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OSCILUJUCE ELEKTRICKE POLE POTLACA PREJAVY ZAPALOVEJ REAKCIE
A PODPORUJE REGENERACIU AXONOV PO POSKODENI MIECHY
Bacova M., Bimbova K., Lukacova N., Galik J.

Neurobiologicky ustav Biomedicinskeho centra SAV, Kosice

ABSTRAKT

VylepSenie neurologického stavu pacientov po traume miechy je prioritou mnohych
vyskumnych timov vo svete. Jednou z potencidlnych lieCebnych stratégii sucasnosti je aj
aplikdcia slabého elektrického pola cez miesto 1ézie scielom podporit regeneraciu
poskodenych nervovych vldken. V naSich experimentoch sme ihned’ po poskodeni miechy
potkana implantovali miniatrny stimuldtor s oscilujicim elektrickym polom  (OFS
stimulator, 50pA) asledovali jeho vplyv na regeneraciu poskodeného tkaniva a reguldciu
astrogliozy. Na zéklade histologickych a imunohistochemickych analyz sme konStatovali
zvySené percento zachovaného tkaniva v skupine zvierat s OFS stimuladtorom v porovnani so
zvieratami, ktoré¢ boli po poskodeni miechy bez stimulacie. Podobne ovplyvnila stimulacia aj
pocet neurofilamentov v okoli miesta poskodenia, u zvierat bez stimuldcie sme pozorovali
signifikantne niz8§i pocet zachovanych nervovych vldken. Stimuldcia mala tiez vplyv na
redukciu astroglidzy; v skupine zvierat so stimulatorom sme detegovali vyrazne niz$i pocet
a denzitu aktivovanych astrocytov v porovnani so skupinou zvierat bez stimulatora.

Vysledky naSich experimentov dokazujl protektivny uc¢inok epidurdlnej OFS stimulacie po
akutnej traume miechy.

UVvOD

Traumatické poskodenie miechy ma devastujice ucinky na zdravie a zivot postihnutého.
V stcasnosti je jednou z mala akceptovanych moznosti liecby vcasné podanie vysokej davky
steroidov v snahe zabranit degeneracii tkaniva v dosledku akutneho zapalového procesu
prebiehajuceho v mieste poranenia. AvSak, hlavaym limitujucim faktorom funkénej
regeneracie je neschopnost’ poskodenych axonov znovu obnovit’ svoje prepojenia cez miesto
poskodenia. Ak nedojde k rychlej reinervacii axonalneho spojenia, toto sa natrvalo prerusi
adochadza k intenzivnej degeneracii buniek a okolit¢ho tkaniva. Navyse, prebiehajuci
zapalovy proces sa spolo¢ne s hypertrofiou astrocytov podiela na vytvarani gliovej jazvy,
ktord predstavuje mechanicku bariéru pre novo prerastajuce nervové vldkna. Jednou z metod
ako umoznit' prerastanie a spravne nasmerovanie poskodenych nervovych vldken je aj
aplikacia elektrického pol'a cez miesto poskodenia. Borgens a kol. (1987) ukazali, ze axony
regeneruju a rastu preferencne smerom ku katode (zaporny pol), zatial’ ¢o nervové vldkna v
oblasti anddy su od anody odtlacané. V experimentoch kde bola katoda umiestnena rostralne
od miesta poskodenia miechy bola pozorovana regeneracia v senzorickej oblasti (Borgens a
kol., 1990). Pri umiestneni katédy kaudalne od poskodenia miechy, boli obnovené
preferen¢ne motorické funkcie (Fehlings, Tator, 1992). Aby regenerovali obe, ascendentné aj
descendentné nervové drahy stcasne, bola vyvinutd technika stimuldcie oscilujucim
elektrickym pol'om (OFS stimulécia), pri ktorej dochddza k periodickej zmene polarity
elektrického pola kazdych 15 minut. Takyto ¢asovy interval predstavuje dostatocny ¢as na
regeneraciu axénov na strane katody, a zaroven cas pocas ktorého nedochddza k potlacaniu
nervovych vldken na strane anddy. Experimenty s OSF stimulaciou ukazali, Ze oscilujice
elektrické pole v mieste poskodenej miechy napomaha nielen prerastaniu axonov ale
dochadza taktiez k usmerneniu prerastania tychto vlaken. OSF stimuldtor bol nasledne
uspesne testovany na psoch s akutnym poskodenim miechy (Borgens a kol., 1999) a povoleny
bol aj klinicky experiment (Shapiro a kol., 2005).



Cielom naSich experimentov bolo testovanie OFS stimulatora vyvinutého nanaSom
pracovisku, stadium jeho vplyvu na regeneraciu poskodenej miechy a moznosti jeho vyuzitia
vramci kombinovanej terapie v buducnosti. V experimentoch sme vyuzili histologické,
imunohistochemické a behaviordlne analyzy scielom preukazat, Ze takto implantovany
stimulator je bezpecny, stabilny a vhodny do experimentov takéhoto charakteru.

MATERIAL A METODY

V experimentoch sme pracovali s dospelymi laboratornymi potkanmi kmeila Wistar.
V priebehu experimentov bola potkanom vykonana laminektomia anasledna kompresia
miechy v oblasti Th9 miechového segmentu 40g zédvazim po dobu 15 minuat. Pre aplikaciu
elektrickej stimuldcie cez poSkodené miesto bol vyuzity miniatirny elektricky stimulator
(50pA) s oscilujucim elektrickym polom vyvinuty na naSom pracovisku. Polarita elektrického
pola daného stimulatora sa meni kazdych 15 minat po dobu 6 tyzdnov. Pred zaciatkom
experimentov bol stimulator zaliaty do biokompatibilného silikonového materialu (Duosil
Express, SHERA), aby sa zabezpecila ochrana elektrickych obvodov. Po poskodeni miechy
boli dve Pt/Ir elektrody stimulatora implantované do epiduradlneho priestoru, ato dva
segmenty kranidlne a kaudéalne od miesta poskodenia miechy (Th9). Stimulator bol nasledne
umiestneny a zafixovany pod kozu na chrbte zvierata. Zvierata boli rozdelené do 3 skupin:
intaktné zvieratd s implantovanym stimulatorom, tzv. kontrolnd skupina (SCI, n=6); zvierata
s kompresiou miechy (n=8); zvieratd s poSkodenim miechy a implantovanym stimulatorom
(OFS+SCI, n=8). Pocas 28 dinového prezivania, bol funkény stav zvierat monitorovany
prostrednictvom behaviordlneho testovania (BBB skore). Na konci experimentov boli zvierata
v hlbokej anestéze (tiopental, 50mg/kg) transkardialne preplachnuté fyziologickym roztokom
(300nl) a 4% paraformaldehydom (300ml). Izolované tkanivo miechy bolo postfixované 24
hodin v 4% paraformaldehyde a nasledne prelozené do 30% sacharézy za ucelom
kryoprotekcie. Jednotlivé segmenty miechy (Th7-Th11) boli nakrajané na kryostate (Leica
CM1850) na priecne 25um rezy, ktoré boli  vyuzité na  histologicku
(LuxolFastBlue/CresylViolet) a imnohistochemickt analyzu. V ramci imunohistochemickej
analyzy boli prie¢ne rezy miechy inkubované s protilaitkami na detekciu neurofilamentov
(NF) a astrocytov (GFAP).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocas 28 dnového prezivania sme v skupine experimentalnych zvierat s poskodenou miechou
(SCI) pozorovali oneskoreny nastup mikcie a vyrazne vysSiu stratu hmotnosti v porovnani so
zvieratami ktorym bol po traume miechy implantovany stimuldtor(OFS+SCI). Navyse,
zvieratd s implantovanym stimuldtorom vykazovali pocas celého prezivania vysSiu
lokomoc¢nu aktivitu zadnych koncatin v porovnani so zvieratami, ktorym po traume miechy
stimulator implantovany nebol. Histologicka analyza preukazala, Ze kompresné poskodenie
miechy viedlo k masivnemu ubytku bielej hmoty a k vyraznej tvorbe drobnych kavit v oblasti
bielej a sivej hmoty. Celkova plocha zachovaného tkaniva miechy bola signifikantne vicsia
v ramci OFS+SCI skupiny, a to predovsetkym v kaudalnych (Th10, Th11) segmentoch (Th10:
90,8+1,94%; Thll: 97,62+0,9%) v porovnani s SCI skupinou (Th10: 71,37+8,73%; Thll:
91,65£3,62%).

Imunohistochemickd analyza vzoriek bola zamerana predovSetkym na detekciu
neurofilamentov a astrocytov v okoli miesta posSkodenia. Neurofilamenty boli analyzované s
cielom detegovat’ a kvantifikovat’ axony v Specifickych regidnoch miechy. Vyrazny pokles
v pocte axonov v porovnani s kontrolnou skupinou bol detegovany u oboch experimentalnych
skupin zvierat. AvSak, OFS stimuldcia vyznamne zvySila pocet axénov v porovnani s SCI
skupinou. NajvyraznejSie rozdiely boli pozorované v ramci lieCenej a nelieenej skupiny v



dorzalnych (p<0,001) a lateralnych (p<0,001) stipcoch miechy a to predovietkym v
kaudalnych (Th11) miechovych segmentov.

Pri analyze gliovych buniek sme v skupine SCI zvierat pozorovali znacné mnoZzstvo
aktivovanych astrocytov, ktoré st charakteristické svojim velkym jadrom a kratkymi
vybezkami. Pritomnost takychto foriem astrocytov je typickym sprievodnym znakom
prebichajlicej zapalovej reakcie. Kvantitativna analyza fluorescencne znacenych astrocytov
ukazala signifikantne niz$i pocet aktivovanych astrocytov v OFS+SCI skupine v porovnani
s SCI skupinou, ¢o podporuje nasu hypotézu o protizapalovom ucinku elektrického gradientu
v mieste poSkodenia. Denzitometrickd analyza astrocytov ukdzala niz$i podiel aktivovanych
astrocytov anizS§iu uroven astrogliozy pri aplikdcii slabej elektrickej stimulécie.
Imunoreaktivita GFAP proteinu (hlavny marker astrocytov) bola markantne znizena
(p<0,001) v dorzalnych aj laterAlnych miechovych stipcoch v skupine zvierat
s implantovanym OFS stimulatorom v porovnani s nestimulovanymi zvieratami. NavysSe, u
zvierat so stimuldtorom nebol pozorovany signifikantny rozdiel v denzite, ¢i v morfologii
astrocytov v porovnani s intaktnou kontrolou.

Praca bola podporena grantom APVV- 15-0766, ITMS 26220220202 a ITMS 2014+: 313011D103.
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VPLYV SKRMOVANIA FERMENTOVANEHO KRMIVA NA KVALITU MASA
BROJLEROV
Bartkovsky M., Marcin¢ék S., Macanga J., Roba P.

Ustav Hygieny a technoldgie mésa/Katedra hygieny a technolégie potravin

ABSTRAKT

Zlozenie mastnych kyselin tuku médsa monogastrickych zvierat je vyznamne ovplyvnené
zlozenim mastnych kyselin v krmive. Vyuzivanie fermentovanych obilnin obohatenych o
polynenasytené mastné kyseliny v komerénych krmivach je preto slubnym sposobom
zvySenia obsahu tychto esencidlnych mastnych kyselin u zivo¢ichoch. Cielom tejto prace
bolo analyzovat’ u¢inok pridania 10 % (hmotn.) fermentovanych obilnin (fermentované
krmivo) do komeréného krmiva pre brojlery a ich vplyv na profil mastnych kyselin, chemické
zloZenie a stabilitu tuku prsnej svaloviny. Fermentované krmivo bolo pripravené v procese
Solid-state fermentacie a bolo obohatené o kyselinu gama-linolénovu (3,2 mg/kg). Aplikécia
fermentovaného krmiva do komer¢nej kfmnej zmesi zvySila mnoZstvo gama-linolénove;j
kyseliny (0,263 £+ 0,007 %), alfa-linolénovej kyseliny a kyseliny olejovej v tuku prsnej
svaloviny a taktieZ bol ovplyvneny pomer n-6/n-3 mastnych kyselin. Oxidacné poskodenie
tuku pocas skladovania (4 © C, 7 dni) bolo v experimentalnej skupine vyrazne nizsie a maso
pokusnej skupiny vykazovalo vysSiu oxida¢nu stabilitu v porovnani s kontrolou.

UvoOD

Miso a misové vyrobky st povazované za hlavny zdroj tuku v strave, najmi ako zdroj
nasytenych mastnych kyselin, ktoré s spdjané prave s chorobami moderného Zivota. Preto
bol v poslednych rokoch zaznamenany zvySeny zdujem o metddy manipuldcie zloZenia
mastnych kyselin (MK) v tuku misa produkovanych zvierat, hlavne o zvySenie podielu
polynenasytenych mastnych kyselin (PNMK) a naopak o znizenie podielu nasytenych
mastnych kyselin, ako aj vylepSenie pomeru n-3/n-6 PNMK. Mikrobialne oleje bohaté na
rozne druhy biologicky aktivnych PNMK predstavuji l'ahko dostupnu alternativu najma
rybich olejov, ktorych produkcia je v sti€asnosti regulovana z hl'adiska udrzateného rybného
hospodarstva. Ich produkcia v procese klasickych submerznych fermentacii vSak vyzaduje
niektoré podmienky, ktoré¢ st nevyhodou najméd z ekonomického hladiska. Z vyZzivérsko-
krmovinarskeho hladiska je preto zaujimava produkcia PNMK zalozend na procese
polosuchych kultivacii niz§ich vldknitych hib. Atraktivnost’ takychto kultivacii spociva vo
vyuzivani 'ahko dostupnych substratov na baze odpadovych produktov z pol'nohospodarske;j
a potravinarskej vyroby. Okrem produkcie PNMK ako su napr. kyselina gama-linolénova
(GLA), dihomo-gama-linolénova (DGLA), arachidonova (ARA), pritomné nizsie vlaknité
huby (napr. rody Cunninghamella, Mortierella, Thamnidium) svojou fermenta¢nou ¢innostou
eliminuju ¢innost antinutriénych latok (Certik, 2013). Vzhl'adom na fakt, Ze tieto mastné
kyseliny mézu byt TlahSie degradovatené v procese oxidacie (kvoli zvySenému poctu
nasobnych vézieb) je nevyhnutné tento materidl prispdsobit’ poziadavke vyssej stability.
Vybornymi prirodnymi antioxidantmi su karotenoidné pigmenty ako napr. beta-karotén,
zeaxantin, astaxantin, atd’. V predchadzajicich experimentoch bolo potvrdené, Ze niektoré
druhy nizsich vlaknitych hub maji okrem schopnosti produkovat PNMK aj karotenoidné
pigmenty (Klempova akol., 2013). Ztychto kmeniov bol vybrany kmen Umbelopsis
isabellina CCF2412. Dany kmen vykazoval vysoki mieru pozadovanych produktov (GLA
a beta-karotén) aj v podmienkach polosuchych fermentécii (SSF).



MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bolo zaradenych 80 ks jednodnovych brojlerovych kurciat hybrida ROSS 308
rozdelenych do dvoch skupin po 40 ks. Kontrolnd skupina (K) bola kfmena komerénymi
kfmnymi zmesami (KKZ) Brl, Br2, Br3 a Br4. V pokusnej skupine (BP - bioprodukt) bolo
kur¢atam od 10. dna vykrmu priddvané ku KKZ fermentované krmivo, vyprodukované
fermentaciou nizSej vlaknitej huby Umbelopsis isabellina CCF2412 na pSeni¢nych otrubach,
v davke 10 %. BP obsahoval v priemere 3,0 g’kg GLA a 3,2 mg/kg beta-karoténu. O pridané
mnozstvo BP bola znizena dévka komercnej kimnej zmesi. Pocas vykrmu (38 dni) mali
kurcata pristup ku krmivu a k vode ad libitum. Na 39. den boli kurcatd po omraceni usmrtené,
vykrvené a jatone opracované. Nasledne boli odobraté vzorky prsnej svaloviny. Vzorky boli
zabalené do polyetylénovych obalov a skladované v chladni¢ke pri 4 °C pocas 7 dni. Pre
zistenie stability PNMK pocas tepelného opracovania, boli vzorky svaloviny tepelne
opracované (100 °C, 20 min). Stanovenie mastnych kyselin bolo vykonané podla Certik
a kol. (2008). Antioxida¢na aktivita bola stanovend metodou vychytidvania DPPH radikélu
podl'a Brand-Williams (1995). Oxidacia tukov prsnej svaloviny bola stanovena pomocou
metddy tiobarbiturového ¢isla (TBA) podl'a Marcincak a kol. (2004).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V pripravenom fermentovanom bioprodukte, ako aj v zmesi 10 % BP a KKZ boli detegované
vSetky pozadované bioaktivne latky (GLA, beta-karotén). GLA 1 beta-karotén boli pritomné aj
v dal§ich komer¢nych zmesiach (BR2, BR3) s pridavkom bioproduktu, ¢im bol zabezpeceny
ich prijem pocas celého obdobia trvania experimentu. V ramci experimentu boli vykonané aj
analyzy mésa zamerané na obsah mastnych kyselin (najmd PNMK). Taktiez sme sledovali
vplyv tepelného opracovania (varenie, 100 °C, 20 min) na profil mastnych kyselin tukov
mésa.

Tab. 1 Profil mastnych kyselin, ich pomer a podiel pred a po tepelnom opracovani prsnej svaloviny

Mastné kyseliny Prsia Prsia - tepelne opracované
(%) K PS K PS
Cl16:0, PA 22,32 +0,19 22,58 £0,34 23,11 +0,26 23,44 + 0,37
C18:0, SA 10,16 0,12 9,77+0,15 9,13+0,13 9,03+0,16
C18:1-9¢c, OA 33,55+0,32 35,76 + 0,42° 36,77+ 0,95° 32,95+ 0,98°
Cl18:1-11c, VA 3,89 + 0,58 3,11 +0,036 3,28 +£0,13" 4,19 +0,20°
C18:2, LA 17,03 £0,19° 18,32+ 0,15 15,51 +0,31 16,40 = 0,58
C18:3, GLA 0,129 + 0,006 0,263 + 0,007° 0,163 +0,003" 0,287 + 0,007
C18:3, ALA 0,970 +£ 0,19 1,12 + 0,032 0,921 + 0,041 0,945 £ 0,037
C20:3,DGLA 0,885+ 0,291 0,584 £ 0,125 0,766 + 0,090" 1,009 + 0,070°
C20:4, ARA 2,59 £0,05" 1,87 £0,59° 2,54 £ 0,34 3,24 +0,24°
C20:5, EPA 0,354 +£0,142° 0,203 +0,013° 0,309 £ 0,041 0,313 £ 0,067
C22:5, DPA 0,020 £ 0,011 0,021 + 0,008 0,029 £ 0,019 0,032 +0,01
C22:6, DHA 0,367 £0,018 0,343 + 0,009 0,482 £ 0,065" 0,667 + 0,045
> NaMK 33,50+ 0,15 33,02 +0,51 32,84 +£0,23 33,17 +0,57
> NeMK 66,50 + 1,08 66,98 0,22 67,16 0,22 66,83 0,22
>PNMK n-3 1,81 £0,08 1,76 £ 0,18 1,82+0,17 2,07 +£0,09
>PNMK n-6 20,63 £2,32 20,94 + 0,65 18,98 £ 0,78 20,84 + 0,85
Pomer n-6/n-3 11,40 £0,55 11,87 £ 0,07 10,46 + 0,20° 10,07 + 0,09°

K — kontrolna skupina , PS — pokusna skupina; NaMK — nasytené mastné kyseliny, NeMK — nenasytené mastné
kyseliny, PNMK — polynenasytené mastné kyseliny, *— itatisticky vyznamny rozdiel v porovnani s kontrolou
plati samostatne pre prsia a pre prsia po tepelnom opracovani, P < 0,05.
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Skrmovanie bioproduktu nemalo vplyv na obsah cholesterolu v prsnej svalovine kurciat.
Naopak profil mastnych kyselin mdsa bol ovplyvneny. V tuku prsnej svaloviny bol
zaznamenany vyznamny narast GLA, kyseliny alfa-linolénovej (ALA) aolejovej a
navysSe poklesol pomer n-6/n-3 MK. Tepelné opracovanie nesposobilo pokles GLA, ALA

A4

avsak obsah ARA bol vyrazne nizsi o oboch skupin.

Tab. 3 Rozkladné zmeny tukov vyjadrené ako mnoZstvo maléndialdehydu (mg.kg') poéas
chladiarenského skladovania

Prsia 1. deni 4. deni 7. den
Kontrola 0,144+0,03 0,17+0,01 0,64+0,20°
GLA 0,17+0,01 0,20+0,03 0,39i0,14b

> _tatisticky vyznamny rozdiel v porovnani s kontrolou
Zdroj: Vlastna tabul’ka

Negativny ucinok fermentovaného bioproduktu skrmovaného hydine na rozkladné zmeny
tukov mésa (vyjadreného ako mnozstvo maldndialdehydu) pocas skladovania 7 dni
v chladnicke nebol zaznamenany. Z vysledkov vyplyva, Ze mnozstvo rozkladnych produktov
oxidacie tukov v mése nebolo skrmovanim fermentovaného produktu v mnozstve 10 %
ovplyvnené a oxidacna stabilita mésa bola porovnatel'na s kontrolou.

Realizacia experimentu bola financne podporena Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zdaklade Zmluvy ¢.
APVV-14-0397

POUZITA LITERATURA

Brand-Williams, W., Cuvelier, M.E., Berset, C.: Use of a free radical method to evaulate antioxidant activity.
1995. ISSN 0023-6438.

Certik, M. akol.: Biotechnology for the functional improvement of cereal-based materials enriched with
polyunsaturated fatty acids and pigments. In Eur. J. Lipid Sci. Technol., 2013, 115:11, 1247-1256. ISSN 1438-
9312

Certik, M.: Biotransformation of oils to value added compounds. In: Hou C.T., Shaw J.F. (eds.): Biocatalysis
and Bioenergy. John Wiley & Sons: New York, 2008, 571-585.

Klempova, T., Basil, E., Kubatova, A., Certik, M.: Biosynthesis of gamma-linolenic acid and beta carothene by
Zygomycetes fungi, In Biotechnology Journal, 2013, 8, 794-800, ISSN 1860-7314

Marcincék, S., Sokol, J., Bystricky, P., Popelka, P., Turek, P., Bhide, M., Mat¢, D.: Determination of lipid
oxidation level in broiler meat by liquid chroatography. In: J. AOAC Inter., 2004, 87: 5, 1148 — 1152.

10




LIECBA ATORVASTATINOM PO KOMPRESII MIECHY POTLACA ZAPALOVU
ODPOVED, APOPTOZU A PODPORUJE AXONALNE PRERASTANIE OKOLO
MIESTA POSKODENIA
Bimbova K., Ba¢ova M., Kisucka A., Stropkovska A., Lukacova N.

