comparison of retention time with standard in 2.01 min. Secondly, MS/MS
experiment was carried out and product ion of thymol sulfate belonging to thymol of
149.0973 m/z was observed. Extracted ion chromatograms (EIC) of the deprotonated
molecule were used for quantification of thymol sulfate. Due to lack of standard, we were not
able to quantify thymol glucuronide. The presence of the metabolites, thymol sulfate, and
thymol glucuronide was proved by molecular feature using MS software according to specific
parameters: molecular formula, double bond equivalent, mass error, and score. Accurate mass
[M] 326.1366 m/z of neutral molecule of thymol glucuronide (C;¢H,,07)was calculated by
software and intensive deprotonated molecule [M-H] 325.1299 m/z in negative mode was
recorded in our samples. Retention time for thymol glucuronide was found in 1.86 min. The
parameters for validation were fully determined for liver and duodenal wall as follows:
selectivity, linearity, accuracy and precision, matrix effect, recovery, limit of detection and
limit of quantification. For selectivity parameter, blank samples were compared with
corresponding spiked blank samples. No interfering peak from matrix in retention time of
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thymol sulfate was observed comparing with standard dissolved in methanol and thymol
sulfate was well resolved under LC-MS conditions. For linearity studies and calibration
curves construction pooled blank samples of liver and duodenal wall from control group of
broiler chickens were spiked with thymol sulfate standard. External calibration curves were
constructed in range from 3.906 to 250 ng/mL. Calibration curves were built using linear
regression and blank offset was applied to subtract background generated by biological
matrix. Regression coefficients (R?) were 0.9979 and 0.9991for liver and duodenal wall,
respectively. Accuracy and precision were determined by analyzing spiked samples at three
concentrations and were measured in triplicates for each matrix. Accuracy was evaluated for
liver (95%) and duodenal wall (96.9%). Intra-day and inter-day precision expressed as %RSD
were lower than 4.35%. The results indicate, that precision and accuracy met acceptance
criteria at all concentrations and matrix. Extraction recoveries were established as follows:
89% for liver and 85% for duodenal wall. Matrix effect was evaluated by comparing the peak
abundances of the analytes spiked in blank samples with the peak abundances of the analytes
in the methanol. Matrix effect of 17% for duodenal wall and 22% for liver were determined.
Sensitivity expressed as the limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) was
calculated using the signal-to-noise criterion of 3 or 10. LODs were 0.290 and 0.626 ng/mL
and limits of quantification LOQs were 0.969 and 2.089 ng/mL for liver and duodenal wall,
respectively. Developed method is validated in a direct way without previous enzymatic
hydrolysis of conjugates and quantification of thymol sulfate was accomplished using
corresponding regular standard of high purity.

This study was supported by the National Scholarship Programme of the Slovak Republic and
by funds from Grant Agency of the Ministry of Education of the Slovak Republic and the
Slovak Academy of Sciences (VEGA 2/0078/16) and Slovak Research and Development
Agency (APVV-14-0169).
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HISTOPATOLOGICKE HODNOTENIE ZMIEN V SEMENNIKOCH
PUBERTALNYCH POTKANOV ZAPRICINENYCH NEIONIZUJUCIM
ELEKTROMAGNETICKYM ZIARENIM
Simaiova, V.1, Almasiova, V.1, Holovska, K.1, Cigankova, V.1, Racekova, E.2
"Ustav histolégie a embryolégie, Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie, Kosice
Neurobiologicky vistav SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom naSej Studie bolo vyhodnotit mozné ucinky celotelového pdsobenia
elektromagnetickej radiacie (EMR) na pohlavné dospievanie samcov potkanov. Samce
potkana Wistar albino (14 a 21diové) boli vystavené pulznému EMZ o frekvencii 2,45 GHz a
priemernej silovej hustote 2.8 mW/cm” po dobu 1 hodiny (14diové) a 3 hodin (21diové)
denne pocas 3 tyzdnov. Po poslednom oziareni boli vzorky tkaniva semennikov histologicky
spracované. U 21dinovych potkanov boli svetelnou mikroskopiou preukdzané difuzne
degenerativne zmeny v semennikoch, ako nepravidelny tvar semenotvornych kanalikov a tiez
rozsirené intersticium. Zarodo¢ny epitel vykazoval pritomnost’ viacerych prazdnych miest,
deskvamaciu nezrelych zarodo¢nych buniek v lumene kandlika, vakuolizaciu cytoplazmy
pohlavnych buniek, bunkovi nekrotizaciu a vyskyt gigantickych multijadrovych buniek
v adlumindlnom priestore kanalika. U 14diiovych potkanov okrem vyskytu prazdnych miest
a odlupujicich sa okrahlych nezrelych zarodo¢nych buniek v lumene kanalika, bola
pozorovand dilaticia a kongescia ciev V tunica albuginea a intersticiu semenotvornych
kanalikov.

UvoD

V sucasnej dobe je ludskd populacia Coraz intenzivnejSie vystavovana poOsobeniu
elektromagnetického Zziarenia z r6znych zdrojov. Za posledné desatrocia bol zaznamenany
prudky nérast vysokofrekvencného neionizujiiceho Ziarenia, ktoré moéze mat’ skodlivy Gcinok
na organizmus. Vzhl'adom k vysokej citlivosti semennikov voé¢i roznym noxdm zivotného
prostredia je vel'mi ddleZité Studovanie vplyvu neionizujiiceho elektromagnetického Ziarenia
na tento organ (Kumar, 2004). Elektrické zariadenia ako mobilné telefony ¢i mikrovinné rary
su zdrojom neionizujuceho Ziarenia s frekvenciou medzi 30 kHz a 300 GHz. Mikrovinné rary
pracuju pri vinovych dizkach medzi 1 mm a 1 m, ktoré zodpovedaju frekvencidm v rozsahu
od 300 MHz do 300 GHz. Na tychto frekvenciach molekuly v pevnom skupenstve a
kvapaliny zant kmitat” a ndsledne dochadza k tvorbe tepelnych Uc€inkov Ziarenia (Hyland,
2000). Expoziciu EMR je mozZné rozdelit’ do dvoch kategorii: kontinualne a pulzné Ziarenie.
Biologické u¢inky pulznych vin su eite $kodlivejsie ako Ziarenie kontinualne (Hamada a kol,
2011). Vysokofrekvencné ziarenie - radiofrekvencné a ziarenie z mikrovinnej rury moze
preniknit’ do tkaniv, kde st exponované molekuly nésledne nitené pohybovat sa rychlejsie
a vzajomne sa zrazit, o sposobuje zvysené trenie a tvorbu tepla, a to sa povaZuje za tepelny
efekt ziarenia. Netepelny priamy ucinok zahfnajuci Siroké spektrum réznych metabolickych
dréh je stale predmetom Studii (Sadafi, 2006).

MATERIAL A METODIKA

V praci boli pouzité samce potkanov plemena Wistar albino vo veku 14 dni (n=12) a 21 dni
(n=12). 14 diové pokusné zvierata (n=6) boli celotelovo ozarované 1 hodinu denne a 21
dilové pokusné zvieratd (n=6) 3 hodiny denne pulznym elektromagnetickym Ziarenim o
frekvencii 2,45 GHz a priemernej silovej hustote 2.8 mW/cm? pocas 3 tyzdiiov. Po poslednom
oziareni boli vSetky zvieratd usmrtené a nasledne sme odobrali vzorky tkaniva. Z kazdého
potkana boli odobrané 4 blo¢ky (2mm?) z povrchovych aj hlbsich &asti semennika. Tkanivo
bolo nasledne spracované metddou podla Reynoldsa na ucely transmisnej elektronovej

73



mikroskopie. Polotenké rezy zhotovené na ultramikrotome boli ofarbené toluidinovou
modrou. Pre ucely svetelnej mikroskopie boli rezy ofarbené hematoxilin-eozinom. Na
histopatologické vyhodnotenie sme pouzili svetelny mirkoskop ZeissAxioLab. Al a na
fotodokumentaciu zariadenie AxioCam ICc 5.