Neurobiologicky Ustav Biomedicinskeho centra SAV, Kosice

ABSTRAKT

Apoptoza a zapalova odpoved- dva mechanizmy sekundarneho poskodenia predstavuja
bariéru, ktora potlaa regeneraciu miechy po jej poSkodeni. Regulidcia tychto procesov
v skorom $tadiu po poraneni by mohla byt prvym krokom pri liecbe tohto zavazného
ochorenia. V nasej §tudii sme na potkanoch kmeiia Wistar pozorovali infiltraciu makrofagov
a aktivitu kaspdzy 3 po 24 hodinich po kompresii alieCbe s jednorazovou davkou
atorvastatinu (ATR; Smg/kg; i.p.). U¢inok ATR na regeneraénii kapacitu miechy sme
sledovali pocas 6 tyzdiiového prezivania. Jeden den po poskodeni sme v mieste 1ézie a v jej
okoli pozorovali vyraznu infiltraciu M1 a M2 makrofagov ako aj silnu aktivaciu kaspazy 3.
Sest’ tyzdiiov po poskodeni sme zaznamenali ubytok neurofilamentov ako aj slabé prerastanie
novych nervovych vldken v epicentre poranenia a tiez v kauddlnom a kranidlnom segmente.
Aplikacia ATR znizila priliv oboch typov makrofagov a potlacila aktivaciu kaspazy 3
v poranenom tkanive, ¢o malo pri dlhodobom prezivani pozitivny vplyv na zachovanie
neurofilamentov a prerastanie novych axonov okolo miesta 1ézie. Okrem toho, skora liecba s
ATR signifikantne vylepSila motorické skore zvierat v 30-42 dni preZivania. Vysledky nasej
studie poukazuju na protektivny efekt akutnej liecby atorvastatinom, ktory by mohol byt v
budticnosti vyuzity v klinickej praxi ako aj pri kombinovane;j terapii.

UvoOD

Traumatické poskodenia centralneho nervového systému — mozgu a miechy, su z hladiska
rekonvalescensie povazované za velmi komplexné a tazko lieCiteIné ochorenia. Po traume
miechy je neurologicky deficit u postihnutého jedinca  spdsobeny nielen samotnym
primarnym poskodenim, ale aj kaskadou sekundarnych mechanizmov, ktoré spdsobuju Sirenie
poskodenia kaudalnym aj kranidlnym smerom. Takmer okamzite po mechanickom poskodeni
dochddza ku vzniku edému miechy aku krvacaniu. Ako uvadza sucasna literatura,
sekundarne poSkodenie je sposobené suhrou az 25 patologickych mechanizmov, medzi ktoré
patri apoptoza, zapalova reakcia ale aj ischémia, excitotoxicita, peroxidacia lipidov alebo
produkcia volnych radikalov (Silva a kol., 2014). Programovana bunkova smrt- apoptdza
predstavuje jeden z mechanizmov, ktory sa spisSta ihned’ po traumatickom poskodeni a je
iniciovany prilivom vapnikovych i6nov do bunky. Influx tychto iénov aktivuje hlavné
apoptotické enzymy- kalpain akaspazu. Apoptéze podlichaji najmd neurony,
oligodendrocyty a mikrogliové bunky. V oligodendrocytoch sa tento typ bunkovej smrti
vyskytuje aj niekol’ko tyzdilov po posSkodeni, Co v tkanive spdsobuje dlhodobu
demyelinizaciu axonov (Crowe a kol., 1997). Podobne ako apoptdza, aj zapalova reakcia
nastupuje okamzite po traume a podiel’aji sa na nej pocetné bunkové populéacie a nebunkové
medidtory. Zahfiia aktivaciu rezidentnych buniek (mikroglia, astrocyty), priliv buniek
imunitného systému z krvného obehu (makrofagy a neutrofily) ako aj vyraznu nadprodukciu
NADPH oxidazy (Rowland a kol., 2008). Aktivacia tychto sekundarnych mechanizmov ma
na nervové tkanivo v mieche negativny uc¢inok. Z dlhodobého hl'adiska spdsobuje ubytok
tkaniva a potlaCa prerastanie axénov v mieste poSkodenia. Inhibicia tychto patologickych
procesov ihned po poraneni miechy by mohla v neskorSich stadiach poskodenia podporit
axondlnu regeneraciu a tym aj vylepsit’ motorické funkcie u poranenych jedincov.

V nasej praci sme na inhibiciu apoptdzy a zapalovej odpovede pouzili liek patriaci do skupiny
statinov- Atorvastatin (ATR), ktory sa primarne vyuziva na liecbu vysokej hladiny
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cholesterolu a aterosklerdzy. Zistilo sa vSak, ze dlhodoba aplikacia ATR ma aj protizapalovy
a imunomodulaény efekt, inhibuje apoptoticki bunkovi smrt” a demyelinizaciu axénov po
traumatickom poskodeni (Pannu a kol., 2005). Cielom naSej Stadie bolo potlacit’ akutnu
zapalovi odpoved’ a apoptézu po kompresii miechy, a tym podporit’ regeneraciu tkaniva
a motoricku aktivitu zadnych koncatin v priebehu 6 tyzdilového prezivania experimentalnych
zvierat.

MATERIAL A METODY

V naSich postupoch boli pouzité 3-mesatné¢ samice potkanov kmena Wistar (n=48).
Kompresia miechy na urovni segmentu Th9 (40g/15min) bola navodend v celkovej anestéze
pomocou kompresného aparatu. Experimentdlne zvierata boli rozdelené do 5 skupin: [1]
kontrolné zvierata (n=6); [2-3] Th9 kompresia s 24 hodinovym (n=12) a 6 tyzdiiovym (n=9)
prezivanim; [4-5] Th9 kompresia + ATR (5 mg/kg, i.p.) s 24 hodinovym (n=12) a6
tyzdilovym (n=9) prezivanim. Na konci experimentu bola miecha experimentalnych zvierat
spracovana a pouzita na imunohistochemické hodnotenie alebo na RT-PCR analyzu. Nativne
tkanivo na RT-PCR bolo ziskané po dekapitacii potkanov. Odobraté 1cm segmenty miechy
z oblasti Th7-Th10 boli ulozené¢ do -70 °C na d’alSie spracovanie. Zo zamrazenych vzoriek
bola celkova RNA ziskand pouzitim Trizolu a ndslednym cistenim s propanolom a etanolom.
Takto izolovana RNA bola v termocykléri (T1000™ Thermal Cycler) pomocou High-
capacity cDNA reverzného transkripéného kitu prepisand na cDNA. Na amplifikdciu cDNA
bol vyuzity termocyklér CFX96™ Real-Time, pricom boli pouzité nasledujuce primery:
Gap43 (novo prerastajuce axény); CD163 (M2 makrofagy); CD86 (M1 makrofagy); Casp3
(kaspaza 3) a Nf-h (neurofilamenty). Na ziskanie relativneho mnozstva génovej expresie (RQ)
bol pouzity program Bio-Rad CFX Manager. Tkanivo, ktoré bolo vyuZzit¢é na
imunohistochemicku analyzu bolo vypreparované zo zvierat po transkardialnej perfuzii s
fyziologickym roztokom (300ml) a 4% paraformaldehydom (300ml). Miesto poSkodenia,
segmenty nad apod Iléziou vrozsahu 0,5 cm boli postfixované 24 hodin v 4%
paraformaldehyde a nasledne boli preloZzené do 30% sachardzy za U€elom kryoprotekcie.
Segmenty boli nakrajané na kryostate (Leica CM1850) na 25um prie¢ne rezy, ktoré boli
inkubované s nasledujlicimi primarnymi protilatkami: casp3 (kaspaza 3); Gfap (astrocyty);
Iba-1 (mikroglia); NeuN (neurony), Gap 43 (novo prerastajuce axony); Nf (neurofilamenty).
Nasledujtici deti boli vzorky inkubované v sekunddrnej fluorescenénej protilatke.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocas kratkodobého prezivania (24 hod.) sme u experimentdlnych zvierat po kompresii
miechy pozorovali infiltraciu M1- prozapalovych (CD86) a M2- protizapalovych (CD163)
makrofagov ako aj Stiepenie kaspazy 3 v neurdnoch, oligodendrocytoch, astrocytoch
a mikrogliovych bunkach. Za fyziologickych podmienok sa v mieche makrofagy
nenachadzaju, ich priliv je iniciovany poskodenim tkaniva (Carlson a kol., 1998). V naSich
vzorkach sme 24 hodin po kompresii pozorovali markantné zvySenie relativnej expresie CD86
(RQ=9,75+1,77). Navysenie génovej expresie CD163 bolo menej vyrazné (RQ= 5,33+0,61).
Akutne podanie protizapalového lieCiva ATR (5Smg/kg; i.p.) signifikantne znizilo génovua
expresiu oboch markerov nad miestom poskodenia (CD86- RQ= 3,94+2,55; CD163- RQ=
4,36+0,92) a v mieste 1ézie (CD86- RQ= 3,45+1,66; CD163- RQ= 3,1+0,62). Na zaklade
fenotypu a aktivacného statusu, makrofdgy mozu iniciovat kaskddu mechanizmov
sekundéarneho poskodenia (M1), alebo na druhej strane podporit’ neuroregeneraciu poskodene;j
miechy (M2) (Kong a Gao, 2017). Ked’ze liecba pomocou ATR vo vicsej miere inhibovala
priliv M1 ako M2 makrofagov, z dlhodobého hladiska by mohol mat’ tento efekt pozitivny
vplyv na regeneraciu poskodeného tkaniva. Kaspaza 3 je kluCovym enzymom, ktory
kontroluje zmeny v bunkéch pocas apoptodzy. Po poskodeni, akym je aj kompresia miechy, sa
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jej Stiepenie vyrazne zvysuje, ¢o spdsobuje nadmerné odumieranie buniek a tym aj ubytok
nervového tkaniva (Aydemir a kol., 2016). V naSej Studii sme sa zamerali na rozdiely v
Stiepeni kaspazy 3 po traume miechy apo liecbe. Po Th9 kompresii bola zaznamenana
vyrazna expresia kaspazy vo vSetkych odobratych segmentoch. Liecba s ATR signifikantne
znizila jej expresiu v kranialnom (p < 0.0001) aj kauddlnom segmente (p < 0.01). Okrem
toho, dvojité imunohistochemické farbenie ukdzalo, ze 1 deit po poSkodeni bolo Stiepenie
kaspazy najvyraznejSie okolo miesta 1ézie v neurénoch, oligodendrocytoch a astrocytoch.
Podobne ako RT-PCR analyza, aj imunofluorescenéné farbenie ukézalo markantnu redukciu
rozpadu kaspazy v tychto bunkovych typoch po liecbe s ATR. V mikrogliovych bunkéach sme
24 hod. po kompresii nezaznamenali apoptoticku aktivitu. Pocas dlhodobého- 6 tyzdiiového
experimentu sme zistovali, ¢i skord inhibicia apoptézy a zapalovej reakcie podporuje
neuroregeneraciu miechy po poraneni. NaSe vysledky ziskané po kompresii miechy a 6
tyzdiovom prezivani ukazuji vyrazne znizeni expresiu neurofilamentov v mieste
poskodenia, ¢o je pravdepodobne nasledkom kavitidcie a ibytku tkaniva. Na rozdiel od
molekularnej analyzy, ITHC ukdazala, ze k najvyraznejSej strate neurofilamentov dochadza
v dorzalnej a dorzolateralnej Casti miechy ato v celom sledovanom useku. Okrem ubytku
neurofilamentov sme v tejto skupine zaznamenali len minimalny pocet novo-prerastajucich
vlaken. Jednordzova akutna lieCba atorvastatinom pdsobila na neurofilamenty
neuroprotektivne, kedze zvysila ich denzitu v dorzalnej casti miechy v kaudalnom aj
kranidlnom segmente. ATR taktieZ signifikantne zvysil pocet novo prerastajucich axénov nad
miestom lézie, o potvrdila IHC aj RT-PCR analyza. Akutna inibicia zapalovej odpovede
a apoptotickej aktivity po poskodeni miechy podporila zvySenie expresie neurofilamentov ako
aj novo prerastajucich vldken okolo miesta 1ézie, o malo za nasledok signifikantné
vylepSenie motorického skore v 30-42 dni prezivania (Bimbova a kol., 2018).

Praca bola podporena grantom APVV- 15-0766, ITMS 26220220202 a ITMS 2014+: 313011D103.
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VARIABILITA PRODUKCIE BIOFILMU U KOAGULAZA- NEGATIVNYCH
STAFYLOKOKOV Z ROZNYCH ZVIERAT
Bino E.

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Centrum biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Z hladiska rastu mikroorganizmov v mikroenvironmente rozliSujeme rast v submerznej kulture
kde mikroorganizmy ,,plavaju“ v tekutine a v emerznej kultire, ked” mikroorganizmy rasti na
povrchu a st k nemu viazané napriklad biofilmom. Vo vSeobecnosti, bola tvorba biofilmu
preukdzand u viacerych bakteridlnych druhov a teda aj u stafylokokov, av§ak doposial’ zname
prace sa tykaju hlavne stafylokokov humanneho pévodu. Ciel'om tejto Stidie bolo testovanie
tvorby biofilmu u kmenov réznych druhov zrodu Staphylococcus, najméd vSak koaguldza-
negativnych stafylokokov zrozlicnych druhov zvierat, ked’ze stafylokoky su obligatnou
stiCastou mikrobioty trdviaceho traktu, a za niektorych podmienok sa stdvaju ochorenia
vyvolavajicim cCinitelom. Testovanych bolo 99 kmenov izolovanych z trusu 406 zvierat.
Kmene boli identifikované pomocou identifika¢ného systému MALDI-Tof a testované tromi
metodami na produkciu biofilmu (kultivicia na Kongo agare, skumavkova metoda,
mikrotitracnd platnickovd metdda). Kultivaciou na Kongo agare pocas 24-48-72 hodin sa
potvrdila produkcia biofilmu u 79 kmenov stafylokokov, priCom u 20 kmeiiov produkcia
biofilmu nebola potvrdend. Vysledky skumavkovej metddy testovania tvorby biofilmu u
stafylokokov vo vécSine pripadov korelovali s vysledkami kultivacie na Kongo agare.
Mikrotitracnou kvantitativnou platnickovou metédou bola produkcia biofilmu preukazana
u 58 kmenov stafylokokov z 99 testovanych.

UvOD

Prvy vedec, ktory sa zaoberal $tidiom biofilmov bol Anton van Leeuwenhoek. Neskor v roku
1935 prirodovedec Zobel pozoroval rast biofilmu u morskych baktérii, ¢o malo velky vyznam
pre vyskum tvorby biofilmu v d’alSich rokoch. Baktérie, ktoré rastu formou biofilmu sa
vyznaCuju zvySenou odolnostou voci obrannym reakcidm hostitela atiez prirodzenou
rezistenciou voci posobeniu antibiotik (Costerton a kol., 1999). Na vyvoj biofilmu ma vplyv
mnoho podmienok vonkajSieho prostredia, ako napriklad pH, teplota prostredia, pritomnost’
zivin a koncentracia kyslika. Planktonické bunky st schopné pril'nat’ k povrchom za pomoci
adhezinov, Cize povrchovych proteinov; taktiez je pre tvorbu biofilmu dolezitd pritomnost’
gradientu prave medzi povrchom baktérie a daného materidlu, ktory umoziuje baktériam
lepsie prichytenie (Arciola a kol., 2002). Tvorba biofilmu bola preukdzana u niekolkych
bakteridlnych druhov, vratane stafylokokov. Stafylokoky sa uzvierat vyznacuji
komenzalnym vyskytom a v sti¢asnosti je ich validovanych 54 druhov. Na zéklade schopnosti
koagulovat’ plazmu, stafylokoky rozdel'ujeme na koaguldza- negativne a koaguldza- pozitivne
(Votava a kol., 2001). Za urcitych podmienok su niektori zastupcovia rodu Staphylococcus
u zvierat ochorenia vyvolavajicim ¢initel'om; okrem inych ochoreni mo6zu spdsobovat’ napr.
aj kozné dermatitidy. Ciel'om tejto Studie bolo testovat’ tvorbu biofilmu u kmenov koagulaza-
negativnych stafylokokov izolovanych z trusu réznych zvierat a nasledne otestovat’ inhibi¢na
aktivitu enterocinov (antimikrobidlnych substancii bielkovinového charakteru) izolovanych
v naSom laboratoriu na tieto biofilm pozitivne kmene.

MATERIAL A METODIKA

Kmene (99) boli izolované zo 406 zvierat (sliepky-8, kraliky-155, kone-32, bazanty-60,
pStrosy-140, srny a jelene -12 ), identifikované boli syst¢tmom MALDI Biotyper™
(BrukerDaltonics, USA), potvrdené genotypizaciou-PCR a fenotypicky. Tvorba biofilmu bola

14



testovand tromi rozliénymi metodikami: kultivaciou na agare s kongo Cervenou -24h,48h,72h
(Freeman a kol., 1989), skimavkovou metédou-24h (Christensen a kol., 1982) a ,,double*
metodou v mikrotitraénych platnickach-24h-570nm tzv. biofilm plate assay po odcitani
pomocou readra SynergyTM4 a vyhodnoteni podla Chaieb K. (2007). Ako kultiva¢né
médium bol pouzity Brain-Heart infusion-BHI bujon (Difco, USA). Pozitivna kontrola tvorby
biofilmu bola kmen Streptococcus equi subsp. zooepidemicus CCM 7316 (poskytnuty Dr.
Stykovou z UVLF, Kosice).

VYSLEDKYA DISKUSIA

Kultivaciou na Kongo agare (24h,48h,72h) bolo 79 kmeiiov stafylokokov vyhodnotenych ako
biofilm produkujucich a 20 kmenov biofilm neprodukovalo. Vysledky testovania tvorby
biofilmu na agare s Kongo cervenou poukazali na to, ze kmene stafylokokov izolované z
jelenov a sin (11) boli z va¢sej Casti netvoriace biofilm (Tabulka 1) na rozdiel od kmenov
stafylokokov z koni (32), sliepok (6), pstrosov (24) a kralikov (16), ktoré zvicsa biofilm
tvorili (Tabul’ka 1). U kmenov, ktoré boli negativne na tvorbu biofilmu na Kongo agare po 24
hodinach sa neprejavila ziadna zmena ani po 48 a 72 hodinach kultivacie a vysledky zostali
negativne. Vysledky skimavkovej metody u vacSiny kmenov korelovali s vysledkami
z testovania na Kongo agare. Mikrotitracnou platni¢kovou kvantitativnou metédou testované
kmene stafylokokov (99) boli vyhodnotené ako stredne produkujiuce biofilm-47 (hodnoty
0,103 az 0,975), vel'mi silno produkujuce biofilm-11 (hodnoty 1,018 az 2, 263), netvoriace
biofilm- 41 (hodnoty 0,02 az 0,099). Na zaklade naSich doteraj$ich vysledkov mézeme
zhodnotit, Ze nami testované kmene stafylokokov z trusu koni (32) pri kvantitativnej
mikrotitracnej platnickovej metdde vSetky tvorili biofilm rovnako ako aj kmene stafylokokov
ziskané z trusu sliepok. Podl'a Maheta a O'Toola (2001) st baktérie tvoriace biofilm
podstatne rezistentnejSie voci antibiotikdm (ATB) nez baktérie zijuce v planktonickej forme.
Niekedy je vhodné zvySenie koncentrcie, alebo zmena druhu ATB, aby bol pozorovany
inhibi¢ny ucinok antibiotika na biofilm. Velky vyznam budi mat pre nas vysledky
z testovania naSich kmenov pre pritomnost’ ¢i absenciu génov faktorov virulencie, ¢o uzko
suvisi so schopnostou biofilm-pozitivnych mikroorganizmov odolavat’ vplyvom prostredia.
KedZze v sucasnosti existuje celosvetovy problém s rezistenciou baktérii na antibiotika,
bakteriociny predstavuji vyznamnu skupinu bioaktivnych substancii, ktoré zohravaju dolezita
ulohu ako ,antimikrobidlne pdsobiace substancie* schopné inhibovat’ rast neziaducej
mikrobioty. V d’alSom kroku budu biofilm pozitivne kmene testované na ich citlivost’ ku
enterocinom charakterizovanym v naSom Laboratériu ZivociSnej mikrobiologie.

Tab. 1: Vysledky tvorby biofilmu u stafylokokov tromi rozdielnymi metédami

Zviera(pocet kmenov) | Kongo | Kongo | Skimavkova | Skiimavkova | Platni¢kova | Platnickova
+ - 4 - o =

g‘z")‘e 30/32 | 2/32 28/32 4/32 32/32 0/32
gzﬂ)‘“ky 13/16 | 3/16 12/16 4/16 14/16 2/16
(S;;epky 66 | 0/6 6/6 0/6 6/6 0/6
paZanty 711 | 411 4/11 7/11 2/11 9/11
a2

gsgosy 2124 | 3724 5/24 19/24 3/24 21/24
(Slr3")y a jelene 4 | 7 311 8/11 2/11 9/11

Praca bola podporena projektami VEGA 2/0006/17 a ITMS 26220220204.
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ANALYZA NEKODUJUCEJ RNA U CHRONICKY DIALYZOVANYCH
PACIENTOV
Bis¢akova Z.!, Rabajdova M.", Spakova 1., Rosenberger J.2, Marekova M.

YWstav lekarskej a klinickej biochémie, UPJS v Kosiciach, Lekdrska fakulta, Tr. SNP 1, Kosice
’I internd klinika, UPJS LF a UNLP v Kosiciach, Tr. SNP 1, Kosice

ABSTRAKT

Chronické ochorenie obli¢iek je povazované za ochorenie, pri ktorom je funkcia obliciek
znizena natol’ko, Ze oblicky nie st schopné udrzat’ fyziologické zlozenie vnutorného
prostredia za bazalnych podmienok. Klinické Stadie poukazuju, ze vcasnd diagnostika
a spravne monitorovanie pacienta moze oddialit, respektive zabranit' progresii ochorenia
ktoré¢ moze viest’ az k rendlnej insuficiencii. Malé, nekodujuce RNA, nazyvané mikro RNA
(miRNA), sa javia ako mozné biomarkery reagujuce na zmeny vznikajice v priebehu
patologickych procesov odohravajucich sa v oblickach. Cielom predkladanej prace bola
analyza nekodujicej miRNA u chronicky dialyzovanych pacientov. U chronicky
dialyzovanych pacientov bola detegovana pritomnost’ miRNA a boli zaznamenané zmeny
expresie hladin miRNA.

UvoD

Chronické ochorenie obli¢iek predstavuje vyznamny medicinsky problém. Oblicky nie su
schopné udrzat’ homeostdzu nielen za bazalnych podmienok, ale ani pri pouziti Specialnych
diétnych, ¢i po medikamentéznych opatreniach. Absencia adekvatnej preddialyzacnej liecby
ma za nasledok vysoku morbiditu a mortalitu u pacientov pocas prvych troch mesiacov po
zaCati dialyzy. Stvisi to predovSetkym s nedostatoénym pristupom k dialyze, ale aj s
pokrocilymi nelieCenymi ochoreniami ako su napriklad ochorenia srdca a ciev, arytmia,
infek¢né komplikacie. Poskodenie obli¢iek moze byt v parenchyme, velkych cievach alebo
vo vyvodnych cestach. Medzi zadkladné predispozicné faktory pre vznik chronického
zlyhavania obli¢iek patri napr. diabetes mellitus, arteridlna hypertenzia, kardiovaskularne
ochorenia alebo vyskyt akéhokol'vek chronického ochorenia obli¢iek u najblizsich ¢lenov
rodiny (National Kidney Foundation, 2002). Takmer vSetky chronické ochorenia obliciek
zdiel'aji v pokrocilejSich S$tddiach velmi podobny klinicky priebeh charakterizovany
linedrnym  poklesom  glomerularnej filtracie, rozvojom neselektivnej proteinurie
a hromadenim odpadovych latok vo vnatornom prostredi. Takisto histologicky obraz je
podobny a zahfiia glomerularnu sklerézu, tubularnu artrofiu a intersticidlnu fibrézu.

Ako neinvazivny marker mnohych chorobnych procesov slizia malé nekddujiice RNA
sposobujuce posttranskripna regulaciu génovej expresie, tzv. miRNA (Moldovan a kol.,
2014). MiRNA sa zGcastiiuju na Sirokom spektre biologickych procesov zahfiiajicich
bunkovy cyklus, apoptdézu, bunkovi diferencidciu a epitelidlny-mezenchymalny prechod
(Butz akol., 2012). K rozvoju fibrozy prispievajii poskodené tubularne epitelidlne bunky,
ktoré¢ wvznikli mechanizmom z mezenchymalnych buniek. Fibroza je charakterizovana
nerovnovahou v tvorbe matrixu adegradaciou, ktord vedie knadmernej akumulacii
extracelularneho matrixu. MiRNA reguluje fibrozu obli¢iek prostrednictvom priamej represie
alebo expresie génov matrixu a prostrednictvom transformacie rastového faktora (TGF-B)
(Chung a kol., 2010). Predbezné stadie naznacuju, ze cirkulujuice miRNA moézu regulovat’
bunky a organy vzdialené od miesta povodu (Valadi a kol., 2007).

MATERIAL A METODIKA

Biologicky materidl experimentalnej skupiny v stadii tvorila periférna krv pacientov
vySetrovanych v dialyzatnom stredisku Freseniuss UNLP v Kosiciach. Pacienti
v experimentalnej skupine (n=18) boli vo veku 30 — 80 rokov. U pacientov v experimentalne;j
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skupine bolo potvrdené chronické zlyhavanie obli¢iek. Pacientom bol odobraty biologicky
material vo forme plnej krvi odoberanej uzavretym odberovym systémom (Paxgene RNA
blood tube) avo forme séra vzniknutého po odbere uzavretym odberovym systémom
Venosafe s prokoagulaénym ¢inidlom a bez separacného gélu.

Izolacia, reverzna transkripcia RNA a amplifikacia cDNA

Na izolaciu miRNA zo vzoriek krvi bol pouzity komercny kit Qiagen AllPrep DNA/RNA
miRNA Universal Kit, ktory bol zalozeny na lyze buniek periférnej krvi pacientov. Nasledne
doslo k precipitacii RNA, degradécii, Specifickej purifikacii a elicii malych miRNA. Na
reverzni transkripciu miRNA do cDNA bol vyuzity TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit s pouzitim Specifickych RT reverse primerov, Specifickych pre kazda
analyzovani miRNA. Analyza hladin expresie Specifickej miRNA bola uskuto¢ned metdédou
Real-Time PCR vyuzitim Rotor-Gene Quadruplex Qiagene cykleru a TagMan Gene
Expression Assays. Amplifikacia Specifickych génov prebiehala za danych podmienok: 50
°C/2min, 95 °C/10min, v 38 cykloch 95 °C/15sek, 60 °C/60sekund. Nasledne bolo
zaznamenavané fluorescencné Ziarenie detektorom v priebehu kazdého cyklu a jeho intenzita
korelovala s mnozstvom amplikénu v reakénej zmesi. Intenzita fluorescencie bola vyjadrena
amplifikacnou krivkou. Pri kvantifikacii jednotlivych miRNA bola vyuzitd porovnavacia Cr
metoda s endogénnou kontrolou U6 miRNA. Po tejto normalizécii boli vyuzité hodnoty ACt
pre stanovenie AACT a ziskanie hodnoty relativneho mnoZstva stanovovanej miRNA
pomocou vzorca RQicrovy gen 1) = -AACT(ciclovy gén 1)

VYSLEDKY A DISKUSIA

U chronicky dialyzovanych pacientov boli analyzované zmeny expresie Specifickej hladiny
miR376a. Z nameranych hodndt vzhFadom na hladiny Ct a 2°“" cielovej miR376a mozeme
konsStatovat’, ze miR376a u chronicky dialyzovanych pacientov je up-regulovana, ¢o je vidiet
na grafoch ¢€.1 a 2.

Expresiamik 376a Expresia miR 376a
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Graf 1 a 2: Zmeny hladiny expresie miR376a u chronicky dialyzovanych pacientov.

Up-regulécia hladiny expresie miR376a bola analyzovana vzhl'adom na zaradenie pacientov
do transplantaéného programu, rovnako ako aj vzhladom na dizku dialyzacie, pritomnost’
prislusnych komorbidit a hladiny vybranych klinicko-biochemickych markerov. Na zaklade
vzajomnych analyz bola popisand prislusné koreldcia zmeny hladin miR376a a jednotlivych
markerov suvisiacich so signalnou cestou TGF-f.

Dalsia analyza miR376a ako aj $tadium inych miRNA molektl by mohli byt v budicnosti
vyuzité pri diagnostike ochoreni obli¢iek a monitoringu dialyzacného procesu chronicky
dialyzovanych pacientov.

Tato praca bola podporena z projektu VEGA 1/0372/17.
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STUDIUM IMUNOGENNYCH PROTEINOV RICKETTSIA AKARI POMOCOU
PROTEOMICKYCH METOD
Csicsay F., Flores-Ramirez G., Danchenko M., Quevedo-Diaz M.

Virologicky ustav, Biomedicinske centrum SAV, Bratislava

ABSTRAKT

Rickettsia akari, povodca riketsiovych kiahni, je striktne intracelularna Gram-negativna
baktéria, ktora patri do prechodnej skupiny Rickettsia spp. Pripady riketsiovych kiahni boli
diagnostikované aj v rdéznych castiach Eurdpy ana americkych kontinentoch, avSak
informécie o imunogenite R.akari su obmedzené a to moze viest’ k nespravnemu stanoveniu
diagndzy tejto choroby. Identifikdcia imunogénnych molektl tohto mikroorganizmu modze
viest k presnejSej diagndze infekcie. V naSej praci sme sa zameriavali na S$tidium
imunogénnych proteinov vyuZzitim proteomickych technik ako SDS-PAGE, 2D elektroforéza
a hmotnostna spektrometria (MALDI-TOF). Nasim cielom bolo izolovanie a identifikovanie
imunogénnych bielkovin R. akari, ktoré by nam v budicnosti mohli prispiet’ k vylepSeniu
laboratornej diagnostiky riketsiovych kiahni, pripadne aj inych riketsioz.

Podarilo sa ndm izolovat’ a identifikovat’ niekol’ko zaujimavych imunoreaktivnych proteinov,
ktoré moézu byt vhodnymi kandidatmi nie len pre Standardizaciu imuno-enzymovej metddy,
ale aj pre vyvoj ucinnej vakciny proti tymto infekénym ochoreniam.

UvoOD

Riketsidézy su zoonotické infekcie sposobené zastupcami rodu Rickettsia. Rickettsia akari
spdsobuje ochorenie tzv. riketsiové kiahne (rickettsialpox), ktoré boli prvy krat opisané v roku
1946 v New York City po vypuknuti epidémie. Vektorom a zarovein aj rezervoarom je rozto¢
Liponyssoides sanguineus aprimarnym hostitelom je my$ domaca, ale vyskytuje sa aj
v populécii inych vol'ne Zijucich hlodavcov (Paddock a kol., 2007). Vyskyt ochorenia bol
potvrdeny takmer na celom svete, ¢o suvisi s kozmopolitnym rozsirenim mysi domace;.

R. akari, ako aj ostatné riketsie maju afinitu k cievnym endotelidlnym bunkdm, ochorenie
vyvolavaju infiltraciou a degeneraciou tychto buniek, ¢im vznikaju petechialne krvacaniny,
hemoragie, nasledne sposobuju pyrexiu a v tazsich pripadoch az endotoxinovy Sok. (Raoult a
kol., 1999).

Prvym klinickym priznakom je papulovezikularna lézia v mieste inokulacie, ktora sa meni na
inokula¢nu chrastu s lokalnou bolestivou lymfadenopatiou. Objavuje sa zvySena telesna
teplota, triaSka, myalgia a po 2-3 dioch generalizovana koznd vyrdzka na tele (Faccini-
Martinez a kol., 2014).

Diagnostika riketsiovych kiahni je naroc¢nd, pre potvrdenie spravnej diagnozy su dolezité
molekuldrne laboratorne metédy (PCR, nPCR, qPCR) alebo serologické metody ako
inmunofluorescencny test, ELISA, komplement fixacny test ¢i Western blot.

Terapia spoCiva v adekvatnej antibiotickej lieCbe, najucinnejSimi antibiotikami su
makrolidové antibiotikd, doxycylin a chloramfenikol (Botelho-Nevers a kol. 2012).

MATERIAL A METODIKA

R. akari, kmen Kaplan sme kultivovali v Zitkovych vakoch kuracich embryi pri teplote 35°C,
ktoré sme inokulovali v 6. dni inkubécie a Zitkové vaky sme zbierali po 7 ditoch. Bakteridlne
bunky boli purifikované pomocou sachar6zového gradientu v rozsahu 30-60% a nasledne
lyzované pomocou lyza¢ného pufru LPA (lysophosphatidic acid) obsahujtci inhibitor proteéz.
Bakterialne proteiny v lyzate sme precipitovali pridanim zmesi metanol:chloroform a po
centrifugdcii sme ziskany pelet resuspendovali v pufri IEF (Isoelectric focusing).
Solubilizované proteiny sme rozdelili pomocou 2D elektroforézy na 7 cm NL 3-10 pasikoch
(Bio-Rad) a 13% polyakrylamidovom géli. Boli pripravené 2 identické 2D gély, jeden sme
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pouzili na Western blot a druhy sme zafarbili roztokom Coomassie Brilliant blue R250.
Rozseparované proteiny z gélu na PVDF membranu sme blotovali mokrou cestou
v elektrickom poli 100V pocas 2 hodin. Preblotované membrany sa blokovali v 5% roztoku
odstredené¢ho mlieka v TBS-T. Membréana nasledne bola inkubovand bud’ s kralicim sérom
proti R.akari v riedeni 1: 1000 alebo s I'udskym sérom riedenym 1: 1000 v 5% mlieku v
TBS-T pocas 2 hodin pri laboratornej teplote. Naviazané imunoglobuliny (Ig) proti R. akari
sa sondovali pouzitim polyklonalnych prasacich protilatok proti krali¢im Ig oznaCené
chrenovou peroxiddzou (horseradish peroxidase, HRP) respektive polyklondlnych kréli¢ich
protilatok proti 'udskym Ig oznatené HRP. Vzniknuté imunokomplexy sme vizualizovali
chemiluminiscen¢ne (ECL), vyvolanim na fotografickych filmoch.

Druhy gél na identifik4ciu proteinov farbeny v Coomassie Brilliant blue R250 sme odfarbili v
roztoku 10% kyseliny octovej so 40% etanolom vo vode. Vyrezané proteinové Skvrny sme
premyli a odfarbili v 50mM roztoku hydrogénuhli¢itanu amoénneho s 50% acetonitrilom, a ku
gélovym kockdm sme pridali roztok trypsinu. Po 12 hodinovej inkubdcii pri teplote 37°C sme
nastiepené peptidy extrahovali pomocou zmesi 1% kyseliny trifluéroctovej v 70% acetonitrile
apo zahusteni vzoriek na finalny objem 10-15ul, sme vzorky analyzovali hmotnostnou
spektrometriou MALDI —TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pomocou 2D elektroforézy a farbenim Coomassie sme odhalili pritomnost’ 88 proteinovych
Skvin vrozsahu 10 az 130kDa, shodnotami izoelektrického bodu (Pi) 3-10. Analyzou
MALDI-TOF sme identifikovali 32 rickettsialnych proteinov z celkového poctu 88 proteinov
skvin.

Technikou Western blotu sme wurcili 8 nasledovnych unikdtnych imunogénnych
rickettsialnych proteinov: OmpB (Uniprot: ASGPL7), Chaperonovy protein DnaK (Uniprot:
A8GMF9), 60kDa chaperonin GroeL (Uniprot: A8GPB6), peptidoglykdn asociovany
lipoprotein (Uniprot: A8GPWO0), 111kDa povrchovy antigén (Uniprot: A8GNM?2),
subjednotka membranovej protedzy (Uniprot: A8GN16), superoxid dismutdza (Uniprot:
A8GNPO0) a 44kDa necharakterizovany protein.

Vo Western blote, ako primarnu protilatku sme pouZili 3 r6zne krvné séra: 'udské pacientske
sérum, krvné sérum infikovaného kralika a hyperimunne kralicie sérum.

Zistili sme, ze proteiny ASGMF9, A8GN16 reaguju Specificky iba s hyperiminnym krali¢im
sérom, proteiny A8GNM2, A8GNPO len so sérom infikovaného kralika, kym protein
A8GPL7 v obidvoch pripadoch. Podobne reagoval aj protein A8GPB6, ktory okrem
krali¢ieho séra vykazoval pozitivnu reakciu aj s pacientskym sérom.

Peptidoglykan asociovany protein a 44 kDa protein reagovali so vSetkymi krvnymi sérami.
Zaujimavym zistenim bola pre nds aj vyrazna pozitivna imunogénna reakcia rickettsialneho
lipopolysacharidu (LPS) v pripade vsetkych krvnych sér.

V nasom experimente sme dokézali detegovat’ imunogénne proteiny ako nové biomarkery pre
diagnostiku riketsioz. Zistili sme, Ze okrem proteinov, moézu vyznamnu rolu hrat’ aj d’alSie
imunogénne makromolekuly, konkrétne lipopolysacharidy.

Vzhl'adom na mnohé vSeobecné priznaky pripominajuce bezne sa vyskytujuce infekéné
ochorenia, klinick4 diagndza riketsidz je velmi naroénd. Ziadne laboratorne rychlotesty nie
su k dispozicii na diagnostiku riketsialnych ochoreni v zaciatocnom S$tadiu ochorenia;
sérologické testy zostavaju nenahraditelnym nastrojom pre ich diagnostiku.

Dalsim krokom nasho experimentu bude produkcia rekombinantnych proteinov vo vhodnom
expresnom systéme, ich purifikdcia anasledné vyuzitie pre vytvorenie Specifickych
protilatok, ktoré¢ by sa mohli GispeSne vyuzit’ nie len pre diagnostické, ale aj pre preventivne
ucely riketsiovych nékaz.
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EXTRAKTY Z HUB AKO INHIBiTORY BIOFILMU
Cuvalova A.', Handrova L.!, Kmet V.', Strapac, 1.2

! Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Centrum biovied SAV, Kosice
? Katedra chémie, biochémie a biofyziky, Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdacie, Kosice

ABSTRAKT

Praca bola zamerand na vplyv vodnych extraktov zhub Macrolepiota procera (Bedla
vysoka), Hypsizygus tessellatus (Shimeji biele), Pleurotus ostreatus (Hliva ustricovd) a
Hirneola auricula Judae (Uchovec bazovy)na tvorbu biofilmu wuStyroch kmeiov
Staphylococcus aureus a ovplyviovanie quorum sensing (QS) u dvoch kmenov Pseudomonas
aeruginosa metddou merania chemiluminiscencie reportérovym kmenom E. coli IM109 (s
rekombinovanym plazmidom pSB 1142). Tvorba biofilmu a antibiofilmové aktivita bola
stanovena pouzitim Maxisorp mikrotitraénych platni¢iek a vplyv na QS bol testovany
v bielych platnickach. Najsilnej$i antibiofilmovy ucinok mali extrakty P. ostreatus a H.
auricula Judae. Vsetky extrakty preukazali signifikantnt QS inhibiciu.

UvOD

V poslednych rokoch narastd zdujem o mechanizmy pdsobenia prirodnych produktov, pretoze
su hlavnym zdrojom chemickej rozmanitosti a poskytuji dolezité terapeutické latky pre
mnohé bakteridlne ochorenia (Payne a kol., 2007).

Huby st ocefiované nielen pre ich textiru a chut’, ale najmé pre ich nutri¢nt, chemicku a
antibakterialnu aktivitu. Kvoli tomu st vyuzivané ako funkéné potraviny a cenny zdroj pri
vyvoji prirodnych liekov a potravinovych aditiv. Tiez by mohli byt vyznamnym zdrojom pri
hladani novych bioaktivnych zli¢enin na inhibiciu produkcie biofilmu a QS (Martin-
Rodriguez a kol., 2014; Alves a kol., 2014). V tejto stvislosti sa objavili flavonoidy a
fenolické zluceniny ako potencidlne inhibitory tvorby biofilmu a produkcie faktorov
virulencie v patogénnych baktériach zasahovanim do QS mechanizmov (Nazzaro a kol.,
2013). Hoci interakcie medzi baktériami a hubami st z vel’kej Casti zdokumentované (Frey-
Klett a kol., 2011), existuje relativne malo vyskumov o inhibicii QS pomocou hubovych
extraktov (Martin-Rodriguez a kol., 2014).

Ciel'om tejto prace bolo sledovat’ uc€inok vodnych extraktov z hib Hypsizygus tessellatus,
Macrolepiota procera, Pleurotus ostreatus a Hirneola auricula Judae na tvorbu biofilmu
u izolatov S. aureus, ako aj vplyv na quorum sensing s izolatmi P. aeruginosa.

MATERIAL A METODIKA

Celkovo sa v praci pouzili 4 kmene Staphylococcus aureus, z ktorych dva boli izolované
z ovCieho mlieka (SA12, SA14) a dva boli izolované z kliestov Ixodes ricinus (SAS, SAS51).
Na ovplyviiovanie QS boli pouzité¢ dva klinické izolaty Pseudomonas aeruginosa 119 a 44.
Supernatanty z pseudomonad boli pouzité ako prirodné zdroje acyl homolaktonov (AHL),
signalnych molektl s C10-C4 acylovym retazcom. Ako QS reportérovy kmen sa pouzila
Escherichia coli IM109 s plazmidom pSB 1142 (luxCDABE obsahujuci gény lasR a lasl),
ktory poskytol Dr. Matthew Fletcher (Institute of Infection, Immunity & Inflammation, Centre
for Biomolecular Sciences, University Park, University of Nottingham, United Kingdom).
Stafylokoky sa kultivovali na krvnom agare (zéklad pre krvny agar, Oxoid, Vel’ka Britania s 5
%-nym pridavkom defibrinovanej baranej krvi), pseudomonddy v zivhom bujone (Oxoid,
Velka Britania) a E. coli JM109 na zZivhom agare (Oxoid, Vel'ka Britania) s pridanim 20 pg -
ml™ tetracyklinu podas 24 hodin pri teplote 37°C.

Extrakty z hub Hypsizygus tessellatus, Macrolepiota procera, Pleurotus ostreatus a Hirneola
auricula Judae boli pripravené metddou podl'a Strapaca akol. (2016) na katedre chémie,
biochémie a biofyziky, Univerzity veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach.
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Bezbunkové supernatanty baktérii P. aeruginosa boli pripravené z 24- hodinovej kultary
centrifugaciou (10000 rpm, 10 minut) a ndslednou filtraciou (velkost’ poérov 0,22 pum, TPP,
Trasadingen, Svajéiarsko). Supernatanty boli skladované pri teplote 4 °C.

Detekcia tvorby biofilmu sa stanovila pouzitim Nunc Maxisorp mikrotitracnych platnic¢iek
(Nunc, Roskilde, Denmark) s farbenim krystalovou violetou (O'Toole, 2011). Antibiofilmova
aktivita extraktov z huib bola testovana pridanim 20 pL extraktu. Ako kontrola sa pouzila
bakteridlna suspenzia v Brain Hearth bujone (Oxoid, Velké Britania) bez u¢innych latok.
Vplyv Styroch hubovych extraktov na quorum sensig u E. coli IM109 s plazmidom pSB 1142
a P. aeruginosa (PSA44, PSA119) bol testovany pridanim 10 pL extraktu a kvantitativne
analyzovany pouzitim 96 jamkovych mikrotitraénych imunoplatni¢iek (SPL Life sciences,
Gyeonggi-do, Korea) (Wang a kol., 2007). Luminiscencia sa merala pouzitim Synergy HT
Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, Winooski, Vermont, USA) a vizualizovala pomocou
Fusion Fx (Vilber, Collégien, France). Relativne svetelné jednotky (Relative Light Unit) st
definované ako pocet na jednotku optickej denzity (OD495).

Vysledky boli statisticky spracované v programe Statistica 9.0 s pouzitim One Way ANOVA
testu a Tukey- testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci naSej prace sme sledovali vplyv vybranych Styroch extraktov zhub na tvorbu
biofilmu u stafylokokov a QS u pseudomonad.

Na tvorbu biofilmu mali signifikantne inhibi¢ny ucinok tri z pouzitych vodnych extraktov z
hab. Stvrty, extrakt z Hypsizygus tessellatus, signifikantne inhiboval biofilm u izolatov
z kliestov a S. aureus 14 z mlieka, ale u S. aureus 12 nesignifikantne zvysil tvorbu biofilmu.
Najvacsi antibiofilmovy G¢inok mali extrakty z hib Pleurotus ostreatus a Hirneola auricula
Judae, u ktorych sme zaznamenali signifikantnt inhibiciu u troch zo $tyroch izolatov. Extrakt
z huby Macrolepiota procera mal signifikantne inhibi¢ny ucinok iba na S. aureus 51 aS.
aureus 12, u zvy$nych dvoch spdsobil iba nesignifikantni inhibiciu. Vysledky znazornené v
grafe ¢.1 ukazuju signifikantne inhibi¢ny ucinok extraktov na S. aureus 51. Inhibiciu rastu
testovanych kmenov sme nezaznamenali u ziadneho z pouzitych izolatov.
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Graf 1. Ucinok hubovych extraktov na tvorbu Graf 2. U¢inok hubovych extraktov na QS u P.
biofilmu u S. aureus 51 aeruginosa 44
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Inhibi¢ny vplyv extraktu M. procera na tvorbu biofilmu u S. aureus zaznamenali aj Carvalho
a kol. (2015). Li a Dong (2010) dokazali antibiofilmové G¢inky extraktu z Hirneola auricula
Judae v E. coli. Antibiofilmova aktivita bola spojend s obsahom fenolovych zlucenin a
organickych kyselin v hubovych extraktoch.

Quorum sensing bolo signifikantne inhibované vSetkymi Styrmi pouzitymi extraktmi z hub.
Vysledky inhibicie s podobné pre oba testované kmene P. aeruginosa, priCom najvacsi
ucinok sme zaznamenali pri extrakte z Macrolepiota procera a Hypsizygus tessellatus,
nasledne Pleurotus ostreatus a extrakt z Hirneola auricula Judae mal najmensi u¢inok. Graf
¢. 2 zobrazuje signifikantnii anti-QS aktivitu hubovych extraktov u P. aueruginosa 44.
Inhibicia QS u C. violaceum CV026 bola spdsobend vplyvom bioaktivnych metabolitov P.
ostreatus a H. auricula Judae (Zhu a kol., 2011a) a pigmentov H. auricula Judae (Zhu a kol.,
2011b).

Doteraz nebola uvedend Studia, ktora preukazuje inhibi¢ny vplyv extraktu z Pleurotus
ostreatus a Hypsizygus tessellatus na tvorbu biofilmu baktérie S. aureus a extraktu z
Macrolepiota procera a Hypsizygus tessellatus na inhibiciu QS u P. aeruginosa, napriek tomu
su potrebn¢é d’alSie Stidie na objasnenie mechanizmu Gc¢inku.

Tato praca bola podporena grantami APVV 14-0274, VEGA 2/0085/18 a ITMS 26220220204.
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IDENTIFIKACIA ZASTUPCOV RODU PENICILLIUM Z0 SLEPACICH VAJEC
Demjanova S., Jevinova P., Pipova M., Regecova I.