VYSLEDKY A DISKUSIA

U 14 dnovych kontrolnych aj pokusnych potkanov bol zaznamenany néstup spermatogenézy,
ked’ze semenotvorny epitel obsahoval takmer vSetky vyvojové §tadia zarodoc¢nych buniek s
vynimkou neskorych spermatid. V lumene semenotvornych kanalikov sa nachddzali odlupnuté
nezrelé zarodo¢né bunky (Obr.1) a vo vizivovom obale tunica albuginea, ako aj v intersticiu sa
vyskytovali rozsirené a nastrieknuté krvné cievy (Obr. 2). Zmeny zistené na krvnych cievach
intersticia a vdzivového puzdra jasne potvrdili tepelny efekt mikrovinného ziarenia na tkanivo.
Nase pozorovania su v sulade s d’alSimi autormi, ktori pouzili vo svojich stadiach podobné davky
MW EMR a zaznamenali vyskyt nezrelych zarodo¢nych buniek v lumene semenotvornych
kanalikov a edém v intersticiu (Hanci a kol, 2013), zvySenie poc¢tu apoptotickych zarodo¢nych
buniek (Saygin a kol, 2011), vakuoldrnu degeneraciu, nekrézu a odlupovanie buniek
semenotvorného epitelu (Ozlem a kol, 2012). U 21 diovych potkanov boli v semennikoch
pozorovan¢ difizne degenerativne zmeny ako nepravidelny tvar semenotvornych kanélikov, a tiez
mnoho prazdnych miest. Semenotvorny epitel obsahoval vyssi pocet odumierajucich zdrodo¢nych
buniek v adluminalnom priestore (Obr.1) a v okoli lumenu boli ojedinele pritomné aj gigantické
multijadrové bunky,taktiez sme pozorovali vakuolizaciu cytoplazmy (Obr.2). Abnormalna
morfologia bola zrejme sposobend tepelnym — nespecifickym ako aj netepelnym — Specifickym
uc¢inkom ziarenia (Nisbet a kol, 2012). Podobné vysledky pozoroval Zaaren (2009), ako
pritomnost’ vakuol v cytoplazme zarodo¢nych buniek , gigantické bunky v zarodocnom epiteli,
abnormalne bunky v lumene semenotvornych kanalikov u 3 tyzdiovych mysi ozarovanych
mobilnym telefonom. Hanci a kol. (2013) sledovali vplyv EMR na semenniky 21 diiovych
potkanov plemena Sprague Dawley a nésledne poukazali na pritomnost’ nezrelych zarodo¢nych
buniek v lumene semenotvornych kanélikov ako aj na ostatné difizne degenerativne zmeny.

14 diiové potkany :

T LT Yl SN - ; : \
Obr 1 Zvédsenie 400x, HE. @ Dilatécia a kongescia ciev v inter- Obr.2 Zvicsenie 200x, HE. f Odlupnuté nezrelé zérodocné bunky
sticiu semennika v lumene semenotvornych kanalikov.

74



O Gigantické mnohojadrové 1. Sertoliho bunka

bunky 2.Spermatogonium

* 3. Spermatocyt odumierajuciapoptozou
Malé nepravidelné prazdne 4. Spermatida
priestory 5. Vakuoly v cytoplazme
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NEUROPROTEKTIVNY VPLYV KONDICIOVANEHO MEDIA ZiISKANEHO
Z MEZENCHYMOVYCH KMENOVYCH BUNIEK TUKU POTKANA
Székiova E1, Slovinska L 1, Blasko J1, Cizkova D1

Neurobiologicky tstav, Slovenska akadémia vied, Kosice

ABSTRAKT

V sucasnosti je dostupnych mnoho $tadii potvrdzujucich troficky a imunomodulaény efekt
mezenchymovych kmenovych buniek na neuralne bunky. Ciel'om tejto Stadie bolo potvrdit,
¢i kondiciované médium ziskané z mezenchymovych kmenovych buniek tukového tkaniva
potkana (ATMSCs-CM) modze zabezpecit' adekvatny terapeuticky efekt tak, ako
vidime pri samotnych mezenchymovych bunkach. Vyuzitim in vitro modelu, ktoré simuluje
zéapalové prostredia po SCI, sme sledovali neuroprotektivny efekt ATMSCs-CM na neurélne
bunky (NCs) izolované z kortexu potkana. NCs boli vystavené posobeniu kondiciovaného
média ziskaného z traumaticky poSkodenej miechy potkana pocas 48 hodin in vitro. Nasledne,
za ucelom neuroprotekcie  boli NCs ovplyvitované ATMSCs-CM po dobu 72 hodin.
Vysledky odhalili vy$§iu viabilitu NCs kultivovanych v ATMSCs-CM oproti bunkdm
kultivovanych iba v DMEM médiu.

UvoD

Traumatické poranenie miechy (SCI) je vazne poSkodenie nervového systému, ktoré vedie k
docasnym alebo trvalym zmenam na urovni  motorickych, zmyslovych  alebo
autonomnych funkcii. Jednou z moZnych stratégii pre liecbu SCI je transplantacia
mezenchymovych kmenovych buniek (MSCs), ktoré st schopné vyvolat’ funkéna regeneraciu
nervového tkaniva nepriamym mechanizmom, na zdklade ktorého zabezpecuju troficka
podporu, ovplyviuju skorti zapalovi reakciu, zlepsuju vaskularizaciu a redukuju kavitu v
mieste 1ézie po SCI (Sykova a kol. 2006; Wright a kol. 2011). Mnohé $tadie potvrdzuju, ze
MSCs st schopné navodit' neurotroficky ucinok syntézou molekul, ktoré priamo alebo
nepriamo podporujii neuroregenerdciu a zvySuju tak prezivanie neurdlnych buniek a
regeneraciu nervovych vlakien v mieste lézie. Hlavnym cielom vyuzitia MSCs v terapii
neurodegenerativnych ochoreni je podpora regeneracie axénov, prevencia apoptdzy a ndhrada
mftvych buniek, konkrétne oligodendrocytov, s cielom ul'ah¢it’ remyelinizaciu poSkodenych
axonov (Dasari a kol. 2011). Ciel'om tejto stidie bolo potvrdit’, ¢i podobny terapeuticky efekt
mozeme navodit’ kondiciovanym médiom ziskanym z tychto buniek.

MATERIAL A METODIKA

Priprava kondiciovaného média z mezenchymovych kmenovych buniek izolovanych
z podkozného tuku potkana (ATMSCs-CM):

Bunkovéa kultaira ATMSCs ziskand v 3.pasdzi bola kultivovanda v DMEM Low glucose
(Biowest) médiu bez séra a antibiotik (DMEM) v CO, termostate pri 37°C. Po 24 hodinach
inkubécie ziskané kondiciované¢ médium bolo centrifugované pri 3000 rpm/5 min.
a sterilizované prefiltrovanim 0,2 um filtrom.

Priprava kondiciovaného média z miechy potkana:

Pre ziskanie kondiciovaného média z miechy boli pouzité potkany kmena Wistar
s hmotnostou cca 300g. U skupiny potkanov s poSkodenim (SCI) bola vyuzitd modifikovana
technika balonikovej kompresie (Vanicky, I a spol., 2001) s 3-dilovym prezivanim zvierat.
Potkany s poSkodenim miechy (SCI, n=3) apotkany bez poSkodenia (SC, n=3) boli po
anestézii isofuranom nasledne dekapitované. Izolované miechy boli za sterilnych podmienok
rozdelené na cca lecm segmenty lokalizované rostralne, kaudalne od lézie a na segment
centralnej 1ézie. Kazda Cast’ bola este rozdelend na cca 0,5 cm segmenty, ktoré boli ulozené
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jednotlivo v jamkéch 24 jamovej platni¢ky a inkubované v DMEM. Po 24 hodinach inkubacie
takto ziskané kondiciované médium bolo centrifugované pri 3000 rpm/5 min. a prefiltrované
0,2 pm filtrom. Rovnaky postup bol zvoleny pre ziskanie CM z neposkodenej miechy.

Izolacia a kultivacia neuralnych buniek:

Neuralne bunky boli izolované z kortexu mozgu (CX) novorodenych 6-diiovych potkanov
kmena Wistar. Po anestézii na I'ade boli zvierata dekapitované. Mozgova kora zbavena obalov
bola disekovana anasledne enzymaticky spracovand podl'a Wortington Kit dissociation-
protokolu. Ziskané¢ bunky boli nalozené v hustote 5000 buniek na jamku do 96 jamkovej
platni¢ky a kultivované v proliferaénom médiu (DMEM/F12, bFGF, EGF, N2, B27, 3% FBS,
1 % antibiotika P/S) v CO, termostate pri 37°C. Na osmy dei kultivacie (DIV8) kultura
dosiahla 60-70% konfluenciu, a kultiva¢né médium bolo nahradené kondiciovanym médiom
(CM) z rostralnej (R), centralnej 1ézie (L) a kaudalnej (C) casti kontrolnej (SC) alebo CM z
traumaticky poskodenej (SCI) miechy.

Experimentalne skupiny:
Na 8.den kultivacie (DIV 8) boli NCs rozdelené do experimentalnych skupin
1. Kontrolna skupina intaktnych buniek bola kultivovana v médiu DMEM s 1% fetalneho
bovinného séra (FBS)
2. Skupina ovplyvnend kondiciovanym médiom CM v ramci tejto skupiny boli bunky
kultivované po dobu 48 hod. v:
2A). DMEM s 1%FBS+kondiciované médium z kontrolnej miechy (v pomere 2:1) CX-
SC-CM
2B). DMEM s 1%FBS+kondiciované médium z poskodenej miechy (v pomere 2:1) CX-
SCI-CM

Ovplyvnenie:

Po 48 hod. expozicii bolo médium v skupindch 2A) a 2B) na dobu 72 hod. nahradené:
1) DMEM s 1% FBS (CX-SC-CM/DMEM, CX-SCI-CM/DMEM)

ii)DMEM s 1% FBS + ATMSCs-CM (CX-SC-CM/AT, CX-SCI-CM/AT)

Stanovenie viability :

Viabilita aktivita NCs bola stanovena vyuZitim protokolu CyQUANT® Direct Cell
Proliferation Assay Kit (Invitrogen). Analyza bola uskuto¢nena v dvoch Casovych peridodach:
1. Meranie po 48 hod.

1) po expozicii SC kondiciovaného média na bunkovu kultaru (CX-SC-CM)

i1) po expozicii SCI kondiciovaného média na bunkovu kultaru (CX-SCI-CM)

1i1) skupina, ktord nebola vystavena ti¢inku kondiciovaného média - intaktné bunky (kontrola)

2. Meranie po 72 hod.

1) po kultivacii iba v DMEM- skupina bez ovplyvnenia (CX-SC-CM/DMEM,
CX-SCI-CM/DMEM)

i1) po ovplyvneni ATMSCs-CM — skupina s ovplyvnenim (CX-SC-CM/AT,
CX-SCI-CM/AT)
1i1) skupina ktora nebola vystavena u¢inku kondiciovaného média - intaktné bunky
(kontrola)

Viabilita ovplyviiovanych buniek bola merana ako intenzita fluorescencie pri vinovej dizke
480/520 nm (Synergy' ™ Multi-Mode Microplate Reader, BioTek) a nasledne percentudlne
vyjadrend v pomere k intaktnym bunkdm pre kazdl experimentalnu skupinu.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade nasich vysledkov mozeme povedat’, ze po 48 hodinovej expozicii kondiciovanym
médiom SC-CM a SCI-CM, bunky vykazuji nizsiu viabilitu oproti intaktnym bunkéam,
pricom vyraznej$i pokles bol pozorovany u SC-CM exponovanych buniek (41,1%), nizsi
pokles sme zaznamenali ubuniek vystavenych vplyvu SCI-CM (31,0%). Naslednym
ovplyvnenim tychto (exponovanych) buniek kondiciovanym médiom ziskanym z ATMSCs
po dobu 72 hod. sme zistili u ovplyvnenej skupiny (CX-SCI-CM/AT) 63,2% a u skupiny bez
ovplyvnenia (CX-SCI-CM /DMEM) 52,6% viabilitu oproti intaktnym bunkdam. Tymto
experimentom sme mohli potvrdit, Ze kondiciované médium ziskané¢ z ATMSCs moze
navodit’ podobny pozitivny troficky efekt, ako ho vidime u samotnych ATMSCs.

Praca vznikla s podporou VEGA 2/0125/15, VEGA 2/0145/16, APVV-14-0847, APVV
0472-1
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KAMPYLOBAKTERY Z HYDINY A ICH CITLIVOST K BIOAKTIVNYM
SUBSTANCIAM
, Séerbova, J.
Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat SAV, Kosice

ABSTRAKT

Kampylobakteridzy patria k najcastejSie hlasenym zoondzam v Eurdpskej tnii a rovnako tak
aj na Slovensku. Cielom tejto Studie bolo zistenie citlivosti/rezistencie kampylobakterov
k antibiotikdm ako aj testovanie ich citlivosti k bioaktivnym substanciam s antimikrobialnym
ucinkom (enterociny, fytoaditiva a lantibiotikum galidermin). Kampylobaktery boli izolované
z ronych druhov hydiny. Citlivost’ k antibiotikam a bioaktivnym substancidm bola testovana
diskovou a kvantitativnou agarovou difiznou metédou. Zo 69 testovanych kmenov
kampylobakterov ~ boli vSetky rezistentné asponn k2 druhom testovanych antibiotik.
V pripade kmeniov zo slovenskej hydiny bola najvyssia rezistencia na kyselinu nalidixova
a ciprofloxacin; u talianskych kmenov rovnako na kyselinu nalidixovt, ale tiez na cefotaxim.
Zbierkovy kmen C. jejuni CCM 6191 bol rezistentny az na 7 druhov antibiotik z 10, pri¢om
jeho rast bol inhibovany 7 enterocinmi z 8 testovanych. Celkovo bola inhibicia asponl 1
enterocinom u kampylobakterov zo Slovenska zaznamenana v 83 % a v pripade kmenov
z Talianska to bolo 85 %. Kampylobaktery izolované zo slovenskej hydiny boli citlivé
predovsetkym k Ent 131 a kmene z talianskej hydiny prejavili najvyssiu citlivost’ k Ent 9296.
Utinkami $alvie bol inhibovany rast 57 % kmefiov zo Slovenska a 44 % kmetiov z Talianska.
Utinok oregana bol vyssi; inhiboval rast 67 % slovenskych kmetiov a 56 % talianskych
kmenov. Ku galiderminu bolo citlivych 35 % slovenskych kmeniov a 13 % talianskych.
Vyznamnym vysledkom je, ze vdcSina kmenov, ktoré boli rezistentné na antibiotikd, boli
zaroven citlivé k enterocinom, fytoaditivam a niektoré i ku galliderminu, ¢o je predpoklad pre
vyuzitie tychto substancii v chovatel'skej praxi.

UvoD

Podl'a Europskeho uradu pre bezpe¢nost potravin patria kampylobakteriozy k najCastejSie
hldsenym zoondzam u l'udi v Europskej unii. Tato tendenciu na uzemi SR potvrdzuje tiez
Urad verejného zdravotnictva Slovenskej republiky (EPIS, 2016). Z epidemiologického
hl'adiska st pre ¢loveka najdolezitejSie dva druhy Campylobacter jejuni a C. coli. Tie mozu
byt zodpovedné za vznik uz spominaného zoonotického ochorenia kampylobakteriozy, ktoré
je sprevadzané hnackovymi stavmi (EFSA, 2015), no v niektorych pripadoch toto ochorenie
moze u ludi spdsobit’ vazne komplikdcie zdravotného stavu. KedZe je cielom chovatelov
udrziavanie zdravého chovu a tym ziskavanie zdravych a bezpecnych potravin, cielom tejto
Stidie bolo poukédzat na alternativne moZnosti eliminacie kampylobakterov atym aj
zabezpecenie prevencie pred infekciami sposobenymi tymito baktériami. Jednym zo zdrojov
naturdlnych, bioaktivnych substancii s antimikrobidlnym GO€inkom modzu byt aj
bakteriocin-produkujiice baktérie. Enterociny (v rdmci bakteriocinov) st produkované
niektorymi zéastupcami rodu Enterococcus (Nes a kol., 2014). K latkam s antimikrobidlnym
ucinkom patria aj fytoaditivne substancie a nakolko uz boli v naSom laboratoriu testované
oregano a Salvia, rozhodli sme sa pre porovnanie otestovat aj ich vplyv na rast
kampylobakterov. V neposlednom rade nds zaujimal ucinok lantibiotického bakteriocinu
Galidermin, ktory méa predominantne inhibi¢né t¢inky na Gram-pozitivne baktérie a doposial
neboli preukazané jeho t¢inky na Gram-negativne baktérie.