Katedra hygieny a technoldgie potravin, Ustav hygieny a technolégia mésa, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bola identifikdcia zastupcov Penicillium spp. izolovanych z povrchu
vajecnej Skrupiny a z vajeéného obsahu. Kultivaénym mikrobiologickym vySetrenim 150
kusov slepaCich vajec sa ziskalo spolu 233 izoldtov mikromycét. Na zaklade
makroskopickych a mikroskopickych znakov a jednoduchou PCR metddou bolo 87 izolatov
zaradenych do rodu Penicillium. 1zolaty zaradené do rodu Penicillium boli d’alej podrobené
kreatinovej skuske, testu s Ehrlichovym ¢inidlom a sekvendcii. Pozitivna kreatinova skuska
bola zaznamenana u 48 izolatov, negativna u 9 izolatov a u 30 izolatov nebol preukézany rast
na CREA. Ehrlichovym testom bola potvrdena produkcia kyseliny cyklopiazénovej u 13
izolatov a produkcia inych alkaloidov u20 izolatov. Na zéklade tychto vysledkov
a sekvenaciou bolo 6 izolatov identifikovanych ako Penicillium chrysogenum. Pre presnu
identifikaciu d’alSich izolatov je potrebné vykonat’ d’alsie skusky.

UvOoD

Potraviny vo vSeobecnosti predstavuju idealne prostredie pre rast amnoZenie
mikroskopickych vlaknitych hub. Konzumné vajcia tiez nie st vynimkou. Kutikula, Skrupina
a podskrupinové blany vajec predstavuju prirodzent bariéru pre vstup mikroorganizmov
do ich vnutorného obsahu (Mansour akol., 2015). Vplyvom skladovacich podmienok
a starnutia vajec sa vSak U¢inok tychto bariér oslabuje. Mikroskopické vldknité huby su tak
schopné penetrovat’ svojimi hyfami cez pory vajecnej Skrupiny a membran az do vnutorného
obsahu vajec (Perez-Nadales akol., 2014). Mikromycéty kontaminujuce vajcia modzu
v dosledku svojej metabolickej c¢innosti sposobit’ znizenie kvality vajec veducej kich
skazeniu, a to produkciou proteolytickych a lipolytickych enzymov, ale taktiez produkciou
mykotoxinov (Brown a kol., 2012). Tento fakt mé& za nasledok vyrazné ekonomické straty
ariziko intoxikacie spotrebitela predstavujuce nebezpecenstvo pre verejné zdravie
(Rodriguez a kol., 2015). NajcastejSie kontaminujucimi mikroskopickymi vldknitymi hubami
su Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus spp., Alternaria spp., Mucor spp.
a Rhizopus spp. Zdrojom kontamindcie moze byt vzduch, podstielka, trus, material pouzity
na hniezdo, nespravna manipulécia a sanitdcia, pricom k ich rastu prispieva hlavne zvysSena
vlhkost’ vzduchu a teplota okolia (Al-Obaidi a kol., 2011).

Penicillium spp. patri medzi najcastejSie izolované mikroskopické vldknit¢é huby
v potravinarskom sektore. Su to mezofilné mikromycéty rastice pri teplotach v rozmedzi 5 -
37 °C apH 3 — 4,5. Vyskytuji sa vpdde, na rozkladajucej sa vegetacii a komposte,
na suSenych potravinach, koreni, obilninach, cerstvom ovoci a zelenine, ako aj vo vzduchu
aprachu (Samson akol.,, 2010). Pri vysokej vlhkosti stavebného materialu dokazu rast
aj na stenach budov (Storey a kol., 2004). Mnoh¢ druhy maju schopnost’ produkovat’ Siroké
spektrum metabolitov, vratane latok s antibiotickym a antivirdlnym t¢inkom a mykotoxiny
(Rundberget a kol., 2004). Vicsina tychto mykotoxinov ja spojena so znehodnotenim potravin
a obilia (Krska a kol., 2008). Z tohto dovodu je identifikdcia zastupcov rodu Penicillium
dolezita.

MATERIAL A METODIKA

Mikromycéty boli izolované z povrchu Skrupiny 150 kusov slepacich vajec a z vnutorného
obsahu vajec podla pokynov STN ISO 21527-1 a STN ISO 21527-2. Ziskana zékladna
suspenzia a nasledné desatnasobné riedenia sa metddou rozteru v mnozstve 0,1 ml naockovali
na povrch agarového média s dichloranom a glycerolom (DG18) aagarového média
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s dichloranom, bengalskou ruzovou a chloramfenikolom (DRBC) (OXOID, Velka Britania)
a inkubovali 5 dni pri teplote 25 °C. Porastené kolonie boli nasledne preo¢kované na povrch
agarového média s kvasni¢nym extraktom a sachar6zou (YES), Czapekovho agarového média
s kvasnicnym extraktom (CYA) (Hi-Media, India), zemiakového agarového média
s dextrozou (PDA) a Sabouraudovho agarového média s dextrézou (SDA) (OXOID, Velka
Britania) a inkubované 7 dni pri teplote 25 °C. Fenotypova identifikécia bola vykondvana
podla kritérii Frisvada a Samsona (2004). Makroskopickym a mikroskopickym vySetrenim
boli potvrdené charakteristické morfologické znaky zastupcov Penicillium spp. U izolatov
zaradenych do rodu Penicillium bol vykonany Ehrlichov test s pouzitim filtraéného papiera
a kreatinova skuska preockovanim na povrch agarového média s kreatinom, sacharézou
a farebnym indikdtorom bromkrezolovou purpurovou (CREA). Naockované platne boli
inkubované 5 dni pri teplote 25°C.

Z izolatov prvotne identifikovanych ako Penicillium spp. sa izolovala DNA pomocou
E.ZN.A." Fungal DNA Mini Kit (Omega Bio-Tek, USA). Takto ziskana DNA bola
podrobend meraniu Cistoty a koncentracie na BioSpec nanometer spektrofotometer
(SHIMADZU, Rakusko).

Izolaty mikromycét boli ndsledne identifikované metdodou PCR podl'a Pedersena a kol. (1997)
za pouzitia FIREpol® Master Mix (Ecoli s.r.o., SR) a $pecifickych primerov: ITS 212d
(AAATATAAATTATTTAAAACTTTC) alITS 549 (CTGGATAAAAATTTGGGTTG),
navrhnutych na zaklade sekvencii ITS oblasti a 5.8S tRNA z Penicillium spp. dostupnych
v databaze GenBank-European Molecular Biology Laboratory (GenBank-EMBL).
Amplifikovany Specificky PCR produkt (336 bp) v mnoZstve 5 pl bol analyzovany v 1,5 %
agarozovom géli v TBE (Tris-borat-EDTA) tlmivom roztoku. Do agar6zového gélu
sa kvoli vizualizacii DNA pridavala Gel™ Red (Biotium Inc., USA). Po naneseni produktov
do agar6zového gélu prebichala elektroforéza priblizne 1 hodinu pri 120 V
a nasledne boli jednotlivé produkty vizualizované pomocou readeru Mini Bis Pro® (DNR
Bio-Imaging Systems Ltd., Izrael). Ziskané PCR produkty boli podrobené sekvenovaniu
(GATC Biotech AG, Nemecko) a jednotlivé sekvencie porovnané so sekvenciami v databaze
NCBI GenBank.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kultivaénym mikrobiologickym vySetrenim slepacich vajec sa ziskalo spolu 233 izolatov
mikromycét, z ktorych 87 bolo na ziklade makroskopickych a mikroskopickych znakov
a jednoduchou PCR metddou zaradenych do rodu Penicillium.

Typickymi makroskopickymi znakmi Penicillium spp. na diagnostickych pddach je tvorba
koldnii spociatku bielej farby, potom prechadza do modrozelenej, sivozelenej, olivovozelenej,
pripadne Zltej a ruzovej. Koldnie su ploché, vlaknité, zamatové az plstené s Castym vyskytom
kvapdcok farebného alebo hyalinného exudatu. Na kolonidch moze byt pritomné ryhovanie
smerom od stredu abiely okrajovy lem. Spodnd strana kolénii je bleda, krémova
az 7Ita, 71ta az hneda alebo Cervena.

Charakteristickymi mikroskopickymi znakmi Penicillium spp. si konidioféry tvorené stopkou
s hladkymi, drsnymi alebo bradavi¢natymi stenami a vetvenou castou penicillus. Stopka
je niekedy zakoncena vezikulom a zo stopky vyrastaju vetvy a metuly cylindrického tvaru
s hladkou stenou. Vetvenie moze byt monoverticilatné, biverticilatné, terverticilatné alebo
quaterverticilatné, zakoncené fialidami ampuliformného alebo acer6zneho tvaru. Spory
su malé gul’até az ovalne, vytvaraju retazce.

Izolaty mikromycét zaradené do Penicillium spp. boli podrobené kreatinovej skuske, ktorou
sa potvrdila schopnost’ niektorych druhov Penicillium spp. metabolizovat’ kreatin. Pozitivna
reakcia bola zaznamenana u 48 izolatov, negativna u9 izolatov. U 30 izolatov nebol
preukdzany na CREA Ziaden rast (vid’. Tabulka 1).
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Tab. 2 Kreatinova skuska

Reakcia +++ ++ + - Ziaden rast

Pocet izolatov 17 18 13 9 30

Produkecia kyseliny cyklopiazonovej a inych alkaloidov bola potvrdena Ehrlichovym ¢inidlom
za vzniku farebnych prstencov na filtracnom papieri. Ako znazoriiuje Tabulka 2, produkcia
kyseliny cyklopiazonovej bola potvrdena u 13 izolatov, produkcia inych alkaloidov u 20
izolatov.

Tab. 3 Ehrlichov test

Reakcia Fialovy prstenec Cerveny Zlty prstenec | Ziaden prstenec
prstenec
Pocet izolatov 13 11 9 54

Na zaklade tychto vysledkov a naslednou sekvenaciou (GATC Biotech AG, Nemecko) bolo 6
izolatov identifikovanych ako Penicillium chrysogenum.

Pre presnt identifikaciu d’alSich izolatov je potrebné vykonat' d’alSie skusky. Cielom tejto
studie je identifikovat’ hlavne toxinogénne druhy, ktoré moézu predstavovat’ zdravotné riziko
z pohl'adu produkcie r6znych druhov mykotoxinov a d’alSich sekundarnych metabolitov.

Praca bola podporena grantom VEGA 1/0705/16.
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FLAVONOLIGNAN SILYBIN A/B V ADJUVANTNEJ LIECBE ALBENDAZOLOM
PRI TERAPII MYSI NA MODELOVEJ INFEKCII PARAZITOM MESOCESTOIDES
VOGAE
Faixova D.!, Hr¢kova G.z, Macak Kubaskova T.%, Mudrofiova D.!, Biedermann D.?
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ABSTRAKT

Silybin A/B su flavonolignany najviac zastupené v silymarine, ktory je izolovany z rastliny
Silybum mariannum s dokazanymi hepatoprotektivnymi, antioxidacnymi, imunomodula¢nymi
a protinadorovymi uc¢inkami. V praci prezentujeme vysledky in vivo §tudii, v ktorych sme
sledovali farmakologické a imunomodulacné tc¢inky silybinu (SB) samotného a v kombinacii
s antihelmintikom albendazol na modelovej parazitickej infekcii myS$i. V experimente boli
pouzité mysi kmena Balb/c, ktoré boli infikované larvami pasomnice Mesocestoides vogae
aod 14. dna po infekcii a po dobu 15 dni boli lieCené uvedenymi latkami bud’ samostatne
alebo v kombindcii. Sledovali sme jednak ucinnost’ liecby v peceni a v peritoneédlnej dutine,
kde bola liecba ucinnejsia u samic v porovnani so samcami. Sucasne sme sledovali vybrané
humorélne a celularne imunologické parametre, ktoré ukézali, Ze silybin mal vyznamné
antioxida¢né¢ ulinky v peritonealnych exudatovych bunkach mysi astcasne doslo aj
k stimulacii fagocytdrnej aktivity vkrvi. NaSe vysledky ukazuji, Ze terapia vysokymi
davkami silybinu nema vyznamné larvicidne ucinky, avSak dokaze redukovat’ oxidacny stres
a pozitivne ovplyvnit proporcie a funkcie buniek vrodenej a adaptivnej imunity pocas
infekcie. Doplnkovéa terapia silybinom k antihelmintiku albendazolu sa javi ako vhodnejSia
terapeuticka alternativa vd’aka imunomodulacnym a cytoprotektivnym G¢inkom silybinu.

UvoD

Plody Silybum mariannum sa pouzivali uz vyse 2000 rokov na lieCbu Sirokého spektra
ochoreni pecene azlénika ana prevenciu poskodenia pefene pri otravach réznymi
chemickymi a prirodnymi toxinmi (usStipnutia hadov, postipania hmyzom, otravy hubami,
pripadne alkoholom). Tato lie€iva rastlina sa pouziva uz od staroveku. Theoprastus (4.
storo¢ie pred Kristom) bol pravdepodobne prvy, ktory popisal tato rastlinu pod nazvom
»Pternix™ a neskor ju spomenuli Dioskurides s Pliniom v praci ,,Materia Medica*“ (1.storocie
po Kristovi) (Morazzoni a kol. 1995). Hlavna zlozka Silybum mariannum je silymarin —
Standardizovany extrakt ziskany zo semien, ktory obsahuje priblizne 70 — 80 %
silymarinovych flavonolignanov a priblizne 20 — 30 % chemicky nedefinovanych frakcii,
najmd polyfenolové zlozky. Hlavna zlozka silymarinového komplexu je silybin. Okrem
silybinu, ktory je zmesou dvoch diastereoizomérov — A a B, priblizne v pomere 1:1, je
silymarinovy komplex tvoreny znaénym mnoZzstvom inych flavonolignanov — isosylibinom,
dehydrosilybinom, silychristinom, silydianinom a flavonoidmi, hlavne taxifolinom (Sobolova
a kol. 2006). Polyfenolové zlozky silymarinového komplexu su podla vsetkého nie vel'mi
dobre absorbovatel'né v intestindlnom trakte, avSak maji rozdielne ¢inky ako monomerické
flavanolignany. Typické pouZitie tejto rastliny je najmid pri lieCbe ochoreni pecene
a gastrointestindlneho traktu. Okrem tychto vlastnosti sa sledovali Uc€inky silybinu
asilymarinu aj pri inych zévaznych ochoreniach aboli dok4dzané aj protirakovinové,
chemoprotektivne, hypocholesterolemické, kardioprotektivne, neuroaktivne
a neuroprotektivne vlastnosti (Gazdk akol. 2007). Albendazol je Sirokospektralne
antihelmintikum, ktoré ako jediné ucinkuje proti vSetkym vyvojovym S§tddidm helmintov
(vajickam, larvam aj dospelym jedincom). Pravdepodobny mechanizmus u¢inku tejto latky je
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degeneracia mikrotubulov ¢revnych buniek. Metabolizuje sa v peceni na aktivny metabolit
albendazol sulfoxid a vylucuje sa ZI¢ou. Eliminacny polcas je 7 — 12 hodin. Neziaduce ucinky
zahtnaju bolest’ hlavy, zdvraty, meningeéalne priznaky a hortcku a pri dlhodobom podévani sa
modze vyskytnit' reverzibilnd alopécia. Z gastrointestinalnych neziaducich uc€inkov sa
popisuji nauzea, zvracanie a abnormalne pecenové testy. Zriedkavo sa vyskytuje leukopénia,
pancytopénia a agranul6za (Lincovda akol. 2007). Larvalne S§tddiad vybranych druhov
medicinsky a veterinarne vyznamnych pasomnic st schopné nepohlavného rozmnozovania
v tkanivach hostitel’a, kde vyvolavaji zdvazné ochorenia, napriklad alveoldrnu echinokoko6zu.
Kvoli asymptomatickému priebehu v skorych Stadiach sa s lieCbou zacne v §tadiu, ked’ je
lietba antihelmintikami zdihava a ¢asto len parazitostaticka, preto sa hl'adaju alternativne
spdsoby na zvySenie jej ucinkov aredukciu patologickych prejavov ochorenia. Z tychto
dovodov bolo cielom prace sledovat’ farmakologické a imunomodula¢né ucinky aplikacie
samotného silybinu a jeho kombinacie s albendazolom umysi infikovanych  larvami
pasomnice Mesocestoides vogae.

MATERIAL A METODIKA

Sledovali sme uc¢inok flavonolignanu silybinu A/B (SB) na parazitarnu infekciu vyvolana
pasomnicou Mesocestoides vogae u Balb/c mysi, ktoré boli sondou peroralne infikované
larvami. Mysi boli rozdelené do 4 terapeutickych skupin podla spdsobu liecby, ato (1)
kontrolnd nelieCena skupina, (2) skupina liecend albendazolom (15 mg/kg), (3) skupina
lieCend samotnym silybinom (200 mg/kg) a (4) skupina lieCend kombinaciou albendazolu
a silybinu. Piatu skupinu tvorili zdravé mysi, ktorym bol podavany silybin. Kazda skupina
bola tvorend troma samicami a troma samcami. Terapia zacala od 14. diia po infekcii a trvala
po dobu 15 dni. Uginok lie¢by sa sledoval nasledujuci defi po skonéeni lie¢by (30. defi po
infekcii), kedy boli zvieratd usmrtené a bol izolovany nasledovny biologicky material: larvy
z peritonedlnej dutiny a pecene, krv, peritonedlne exudatové bunky a lymfatické uzliny,
aslezina. Larvy z pecene boli izolované po ich uvolneni z tkaniva po natraveni trypsinom.
Larvy boli spocitané po resuspendovani v agare aich pocty sme porovnali medzi
terapeutickymi skupinami a aj v ramci oboch pohlavi mysi. Boli izolované bunky slezin mysi
(kultivacia: 70 h pri 37 °C, 5 % CO, v kompletnom RPMI médiu), u ktorych sme zist'ovali
ucinok latok na proliferaciu T-lymfocytov a produkciu cytokinov (IL-4, IL-10 a IFN-y)
v supernatantoch splenocytov. Nasledne sme stanovili index proliferacnej aktivity
nestimulovanych a Con-A  stimulovanych  splenocytov pomocou Brdu ELISA
kolorimetrického testu. Pomocou prietokovej cytometrie sme v izolovanych peritonealnych
exudatovych bunkach sledovali oxidativny stres a aktivitu fagocytov. Na stanovenie
produkcie cytokinov sme pouzili ELISA kity. Vysledky boli hodnotené v Statistickom
programe GraphPad Prism.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V experimente na mySiach oboch pohlavi infikovanych tymto parazitom sme sledovali Gi¢inok
liecby samotnym albendazolom (Standardné antihelmintikum), silybinom alebo ich
kombinaciou. U samic infikovanych mysi sme zistili niz8i pocet lariev Mesocestoides vogae
v peritonedlnej dutine a v peceni ako usamcov aterapia vysokymi davkami silybinu
vyznamne neovplyvnila G¢inok albendazolu v porovnani s terapeutickou skupinou, ktorej bola
podana liecba iba albendazolom (graf ¢.1). V praci Velebny a kol. (2010) sa overoval u¢inok
silymarinu v davke 35 mg/kg v kombinovanej liec¢be s antihelmintikom praziquantel na t ist(
modelovu infekciu a zistilo sa, ze uvedend davka prispela k vyznamnému zniZeniu infekcie.
V nasej Studii silybin podévany infikovanym mySiam samotne alebo ako adjuvant
vykazoval signifikantné imunomodula¢né Gcinky. Zistili sme, ze sylibin znizuje proliferacny
index T-lymfocytov stimulovanych Con A a albendazol ho naopak zvySuje (Graf €. 3).
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Pocas infekcie larvami M. vogae v peritonealnej dutine mySi imerne s narastajucim poctom
lariev v dosledku ich proliferacie narastd aj pocet peritonealnych buniek, priCom sa zvySuje
najmi zastupenie myeloidnych buniek v neprospech lymfoidnych, ktorych funkcie su navyse
potlacené pdsobenim sekreCnych antigénov lariev (Vendelova akol. 2015). Fagocytarna
aktivita bola u tychto buniek znizovana od 14. diia po infekcii €o suviselo s ovplyvnenim Fc
receptorov na tychto bunkach (Hrckova a kol., 2016). V nasej praci sme zistili, ze v skupine
kde bol aplikovany silybin v kombinacii s albendazolom bol index fagocytarnej aktivity
vyjadrujuci pohlcovaciu kapacitu fagocytov signifikantne zvySeny v porovnani s mySami
oSetrenymi len albendazolom, ako aj s neoSetrovanou infikovanou kontrolou (Graf ¢. 4).
Dolezitym zistenim bola signifikantna redukcia oxidativneho stresu v peritonealnych bunkach
umysi oSetrenych sylibinom. Z nasich vysledkov vyplyva, ze terapia vysokymi davkami
samotného silybinu nema larvicidny ucinok, avSak redukuje oxidativny stres a produkciu
reaktivnych molekul kyslika imunitnymi bunkami, ¢o pravdepodobne ovplyvnilo proliferaciu
lariev. Vd’aka imunomodula¢nym a cytoprotektivnym vlastnostiam flavonolignanu silybinu sa
adjuvantna terapia albendazolom so silybinom mo6ze pokladat’ za vhodnu alternativu klasicke;j
monoterapie.
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NOVA METODA NA KVANTIFIKACIU ZACHOVANEHO TKANIVA PO TRAUME
MIECHY S OPTIMALNOU REPRODUKCIOU
Fedorova J. Pavel J.

Neurobiologicky ustav, Biomedicinske centrum, SAV, KosSice

ABSTRAKT

Traumatické poranenie miechy predstavuje zdvazny klinicky problém, na ktory doposial
neexistuje efektivna a akceptovand terapia. Po primarnom mechanickom poraneni tkaniva sa
poskodenie kontinudlne rozvija v sekundarnej faze, ¢im dochadza k znacnej atrofii nervového
tkaniva v mieste 1ézie. Pre optimdlnu kvantifikdciu zachovaného tkaniva miechy v kranio-
kaudalnom smere iba meranie plochy nie je postacujice a je potrebné zohladnit' prave
vyrazni objemovu stratu tkaniva v epicentre poranenia. Spravna determinacia rozsahu
poskodenia je pritom kl'icovym aspektom pre postdenie pripadného terapeutického efektu.
Ciel'om naSej prace bolo preto navrhnit’ metddu vhodnu na takito kvantifikaciu tkaniva, a to
stanovenim korekénych faktorov pozdiz miechy potkana. Tymto spdsobom je mozné
prepocitat’ zachované tkanivo vyjadrené ako percento zcelkovej plochy, ktoré zaroven
zohladnuje pritomnost’ vytvorenych kavit a cyst na predpovedanu oblast’ pred poskodenim
miechy. Takyto pristup kombinovany so semi-automatickou analyzou pomocou NIH ImagelJ
softvéru, tak predstavuje rychlu a spol'ahlivii metodu vhodnt pre optimélnu kranio-kaudalnu
histologicku kvantifikdciu rozsahu poSkodenia po kompresnom poraneni miechy.

UvOoD

Traumatické poranenie miechy (TPM) zapricituje mnohé zavazné neurologické deficity,
ktoré celozivotne v negativnej miere ovplyviluju fyzické a psychické zdravie postihnutych
pacientov. Primarny mechanicky inzult priamo poskodzuje nervové bunky v oblasti traumy a
zaroven iniciuje komplexnu kaskadu autodestruktivnych procesov vedicu k bunkovej smrti
d’al$ich neurénov a gliovych buniek, a tym k vyraznej strate tkaniva. Primarne poskodenie sa
tak kontinudlne rozvija a finalny neurologicky deficit je mozné stanovit’ az niekol’ko tyzdiov
po traumatickej udalosti, priCom strata neurologickej funkcie zavisi od rozsahu poskodenia
dané¢ho spinilneho segmentu. Aj napriek enormnej snahe doposial neexistuje klinicky
akceptovana terapia, ktora by prinavratila pacientom stratené neurologické funkcie. Prave
spravna determinacia straty resp. zachovania nervového tkaniva po traume miechy je
rozhodujucim krokom pre vhodné stanovenie miery pripadného terapeutického ucinku. Po
pociato¢nom edéme miechy vSak dochadza v mieste poranenia k vyraznej atrofii tkaniva, co
znacne stazuje jeho spravnu kvantifikaciu. Cielom nasej prace bolo preto navrhnut’ metodu,
ktord zohladnuje tito objemovl stratu v epicentre poranenia a zdroven ponuka rychle,
objektivne a dobre reprodukovatel'né meranie rozsahu zachovania tkaniva po traume miechy.