MATERIAL A METODIKA
Vzorky trusu boli odobraté na pstrosej farmy (54 zmesnych vzoriek/140 zvierat) a z domacich
chovov kacic (23 zmesnych vz./40 zv.), brojlerov (6 zmesnych vz./10 zv.) a nosnic (27
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zmesnych vz./47 zv.). Dal§ie vzorky trusu z nosnic (18. vz./18 zv.) boli odobrané v ramci
aplikaéného experimentu na UFHZ, SAV. Odber vzoriek prebehol v stlade s predpismi
Statnej veterinarnej a potravinovej spravy Slovenskej republiky. Vzorky boli spracované
Standardnou mikrobiologickou zriedovacou metdédou (ISO) a inokulované na selektivne
kultivacné médium Campylobacter agar base—Karmali (Oxoid, Ltd., Velka Britania) pre
zachyt kampylobakterov. Zachytené kolonie boli indentifikované pomocou MALDI
Biotyper™ identifika¢ného systému (BrukerDaltonics, USA) a potvrdené PCR. Na testovanie
boli pouzité aj kmene kampylobakterov (39; Risk Analysis and PublicHealth Department,
Vialedell' Universita) izolované z trusu hydiny z Talianska (TAL kmene). Citlivost’
k antibiotikdm bola testovana u vsetkych 69 kmenov (30 kmenov zo slovenskej hydiny — SK
kmene a 39 TAL kmenov) agarovou difiuznou metdédou (CLSI, 2009) na Miiller-Hinton agare
(Bio-Rad, USA) s pouzitim antibiotickych diskov (cefotaxim,chloramfenikol, tetracyklin,
ciprofloxacin,ampicilin, azitromycin, erytromycin, streptomycin, kyselina nalidixova,
gentamicin) s koncentraciou a Specifikaciou antibiotik bezne pouzivanych vo veterinarnej
praxi. Inhibi¢na aktivita enterocinov (izolované na UFHZ, SAV) na indikatorové kmene
kampylobakterov bola testovana kvantitativnou difuznou metdédou — agar spot test, podl'a De
Vuysta a kol. (1996) s pouzitim BHI (Brain Heart infusion) bujonu, 1.5 % a 0,7 % BHI agaru
(Becton & Dickinson, USA). Jednotlivé druhy enterocinov (Ent EM 41, Ent M, Ent 55, Ent
412, Ent 9296, Ent EK13, Ent 4231, Ent 131) boli aplikované v objeme 10 pl. Po 48 hod.
kultivacii pri 41-42 °C boli vyhodnotené zony inhibicie rastu daného indikétora prislusnym
enterocinom. Ako pozitivna kontrola bol pouzity kmen C. jejuni CCM 6191. Na dalsie
testovanie boli pouzité rastlinné extrakty ziskané zo Salvie a oregana (Calendula a.s., Nova
LCubovna). Rastlinné extrakty boli pouzité v davke 5 ul (MIC 5), a ich inhibi¢né aktivita bola
sledovana rovnako agar spot testom. Vysledky boli Standardne vyhodnotené na zaklade
velkosti inhibiénych zén v mm. Citlivost ku galiderminu (Enzo-Life Sciences AG,
Svajéiarsko) bola stanovena agar spot testom v davke 2 ul (koncentracia: 0,5 mg/ml).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Taxonomicky bolo k druhu C. jejuni priradenych 26 kmetiov a k druhu C. coli 4 kmene. Vo
vzorkéch trusu pStrosov nebola pritomnost’ kampylobakterov potvrdena. Rodova prislusnost’
kampylobakterov na urovni génov bola potvrdena vo vSetkych testovanych pripadoch. Zo 69
testovanych kmenov kampylobakterov (30 SK kmenov a 39 TAL kmenov) boli vSetky
rezistentné asponl k 2 druhom testovanych antibiotik. V pripade kmenov izolovanych zo
slovenskej hydiny bolo najviac rezistentnych na kyselinu nalidixovt a ciprofloxacin, ktory je
¢asto indikovany v lie¢be bakterialnych gastroonteritid (Scharfen, 2013). Ziaden z kmefiov
izolovanych na Slovensku nebol rezistentny ku gentamicinu a tetracyklinu. TAL kmene
prejavili najviac rezistenciu na cefotaxim (85 % kmenov); na kys. nalidixovll bolo
rezistentnych az 77 % ana tetracyklin 79 % kmenov. Rezistencia kampylobakterov
na ciprofloxacin bola o nieco niz§ia - 69 %. V pripade erytromycinu a gentamicinu bol
inhibovany iba 1 kmen. Enterociny zvyc€ajne vykazuji Sirokospektrdlnu antimikrobidlnu
aktivitu vo¢i Gram-pozitivnym ako aj Gram-negativnym druhom baktérii a to v in vitro, ale
aj in vivo podmienkach. Vd’aka svojej stabilite v prostredi traviaceho traktu mézu chranit
chov pred rozSirenim c¢revného ochorenia (Laukova akol., 2012, 2015). V
pripade zbierkového kmena C. jejuni CCM 6191 bola zaznamenana rezistencia az na 7
druhov antibiotik z 10, pricom jeho rast bol inhibovany 7 enterocinmi z 8 testovanych.
Citlivost’ SK kmeniov k enterocinom bola pomerne vysokd, az 25 kmeniov bolo citlivych
asponi k 1 enterocinu a citlivé boli predovsetkym k Ent 131 ako uz v predchadzajticej praci
uviedli Séerbova a kol. (2014). TAL kmene prejavili najvyssiu citlivost k Ent 9296 a rast
tychto kmenov bol inhibovany asponi 1 druhom enterocinu v 33 pripadoch z 39. Celkovo bola
inhibicia aspont 1 enterocinom u kampylobakterov zo Slovenska zaznamenana v 83 %
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av pripade kmetiov z Talianska to bolo 85 %. Salvia inhibovala rast 57 % SK kmefiov a
44% TAL kmenov (priemerna inhibind zéna 9 mm). Rast 67 % SK kmetov bol
inhibovany ucinkami oregana a v pripade TAL kmetiov to bolo 56 % (priemernd inhibi¢na
zona 23 mm). Ku galiderminu bolo citlivych 35 % SK kmetiov a 13 % TAL kmenov pri
aktivite 100 AU/ml. Vyznamnym vysledkom je, Ze vac¢Sina kmenov, ktoré boli rezistentné
k antibiotikdm, boli zaroven citlivé k enterocinom, fytoaditivam a niektor¢ i ku galliderminu,
¢o je dobrym signalom pre ich vyuzitie predovSetkym v prevencii gastrointestinalnych
ochoreni. Z naSej Stadie teda vyplyva, Ze rast kampylobakterov bol najviac inhibovany
ucinkom enterocinov resp. fytoaditivami; ¢o je potrebné potvrdit tiezv in vivo
experimentoch. Vyznamnym vysledkom je aj inhibicia niektorych kampylobakterov
galliderminom. AvSak, enterociny a fytoaditiva sa javia ako najucinnejsie
bioaktivne/antimikrobidlne substancie v pripade kampylobakterov, ¢o ich predurCuje pre
vyzitie v chovatel'skej praxi.

Za pomoc pri PCR metodike dakujem Prof. V. Kmetovi, DrSc. Vysledky prace boli
financované projektom VEGA 2/0004/14.
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VPLYV FRAGMENTOV LUDSKEHO LYZOZYMU NA AMYLOIDNU AGREGACIU
LYZOZYMU
Uli¢cna K.12, Bednarikova Z.2:3, Bhunia A.4, Gazova Z.2
'Ustav biologickych a ekologickych vied, Katedra bunkovej biologie, Prirodovedecka fakulta,
UPJS, Srobarova 2, Kosice, “Ustav experimentélnej fyziky, Oddelenie biofyziky, SAV,
Watsonova 47, 040 01 Kosice, *Ustav chemickych vied, Katedra biochémie, Prirodovedecka
fakulta, UPJS, Srobarova 2,Kosice, *Oddelenie biofyziky, Bose Institute, P-1/12 CIT Scheme
VII (M), Kolkata 700054, India

ABSTRAKT

S amyloidnou agregéaciou poly/peptidov je spojenych viac ako 30 ochoreni, medzi ktoré patri
aj Alzheimerova a Parkinsonova choroba, pridonové ochorenia, ako aj diabetes mellitus.
Tvorba amyloidnych agregatov lyzozymu je sprievodnym znakom systémovej lyzozymove;j
amyloidozy. Sucasné poznatky poukazuju na to, ze inhibicia formovania amyloidnych
agregatov predstavuje jeden z moznych pristupov terapie tychto ochoreni. Zamerali sme sa na
stadium vplyvu Lz - peptidov, kratkych fragmentov T'udského lyzozymu na amyloidni
agregaciu lyzozymu. VyuZitim experimentdlnych a vypoctovych metdd sme zistili, Ze tieto
peptidy maji schopnost’ ovplyvnit' tvorbu lyzozymovych amyloidnych fibril. Ziskané
vysledky poukazuju na to, Ze tieto peptidy mézu byt pouzité pre vyvoj novych postupov pri
liecbe amyloidnych ochoreni.

UvoD

Amyloidnd agregécia proteinov je charakteristickym znakom viacerych ochoreni (Knowles
akol.,, 2014). Na molekularnej urovni vyznamnu ulohu zohrava tvorba nenativnych
konformérov poly/peptidov, ktorych interakcia vedie k formovaniu amyloidnych agregatov
s vysokym obsahom krizovej B-Struktury (Haass a Selkoe 2007). V sucasnej dobe sa
pozornost upriamuje ako na objasnenie mechanizmu vzniku amyloidnych agregatov a ich
vzt'ahu k amyloidnym ochoreniam, tak aj na identifikaciu latok schopnych ovplyvnit’ proces
agregacie ako potencialnych terapeutik. V poslednych rokoch boli ndjdené nizkomolekulové
latky, peptidy a nanocastice, ktoré boli schopné inhibovat’ fibrilizaciu proteinov in vitro
(Kayed a kol.,, 2003; Cabaleiro-Lago a kol., 2010). Napriek tomu nebola doposial
identifikovana latka, ktorda by spifiala kritéria na lie¢bu amyloiddz. Preto je potrebné
pokracovat’ v §tidiu uinku réznych latok na amyloidni agregaciu poly/peptidov. V naSej
praci sme sledovali u€inok kratkych fragmentov 'udského lyzozymu na amyloidnt agregéciu
lyzozymu.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Ludsky lyzozym (E.C 3.2.1.17), NaCl, NaH,P0O4.2H,0 a tioflavin T boli zaktpené od firmy
Sigma-Aldrich.

Lz-peptidy

Navrhnuté peptidy boli ziskané pomocou peptidového syntetizatora s pevnou fazou (Aapptec
Endeavor 90) a ¢istené pomocou HPLC (Schimadzu, Japonsko) za pouzitia C18 kolony. Na
precistenie peptidov bola vyuZzitd zmes vody a acetonitrilu s pridavkom 0,1% kyseliny
trifluoroctovej. Na stanovenie molekularnej hmotnosti bola vyuzita technika MALDI-TOF.
Amyloidna fibrilizacia ludského lyzozymu

Roztok lyzozymu (10 pM) ziskany rozpustenim proteinu v citrdtovo-fosfadtovom tlmivom
roztoku (0,1 M kyselina citronova, 0,2 M NaH,PO, a 100 mM NaCl, pH 2,8) bol
inkubovany 2h pri 65°C a pri konStantom mieSani (1200 rpm). Vytvorenie amyloidnych fibril
bolo overené pomocou ThT metddy a atdémovej silovej mikroskopie.
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Fluorescencna metoda viazania Tioflavinu T(ThT)

Tato metdda bola pouzitd na kvantifikdciu amyloidnej fibrilizacie lyzozymu. ThT bol
pridavany k vzorkam lyzozymu (10 pM) vo finalnej koncentracii 20 puM. Nasledne boli
odmerané fluorescencné spektrd pomocou Synergy MX (BioTek) spektrofluorimetra so Sirkou
excitaénej a emisnej §trbiny 9,0/9,0 nm pri excitaénej/emisnej vinovej dizke 440/485 nm.
Atomova silova mikroskopia (AFM)

Vzorky boli nanaSané na oc€isteny povrch sl'udy. Po 5 min absorpcii bol povrch sl'udy ocisteny
niekol’kokrat ultracistou vodou a vzorky boli vysusené na vzduchu. AFM snimky boli ziskané
pomocou silového mikroskopu Veeco di Innova, Bruker AXS Inc, Madison.

Kruhovy dichroizmus (CD)

CD spektra boli merané na spektrometri Jasco J-815 pri izbovej teplote s 3 akumulaciami,
s rychlostou 100 nm/min. Rozsah vinovej dizky bol 190-260 nm. PouzZitd bola kremenna
kyveta o dizke 1 mm.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Informacie ziskané v poslednych rokoch poukazuju na to, ze kratke peptidy odpovedajuce
uréitym usekom primérnej Struktiry proteinu maji schopnost’ vyrazne inhibovat tvorbu
amyloidnych agregatov daného proteinu. V mnohych pripadoch aminokyselinovéa sekvencia
kratkych peptidov odpovedd primarnej sekvencii aminokyselin proteinu, ktora sa najviac
podiela na tvorbe agregatov. Zamerali sme sa preto na Stadium vplyvu troch kratkych
peptidov lyzozgmu (Lz-peptidov) na amyloidnu agregiciu l'udského lyzozymu.
Aminokyselinovd sekvencia Lz-peptidov  odpovedala aminokyselinovej sekvencii
amyloidogénneho fragmentu lyzozymu (R'7-R') (Lz peptid), resp. bola modifikovana.
Nahradenie Ala2Lys (LzK peptid) viedlo v porovnani s Lz peptidom k zvySeniu kladného
naboja. Dal$ou modifikaciou AlaSTrp sme ziskali LZKW peptid, ktory mal vd’aka pritomnosti
Trp vysSiu hydrofobicitu. Modifikécie boli urobené s cielom zistit', ¢i zmena néboja a/alebo
hydrofobicity aminokyselinového retazca kratkeho peptidu méd vplyv na anti-amyloidné
vlastnosti Lz-peptidov. Pomocou viazania ThT sme zistili, Ze kratke peptidy v koncentracnom
rozsahu (10 pM - 1 mM) ovplyviiuji tvorbu lyzozymovych fibril rézne. V pripade Lz a LzK
peptidu sme pozorovali postupné zniZovanie hodnot fluorescencie ThT s rastucou
koncentraciou peptidov (obr.1A, B). Pre koncentracie vysSie ako 100 nM bol zaznamenany
pokles fluorescencie k hodnotam 60% (Lz peptid), resp. 50% (LzK peptid) vo¢i hodnotam
detegovanym pre lyzozymové fibrily samotné (100%, kontrola). Nami ziskané vysledky
naznacuju, ze Lz a LzK peptidy interaguju s molekulami lyzozymu, vysledkom coho je
potlacenie tvorby amyloidnych agregatov pribliZzne na polovicu. Pritomnost LzKW peptidu
nespdsobila vyrazné zmeny v hodnotach fluorescencie ThT v Studovanom koncentraénom
rozsahu. Tieto data poukazujii na to, ze LzKW peptid neinhibuje amyloidnu fibrilizaciu
lyzozymu. Tento U¢inok kratkych peptidov podporili aj spektra ziskané pomocou kruhového
dichroizmu. Typické spektrum odpovedajice vysokému obsahu B-listov s lokalnym minimom
pri 222 nm bolo pozorované pre lyzozymové fibrily. Zmeny v tvare spektier ziskané pre
fibrilizaciu lyzozymu v pritomnosti kratkych peptidov Lz a LzK poukazuji na niZSie
zastipenie B-listov a vyssi podiel a-helixov v porovnani so zastupenim tychto sekundarnych
Struktar v lyzozymovych fibrilach. LzZKW peptid spdsobil len minimalne zmeny v CD spektre
v porovani so spektrom detegovanym pre lyzozymové fibrily, ¢o naznacuje podobné
zastupenie B-listov a a-helixov. Atomova silovd mikroskopia potvrdila vysledky ziskané
metédou viazania ThT a CD spektroskopiou. Kym lyzozymové fibrily vytvorené
v nepritomnosti peptidov mali typicki morfologiu amyloidnych fibril (dlhé, tenké vladkna)
(obr. 2A), fibrilizacia lyzozymu v pritomnosti Lz alebo LzK peptidov sposobila vyrazna
redukciu mnozstva amyloidnych agregatov (obr. 2 B, C). Na druhej strane, v pripade LzZKW
peptidu sme nepozorovali redukciu ani zmeny v morfoldgii vznikajucich fibril (obr. 2D).
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Obr.1 Uginok kratkych peptidov Lz (A), LzK(B), LzZKW (C) na amyloidnu fibrilizaciu lyzozymu
detegovany pomocou fluorescenénej metody viazania ThT. Fluorescencné intenzity boli
normalizované k fluorescencnej intenzite lyzozymovych fibril vytvorenych v nepritomnosti kratkych
peptidov (100%).