MATERIAL A METODIKA

V experimentoch sme pouzili dospelé potkany kmena Wistar (9) s hmotnostou od 230-300g.
Experimentalne zvieratd sme nahodne rozdelili do Styroch skupin: (1) kontrolné zvieratd
uréené na predikciu plochy intaktnej miechy (n=6), (2) 30g kompresia trvajica 15 min
(n=12), (3) 40g kompresia trvajiica 15 min (n=12), (4) 50g kompresia trvajuca 15 min (n=12).
Kontrolnym intaktnym zvieratdm sme odobrali tkanivo (podla Obr.1) a pripravené 25 um
prie¢ne rezy ofarbili Standardnym histologickym farbenim Luxol fast blue a Cresyl violet.
Ofarbené rezy miechy sme nasledne pouzili na stanovenie korekénych faktorov, a to
modifikovanou metédou Olbyho a Blakemora (1996). Na zaklade kranio-kaudalneho rozsahu
kompresného poskodenia, sme vybrali referencny bod — 1la definovany ako najblizsi
kaudalny region miechy, ktory uz nie je zasiahnuty poSkodenim.
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Obr. 1 Schéma odberu tkaniva miechy

miecha

Korekéné faktory pre jednotlivé regiony sme potom stanovili porovnanim plochy priecnych
rezov pozdiz miechy s referenénym bodom. Zvieratim v skupine 2 az 4 sme kompresné
poranenie navodili aplikovanim impaktora (priemer 2,5 mm) umiestnené¢ho na konci
zat'azenej kompresnej ty¢e priamo na obnazeny spindlny segment v oblasti Th9-10 po dobu
15 minat. Po 28 ditoch sme zvieratdm odobrali identickll ¢ast’ miechy, ktora obsahovala ako
spindlny segment vystaveny kompresii tak aj jeho pril'ahlé oblasti v kranialnom a kaudalnom
smere a spracovali rovnakym spdsobom ako tkanivo intaktnych zvierat. Kompaktnost’
nervového tkaniva arozsah poskodenia sme analyzovali v programe NIH ImageJ 1.51. Po
kalibracii mierky, sme digitalny RGB obraz miechy premenili na 8-bitovy s intenzitou Sedej
od 0 do 255. Nasledne sme obraz previedli do Cierno-bielej skdly pouzitim Huangovho
treshlodu, ktory nam poskytol spolahlivé oddelenie zafarbenej casti miechy a pozadia
a odmerali plochu. Okrem toho sme kvantifikovali mnozstvo kavit s velkostou od 200 pm?,
a to metddou invertovaného digitdlneho obrazu miechy. Data o zachovanom tkanive kazdého

zvierata sme preratali s vopred stanovenymi korekénymi faktormi podl'a vzorca:

odmerana plocha mischy (mm2)

0 A 1 =
o zachovan¢ho tkaniva predpokladand plocha intaktne] miechy (mm2) x 100

Ziskané vysledky sme vyjadrili ako priemer vSetkych zvierat v skupine = SEM.

" - ey -
Obr. 2 Histopatologicky progres poskodenia nervového tkaniva 28 dni po kompresnom poraneni
miechy

VYSLEDKY A DISKUSIA

Patofyziologia poSkodenia sa rozvija nastupom sekundarnych autodeStruktivnych
mechanizmov, ktoré oblast’ traumy zrete'ne zvicsSia a st zodpovedné za atrofiu tkaniva a
progresivny vznik centralnych cyst a kavit (Silva a kol., 2014). Po 28 dioch od kompresie
sme v epicentre poranenia pozorovali u zvierat o¢akavanu vyraznl tkanivovu stratu, ktora
bola zaroven zavisla od sily indukovanej kompresie (Obr.2). Kranio-kaudalny rozsah
poskodenia po kompresii predstavoval 10mm-—11mm-—13mm/30g-40g-50g. Neurologicky
deficit pritom zavisel na mnozstve zachovaného tkaniva v epicentre 1ézie (hodnota BBB skore
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predstavovala 10,4-8,8-8,1/30g-40g-50g). Pritomnost kavit vacsich ako 200 pm’® sme
pozorovali najmi kauddlnym smerom od miesta poskodenia, ¢o sved¢i o prebiehajlicej
demyelinizécii a degeneracii tkaniva. Region 11a zvoleny ako referencny bod pre stanovenie
korekénych faktorov vSak uz nevykazoval znamky poskodenia a mnoZstvo kavit a rovnako
percento zachovanej plochy vinom bolo uvSetkych skupin porovnatelné s kontrolnymi
hodnotami.

% zachovaného tkaniva po TPM
bez korekcie po korekcii
120+ 1204

1004 100

80 80
—o- kontrola
604 60+ 30g kompresia
—¥ 40g kompresia

404 401 - 50g kompresia

zachované tkanivo (%)

204 , , , . 20

Obr. 3 Zachované tkanivo miechy 28 dni po traume pred a po korekcii

Kvantifikacia nervového tkaniva bez pouzitia korekcie preukdzala vo vSetkych skupinach
zvierat hodnoty vysSie ako 80% zachovaného tkaniva v epicentre, Co vyrazne skresl'uje realny
obraz poskodenia. Po zohl'adneni objemovej straty a preratani ziskanych vysledkov so
stanovenymi korekénymi faktormi sme pozorovali vyrazny rozdiel, a to 44%-33%-32%
zachovaného tkaniva/ 30g-40g-50g (Obr.3). Semi-automaticka analyza prostrednictvom NIH
ImageJ softvéru pritom umozZiuje Standardné meranie plochy, ktoré nie je ovplyvnené
subjektivnou selekciou a pritom zohladnuje mnozstvo kavit a cyst v kranio-kaudalnom
rozsahu. Nasa metdda teda pontika rychlu, objektivnu a optimalnu kvantifikéciu zachovaného
tkaniva po traume miechy, ktora zodpoveda realnemu poskodeniu v epicentre 1ézie.

Praca bola podporena grantom VEGA ¢. 2/0160/16.
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DETEKCIA GLAUKOMU ZO SLZNEJ TEKUTINY
Glinska G., Kraj¢ikova K., Tomeckova V.

Ustav lekdrskej a klinickej biochémie UPJS LF, Kosice

ABSTRAKT

Slzy nie st bezne pouZzivanym klinicko-biochemickym analytom, ale predstavuju zaujimava
biologicku tekutinu, s ve'mi malym objemom, ale pozoruhodnym zloZenim. V naSej praci
sme skiimali slznu tekutinu metdédou fluorescenénej analyzy. Vysledky ukazali vyznamné
rozdiely v Strukture slznej tekutiny zdravych jedincov v porovnani so slznou tekutinou
pacientov s vysokym vnutroo¢nym tlakom a réznym typom glaukému.

UvOoD

Primarny glaukém s otvorenym uhlom (PGOU), je jednou z hlavnych pricin slepoty na celom
svete (Agnifili a kol., 2015). Glaukém je definovany ako progresivna neuropatia zrakového
nervu. Hlavnym rizikovym faktorom je vysoky ocny tlak, ale presnd patogenéza je stale
nejasna. Ex vitro §tidie na ludskych donorskych ociach ukdzali v sietnici pacientov
s glaukémom histopatologické ukladanie imunoglobulinov (Tezel, 2013). Tieto protilatky
pravdepodobne sprostredkuji poskodenie gangliovych buniek sietnice. Dolezitymi faktormi v
patogenéze ochorenia s sklerdza trabekula, ktord je spojena so zmenami molekulového
zloZenia komorovej tekutiny (Azkargorta, 2016). S ciel'om objasnit’ patofyziologiu glaukomu
pacientov s PGOU sa vykonali viaceré proteomické analyzy ich slznej tekutiny. Vysledky
ukézali zmeny interakcie proteinov podielajucich sa na zépalovej reakcii aj medzibunkovej
signalizacii (Hagan, 2016; Di Venere, 2018). Glaukom je v pociatocnych S$tadiach
asymptomaticky. Diagnostika glaukému zahfila meranie vnuatrooéného tlaku pomocou
tonometrie, vySetrenia optického nervu oftalmoskopicky, pripadne optickou koherentnou
tomografiou, testu zorného pol'a s pouzitim perimetrie, vySetrenie uhla prednej komory
pomocou gonioskopie a meranie hrubky rohovky pomocou pachymetrie. Tieto techniky
dokazu detekovat’ glaukom az v pokroc¢ilom §tadiu. NovSim pristupom je elektroretinogram,
ktory moze merat’ funkciu Casti sietnice v pociato¢nom stadiu glaukému (Patangay a kol.,
2018) a optickd tomografickd angiografia, ktord porovnava rozdiely medzi zornym polom
a hustotou ciev peripapilarnej oblasti (Yarmohammadi akol, 2017). Dal§im novsim
parametrom je meranie hysterézie rohovky, ktora koreluje s vnitrooénym tlakom, progresiou
straty zorného pola a poskodenim zrakového nervu (Deol a kol., 2015). Slzy ako jedna z
I'udskych telesnych tekutin predstavujii vodnu zmes proteinov, mucinov, lipidov, sacharidov,
hormonov, neurotransmiterov, elektrolytov a d’alSich latok. Proteinové aj lipidové biomarkery
su intenzivne Studované mnohymi technikami, z ktorych kazd4d ma svoje vyhody aj nevyhody.
V nasej praci sme skimali slznt tekutinu pacientov s vysokym vnutroo¢nym tlakom a réznym
typom glaukému pomocou metddou fluorescencnej analyzy.

MATERIAL A METODIKA

Slzna tekutina bola odobratd metdédou vyplachu (z 'avého oka a z pravého oka samostatne)
fyziologickym roztokom. Roztok (V = 100 ul) bol pridany do spojovkového vaku l'avého oka
(rovnaky postup bol opakovany pri zbere slznej tekutiny z pravého oka). Nasledne bol obsah
slznej tekutiny ihned’ odsaty pouzitim 100 mikrolitrovej mikropipety a uloZeny v plastovych
skamavkach (V = 200 pl), ktoré boli zmrazené a uskladnené pri t =-80 ° C aZ do merania.
Synchrénny fluorescencny fingerprint (SFF) meria v slznej tekutine celkovi fluorescenciu
vsetkych endogénnych fluoroférov. Intenzita celkovej endogénnej fluorescencie jednotlivych
vzoriek slznej tekutiny bola analyzovana v kyvete (500 pul) pomocou metdédy SFF na pristroji
Perkin Elmer luminiscenénom spektrofotometri LS 55 pri laboratérnej teplote t = 25° C.
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Desat’ jednoduchych synchronnych spektier slznej tekutiny sa meralo pri r6znych excitatnych
vinovych dizkach v rozsahu A = 200-390 nm. Vysledny 3-D fluorescenény synchrénny SFF
bol spracovany pomocou softvéru WinLab (verzia 4, 2001).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Synchronny  fluorescenény  fingerprint definuje slzni  tekutinu  komplexne ako
multifluorescencnil zmes a povazuje sa za charakteristicky odtlacok prsta zdravych jedincov,
ale umoZiuje aj analyzu slznej tekutiny ako zmesi u pacientov s glaukomom. Celkova
kvalitativna a kvantitativna zmena jednotlivych zloziek v komplexe slznej tekutiny ma
informa¢nt hodnotu, ktord sa prejavi na zobrazeni trojdimenzionalneho fluorescenéného
synchronneho  fingerprintu v charakteristicky —uréenych oblastiach  vlnovej dizky,
usporiadaného z jednotlivych jednoduchych synchréonnych spektier, ktoré maji réznu
intenzitu fluorescencie umiestnenych pri $pecifickych excitaénych vinovych dizkach. V prvej
skupine (Obr. 1) sme porovnavali dvoch réznych pacientov s vy$S§im vnltroocnym tlakom s
kontrolnou vzorkou. V slznej tekutine pacientov s vyS$Sim vnutrooénym tlakom bol
detekovany jeden pik (F = 967, A = 277 nm/ AL = 70 nm), iny pacient s vysokym
vnutroocnym tlakom mal pik (F = 982, Aex = 293 nm/ AL = 60 nm), ale obaja mali vysSiu
intenzitu endogénnej fluorescencie ako v slznej tekutine zdravych subjektov (F = 608, Aex =
278nm/ AL =70 nm).
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Obr. 1 Porovnanie SFF slznej tekutiny pacientov s vysokym vnutroocnym tlakom (IOT) a zdravych
jedincov.

V druhej skupine sme porovnavali pacientov s rdznym typom glaukoému: primarny glaukom s
otvorenym uhlom (PGOU), normotenznym glaukémom a syndrémom pigmentovej disperzie.

Porovnanie intenzity fluorescencie slz pacientov s roznym typom glaukému ukazalo rozdiely

(Obr. 2).
F=1983
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Fluorescence
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PGOU Normotenzny glankém Syndrém pigmentovej disperzie

Obr. 2 Porovnanie SFF slznej tekutiny pacientov s roznym typom glaukému.
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Najvyssiu fluorescenciu mali slzy pacientov s PGOU (F = 983, Aex = 283 nm/ AL = 60 nm).
Nizsiu fluorescenciu mali slzy pacientov s normotenznym glaukémom (F = 437, A = 278
nm/ AL = 70 nm). Slzy pacientov so syndromom pigmentovej disperzie vykazovali najnizsiu
fluorescenciu (F = 368).

Podrobnd analyza SFF nie je pre diagnostiku nevyhnutné. Jednoduché porovnanie vysledkov
moze potvrdit’ zmeny fluoroférov v slznej tekutine po zvyseni vnutroo¢ného tlaku u pacientov
s glaukomom a zdravych. Vysledkom rdznych typov glaukému je modifikované grafické
zobrazenie SFF ako vysledok naruSenia rovnovahy vzajomnych interakcii fluoroférov v slzne;j
tekutine. Umiestnenie piku a celkovej intenzity fluorescencie moze byt odliSné a zmenené.
Nase vysledky ukazali vyznamné rozdiely v Strukture slznej tekutiny zdravych jedincov v
porovnani so slznou tekutinou pacientov s vysokym IOT a réoznym typom glaukému.
Fluorescencné profily SFF slznej tekutiny zdravych pacientov a pacientov s glaukdmom su
uzko spojené s konkrétnymi biochemickymi, pripadne patologickymi zmenami, ktoré sa
prejavia ako kvantitativna informdacia v zmenenej Struktire slznej tekutiny, ktord je
charakteristickd pre dané ochorenie. Fluorescen¢na spektroskopia sa zatial na vyskum
glaukému zo slznej tekutiny nepouzivala. Tieto vysledky naznacuju mozné vyuzitie slznej
tekutiny na skrining réznych typov glaukomov a fluorescenénej analyzy ako lacného, nového,
citlivého, neinvazivneho, v€asného a rychleho diagnostického nastroja glaukomu.

Prdca bola financne podporend grantom vwgs-2018-747.
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POHLAD NA ESCHERICHIA COLI Z HCADISKA VIRULENCIE, REZISTENCIE
A TVORBY BIOFILMU
Handrova L., Kmet' V.

Centrum biovied SAV, v.v.i., Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat Kosice

ABSTRAKT

Aviarne patogénne Escherichia coli (APEC) spdsobuju septikémiu, polyserozitidu,
aerosakulitidu a iné prevazne extraintestindlne ochorenia u kurciat a inych druhov vtékov.
Hlavnym cielom S§tadie bolo detegovat APEC a vyhodnotit minimalnu inhibi¢nt
koncentraciu (MIC) a rezistenciu na dvadsat’ antibakteridlnych latok pomocou modifikovanej
mikrodiluénej metddy. Zamerali sme sa aj na tvorbu biofilmu, kedZe je spédjany s vysSou
odolnostou na antimikrobialne latky a prezitie baktérii. Izolaty sa zatriedili do Styroch tried:
velmi slaby (12/19), slaby (2/19), stredny (12/19) asilny (3/19) producent biofilmu.
Pritomnost’ génov faktorov virulencie iutd, cvaC, iss, tsh, papC, kps, iha a génov spojenych
s metabolizmom zeleza sit4, feoB, irp2, fyuA, iroN, ired bola detegovand pomocou PCR.
Gény virulencie sa viac vyskytovali v izolatoch s vel'mi slabou produkciou biofilmu. Gény
spojené s metabolizmom zeleza - sitd, fyud, ireA boli viac zastupené v izolatoch lepSie
produkujucich biofilmy.

UvOoD

Escherichia coli je suCastou prirodzenej mikroflory ¢reva cicavcov a l'udi. Niektoré kmene st
schopné vyvolat’ intestinalne ¢i extraintestinalne ochorenia, ktoré st spdsobené pritomnost'ou
faktorov virulencie (Kaper, 2004). Gény kodujuce adheziny, toxiny alebo rdzne systémy na
ziskanie zeleza boli opisané ako obzvlast’ dolezité pocCas patogenézy septikémie. Zoonoticky
potencial APEC je uZ niekol’ko rokov centrom mnohych diskusii. APEC nesie gény kodujuce
podobné, ak nie identické vlastnosti identifikované v Tudskych NMEC (kmene E.coli
sposobujice neonatdlnu meningitidu) a UPEC (uropatogénne E.coli). Mnohé APEC a l'udské
UPEC zdielali spolo¢né séroskupiny, fylogenetické skupiny a gény virulencie. Kmeit APEC
ziskal mnoho roéznych génov rezistencie voci antimikrobidlnym latkam a génov virulencie
(Kim a kol., 2007). APEC odolné voci antibiotikdm sa k 'ud'om dostant najcastejsie potravou
(napr. manipulacia so surovym kuracim misom - koza z trupu).

MATERIAL A METODIKA

Z kloakalnych vyterov brojlerov pochadzajucich z fariem na vychodnom Slovensku bolo
izolovanych 19 kmenov E. coli (Handrova, 2018). Testovanie antimikrobialnej citlivosti sa
uskutocnilo s pouzitim veterinarneho MIC kitu firmy Bel-MIDITECH, Bratislava, Slovensko
a vyhodnotilo na zéklade CSLI VetO1 (CSLI, 2015). V antibiotickom paneli boli pouzité
antimikrobidlne latky: ampicilin (AMP); ampicilin + sulbaktdm (A + IB); ertapeném (ETP);
ceftiofur (CFF); ceftriaxon (CRT); ceftazidim (CAZ); ceftazidim + klavulanat (CAC);
cefchindém (CFQ); gentamicin (GEN); streptomycin (STM); neomycin (NEO); spektinomycin
(SPE); kyselina nalidixova (NAL); enrofloxacin (ENR); ciprofloxacin (CIP); chloramfenikol
(CMP); florfenikol (FLO); tetracyklin (TTC); kolistin (COL) a trimetoprim + sulfénamid
(COT). Skrining génov virulencie obsahoval gény: receptor pre aerobaktin - iut4 (Johnson
a Stell, 2000); kolicin V — cvaC (Johnson a Stell, 2000); gén pre zvysené prezitie v sére — iss
(Foley a kol., 2000); termo-senzitivny hemaglutinin — #s4 (Dozois a kol. 2000); gén pre P
fimbrie - papC (Le Bouguénec a kol., 1992); kapsularny polysacharid - kps (Johnson a Stell
2000); zelezo- regulujici gén a homologny adhezin - 7ha (Johnson a kol., 2000). Detekcia
génov spojenych s metabolizmom Zeleza pozostavala zo sitd - zelezo/mangénovy transport
(Rodrigues-Siek a kol., 2005); feoB - sprostredkovanie prijmu zeleza (Rodrigues-Siek a kol.,
2005); IreA — zelezo regulujici element (Russo a kol., 2001); yersiniabaktinovych sideroférov
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— irp2 (Schubert a kol., 1998) a fyud (Schubert a kol., 1998) a salmochelinového siderofora -
IroN (Johnson a Stell, 2000). Schopnost’ tvorby biofilmu sa hodnotila kvantitativnym testom
krystal -violet’ podl'a Stepanovic v mikrotitraénych platnickach (Nunc, Roskilde, Dansko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Tvorba biofilmu bola v naSej Studii zaznamenand u 19 izolatov E.coli, pri¢om najviac kmenov
produkovalo vel'mi slaby biofilm (12/19). Dva kmene produkovali slaby a dva stredne silny
biofilm. Vo vzorke devitnastich kmenov sa vyskytli tri kmene, ktoré na rozdiel od ostatnych,
formovali vyrazne silny biofilm, tie preukézali pritomnost virulenéného génu iutd (2/3),
u jedného kmena bol zaznamenany vyskyt iss apapC. Antimikrobidlna multirezistencia
(sucasna rezistencia na 3 az 4 skupiny antimikrobidlnych latok) bola zaznamenana u vsetkych
izolatoch. Prevladala rezistencia na ampicilin (19/19), trimetoprim + sulfénamid (18/19),
enrofloxacin (17/19), ostatné antibiotikd st uvedené v tab.¢.1. Vo vztahu ku formovaniu
biofilmu nebola zaznamenana vyssia rezistencia izolatov produkujicich silny biofilm.

Tab. 1 Spektrum pritomnosti rezistencie kmeriov E.coli podla produkcie biofilmu.

Skupina podla produkcie biofilmu spektrum rezistencie kmenov

amp,stm,nal, enr,cip,ttc,cot
amp,stm,neo,spe,nal,enr,cip,ttc,col,cot
amp,stm,nal,enr,cip,cmp,flo, ttc,cot
amp,nal,enr,cip,cot
amp,spe,nal,enr,cip,flo,cot
amp,stm,nal,enr,cip,flo,ttc,cot
amp,a+ib,nal,enr,cip,cmp,flo,ttc,cot
amp, enr, cip, ttc, cot

amp, cff, stm, spe, nal, enr, cip, ttc, cot
amp,cmp,flo,ttc,cot
amp,gen,stm,nal,enr,cip, ttc,cot
amp,stm,neo,nal,enr,cip,cmp, ttc,cot

velmi slaby producent biofilmu

slaby producent biofilmu amp,stm,neo,nal,enr,cip,cot
amp,stm,spe,nal,enr,cip,ttc,cot

stredny producent biofilmu amp, stm, flo, tet, cot
amp, gen,stm, nal,enr, cip, ttc,cot

silny producent biofilmu amp, cff, gen, stm, spe, nal, ttc
amp stm, nal, enr, cip, cmp, ttc, cot
amp,gen,stm, nal,enr, cip, ttc,cot

Typicky patotyp APEC obsahuje rozne gény kdodujlce transportéry zeleza — irp2, fyud, iroN
a sitA aplazmaticky kdédované gény, vratane cvi/cvaC, tsh aiss (Rodriguez — Siek a kol.,
2005). Rozsirena ¢rta virulentnych APEC kmenov je ich rezistencia na sérum (iss), ¢o
ul’ah¢uje rozliSenie medzi virulentnymi a nevirulentnymi kmenmi (Foley a kol., 2000). Pri
naSich vzorkach sme potvrdili pritomnost’ génu iss v 13, tsh a cvaC v S, irp2 v 2, fyud v 9,
iroN v 13 a sitA v 16 pripadoch z 19 testovanych kmeiiov. Gény zapojené¢ do metabolizmu
ziskavania Zeleza irp2 a fyuAd boli opisané v izolatoch APEC od Gophna a kol. (2001).
Potvrdili sa tiez v naSich vzorkdch APEC. Pre lepSie porovnanie kmenov z pohl'adu produkcie
biofilmu st vytvorené dve skupiny (prva zahfna slabu produkciu biofilmu, druhé strednu a
siln1). Genetické vybavenie izolatov produkujtcich stredny a silny biofilm poukézalo na
nizsiu prevalenciu génov virulencie oproti kmefiom so slabym formovanim. Zo siedmych
detegovanych génov bol vys§i iba jeden — papC kodujaci fimbrie. Gény suvisiace
s metabolizmom Zeleza neboli vyrazne vysSie resp. nizsie vo vzt'ahu ku tvorbe biofilmu. Gény
sitA, fyud, ired boli vysSie zastipené v druhej skupine a irp2, IroN v prvej. V porovnani s
inymi $tudiami (Naves a kol., 2008, Pavlickova a kol., 2017) sa papC potvrdil v kmenoch s
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lepSie tvoriacim biofilmom a tsh, podobne ako nase vysledky, bol detegovany u slabych
producentov biofilmu. fut4 bol reprezentovany v obidvoch skupinach. Zaznamenala sa aj
pritomnost’ fyud u vSetkych silnych producentov. Literatira obsahuje iba niekol'ko
dokumentov, ktoré korelujii faktory virulencie skimané v tejto Stadii so schopnostou
patogénnych E. coli tvorit’ biofilmy in vitro. St vSak potrebné d’alSie Stadie zahfnajice vacsi
pocet klinickych izoldtov na potvrdenie naSich tidajov produkcie biofilmu s korelaciou s
faktormi virulencie.