Ziskané vysledky poukazuju na to, ze kratke peptidy Lz a LzK maja schopnost’ ¢iasto¢ne

(~ 50%) inhibovat’ tvorbu amyloidnych agregatov lyzozymu. Délezitli Glohu v tomto zohrava
naboj a hydrofobicita aminokyselinového retazca kratkeho peptidu. Ukézalo sa, ze zvySenie
naboja v LzK peptide neviedlo k vyraznej zmene
inhibi¢nej aktivity v porovani s rozsahom inhibicie
pozorovanej pre Lz peptid. ZvySenie hydrofobicity
LzKW  peptidu viedlo k podstatnému poklesu
inhibi¢nej aktivity. Na zdklade tychto faktov moézu
byt Lz a LzK peptidy pouzité ako zaklad pre dizajn
kratkych peptidov s eSte vy$$im inhibi¢nym tG¢inkom,
ktoré by mohli byt vyuzité na liecbu amyloidnych
ochoreni.

Obr. 2 AFM obrazky ziskané po amyloidnej
fibrilizacii l'udského lyzozymu samotného (A)

av pritomnosti kratkych peptidov

(100 uM) Lz (B), LzK (C) a LzZKW (D).

Tato praca bola podporena projektom VEGA 2/018/13.
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VYZNAM NOMOGRAMOV V SUDNOM VETERINARSKOM LEKARSTVE
Vargova G., Takacova D.
Ustav sudneho a verejného veterinarskeho lekarstva a ekonomiky, UVLF Kogice

ABSTRAKT

Poznanie ¢asu thynu zvierat (monitorovanim krivky chladnutia, vypoctom, od¢itanim hodnot
z nomogramu) moze napomdct’ pri zistovani predpokladaného ¢asu thynu zvierat v stvislosti
s pripadmi tyrania zvierat, s pytliactvom, a pod.

Ciel'om naSej prace bolo ziskanie podkladov pre vyhotovenie nomogramu, vyuzitelného
v sudnom veterinarskom lekarstve, pri zistovani ¢asu uhynu zvierat.

Nomogram je grafickym vyjadrenim matematickych alebo fyzikalnych veli¢in a ich zavislosti
na sebe. V humannej praxi maju nomogramy Siroké vyuzitie, napr. pri stanovovani rizik
v onkolégii, v oftalmologii, v neonatoldgii, vo vyzive a dietetike pri stanovovani BMI (body
mass index), BSA (body surface area), pri kardiovaskuldrnom riziku, a pod. Veterinarska
prax doposial’ nedisponuje nomogramom, ktory by bol ndpomocny pri zistovani ¢asu thynu
zvierat. Priprava podkladov ku konStrukcii nomogramu pozostdva zo zaznamenavania
poklesu telesnej teploty kadaveru v prostredi, v ktorom sa nachadzal, az do vyrovnania sa
teploty tela s teplotou prostredia. Vyhotovenim nomogramu by bolo mozné znizit’ rozpitie
moznych vzniknutych chyb v ase thynu zvierata (TOD-time of death), a tym poskytnit
presnejsie udaje. Tieto mézu posluzit’ pre organy Statnej spravy vo veterindrnej oblasti, pre
organy ¢inné v trestnom konani v stvislosti s tyranim zvierat, pytliactvom, ¢i poskodzovanim
cudzej veci.

UvoD

Chladnutie je fyzikalny proces pozostavajici z konvekcie, kondukcie, radidcie a evaporacie.
Proces chladnutia méze byt ovplyviiovany mnozstvom faktorov, ako napr. plicna embdlia,
niektoré infekcie, septikémia, infarkt, tyreotoxikdza, emocny stres, podanie niektorych
neurologickych lieCiv, otravy, nadmerna fyzickd namaha, vyCerpanost’, ktoré mézu zvysit’
telesni teplotu o 1,5 az 2°C. Naopak, v pripadoch ako kolaps, kongestivne srdcové
zlyhavanie, hypothermia, hypothyreoidizmus, podanie svalovych relaxancii, mozu telesnu
teplotu vyrazne zniZit. [Algor Mortis/ health Drip (2012), http: // healthdrip.com/algor —
mortis/].

V tropickych podmienkach, kde teplota prostredia (24 - 30°C) je takmer rovné telesnej
teplote, je metdda na zistovanie poklesu telesnej teploty nevyhovujuca a v praxi nevyuzitel'na
(Abdulazeez a Noordin, 2010).

Prvy nomogram zaviedol do praxe Dr. Clause Henssge (Henssge, 1988). Nomogram sluzi ako
pomdcka pre obhliadajtcich stdnych lekarov pre stanovenie predpokladaného ¢asu smrti.

MATERIAL A METODIKA

Doposial' vyuzivané pravidlo chladnutia kaddveru vyuZiva poznatok, Zze pokles telesnej
teploty o 0,6 — 0,8 °C za hodinu sice poskytuje uspokojivé vysledky, avSak vykazuje velku
chybovost’, najmd v roznych podmienkach prostredia a vyZaduje korekcie pre hmotnost’ a
prostredie. 'V humannej praxi sa vyuzivaju vzorce odvodené z Newtonovho
termodynamického zékona (Creig, 2010):

1.TOD =TO - T rekt. °C +3 hod.

2.TOD=TO0-T rekt. /0,8 °C

3.T=TE+ (T0O-TE) *

4.t= -10Ln (T-Rt/TO—Rt)

TOD — ¢as smrti, TO — fyziologicka teplota tela, T rekt. — teplota tela v Case smrti, namerana
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v rekte, Rt — izbova teplota, TE — teplota prostredia, t — Cas smrti , Z — konStanta pre vypocet
hmotnosti, 1,2815 x m >~ 0,0284

Vypocet Casu smrti, resp. thynu zvierat je nepresny, nakol’ko vzorce nezohl'adiiuju platé fazy,
vyskytujuce sa v priebehu chladnutia v trvani aj niekol’ko hodin a kolisanie teploty prostredia
(cirkadianny rytmus dna).

Doposial’ sme mali moznost’ uskuto¢nit’ merania na 28 zvieratach, ktoré boli rozdelené do 7
skupin (Tab.¢.1) v zavislosti od druhu, hmotnosti a vonkajSich podmienok, v ktorych nastal
uhyn zvierat.

Tab. 1 Skupiny zvierat

Skupina 1 | Pes m < 5 kg, T prostredia 18 — 20 °C

Skupina 2 | Macka m < 1,9 kg, T prostredia 18 - 20°C

Skupina 3 | Pes m < 6,3 kg, T prostredia 4 — 6 °C

Skupina 4 | Pes m < 5,1 kg, T prostredia 18- 20°C, pradiaci vzduch

Skupina 5 | Pes m < 25 kg, T prostredia 18 — 20 °C

Skupina 6 | Macka, pes m < 9,04 kg, T prostredia 16 — 20 °C, voda

Skupina 7 | Pes, m < 52 kg, T prostredia — 3,8 °C

Zvieratd (macky apsy) boli eutandzované¢ na Klinike malych zvierat, UVLF Kosice.
Dovodom eutanazie boli najmé vysoky vek zvierata a nevylie¢iteI'né ochorenia, ktoré by boli
spajané s naslednou bolest'ou a utrpenim. Meranie poklesu telesnej teploty bolo vykonavané
$pecialnym dvojkandlovym teplomerom TESTO 175 T3, so sondou pre meranie teploty
prostredia, paralelne s meranim teploty kadaveru v rekte. Interval pre ukladanie dat merania
10 minut sa ukazal ako neuzito¢ny, preto sme zvolili 30 min interval.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Nami namerané hodnoty su zobrazené v Grafe ¢.1. NajrychlejSie chladnutie sme zaznamenali
v skupine 6 (kadaver vo vode, 4 °C za 0-4 hod.), ktoré bolo trojnasobne

rychlejSie ako pri merani v stojacom vzduchu. V skupine 4 bol pokles teploty o 2,8°C za prvé
4 hod, ¢o je vzhode stvrdenim, Ze chladnutie pri pradiacom vzduchu je dvojnisobne
rychlejSie ako za podmienok, stojaceho vzduchu. (Algor Mortis/ health Drip (2012), http: //
healthdrip. com /algor — mortis/).

V skupine 3, v podmienkach neskorej jesene (teplota prostredia 4 - 6°C) kadéaver chladol
2,4°C

za prvych 7 hodin. V skupine 1 (mali psi s hmotnost'ou do 10 kg), pri izbovej teplote, sme
zaznamenali pokles 2,5°C za prvé 4 hodiny a doba chladnutia bola viac ako 30 hodin. Proctor
a kol., (2009) vo svojej praci, zameranej na zistovanie ¢asu uhynu psov v domdacnosti, pri
objastiovani pripadov trestnej Cinnosti, uvadzaju, Ze pes ndjdeny v domacnosti so stalou
izbovou teplotou a pri teplote nameranej v rekte 34,5°C, mdze byt 3,2 h po smrti.

V skupine 2, macky s priemernou hmotnostou 1,5 kg, chladli 2,2°C za prvé 4 hodiny,

¢o podporuje tvrdenie, Ze vyznamnu Ulohu zohrava hmotnost’ organizmu v pomere k jeho
povrchu. Ak by sme zobrali do tvahy hmotnost’ tela, tak Newfoundlandsky pes o hmotnosti
52 kg (skupina 7), vo vonkajSich podmienkach, s teplotou prostredia v priemere —3,2°C,
chladol 1,7°C za prvych 14 hodin, ale doba chladnutia trvala az 117 hodin. Po¢as merania
sme zaznamenali kolisanie teploty vramci 24 hodin tzv. cirkadidnny rytmus, ktory
ovplyviioval chladnutie kadaveru a predlzoval dobu chladnutia. Tiez sme zaznamenali plato
fazy (niekolko hodin neklesajuca teplota) v case medzi 15 — 17 hodinou chladnutia (0,3 —
0,2°C / hod) atiez v poslednych hodinach chladnutia (0,1°C / hod), v trvani aj niekolko
hodin. Proctor a kol., (2009) vo svojej praci uvadzaji, ze pohlavie, velkost’ tela, hustota
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osrstenia nevplyvaji na proces chladnutia, av§ak hmotnost’ a objem tela ano.
Graf 1 Cas smrti podl'a druhov zvierat

Cas uhynu druhov zvierat v hodinach
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N4jdené zvieracie kadavery sa casto vyskytuji v neStandardnych podmienkach, tym aj
urCenie Casu ich thynu metddou merania poklesu telesnej teploty je narocné. Veterindrni
patologovia by mali zvazit' aj vytvorenie databdzy s udajmi zistenymi pocas pitiev a v
procese ohliadania kadaverov (Merck, 2014).

Nami uvedené merania eSte vyzaduju d’alSie tdaje, ktoré budi napomocné a vyuzité pri
vypracovani nomogramov na ur¢ovanie ¢asu smrti.
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RONTGENOLOGICKE POROVNANIE VYBRANYCH GONIOMETRICKYCH
INDEXOV STEHNOVE]J KOSTI U PSOV S MEDIALNOU LUXACIOU PATELY
Zilin¢ik M., Ledecky V., Hluchy M.

Klinika malych zvierat, Oddelenie chirurgie, ortopédie, rontgenolédgie a reprodukcie, UVLF
Kosice

ABSTRAKT

Predkladame vyhodnotenie a porovnanie vybranych goniometrickych indexov stehnovej kosti
u skupiny psov plemena Yorkshirsky teriér bez medidlnej luxacie pately (MPL) a u skupin
psov s jednotlivymi stupiiami (1°-4°) medidlnej luxacie pately. Od oktobra 2013 do maja 2016
bolo vysetrenych 39 psov (0° n=7, I° n=4, II° n=20, III° n=4, IV°® n=4) a pomeranych 67
stehnovych kosti na vyhotovenych rontgenogramoch. Z goniometrickych indexov sme sa
zamerali na proximalny laterdlny anatomicky femoralny uhol (aLPFA), distalny lateralny
anatomicky femoralny uhol (aLDFA) a uhol anteverzie (AA). Na zaklade Statistického
porovnania konstatujeme, Ze najvyssiu odliSnost’ oproti referencnym hodnotam, vytvorenych
zo zdravych psov, maji indexy AA pri III stupni (MPL) a pri IV stupni medialnej luxacie
pately st signifikantne odliSné hodnoty vSetkych nami meranych indexov. Z naSich merani
vyplyva, najvyraznejSie anguldrne a osové deformity stehnovej kosti sa nachadzaju u psov
postihnutych III a IV stupiom MPL.

UvoD

Luxacia pately (LP) je jednym z najcastejSie sa vyskytujucim ortopedickym ochorenim
postihujucim panvové koncatiny u psov (Schulz, 2012; Piermattei a kol, 2006). Medialna
luxécia pately (MLP), je najcastejSie sa vyskytujlicim typom a ma najvysSiu prevalenciu u
malych a miniatirnych plemien psov ako su Yorkshire teriér, Civava, Nemecky trpasli¢i §pic
a Maltézsky psik (LaFond a kol., 2002; Alam a kol., 2007). MLP je najCastejSie prezentovana
ako vrodena alebo vyvojova porucha, priCom sa nemusi vyskytovat’ po narodeni jedinca.
Vyskum vzniku MLP poukazuje na niekol’ko zékladnych kostnych abnormalit, ktoré mozu
byt pritomné uZz po narodeni alebo sa za¢nl vyvijat’ v priebehu rastu, a ktoré predchadzaji
vzniku LP (Kowaleski a kol., 2012). Za hlavné kostné abnormality st povazované coxa vara
a zmenSeny uhol anteverzie, ktoré st hlavnou pricinou d’alSich kostnych defektov na panvove;j
koncatine pri MLP ako je distdlny femoralny varus, plytky trochlearny zarez so slabo
vyvinutym alebo chybajucim medidlnym hrebefiom, hypoplazia medidlneho kondylu
stehnovej kosti, medidlna devidcia tuberositas tibiae spojena s internou rotaciou proximalnej
tibie a valgbzne deformity proximadlnej tibie (Vasseur, 2003; Kowaleski a kol., 2012). Zo
zékladnych kostnych deformit vznikaju abnormality na muskuldrnom aparate, z ktorych je
najvaznejSie vyosenie extenzorového mechanizmu panvovej koncatiny (Schulz, 2012;
Kowaleski a kol., 2012). Pri luxécii pately dochadza k nestabilite v kolennom kibe zhor§enim
pohybu pately v trochledrnom zareze, straca sa chopnost’ stabilizacie pomocou extenzorového
mechanizmu, ¢o vedie k angularnym deformitdm na stehnovej a holennej kosti. Sumaciou
uvedenych abnormalit dochadza k zvy$eniu abnormalnej zat'aze na kibovi plochu, ¢o ma za
nasledok vznik osteoartrézy (Alam a kol., 2011).