Ish papC irp2 lyud IroN

Obr. 2 Zastapenie génov (v %) v dvoch skupinach: prva (slaby producent biofilmu) a druha (silny
a stredny producent biofilmu).

Tato praca bola podporena grantami VEGA 2/0085/18, APVV-16-0171 a ITMS 26220220204.
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VPLYV DVOCH ZDROJOV ZINKU A VLAKNINY NA MINERALNY
A ANTIOXIDACNY STATUS PRASIAT.
Holodova M.

Centrum biovied SAV v.v.i., organizacnd zlozka UFHZ, KoSice

ABSTRAKT

Vldknina a rdzne zdroje zinku mdézu vplyvat na absorpciu mineralnych latok
z gastrointestinalneho traktu a nasledne ovplyvnit minerdlny a antioxidacny status zvierat.
Cielom Studie bolo porovnat’ t€inok dvoch typov vldkniny a zdrojov zinku na koncentraciu
zinku a aktivitu superoxid dismutazy (SOD, Cu/Zn SOD) v plazme, peceni, oblickach
a pankrease prasiat po odstave, a taktiez koncentraciu metalotransportérov: Zn-metalotioneinu
(Zn-MT1) a Zn-transportér (ZnT1) v peceni. Experiment bol uskuto¢neny na 24 kastrovanych
samcoch prasiat Danbred x Duroc s pociato¢nou telesnou hmotnost'ou priblizne 11 kg. Prasata
boli rozdelené podl'a hmotnosti do Styroch skupin, kfmené bazalnou diétou (BD), ktora bola
obohatena o 1% hrubej vlakniny vo forme 1,7% celuldzy alebo 5% zemiakovej vlakniny a o
120 mg Zn/kg v anorganickej forme ako ZnSO, alebo organickej forme ako Zn chelat
glycinového hydratu (ZnGly). V priebehu 4 tyzdiiov prasatd z jednotlivych skupin prijimali
BD obsahujucu: 1. celulézut ZnSO4 (C), 2. celulozu+ ZnGly (C+ZnGly), 3. zemiakova
vladkninu+ ZnSO, (PF) alebo 4. zemiakova vldkninu+ ZnGly (PF+ZnGly). Prijem
experimentalnych diét neovplyvnil koncentrdcie Zn v plazme, ani v tkanivach prasiat.
Najvyssia aktivita celkovej SOD a Cu/Zn SOD bola zaznamenana v peceni prasiat, ktoré boli
kfmené diétami obsahujucimi zemiakovu vladkninu (PF, PF+ZnGly). Rovnako koncentracia
ZnT1 bola najvyssia v peCeni zvierat, ktoré prijimali obe diéty s PF, zatial’ ¢o koncentracia
Zn-MT1 v peceni nebola zmenena. Nase vysledky ukazali, ze prijem krmiva obohaten¢ho o
zemiakovu vldkninu zlepsil zinkovy a antioxidaény status prasiat po odstave, kvoli zvySenej
hladine ZnT1 a aktivite SOD v peceni.

UvoD

Pritomnost’ zinku v organizme je nevyhnutnd pre spravne fungovanie celej rady
enzymatickych systémov. Adekvatny prijem Zn v potrave je dolezity nielen v obdobi rastu,
kde jeho nedostatok vedie k oneskorenému telesnému iduSevnému vyvoju, ale aj
v dospelosti. Niektoré Stadie poukazuji na vysSiu biodostupnost’ Zn zjeho organickych
komplexov-chelatov kvoli ich vyssej stabilite v trdviacom trakte (Spears, 2003). Absorbcia
zinku prebieha v tenkom ¢reve monogastrickych zvierat a mdze byt ovplyvnena viacerymi
faktormi. Vlaknina moZe negativne ovplyviiovat’ absorpciu a biologickli dostupnost’
stopovych prvkov, ale ich vzajomné interakcie zavisia od typu vldkniny a aditiva (Spears,
2003). Niektoré¢ Studie ukézali, ze zemiakova vldknina pozitivne vplyva na pasdz traveniny,
morfologiu a morfometriu ¢reva a tiez funkciu pankreasu (Tusnio, 2011).

Ciel'om nasho experimentu bolo porovnat’ uc¢inok dvoch typov vldkniny a zdrojov zinku na
koncentraciu zinku a aktivitu superoxid dismutazy (SOD, Cu/Zn SOD) v plazme, peceni,
oblickach a pankrease prasiat, a koncentracie Zn-metalotioneinu (Zn-MT1) a Zn-transportéru
(ZnT1) v peceni.

MATERIAL A METODIKA

Experiment bol prevedeny na 24 kastrovanych odstav¢atach plemena Danbred x Duroc,
ktorych pociato¢na vahy bola 11 kg. Zvieratd boli rozdelené do 4 skupin po 6 kusov.
Odstavcata boli 4 tyZdne kfmené bazalnou diétou (BD) s obsahom 1,7% celulozy alebo 5%
zemiakovej vlakniny s pridavkom 120 mg/kg zinku. Zinok v BD bol vo forme ZnSO,4.H20
alebo Zn chelatu glycinového hydratu (ZnGly). Prva skupina zvierat (C) bola kfmena BD,
ktord obsahovala 1,5% celulézy (Lonocel) + ZnSO4. Druhej skupine (C+ZnGly) bola
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podavand BD s 1,5% celulozy + ZnGly. BD tretej (PF) a Stvrtej skupiny (PF+ZnGly)
obsahovala 5% zemiakovej vldkniny (Potex), pricom Zn v 3. skupine bol vo forme ZnSO4, a
v 4. skupine vo forme ZnGly.

Obsah Zn v plazme, peceni, oblickdch a pankrease bol stanoveny pomocou atémového
absorpcného spektrometra (AAS, Shimadzu AA-7000, Kyoto, Japonsko) metddou na plameni
(FAAS) za pouzitia acetylénu ako spalovacieho plynu. Aktivita SOD, Cu/Zn SOD v peceni
(U/mg proteinu) bola analyzovand spektrofotometricky (Marklund a Marklund, 1974).
Koncentracie metalotransportétov Zn-MT1 a ZnT1 v peceni (ng/g tkaniva) boli merané
spektrofotometricky ELISA kitom (Neo Scientific, Erba Lachema).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vhodnym a naj€astejSim parametrom na posudenie biovyuzitel'nosti zinku z jeho réznych
zdrojov je stanovenie koncentracie Zn v plazme av organoch akymi su peceni, oblicky,
pankreas a popol kosti. Vo vSeobecnosti sa organické zdroje Zn povazujl za biovyuZzitel'nejSie
kvoli lepsSej stabilite Zn komplexov v traviacom trakte zvierat (Spears, 2003). Na druhej
strane, zemiakova vldknina stimuluje bakterialnu fermentaciu, zlepSuje absorpciu a depoziciu
mineralnych latok (Pastuszewska a kol., 2010), ¢o by spolu s organickym zdrojom Zn mohlo
zvysit’ Zn status zvierat. Prijem experimentalnych diét obohatenych o zinok v jeho organicke;j
forme a zemiakovt vldkninu vsak nijako neovplyvnil hladiny zinku v plazme prasiat (Obr.1).
Rovnako koncentracie zinku v peceni, oblickdch a pankrease prasiat neboli prijmom
experimentalnych diét signifikantne zmenené (Obr.2-4). NaSe vysledky naznacuju, ze forma
prijimaného zinku a vlakniny nemd vplyv na depoziciu Zn v tkanivach a Zn status malych
prasiat po odstave.

Obr. 1 Koncentracia Zn v plazme Obr. 2 Koncentracia Zn v peceni
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Obr. 3 Koncentracia Zn v obli¢kach Obr. 4 Koncentracia Zn v pankrease
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Zvysena aktivita celkovej SOD a Cu/Zn SOD bola zaznamenand v oboch skupindch prasiat
(Obr. 5,6), ktoré boli kfmené diétami obsahujucimi zemiakova vldkninu (PF, PF+ZnGly).
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Zinok, ako Strukturdlny komponent SOD a Cu/Zn SOD, zohrava doleziti ulohu
v antioxidacnej ochrane organizmu. Aj ked’ koncentracia Zn v peceni nebola prijmom diét
zmenend, prijem zemiakovej vlakniny mal za nasledok zvySenie aktivity SOD a tym zvysil
antioxida¢nt ochranu buniek pecene.

Obr. 5 Aktivita SOD v peceni Obr. 6 Aktivita Cu/Zn SOD v peceni
407

EB Celulose 301 D Celldose

B3 Potex E= Potex
o
£
o]

Vplyv vlakniny P<0,05 Vplyv vlakniny P<0,05

Zinkovy transportér ZnT1 je lokalizovany na bazolateralnom buniek a je zodpovedny za
efflux Zn zbunky do okolitych tkaniv. NajvysSia koncentrdcia ZnTl v peceni bola
v skupinach prasiat (Obr. 7), ktoré prijimali obe diéty s obsahom zemiakovej vlakniny (PF,
PF+ZnGly), zatial’ ¢o obsah Zn-MT1, intracelularneho proteinu sltiziaceho ako rezervoar Zn
v bunke, nebol vplyvom prijmu experimentalnych diét zmeneny (Obr. 8).

Obr. 7 Koncentracia ZnT1 v peceni Obr. 8 Koncentracia Zn-MT1 v peceni
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Vplyv vlakniny P<0,05

Nase vysledky ukazali, Zze prijem krmiva obohateného o zemiakova vldkninu zlepsil zinkovy
a antioxidacny status prasiat, kvoli zvySenej hladine ZnT1 a aktivite SOD v peceni.

Praca bola podporena grantomi APVV-0667-12, VEGA 2/0069/17, COST Action FA1401 a ITMS 26220220204.
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VPLYV SKOREHO VZDIALENEHO KONDICIONOVANIA
NA CIRKULUJUCU KRV
Jachova J., Gottlieb M., Némethova M., Macakova L., Bonova P.

Neurobiologicky ustav BMC SAV Kosice, Slovenska republika

ABSTRAKT

Ischemicka tolerancia predstavuje neuroprotektivny endogénny mechanizmus, ktory je mozné
navodit’ roznymi typmi subletdlneho stresu, vratane ischémie vzdialeného organu. Vzhl'adom
na to, ze ischemické podmienky v mozgu sa vyrazne odzrkadlia na systémovej urovni,
rozhodli sme sa pozorovat, ako tieto zmeny ovplyvni navodenie ischemickej tolerancie. V
naSich experimentoch sme sledovali niekol’ko najviac ovplyvnenych biochemickych
parametrov v krvi (koncentracia glutamatu, aktivita antioxidaénych enzymov) v priebehu 7
dni po navodeni globélnej ischémie s predoslym skorym (1 hodina) kondicionovanim. Rozsah
ischemického poskodenia sme urcovali poctom degenerujicich neurénov a testovanim
neurologickych funkcii pouzitim pamétového testu. Vyznamnii zmenu v aktivite
superoxiddismutazy v erytrocytoch sme nepozorovali, avSak aktivita kataldzy v plazme bola
kondicionovanim vyrazne redukovand. Koncentracia glutamatu sa v porovnani s ischemickou
skupinou zvysila po jednom dni reperfuzie a zostala zvysSend aj v priebehu dalSich dni.
Kondicionovanim sa znizil pocet degenerujicich neuréonov o takmer 30%, avSak zlepSenie
pamiti sme nepozorovali. Na zaklade naSich vysledkov mozno potvrdit' pozitivny efekt
skorého kondicionovania pred globdlnou ischémiou na prezivanie postihnutych neurénov,
avSak bez zlepSenia neurologického deficitu. Antioxidacna ochrana bola ovplyvnend len
Ciastocne. PretoZze doSlo k zvySeniu krvnej hladiny glutamatu u kondicionovanych zvierat
predpokladame, ze zvySeny eflux glutamatu by mohol predstavovat jeden =z
neuroprotektivnych mechanizmov navodenych ischemickou toleranciou.

UvOoD

Patofyziologia ischémie nervového tkaniva je velmi komplexna a vyvoldva mnohé
sekundarne procesy, veduce k prehlbovaniu poskodenia. V sticasnosti stile nie je znamy
celkovy mechanizmus jej prejavov, a tym nie je mozné eliminovat’ tieto procesy v klinickej
praxi. Z tohto dovodu je potrebné upriamit Stddium na mechanizmus a najmi moznosti
redukcie dopadov ischemického poSkodenia. Glutamat predstavuje hlavny excitacny
neurotransmiter takmer vo vsetkych oblastiach CNS. Pocas synaptického prenosu dochadza
k jeho uvol'neniu z presynaptického neurénu do synaptickej Strbiny, naslednému naviazaniu
na glutamatové receptory postsynaptického neurénu aich aktivacii. Za ischemickych
podmienok je glutamat vyluCovany z neuréonov v nadmernej miere. Vysoka extraceluldrna
koncentréacia glutamatu je pre okolité bunky toxicka. Spdsobuje nadmernu excitaciu neurénov
a spustenie celej kaskady biochemickych dejov veducich k nevratnému poSkodeniu neurédnu.
Tento jav nazyvame excitotoxicita. ZvySend hladina glutamatu pocas ischémie a reperfuzie
bola pozorovana nie len v nervovom tkanive, ale aj v krvi (Kravcukova a kol., 2009, 2010).
Prestup glutamatu ztkaniva do krvi je mozny pomocou glutamatovych transportérov
pritomnych na endotelovych bunkéach, podmieneny rozdielnym koncentraénym gradientom
glutamatu medzi extracelularnym priestorom, endotelovymi bunkami a plazmou (O’Kane a
kol., 1999; Gottlieb a kol., 2003). Okrem excitotoxicity sa na vyslednom poskodeni vysokou
mierou podiela aj oxidativny stres v podobe poskodenia proteinov, lipidov a nukleovych
kyselin. Tvorba volnych radikdlov prebieha pocas ischemicko-reperfuzneho poskodenia
réznymi mechanizmami a ma negativny dopad nielen na nervové tkanivo, ale taktiez na
obehovy systém a jeho stcasti. V praci Kravcukova a kol. (2009) dokézali priamy vplyv
ischémie mozgu na obehovy systém v podobe zvysené¢ho oxidativneho stresu.
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V suvislosti s redukciou rozsahu ischemického a ischemicko-reperfizneho poskodenia
nervového tkaniva je v sucasnosti velka nadej vkladana do vyskumu fenoménu ischemicke;j
tolerancie. Pre klinickii prax ma obzvlast vyznam tolerancia vyvolana vzdialenym
kondicionovanim. Pre tento spdsob navodenia zvySenej rezistencie citlivého nervového
tkaniva je charakteristicka aplikacia subletdlneho stresu vo vzdialenom organe. Z tohto
poznania vychadza aj naSa praca. V experimentoch sme sa zamerali na $tadium uc¢inku
vzdialen¢ho prekondicionovania na jednu z najvyznamnejSich stcasti ischémiou spustenej
kaskady biochemickych reakcii veducej k zéaniku postihnutej bunky, excitotoxickej
aminokyseliny glutamat. Je vel'mi pravdepodobné, ze zvySena pritomnost’ oxidativneho stresu
v krvi sa odzrkadli aj na cinnosti jednotlivych enzymatickych a neenzymatickych
antioxidantov, schopnych vol'né radikaly vychytavat. Takymto spdsobom mozno nepriamo
zistit stav oxidativneho stresu monitorovanim zmien aktivity alebo koncentracie
antioxida¢nych latok. V naSich experimentoch sme sa preto zamerali aj na monitorovanie
zmien antioxidaénych enzymov ako je kataldza a superoxiddismutaza.

MATERIAL A METODY

Zvierata boli rozdelené do dvoch skupin. Prva skupina obsahovala zvierata podrobené 10
minatove] globélnej ischémii Stvorcievnym podvdzom. Zvieratdm druhej skupiny bola
navodend ischemicka tolerancia vzdialenym prekondicionovanim, teda zastavenim pritoku
krvi do kostrového svalu zadnej kon¢atiny pomocou kompresného mechanizmu (turniketom),
jednu hodinu pred globalnou ischémiou. Zvierata prezivali 7 dni, pricom im bola odoberana
vzorka krvi po jednej hodine reperfuzie s naslednymi jednodiiovymi intervalmi. Vzorky sham
kontrol boli odoberané jeden den po okluzii vertebralnych artérii. Po siedmych diioch sme
zvieratd usmrtili a vypreparovali mozog. Pomocou Fluorojade B farbenia sme urcili pocet
degenerujucich neurénov v oblasti CA1 hipokampu. Neurolofické funkcie sme testovali
pouzitim pamitového testu Morisovo vodné bludisko. Krvni koncentraciu glutamatu sme
stanovovali pomocou enzymovo-fluorimetrickej metdody (Graham a Aprison, 1966). Celkova
koncentracia glutamatu bola vyjadrend v pmol na liter krvi (umol/l). Aktivitu antioxidacnych
enzymov sme urc¢ovali kolorimetrickou metddou a bola vyjadrena v kU na liter krvi.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Najmaé pri neurodegenerativnych ochoreniach je obzvlast' ddlezité sledovat’ vplyv na urovni
systémového obehu z dovodu urcenia Specifickych markerov a monitoringu progresu
ochorenia. Studie dokazuju, Ze ischémiou sposobena situacia na irovni nervového tkaniva sa
vo vyznamnej miere odzrkadl'uje na urovni periférnej krvi. Z tohto dévodu sme sa v nasich
experimentoch rozhodli sledovat, ako ovplyvni vybrané biochemické parametre krvi
navodenie ischemickej tolerancie a prispiet tak k pochopeniu jej moznych mechanizmov.
Antioxidacnd ochrana bola ovplyvnend len ¢iastone. Zmenu v aktivite superoxiddismutazy
v erytrocytoch sme po kondicionovani nepozorovali v porovnani s ischemickou skupinou,
avsak aktivita kataldzy v plazme ovplyvnend bola. Po navodeni tolerancie doslo k jej redukcii
0 65% v piatom a Siestom dni reperfuzie v porovnani so situdciou navodenia globalnej
ischémie bez kondicionovania, kedy jej aktivita vyrazne stipa (Obr. 1 A,B). Krvna
koncentracia glutamatu sa kondicionovanim zvySuje uz po prvej hodine a v porovnani
s ischemickou skupinou ostava zvySena aj v priebehu d’alSich dni (Obr. 1 C).

Navodenie ischemickej tolerancie spdsobilo pokles degenerujicich neurénov o 30% oproti
skupine so samotnou globalnou ischémiou (Obr. 2 A). K vylepSeniu schopnosti uc¢enia (Obr. 2
B) a referencnej pamiti (Obr. 2 C) vSak nedoslo.
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A: Aktivita enzymu superoxiddismutazy (SOD).B: Aktivita enzymu katalazy (CAT).C: Koncentracia glutamatu.
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Obr. 2 Vplyv ischemickej tolerancie na pocet degenerujicich neurénov a pamit’.

A: Pocet degenerujucich neurénov. B: Schopnost’ ucenia. C: Referencnd pamit. Vysledky su vyjadrené ako
aritmeticky priemer £ SEM, (¥) p<0,05.

Roézne sposoby navodenia ischemickej tolerancie spravidla vedu k zvySenému prezivaniu
neurénov, ktoré suvisi s obnovou povodnych metabolickych a biochemickych pochodov
postihnutych buniek. Obnova metabolizmu cyklu glutamatu v ischémiou postihnutom
nervovom tkanive by mohla predstavovat’ jeden z klI'icovych mechanizmov neuroprotekcie.
Bonovd a kol. (2013) zistili, ze navodenie ischemickej tolerancie suvisi s aktivaciou
mechanizmov eliminécie toxickej hladiny glutamatu. Podobny efekt sme pozorovali aj v
nasom modely globalnej ischémie po navodeni ischemickej tolerancie metédou vzdialeného
prekondicionovania. Pretoze doSlo k zvySeniu krvnej hladiny glutamatu u kondicionovanych
zvierat predpokladame, ze zvySeny efflux glutamatu by mohol predstavovat jeden z
neuroprotektivnych mechanizmov navodenych ischemickou toleranciou.

Praca bola podporena grantom VEGA 2/0094/18 a 2/0029/18.
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PRVOTNY SCREENING REZIiDUI ANTIMIKROBIALNYCH LATOK V
TKANIVACH HYDINY PO EXPERIMENTALNEJ UPRAVE KRMIVA POUZITIM
MIKROBIALNYCH INHIBICNYCH TESTOV
Juscakova D., Marcincak S., Kozarova 1.

Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmacie v KoSiciach

ABSTRAKT

Cielom préace bolo stanovit’ pritomnost’ rezidui antimikrobialnych latok v tkanivach brojlerovych
kurc¢iat (svalovina, srdce, pecen, zaludok, oblicky, pl'ica, slezina, koza, tuk) a v §tave ziskanej
z vySetrovanych tkaniv bez a po skrmovani kfmnej zmesi s pridavkom krmiva fermentovaného
produkénym kmeniom niz§ich vlaknitych hub triedy Zygomycetes, Mortierella alpina CCF2861.
K stanoveniu rezidui boli pouzité tri mikrobiologické screeningové metddy, screeningovy test na
stanovenie rezidui antibiotik s pouzitim piatich bakteridlnych kmeiniov (metéda STAR),
Premi®Test a Explorer 2.0 test. Vsetky tri screeningové metody detegovali pozitivne, resp.
dubidzne vysledky apoukdzali na pritomnost’ rezidui antimikrobidlnych latok v tkanivach
vSetkych experimentalnych skupin brojlerovych kurciat. Vzhl'adom na dosiahnuté vysledky a
antimikrobialny potencidl fermentovaného krmiva, moZznu pritomnost’ faloSne pozitivnych
(nezhodnych) vysledkov je potrebné vylucit' a pozitivny vysledok potvrdit’ kvantitativnou
konfirmacnou analyzou.

UVvOD

Zvieratd urcené na produkciu potravin su uzko prepojené s verejnym zdravim. Veterinarne lieky
(antimikrobidlne latky) sa mozu povolit’ alebo pouzit’ u zvierat urenych na produkciu potravin
len vtedy, ak farmakologicky uc¢inné latky, ktoré sa v nich nachadzaju, boli postidené ako
bezpecné podla poziadaviek na bezpecnost' potravin. Na ochranu verejného zdravia sa preto
nariadenim Komisie (EU) ¢&. 37/2010 stanovuji maximalne limity rezidui (MRL)
antimikrobialnych latok v produktoch Zivocisneho povodu, ktoré sa povinne kontroluju. Pre
prvotny screening rezidui antimikrobialnych latok v tkanivach potravinovych zvierat su
prisluSnym organom Slovenskej republiky schvalené nasledovné tUradné metddy laboratornej
diagnostiky potravin, platiiova metoda STAR (R — 25, 2006) a lieckovkova metoda Premi®Test (R
— 26, 2006). Medzi d’alSie testy odporucané na ucely kontroly rezidui vo svete patri Explorer 2.0
test. Vzhladom k tomu, Ze screeningové metddy predstavuji prvy stupen v kontrole rezidui
antimikrobialnych latok v produktoch zivoc¢isneho povodu, uvedené metody boli pouzité aj na
screening rezidui antimikrobialnych latok v tkanivach hydiny po experimentalnej uprave krmiva.