Diagnostika MLP je zalozend na klinickom a ortopedickom vySetreni, ktoré je doplnené
rontgenologickym vySetrenim (RTG) panvovych koncatin pre identifikaciu a kvantifikaciu
kostnych deformit pri MLP a nasledné zvolenie vhodnej terapie. Pre zhotovenie kvalitnych
a presnych rontgenogramov je potrebnd hlbokd sedacia alebo celkova anestézia,
pre zabraneniu vzniku polohovych artefaktov. Nesymetricky zhotovené rontgenogramy nam
negativne vplyvajli na meranie goniometrickych indexov potrebnych pre vyber vhodnej
chirurgickej intervencie (Dudley a kol., 2006; Kowaleski a kol., 2012).

Cielom tejto Studie je porovnanie jednotlivych goniometrickych indexov (osovych
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a angularnych) na rdéntgenogramoch panvovych koncatin zhotovenych u psov bez MLP
a u psov s MLP pri jednotlivych stupiioch luxéacie.

MATERIAL A METODIKA

Pre tto prospektivnu stdiu sme vybrali psy plemena Yorkshirsky teriér s ohladom na Castu
prevalenciu ochorenia a taktiez pre velky vyskyt medzi chovate'mi. Jedince pochadzali
z klinickych pripadov s diagnostikovanou MLP, ktoré boli vySetrené a oSetrené na KMZ
OCHORR UVLF v Kosiciach. Dalej sme vyuzili jedince rovnakého plemena, ktoré sa museli
podrobit’ hlbokej sedécii alebo celkovej anestézii za Ucelom terapie inych ochoreni na
rovnakom pracovisku. Vsetci majitelia suhlasili s priebehom vysetrenia.

Diagnostika MLP: Kazdy jedinec (n= 39) zaradeny do stidie sa musel podrobit’ klinickému
a ortopedickému vysetreniu, za ucelom diagnostiky MLP. Psy s MLP boli rozdeleny do
Styroch skupin (1°-4°) podla zavaznosti deformit pomocou klasifikaénej stupnice podla
Singletona (Singleton, 1969). Skupina ¢. 1 (n=7) obsahovala pacientov bez MLP, skupina ¢. 2
(n=4) obsahovala pacientov s 1° MLP, skupina ¢. 3 (n=20) obsahovala pacientov s 2° MLP,
skupina ¢. 4 (n=4) obsahovala pacientov s 3° MLP a skupina ¢. 5 (n=4) obsahovala pacientov
s4° MLP. Pacienti s pridruzenymi ochoreniami pohybového aparatu (rLCC, DBK,
Calve-Perthesova choroba) na panvovych koncatinach boli vyluéeni zo Studie.

Jednotlivé psy boli pred RTG vySetrenim uvedené do hlbokej sedacie pomocou kombinacie
anestetik diazepam (0,3mg/kg z.hm.) a propofol (4mg/kg z.hm.). Pri potrebe uvedenia
pacienta do celkovej anestézie sme pouzili premedikaciu medetomidinom (10pg/kg Zz.hm.)
a butorfanolom (0,2mg/kg z.hm.) a pokracovali sme s diazepamom a propofolom ako pri
sedacii pacienta.

RTG vySetrenie a meranie goniometrickych indexov: Pre zhotovenie korektnych
rontgenogramov bol pouzity pristroj GIERTH HF 200 A. Na vyhotovenie snimkov bola
pouzitd nepriama digitalizacia pomocou pristroja FireCR+ Veterinary-40 a na zhodnotenie
rontgenogramov bol pouZzity program QuantorVet. Pre potreby merania goniometrickych
indexov boli zhotovené kraniokaudalne, mediolaterdlne a axiadlne snimky femuru. Kazda
panvova koncatina (n=67) bola rontgenovand samostatne. Korektne napolohované
rontgenogramy boli pomerané v programe Osirix. Z goniometrickych indexov sme sa
zamerali na proximalny laterdlny anatomicky femoralny uhol (aLPFA), distalny lateralny
anatomicky femoralny uhol (aLDFA) a uhol anteverzie (AA).

Statistické analyza: Namerané hodnoty goniometrickych indexov jednotlivych skupin boli
vyjadrené ako priemer a smerodajna odchylka (SD). Jednocestnd analyza rozptylu (ANOVA)
bola pouZzitd pre porovnanie jednotlivych skupin. Tukeyho viacndsobné porovnanie bolo
pouzité ako post-hoc test. Ako Statisticky vyznamné boli hodnotené vysledné hodnoty p <
0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Namerané priemerné hodnoty goniometrickych indexov + SD wupsov v jednotlivych
skupindch st uvedené v tabulke ¢.1. Aj ked pozorujeme urcit¢ odchylky v jednotlivych
skupinach, najmarkantnej$i rozdiel sa ukdzal az v skupine €. 5, ktord obsahovala subor
pacientov so IV. stupnom MLP. Nepozorovali sme Statistickii vyznamnost’ pri porovnavani
jednotlivych goniometrickych indexov medzi skupinami 1.-4., az na porovnanie indexu AA
pri 4. skupine, kde p = 0,0266 aje teda Statisticky vyznamny. Pri porovnani 5. skupiny
s ostatnymi nam vychadza markantna Statistickd vyznamnost, ktord ma hodnotu p < 0,001.
Z vysledkov teda vyplyva, Ze hodnoty nameranych goniometrickych indexov sa vyznamne
menia pri psoch so IV. stupiiom mediélnej luxacie pately a pri psoch s III. stupiiom luxécie
pately je vyraznd zmena len pri indexe AA. Statistickd vyznamnost pri indexe AA nielen
v skupine psov so IV. stupiom MLP, ale aj u psov s III. stupiom MLP poukazuje na fakt, ze
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uhol anteverzie femoralneho krcka, ktory predstavuje stupeit femoralnej torzie, je
signifikantne spojeny s priebechom zmien pri MLP. Markantné rozdiely v hodnotach pri
indexoch aLDFA a alLPFA, ktoré sme namerali v skupine psov so IV. stupiom MLP, su
prejavom deformit sposobujucich femoralny varus.

U malych a miniatirnych plemien je len vel'mi malo §tadii, ktoré by sa venovali morfologii
osovych auhlovych deformit vyskytujicich sa pri MLP (Yasukawa a kol., 2016). Nami
namerané¢ goniometrické indexy panvovych koncatin u Yorkshirskych teriérov bez MLP,
mozu byt pouzité ako referencné hodnoty pri chirurgickej intervencii angularnych deformit
sposobenych MLP.

Tab.1 Namerané hodnoty goniometrickych indexov u jednotlivych skupin psov

Index Normal I. MLP II. MLP II1. MLP IV. MLP
Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD

LPFA 118,5875 120,3633 118,0189+ [ 118,0317+ | 95,7286+
+3,4079 +£2,0585 6,8265 4,3594 8,8992

JLDFA | 95:9208 97,9483 97,0981 98,9317 + 111,3719 +
+1,8910 +1,4696 +£3,3224 3,7090 7,8183

AA 19,6216 19,1916 18,9375 15,9116 8,9471 +
+2.8684 +£2,2628 +£2.4186 +1,8216 3,0662
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