MATERIAL A METODIKA

V experimente boli pouZité jednodnové brojlerové kurcatd hybrid COBB 500 rozdelené do
Styroch experimentalnych skupin po 50 ks. Kontrolna skupina (KS 1 a KS 2) a pokusna skupina
(PS 1 a PS 2) boli kfimené rovnakymi komerénymi kfmnymi zmesami (KKZ) BR1, BR2 a BR3
(DeHeus, CR). KKZ BR1 obsahovala pridavok nikarbazinu v mnozstve 101 mg.kg" a KKZ BR2
pridavok salinomycinu sodného v mnozstve 70 mg.kg"'. V skupine KS 2 a PS 2 bol brojlerovym
kur¢atdm od 10. dia vykrmu pridavany ku KKZ pridavok 10 % krmiva fermentovaného
produkénym kmenom Mortierella alpina CCF2861 (Zbierka kultar hub, Karlova Univerzita,
Praha, CR) 2 krat denne, t.j. rano a ve¢er. Poas celého obdobia vykrmu mali kuréata pristup
k vode a ku krmivu ad libitum. Na 40. denn veku boli brojlerové kurcata usmrtené povolenym
sposobom a tkaniva boli zabalené, oznacené a skladované pri teplote -20 °C do analyzy. Na
analyzu bolo pouzitych 12 tkaniv z kazdej experimentalnej skupiny zvierat (l'ava prsna svalovina
(PSL), l'ava horna a dolna stehenna svalovina (SSHL, SSDL), srdce, pecen, zalidok, oblicky,
pluca, slezina, koza a svalovina z kridla, tuk) a mésova §tava (tkanivova tekutina) z tychto tkaniv.
STAR: Principom metody je agarovy difuzny test, pri ktorom sa na piatich Petriho miskéach
pouzivaju testovacie kmene s citlivostou: agar s pH 7,2 s Bacillus subtilis na aminoglykozidy,
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agar s pH 8 s Kocuria varians na makrolidy a beta-laktamy, agar s pH 6 s Bacillus cereus na
tetracykliny, agar spH 8 s Escherichia coli na chinolony, agar spH 7.4 s Bacillus
stearothermophilus na beta-laktamy a sulféonamidy. Testovacie platne boli pripravené podla
postupu metddy. Vzorky vySetrovanych tkaniv boli ziskané z matric pouzitim sterilného
korkovrtu (@ 9 mm), narezané sterilnym skalpelom na disky s hribkou 2 mm a poukladané na
povrch testovacich agarovych platni. Vzorky mésovej stavy boli ziskané rozmrazenim 3 g vzorky
v mikrovlnnej rire nastavenim na ,,Defrost po dobu 2 £ 1 min. Uvol'nend mdsové §tava bola
aplikovana na povrch testovacich platni pomocou papierovych diskov (@ 9 mm, Albet Lab
Science, Nemecko, 30 pl). Inkubacia prebiehala pri podmienkach stanovenych metodou.
Premi®Test a Explorer 2.0: Principom oboch testov je Sirokospektralny agarovy difiizny test
v lickovkach s testovacim kmena Bacilus stearothermophilus var. calidolactis. 100 pl ziskanej
maisovej Stavy sa aplikovalo do liekoviek. Liekovky boli najskor preinkubované a nasledne
inkubované podl'a pokynov uvedenych vyrobcami oboch testov (R—Biopharm AG, Nemecko;
Zeu-Inmunotec, Spanielsko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Metoda STAR: Vysledky boli stanovené meranim velkosti inhibi¢nych zén (IZ) od okraja
vysetrovanej vzorky po vonkajsi okraj IZ pomocou digitalneho posuvného meradla s presnostou
na 0,01 mm. Vzorky boli povazované za pozitivne, ak I1Z bola > 2 mm na platniach B. subtilis, B.
cereus, E. coli, K. rhizophila a> 4 mm na platniach B. stearothermophilus.

Premi®Test a Explorer 2.0: Vysledky boli stanovené posudenim farby dolnych dvoch tretin
agarového média. Fialové, resp. Zlto/fialové sfarbenie pevného média poukazuje na pritomnost
rezidui antimikrobidlnych latok vo vySetrovanej vzorke, ktorych mnozstvo je nad uroviiou
(pozitivna vzorka), resp. na urovni (dubidézna vzorka) detegovatelnosti testov. Vysledky
stanovenia screeningu rezidui antimikrobidlnych latok vo vySetrovanych tkanivach pomocou
metody STAR, Premi®Test a Explorer 2.0 test st prezentované v Tabulke 1 a 2.

Tab. 4 Vysledky stanovenia screeningu rezidui antimikrobialnych latok vo vySetrovanych matriciach

omocou metddy STAR, Premi®Test a Explorer 2.0
STAR
Skupina . B.stearothermophilus B.subtilis B.cereus | E.coli K.rhizophila. .
zvierat Matrica 1Z (mm+SD) 1Z (mm+SD) 1z 1z 1Z (mm+SD) Premi®Test | EXPLORER
(mm+SD) | (mm+SD)
T 3 T 3 T|S$S]T1]|S$ T 3
PSL 2,74 + 0,69 / / / /7171 7)) 077020 ] 1,77+0,18 + +
SSIH 3,17+0,15 | 3,80+ 1,51 / / / / / / / / - -
SSLD 4,28 + 0,70 / / / /1 /71717 / / - -
SRDCE 7,69+0,49 | 5,27+0,27 / / /1 /7171 7] 101+026 | 450+0,32 + +
PECEN 11,38+0,43| 5,24+0,41 | 2,33+0,85 / / / / / 3,71+0,27 | 0,67+0,16 - +
PS1 ZALUDOK 4,01+0,20 | 4,09+0,24 / / /L7171 7 / 3,89 +0,34 - -
BR2+SAL]  OBLICKY 7,72+1,01 | 3,60+0,51 / / /L /7)1 /71 7] 134+013 ] 1,41+0,29 -
PLUCA 9,98+0,95 | 540+0,23 ] 2,87+0,45| 3292028 /| /]| /| /] 310+0,83 | 0,93+0,54 - -
SLEZINA 11,05+0,71| 4,9210,69 / / /17171 7] 254+t014 / +
KOZA KRIDLA| 4,15+0,19 | 3,14+0,35 / / /171717 / / - -
KOZASVAL | 4,59+0,17 | 4,78 +0,54 / / /17171 7] 078027 / + +
TUK 454+0,48 | 2,26 +1,17 / / /L /7171 7] 204t080 / + -
PSL 3,63 +0,27 / / / /L7171 7] 234+051 / - +
SSLH 4,97 + 0,59 / / / /L /7171 7] 109+0,50 / - +
SSLD 4,46 + 0,45 / / / /17171 7] 213+0,82 / - +
SRDCE 5,45 + 0,78 / / / /L /71 /71 7 ]1s536+1,56]11,71+0,47 + +
PECEN 6,88+2,44 | 3,76 £0,29 / / / / / / | 3,13+0,38 | 5,00+0,79 + +
KS1 ZALUDOK 3,05+0,41 | 1,86+0,39 / / / / / / 112,42 +1,07 / + +
BR3 OBLICKY 7,71+0,44 | 3,04+0,16 / / /17171 7] 273t041 | 432+0,40 - +
PLUCA 9,48 +1,27 | 6,27+0,13 / / /L /71 /71 /7] 387+t0,79 | 1,32+0,23 + +
SLEZINA 12,22 +0,12 / / / /17171 /7] 4a23+0,39 / + +
KOZA KRIDLA | 3,98+1,92 | 1,37+0,27 / / / / / / 1,88 +0,75 / - +
KOZASVAL | 2,87+0,38 | 2,69+0,22 / / /71 /7| 7 ]1s01%0,56] 11,76 +1,10 + +
TUK 1,11+0,23 | 2,06 +0,24 / / /71707 / / + +

Legenda: Zvyraznené velkosti 1Z predstavuju pozitivne vysledky, SD — smerodajna odchylka; + pozitivna vzorka, - negativha
vzorka,; £+ dubiozna vzorka; T — tkanivo; S — mdsova stava
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Tab. 5 Vysledky stanovenia screeningu rezidui antimikrobialnych latok vo vySetrovanych matriciach

omocou metédy STAR, Premi®Test a Explorer 2.0
STAR
Skt.lpina Matrica B.stearothermophilus B.subtilis B.cereus E.coli K.rhizophila premi®Test| EXPLORER
zvierat 1Z (mm+SD) 1Z (mm+SD) 1Z (mm+SD) | 1Z (mm+SD) 1Z (mm+SD)
T s T H T s T H T H
pPSL 5,52+ 0,75 | 3,74+0,35 / / / / / / 1,67 +0,88 / + +
SSLH 4,09+0,91 | 527+0,60 / / / / / / 1,19+0,28 | 3,82%0,25
SSLD 5,45+ 1,05 | 2,49+0,54 / / / / / / / 2,00 +0,19 -
SRDCE 2,48+ 0,31 | 5,19+0,68 / / / / / / / 1,31+0,15 +
PECEN 7,91+1,68 | 6,11+046 | 1,4320,23 / / / / / 3,87+0,21 | 4,74+0,75 + +
BR';i:AL 2ALUI?OK 3,12+ 0,35 | 4,73+0,53 / / / / / / / 1,00 £0,23 N "
LK OBLICKY 8,16 + 0,87 / / / / / / / 1,42 +0,49 / -
PLUCA 9,54+ 0,32 | 624+0,31 | 2,93+0,15|3,46+0,72| / / / / 2,65 + 0,25 1,79 + 0,45 +
SLEZINA 10,86 + 0,98 / / / / / / / 2,24 +0,77 / -
KOZA KRIDLA | 5,50% 0,34 |4,45 1,07 / / / / / / / 1,75 +0,28 +
KOZASVAL | 4,851 0,55 | 6,93+0,28 / / / / / / / 1,50 + 0,18 +
TUK 3,62+ 0,33 | 3,48£0,52 / / / / / / / 1,13 £ 0,55 +
PSL 6,79+0,62 | 4,02+0,23 / / / / / / | 16,01t0,65 | 12,98+1,29 + +
SSLH 4,55+0,28 | 2,54+0,35 / / / / / / | 15,24%0,50 | 11,77 +2,59 - +
SSLD 5,73+0,31 | 0,46+0,14 / / / / / / | 15,49+1,13 | 11,61+0,94 - +
SRDCE 6,52+0,35 | 536+0,77 / / / / / / | 1291071 | 1,79t0,14 + +
PECEN 9,85+0,74 | 7,69+1,06 / / / / / / 4,05%0,48 | 2,53+0,21 + +
KS 2 ZALUDOK 3,390,37 | 4,26%0,79 / / / / / / 11,10 + 0,68 / - +
BR3 + FK OBLICKY 8,37+0,50 | 5,30+1,18 / / / / / / 3,64+0,34 | 6,72+0,65 +
PLUCA 10,80+ 0,83 | 4,53+0,31 / / / / / / 4,48+0,43 | 0,47+0,15 - +
SLEZINA 11,71+ 0,37 / / / / / / / 4,241 0,42 / - +
KOZAKRIDLA | 2,10+0,32 | 3,44+1,02 / / / / / / / 1,12 +0,22 - +
KOZASVAL | 5,26+0,34 | 4,21+0,24 / / / / / / 1,86+ 0,31 1,67 +0,31 + +
TUK 7,23+0,42 | 4,17+1,04 / / / / / / / / + +

Legenda: Zvyraznené velkosti IZ predstavuju pozitivne vysledky; SD — smerodajna odchylka; FK - fermentované krmivo +
pozitivna vzorka, - negativna vzorka; + dubiozna vzorka; T — tkanivo,; S — mdsova Stava

Pri vySetrovani tkaniv metdédou STAR boli pri vSetkych skupinach brojlerovych kurciat
detegované porovnatelné vysledky s vynimkou skupiny KS 2, pri ktorej sa prejavil
antimikrobialny efekt fermentovaného krmiva. Vysetrované tkaniva vykazovali pozitivny
vysledok na platniach s testovacim kmetlom B. stearothermophilus, K. rhizophila a B. subtilis.
Premi®“Test detegoval pozitivny vysledok v skupine PS 1 pri jednej matrici (tuk) a v skupine KS 1
pri troch matriciach (srdce, zaludok, tuk). Ostatné tkaniva vykazovali negativny, resp. dubiézny
vysledok. V skupine PS 2 nebol detegovany ziaden pozitivny vysledok a v skupine KS 2 boli
detegované dva pozitivne vysledky (oblicky, tuk).

Explorer 2.0 test detegoval pozitivny vysledok v skupine PS 1 pri jednej matrici (PSL) av
skupine KS 1 pri 6smych matriciach (PSL, srdce, pecen, zaludok, pltca, slezina, koza kridla
a tuk). Ostatné tkaniva vykazovali negativny, resp. dubiozny vysledok. V skupine PS 2 boli
detegované dva pozitivne vysledky (PSL, peCent) av skupine KS 2 tri pozitivne vysledky
(zaludok, koza kridla a tuk).

Screening rezidui antimikrobidlnych latok v produktoch Zivocisneho povodu je vel'mi dolezity pre
ochranu verejného zdravia a garanciu bezpecnosti potravin. Vzhl'adom na vysledky prezentované
v tejto praci a experimentalnu upravu krmiva je pre vyslovenie koneéného zaveru a potvrdenie
latky zodpovednej za pozitivny vysledok potrebné vykonat’ konfirmac¢nu analyzu.

Spracovanie prispevku bolo podporené projektmi VEGA MSVVaS SR a SAV ¢ 1/0576/17 a APVV-14-0397.
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STUDIUM SLZNEJ TEKUTINY PACIENTOV S PSYCHICKYMI PORUCHAMI
Krajcikova K., Maslankova J., Glinska, G., Semancikova, E., Tomeckova V.

Ustav lekdrskej a klinickej biochémie UPJS LF, Koice

ABSTRAKT

Oftalmologické ochorenia su Casto pridruzené k psychickym porucham bez doposial’ znamych
molekularnych mechanizmov. Oftalmologické ochorenia st casto sprevadzané vysSou
hladinou matrixovych metaloproteindz. Cielom prace bolo zistit' zmeny v hladinach réznych
foriem matrixove] metaloproteinazy 2 a9 vslznej tekutine pacientov s psychickymi
poruchami v porovnani so zdravymi kontrolnymi subjektmi pomocou zelatinovej zymografie.
U zdravych subjektov a pacientov s panickou poruchou neboli detekované matrixové
metaloproteinazy 2 a 9. U pacientov s depresivnou poruchou a primarne bipolarnou poruchou
bol pozorovany ndrast aktivnych foriem matrixovej metaloproteindzy 2 a 9. Psychické
poruchy moézu viest k zmenam slznych proteinov, ¢o moéze odzrkadlovat buduici vyvoj
oftalmologickych morbidit.

UvoOD

Matrixové metaloproteinazy (MMPs) st endopeptidazy, ktoré pre svoju katalyticka aktivitu
vyzaduju dvojmocny kation zinku a vapnika. Stiepia komponenty extracelularnej matrix
(ECM) a chemokiny. In vitro ain vivo s ich substratmi najmé kolagén, elastin, zelatina a
kazein (Zitka akol., 2010). Napriek SirSej Skdle substratov jednotlivé izoformy vykazuja
vyraznu $pecificitu voc¢i jednému konkrétnemu substratu. Substratova Specificita vychadza zo
Struktiry jednotlivych izoforiem. Typickd Strukttra MMP je tvorend nasledovnymi
doménami: predoména, propeptid, katalytickd doména a hemopexinova doména. Katalytické
domény su medzi izoformami homoldgne, Struktirna heterogenita sa prejavuje na Urovni
ostatnych domén. U l'udi je zndmych 23 izoforiem MMP. Na zaklade Struktiry a substratovej
Specificity ich zatried'ujeme nasledovne: kolagenazy, zelatinazy, stromelyziny, matrilyziny,
MMP membranového typu anekategorizované MMP. VsSeobecne je ich funkciou
reorganizacia tkaniva (oprava tkaniv, morfogenéza, angiogenéza) (Jabtonska-Trypué a kol.,
2016). Regulacia spravnej funkcie a homeostazy prebieha na viacerych urovniach — od
expresie cez aktivaciu zymogénu az po endogénnu inhibiciu. Fyziologicky sa ich hladiny
zvySuju pri embryondlnom vyvine, morfogenéze a reStrukturalizicii tkaniv. Taktiez vznikaju
v ramci odpovede na zapal a oxidacny stres (GulaSova, 2016). Vysledkom neprimeranej
expresie je nadmerna degradacia ECM, ¢o vedie k destrukcii a dysfunkecii prislusného tkaniva.
Dve zelatinazy, MMP-9 a MMP-2, podsobia pri rozvoji a sprostredkovani réznych
patologickych stavov. Ich zvySené hladiny boli detekované napr. pri nadorovych ochoreniach
(Gimeno-Garcia a kol., 2016), neuropsychickych ochoreniach (Rybakowski a kol., 2013),
metabolickom syndréme (Yadav akol.,, 2014), hypertenzii (Vasanthi akol., 2017),
osteoartritide (Zeng a kol., 2015) a mnohych d’alSich. Svoj podiel maju aj na rozvoji oénych
ochoreni. Narti$aji rohovkovy epitel pocas zapalu sprostredkovanom TNF-a (Yang a kol.,
2012), ktory je dolezitou bariérou chraniacou oko pred stresormi z okolia (mikrobialne
patogény, alergény). Pri mechanickom poskodeni rohovky bola stanovena pritomnost MMP-2
v rohovkovom epiteli pacientov bez detekcie MMP-2 u zdravych kontrolnych subjektov
(Garrana a kol., 1999). Vzhl'adom na to, Ze zelatindzy su sekre¢né enzymy, ich aktivita bola
analyzovana nielen v tkanive, ale aj v slznej tekutine. Aktivna MMP-9 bola detekovana
v slzach pacientov so zadvaznym vredovym ochorenim, pri¢om v kontrolnej skupine nebola
detekovana MMP-2 ani MMP-9 (Singh a kol., 2012). Rovnako zvySena MMP-9 bola v slzach
pacientov vo vSetkych typoch glaukomov (Sahay akol., 2017) a syndréme suchého oka
(Messmer a kol., 2016).
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MATERIAL A METODIKA

Od pacientov s diagnézou depresivnej poruchy (n=2), panickej poruchy (n=2) a primarne
bipolarnej poruchy (n=1) bez oftalmologickych morbidit a zdravym kontrolnym subjektom
(n=5) bola odobrata slzné tekutina pouzitim Sugi® celul6zovej mikrospongie. Koniec Spongie
bol umiestneny do dolné¢ho spojovkového vaku a nasledne premiestneny do mikroskiimavky
a uskladneny pri t = - 80 °C az do uskuto¢nenia merani. Extrakcia proteinov z mikro$pongie
prebehla pridanim 50 pl fyziologického roztoku na mikrospongiu. Mikroskimavka bola na
konci prepichnuta a vlozena do vicsej skimavky a centrifugovand pri 15 000 rpm 5 min pri
teplote 20 °C. Po centrifugacii bolo na mikrospongiu pridanych d’alSich 50 pl fyziologického
roztoku a mikroSpongia bola opédtovne centrifugovana pri rovnakych podmienkach.

Vo vzorkach bolo stanovené celkové mnozstvo proteinov pomocou Bradfordovej metddy
a hladiny proteinov vo vzorkdch boli normalizované na uroven najnizSej stanovenej
koncentrécie.

Pre metddu Zelatinovej zymografie boli vzorky zmieSané s 8x Loading buffer v prisluSnom
pomere. Vzorky boli delené -elektroforeticky na 10 % polyakrylamidovom géli
kopolymerizovanom s 2 % Zelatinou pri 120 V dokial’ farebna sonda nedosiahla koniec gélu.
Po elektroforéze bol gél premyvany v 2,5 % Triton X-100 ainkubovany vo vyvijacom
roztoku pocas 40 hodin pri 37 °C. Po inkubacii bol gél farbeny 0,5 % roztokom Coomassie
Brilliant Blue v izopropanole a kyseline octovej po dobu jednej hodiny pri izbovej teplote
a odfarbeny v odfarbovacom roztoku I (40 % metanol, 10 % kyselina octova) po dobu 4 hodin
a odfarbovacom roztoku II (5 % metanol, 10 % kyselina octovd) po dobu 20 hodin.
Enzymatické aktivity boli definované ako biele pasy na modrom pozadi.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zelatinovou zymografiou boli stanovované pro- a aktivne formy MMP-2 a MMP-9 (Obr.1).
Vo vzorkach pacientov s primarne bipolarnou poruchou (3) a depresiou (5) boli detekované
obe aktivne formy MMP2 aj MMP-9. Vo vzorke pacienta s depresivnou poruchou (1) bola
detekovana iba MMP-9 izoforma. U zdravych kontrolnych subjektov (6) nebola detekovana
ziadna z foriem MMP-2 a MMP-9 rovnako ako v pripade pacientov s panickou poruchou
(2,4).

kDa 1 2 3 4 5 6

180 MMP-9 dimér (240 kDa)

135 MMP-2 dimér (140 kDa)
75 aktivna MMP-9 (82 kDa)
63 aktivna MMP-2 (62 kDa)

48
35
25

Obr. 1 Zymogram slznej tekutiny pacientov s psychiatrickymi poruchami: 1 - depresivna porucha, 2 -
panicka porucha, 3 - primarne bipolirna porucha, 4 - panicka porucha, S - depresivna porucha, 6 —
zdravy kontrolny subjekt

V tejto Studii boli stanovované Zelatinazy MMP-2 a MMP-9 v slznej tekutine pacientov
s psychickymi poruchami ako markery naruSenej homeostdzy rohovkového epitelu.
Vzhl'adom na to, Ze tieto zelatindzy su zapojené do zapalovych a degradacnych procesov,
moézeme predpokladat, ze samotné psychické ochorenia alebo aplikované liecivd mozu
prispievat’ k zapalovym procesom v oku, ¢im moZu byt’ pri¢inou neskorSieho rozvoja ocnych
ochoreni (syndrom suchého oka). Potvrdenie tejto hypotézy si vyzaduje eSte d’alSie hlbsie
Studie.
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KAZUISTIKA: ALTERNATIVNA TERAPIA ALERGIE U PSA
Michal'ova A., Fialkovi¢ova M., Minguell F., Rigau T., Takacova M.

Klinika malych zvierat — Oddelenie vnutornych choréb, UVLF, KoSice

UvOoD

Koza je najvac¢sim organom tela. Tvori bariéru medzi vonkaj§im a vnitornym prostredim,
ochraniuje organizmus pred chemickymi, fyzikdlnymi a patogénnymi vplyvmi. Je primarnym
zmyslovym orgdnom pre teplotu, tlak, dotyk, bolest’ a svrbenie (Kanitakis, 2002). Podl'a TCM
je koZa vonkaj$im (Yang) a zaroven aj vnutornym (Yin) organom. Je povazovand za druhé
plica. Na spravne urCenie dermatologickej diagndzy je potrebné uréenie typu lézie,
lokalizécia, profundita a patogénny faktor, ktory ju spdsobuje (De-Hui Shen a kol., 1995). Na
zaklade etiolégie mdzu byt dermatologické ochorenia rozdelené na vnutorné, ktorych
pri¢inou je imbalancia vychddzajica z vnutra organizmu a externé, ktoré st zapriCinené
vonkaj$im problémom, alebo sucasne obidvomi pric¢inami. Medzi vonkajsie pri¢iny kozZnej
deficiencie patri podla TCM Chlad, Vietor, Letné Teplo, Sucho, Vlhko, Horuc¢ava/Oher.
Nemoézeme tvrdit’, ze ide o tzv. ,,zI¢ faktory”, ale pokial’ je organizmus vo vztahu k nim
oslabeny majl na organizmus negativny vplyv (Schoen, 2001). Dermatologické ochorenia sa
vyskytuju vo veterinarnej medicine u mnohych zvierat. Nie su to ochorenia, ktoré by akutne
ohrozovali Zivot, ale vyzaduji velmi dosledni diagnostiku a terapiu, ktora je zvycajne
zdlhava a niekedy aj finanéne naro¢na. DoleZitym faktorom je taktieZ ¢as, dokladnd anamnéza
a spolupraca majitela zvierata s veterinarnym lekdrom. KedZe koZzné problémy byvaju
rieSené hlavne symptomatologicky, tak vo vicSine pripadov byvaji prvou a najrychlejSou
terapeutickou vol'bou kortikoidy, ¢o Zial’ nie je vZdy spravne. (Svoboda a kol., 2000). Podla
TCVM su prejavy alergickych reakcii vysledkom deficitu obrannych Qi systémov Obliciek
a Pl'ic, alebo nedostatku energie Yin v Krvi a Pe€eni (Xie, Preast, 2013). Pretoze deficit Plic
vznikd dosledkom posobenia Tepla a Vetra a deficit Obli¢iek vznika désledkom nadbytku
Vetra a Vlhka, tak v tomto pripade povazujeme za nuné pouzit’ akupunktirne body, ktoré
odstrania tento vietor a tonifikuju tieto organy (Xie a kol., 1994). Medzi tieto body patri TO-
5, MM-12, HC-4-11, ktoré odstrania nadbytok Vetra a Tepla. Na vyzivenie krvi mozeme
pouzit SL-6 ana stlmenie svrbenia pouzijeme akupunkturny bod S-7. (Maciocia, 1997).
Prostrednictvom bodu O-3 a PL-9 mozeme tonifikovat oblicky apluca. Ak pri tychto
deficienciach dochéadza aj k postihnutiu Pecene priddme uz k vysSie spomenutym bodom aj
body P-1-2-3, a MM-18. (Schoen, 2001). V pripade potravinovej alergie je potrebné upravit’
di¢tu podla potreby pacienta, rocného obdobia avsSetky problematické potraviny
bezpodmienecne vylucit' a zvieratu nepodavat. Kozné ochorenia su Casto charakterizované
Vlhkom a Teplom (zépal, zaCervenanie, vytoky). Pri tejto diagnoéze je vhodné podl'a TCVM
kfmit’ zviera studenymi potravinami a obmedzit’ prisun teplych typov potravin. (Xie a Preast,
2010).

PRIPADOVA STUDIA

Sledovanym pacientom bola péatro¢na suka plemena Bordeauxské doga ,,Penny*, ktora trpela
vypadavanim srsti a vznikom svrbivych koznych zmien v oblasti pravej prednej koncatiny
a v oblasti brucha Prvy krat prisla na kliniku dia 4.4. 2017, kedy sa majitelia rozhodli po
neuspesnej farmakologickej liecbe vyskusat’ alternativnu terapiu. Zo zaciatku sa symptomy
objavovali hlavne pocas jari a leta, neskor uz celorocne. Zvysenu citlivost’ prejavovalo zviera
hlavne na alergény z vonkajSieho prostredia. Pacientovi bol dlhodobo podavany kortizon,
neskor bola aplikovana autovakcina pocas obdobia jeden a pol roka, ale zial’ bez pozitivneho
vysledku. Zvieratu bol taktiez vykonany krvny test na potravinové alergie v ktorom bola
potvrdena alergia na soju a telacie médso. Po zdkladnom klinickom vySetreni boli vsetky
triasové hodnoty v norme, avSak jazyk bol svetly asuchy. Koza bola suchd, srst matna,
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s koznymi eflorescenciami v podobe pruritickych exantémov a ¢ervenych fl'akov pritomnych
v oblasti abdomenu a extremitas anterior dextra. Po zoskrabe koZe nebola zaznamenana ani
pritomnost’ ektoparazitov ani plesni. Okrem koznych zmien zviera netrpelo Ziadnymi inymi
symptémami. VySetrenie krvného obrazu preukdzalo zvySenu hladinu eozinofilov ( tabul'ka
¢islo 1). Ostatné krvné parametre boli v rozmedzi fyziologickych hodnot. Zvieratu sme po
klinickom vySetreni a stanoveni diagndzy aplikovali terapiu prostrednictvom akupunktury kde
sme pouzili nasledujuce akupunktirne body: MM13-18-23, HC-4, PL-7, P-3 v &asovom
intervale 20 minut. Na d’al$iu terapiu prislo zviera 18.4.2017, kedy majitelia popisali, Ze pes
sa stale Skriabe. Zo zdravotnych dévodov a na odporucenie veterindrov suka postupne presla
na diétu BARF. Ked’Ze tento prechod musel byt urobeny postupne, zviera bolo zo zaciatku
kfmené kombinovane, t.j. 50% diéty tvorili granule a 50% diéty tvorila naturalna strava a po
Case preSlo zviera Cisto na dié¢tu BARF. Pri druhom stretnuti sme pacientovi aplikovali
akupunkturnu terapiu v podobe nasledujucich bodov: HC-11, HC-14, MM-40, P-3, MM-18,
PL-9. Tretie sedenie sa uskutoc¢nilo 2.5.2017, kedy sa zaznamenal u pacienta vyrazne znizeny
pruritus a zlepSenie stavu koznych 1ézii, avSak bola zaznamenand otitida. V ramci
akupunktiry sme pouzili nasledujuce body: HC-11, PL-9, MM-12-13-18, P-3 a s
rovnakou terapiou sme pokraCovali aj pri Stvrtom stretnuti dna 16.5.2017. Po d’alSich dvoch
tyzdiioch o bolo 30.5.2017 sme zvolili akupunktiirnu terapiu tychto bodov: HC4-11, PL-9,
MM12-13-18-40, P3. Zviera malo stale otitidu, pruritus a 2 pustuly v oblasti brucha. Dna
13.6.2017 sme pacientovi aplikovali poslednti akupunktirnu terapiu. Stav koZe sa sice
vyrazne upravil, otitida, l1ézie a pruritus Uplne vymizli, ale zviera vykazovalo miernu
agresivitu voci ostatnym psom, preto sme ako akupunkturnu terapiu zvolili nasdledovné body:
HC4-11, PL-9, MM-12-18, P-3 a odporudili sme majitel'om, aby bol suke podavany vyzivovy
doplnok s obsahom silimarinu a d’al$ich prirodnych zloziek na uplnu detoxikaciu organizmu
a upokojenie zvierat'a pocas obdobia jedného mesiaca. Po tejto terapii sa stav zvierata uplne
upravil a doslo k plnému vymiznutiu symptémov a aj prejavov agresivity voci ostatnym
psom.

ZAVER

V tomto pripade hovorime o skrizenom type alergickej reakcie na potraviny a alergény
z prostredia. Ked’Ze po neuspesnej terapii kortikoidmi sa stav pacienta nezlepSoval, stav sme
sa snazili stabilizovat’ prostrednictvom dlho pouzivanych tradi¢nych metdd tradicnej ¢inske;j
mediciny, ktorym je akupunktira a ndsledne pokracovali pouzitim fytoterapeutik. Ked'ze
tradi¢nd Cinska medicina sa na kazdého jedinca zameriava ako na individudlny celok, pri
kazdej navsteve sme taktiez museli prihliadat’ na aktudlny energeticky a zdravotny stav
pacienta. (Maciocia, 1997). Preto sme pri jednotlivych terapidch nepouzivali vzdy tuplne
rovnaké akupunktirne body. V zéavere terapie sme vybrali ako doplnok fytoterapeutikum
s obsahom silimarinu, ktory mé podla tradi¢nej ¢inskej mediciny detoxikaény, upokojujuci
a protisvrbivy ucinok. (Fougere, Wynn, 2007). Podl'a TCM patri peceit pod element dreva.
Charakteristickym emocionalnym prejavom tohto elementu je agresivita a hnev. Pruritus je
podl'a TCM viazany k peceni, takze pokial mame vyrazne pruritické stavy je dobré pecen
detoxikovat,, aby sa nahromadeny ,,vietor* v peceni postupne mohol eliminovat’. (Xie a kol.,
1994). Ked’ze sme postupovali podla tradi¢nych principov a filozofie TCM, pouzili sme
vybrané akupunktirne body a fytoterapeutikd a stav pacienta sme stabilizovali.
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Tab. 1 Hematologické parametre pacienta stanovené pristrojom LaserCyte Dx (IDEXX).

TEST VYSLEDKY REFERENCNE

HODNOTY
RBC 5,53 m/pL 5,50-8,50
HCT 38,2% 37,0-55,0
HBG 13,6 g/dL 12,0-18,0
MCV 69,1 fL 60,0-77,0
MCH 24.6pg 18,5-30,0
MCHC 35,6g/dL 30,0-97,5
RDW 15,4% 14,7-17,9
RETIC 34,5 K/uL 10,0-110,0
WBC 15,46 K/uL 5,50-16,90
NEU 9,55 K/uL 2,00-12,00
LYM 2,65 K/uL 0,50-4,90
MONO 1,32 K/uL 0,30-2,00
EOS 1,92 K/pL1 0,10-1,49
BASO 0,02 K/uL 0,00-0,10
PLT 268 K/uL 175-500
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NEUROGENNY POTENCIAL PROGENITOROV SIDLIACICH VO VYSTELKE
CENTRALNEHO KANALA MIECHY POTKANA V ROZNYCH POSTNATALNYCH
STADIACH ONTOGENEZY
Mochnacky F.!, Slovinska L.?, Alexovi¢ MatiaSovéa A.', Daxnerova Z.", Sevc J.!

'Katedra bunkovej bioldgie, UPJS, Kosice
’Neurobiologicky tistav BMC, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Predoslé vyskumy ukazali, Ze poCas postnatilneho obdobia zivota potkana dochadza vo
vystelke centralneho kanala (CK) miechy k dynamickym zmendm. Nasim cielom bolo
otestovat’ pocetnost’ a neurogénny potencial progenitorov sidliacich vo vystelke CK potkana
v réznych postnatalnych Stadiach ontogenézy po kultivacii v in vitro podmienkach. Analyza
ukazala, Ze progenitorové bunky na P8 tvoria signifikantne viac neurosfér (P8: 12,0+3,8; P29:
7,3t1,1; P90: 5,9+1,5 neurosfér na mmz) so signifikantne vAac¢Sim polomerom (PS:
55,748,6um; P29: 25,243, 4um; P90: 18,6+4,7um) nez progenitorové bunky dospelej miechy.
Po diferenciacii sa progenitory diferencuji na neurény hlavne na P8 (P8: 18,0+7,3%; P29:
3,3+1,8%; P90: 5,5+0,8%). Oligodendrocyty vznikaju hlavne na P8 a P29 (PS8: 13,4+5,0%;
P29: 17,4+6,7%; P90: 5,9+1,7%). Progenitory na P29 a P90 sa diferencujui hlavne na bunky
astroglie (P8: 25,4+10,1%; P29: 62,9+3,8%; P90: 47,849,9%). Nase vysledky dokazuju, ze
v artificidlnych podmienkach sa mnoZstvo a aktivita progenitorovych buniek postupne
znizuje, pricom svekom klesd ich schopnost’ tvorit neurony a oligodendrocyty. Tieto
vysledky predstavuju cenny podklad pre in vivo regeneracné Studie.

UvOoD

Vyskum na nasom pracovisku priniesol poznatky o zmenach prebiehajucich vo vystelke CK
miechy v réznych postnatadlnych $tadidch ontogenézy potkana. Zistilo sa, ze po narodeni
v mieche stale prebiehaju pomerne dynamické deje, ¢o vyvratilo doterajSie nazory o statickej
povahe miechy v postnatalnom obdobi (Alexovi¢ Matiasova a kol., 2017; Sevc a kol., 2011;
Seve a kol., 2014). Bunky nachadzajiice sa vo vystelke CK st po¢as skorych postnatilnych
faz ontogenézy (do P15) zvidc¢sa nediferencované (nepublikované vysledky), intenzivne
proliferuju a maju kratky bunkovy cyklus (Alexovi¢ Matiasova akol., 2017). Pocas P8
dochadza v CK k vrcholu proliferacnej aktivity, ktord potom postupne upada. S klesajucou
proliferaciou sa taktiez predlzuje dizka bunkového cyklu (Alexovi¢ Matiasova a kol., 2017).
V neskorsich fazach postnatilneho vyvinu vystelka CK dozrieva anachadzaju sa v nej
prevazne diferencované bunky (nepublikované vysledky). Nasim cielom bolo stanovit’ v in
vitro podmienkach diferencia¢ny potencial progenitorovych buniek sidliacich vo vystelke
centrdlneho kandla potkana v réznych S$tadidch ontogenézy. Na zdklade poznatkov
predchadzajucich vyskumov predpokladame, ze v skorych postnatalnych stadiach ontogenézy
bude neurogénny potencial progenitorov vystelky CK vyssi nez u dospelych jedincov.

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili laboratérne potkany kmeiia Wistar vo veku P8 (skory postnatalny
vyvin), P29 (neskory postnatalny vyvin) a P90 (dospelost). Zo zvierat sme odobrali miechovy
segment L3-L4 (P8: 2,66 mm, P29: 5,6 mm, P90: 6,44 mm), pricCom dizka odobratého
segmentu bola zvolend tak, aby v jednotlivych obdobiach obsahovala priblizne rovnaky pocet
buniek, ktoré tvoria stenu centralneho kanala (Alexovi¢ MatiaSova a kol., 2017). Izolované
tkanivo sme preniesli do roztoku obsahujuceho 0,01% papain a 0,01% DNéazu. Po 1,5 h
(37°C) sme tkanivo mechanicky disociovali na bunkovi suspenziu, ktori sme nasledne
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centrifugovali. Bunkovua kultaru sme kultivovali v proliferacnom médiu (DMEM, Ham's F12
(1/1 v/v), 5 mg/ml streptomycin, 5 IU/ml penicilin, B27, N2) s rastovymi faktormi bFGF-2
(20 ng/ml) a EGF (20 ng/ml) po dobu 12 dni, aby sa vytvorili neurosféry. Nasledne sme
vyhodnotili polomer neurosfér a pocet neurosfér na mm’. Po analyze sme neurosféry
mechanicky disociovali a kultivovali v 3% telacom fetalnom sére (FCS) bez rastovych
faktorov po dobu 14 dni, aby sme navodili diferencidciu buniek. Bunky sme
imunofluorescen¢ne oznacili za pouzitia neuronalnych (anti-TUJ1, anti-MAP2, anti-DCX),
oligodendrocytovych (anti-Olig2, anti-NG2, anti-APC), astrogliovych (anti-GFAP, anti-
Vimentin, anti-S100b) a progenitorovych (anti-Nestin) markerov. Na nukledrne farbenie sme
pouzili Draq5. Snimky sme zhotovili na konfokalnom mikroskope s pouzitim softvéru LAS
AF a fenotyp buniek sme vyhodnotili v programe ImageJ.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade udajov z literatiry predpokladdme, Ze progenitorové bunky s neurogénnym
potencidlom a schopnostou tvorit’ neurosféry sa nachadzaji v/v tesnej blizkosti CK, pri¢om
ich identita stale nie je ozrejmend. Preto sme podla prace Alexovi¢ MatiaSova a kol. (2017)
stanovili dizku odobratych miechovych segmentov tak, aby sme kultivovali porovnatelné
pocty buniek, ktoré tvoria vystelku CK v analyzovanych obdobiach. Vd’aka tomu sme mohli
porovnat’ pocty neurosfér medzi jednotlivymi vekmi. Zistili sme, ze progenitorové bunky
zvierat vo veku P8 vytvéraju signifikantne viac neurosfér neZz progenitorové bunky zvierat vo
veku P90 (P8: 12,0+£3,8; P29: 7,3+1,1; P90: 5,9+1,5 neurosfér na mmz). Polomer neurosfér
vytvorenych z progenitorov zvierat vo veku P8 je taktiez signifikantne va¢si nez u zvierat vo
veku P90 (P8: 55,748,6um; P29: 252+34um; P90: 18,6+4,7um). NaSe vysledky su
podporené vysledkami §tidie od Slovinska a kol. (2015) kde taktiez preukézali signifikantne
VvACsi poCet vytvorenych neurosfér so signifikantne vac¢sim polomerom v neonatdlnom obdobi
(P1) v porovnani s neurosférami dospelych jedincov. Progenitorové bunky sa diferencuji na
neurény vo veku P8 signifikantne viac nez vo veku P29 a P90 (P8: 18,0+7,3%; P29:
3,3+1,8%; P90: 5,5+0,8%) (Obr. 1.). Slovinska akol. (2015) taktiez pozorovali vysSiu
diferenciaciu na neurény v neonatadlnom obdobi nez u dospelych jedincov, avSak bez
Statistickej vyznamnosti. Na oligodendrocyty sa progenitorové bunky diferencuju najmé vo
veku P8 a P29 a vmensej miere vo veku P90 (P8: 13,4+5,0%; P29: 17,4+6,7%; P90:
5,9+1,7%), avSak medzi tymito skupinami nie su signifikantné rozdiely (Obr. 1.).
V porovnani s vysledkami od Slovinska a kol. (2015) sa naSe data rozchadzaju, pretoze v tejto
Studii pozorovali mierne vysSiu diferenciaciu na oligodendrocyty u dospelych jedincov nez
u neonatalnych jedincov. AvSak ani tento rozdiel nebol Statisticky vyznamny. V najvicsej
miere sa progenitorové bunky diferencuju na bunky astrogliovej linie (P8: 25,4+10,1%; P29:
62,943,8%; P90: 47,849,9%), pricom v porovnani s P8 dochadza vo veku P29 aP90
k signifikantnému ndrastu astrogliového potencialu (Obr. 1.). V tomto pripade naSe vysledky
opat’ nekoreluju s vysledkami od Slovinska a kol. (2015), kde pozorovali vyssiu diferenciaciu
na astrogliovu liniu v neonatdlnom obdobi v porovnani s dospelymi jedincami, no znova bez
Statistickej vyznamnosti v rozdiele. V s§tadii od Slovinskd akol. (2015) rozdiely
v diferencidcii progenitorovych buniek na kone¢ny bunkovy typ medzi r6znymi vekmi zvierat
(P1 a dospeli jedinci) neboli Statisticky vyznamné. Predpokladame, ze nesulad v nasich datach
je sposobeny vyberom neonatalneho veku. Podl'a Alexovi¢ MatiaSova a kol. (2017) dochadza
vo veku P8 k rapidnej proliferacii v oblasti CK a tato proliferdcia je signifikantne vyssia ako
vo veku P1. To by mohlo vysvetlovat’ rozdiely medzi nasimi vysledkami a vysledkami prace
Slovinskd akol. (2015). Nase vysledky potvrdzuju predpoklad o klesajuicom potenciale
progenitorovych buniek pocas ontogenézy. Na zaklade tychto vysledkov teda predpokladame,
ze progenitorové bunky sidliace vo vystelke CK miechy mozu prispievat’ k regeneraéne;j
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kapacite po poskodeni silnejSie v skorych postnatalnych stadiach ontogenézy nez u dospelych
jedincov, kedy je ich potencial obmedzeny.
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Obr. 1 PribliZzné percentualne zastiipenie fenotypov diferencovanych z progenitorovych buniek v in vitro
podmienkach izolovanych z miechy potkana vo veku P8, P29 a P90.
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VPLYV NUTRACEUTIK NA BACHOROVU A CREVNU FERMENTACIU,
HEMATOLOGICKE PARAMETRE A PARAZITOLOGICKY STATUS JAHNIAT
OVPLYVNENYCH ENDOPARAZITOZOU
Mravéakova D.!, Varady M.?, Varadyova Z.'
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ABSTRAKT

Cielom experimentu bolo zistit' U€inok zmesi vybranych lieCivych rastlin (Herb) na
hematologické a parazitologické parametre jahniat experimentdlne nakazenych
gastrointestindlnym (GI) parazitom Haemonchus contortus. Dvadsat’Styri jahniat bolo
rozdelenych do Styroch experimentalnych skupin: nakazené zvierata (I), nakazené zvieratd
suplementované krmivom s Herb (I+Herb), nenakazené zvieratd (C) a nenakazené zvierata
suplementované krmivom s Herb (C+Herb). Hemogram cCervenych krviniek v nakazenych
skupinach ukazal typicky klinicky priznak hemoncho6zy - anémiu. Priemerny prirastok Zivej
hmotnosti bol vyssi v skupine I+Herb v porovnani so skupinou I merany v diioch (D) D32 (p
< 0,01) aD50 (p < 0,001). Vzorky trusu apocty vajicok na gram trusu (EPG) boli
kvantifikované v dnoch DO, D20, D32, D50 a D60. EPG v nakazenych skupinach sa
zvySovalo az do D32. Po dni D32 bolo EPG v skupine I+Herb signifikantne nizsie ako v
skupine I (p < 0,05). EPG v skupine I+Herb bolo nizSie aj na D50 a D60 v porovnani so
skupinou I (p < 0,05). Vysledky ukazali, ze rastlinné nutraceutikd pridavane do krmiva jahniat
prispeli k spomaleniu dynamiky infekcie a zlepsili produkéné ukazovatele jahniat.

UvOD

Vo veterinarnej medicine st lie¢ivé rastliny obsahujice sekundarne metabolity s dolezitymi
biologickymi aktivitami stale CastejSie pouzivané ako nutraceutikd so schopnost’ou ovplyvnit
zdravotny stav zvierata prostrednictvom vedecky preukazate'nych farmakologickych ucinkov
(Githiori akol., 2006; Varadyova akol., 2018). Nedavna Studia (Spiegler a kol., 2017)
rastlinnych polyfenolov s antihelmintickymi U¢inkami poukazala na moznosti vyuzitia
sekundarnych metabolitov lieCivych rastlin pri alternativnej liecbe GI parazitéz k sucasnym
Standardnym antihelmintikdm. Jednym z najznamejSich a najpatogénnejSich GI parazitickych
nematodov oviec a koz je Haemonchus contortus, ktory ma vysoku reproduként schopnost’
a odolnost’ vo¢i antihelmintikdm. Rastlinné nutraceutikd moézu mat’ priamy farmakologicky
vplyv na biolégiu parazita, alebo mézu nepriamo ovplyvnit' odolnost’ hostitel'a voci
parazitarnej infekcii (Varadyova a kol., 2017). Cielom experimentu bolo zistit’ vplyv zmesi
vybranych medicindlnych rastlin na bachorovu a ¢revna fermentaciu in vitro, hematologické,
imunologické a parazitologické parametre jahniat experimentalne nakazenych parazitom H.
contortus.

MATERIAL A METODIKA

Zmes suSenych rastlin (Herb) obsahovala: 8.55% Althaea officinalis, Petasites hybridus,
Inula helenium, Malva sylvestris, Chamomilla recutita, Plantago lanceolata, Rosmarinus
officinalis, Solidago virgaurea, Fumaria officinalis, Hyssopus officinalis, Melisa officinalis,
5% Foeniculum vulgare a 1% Artemisia absinthium. Medicinalne rastliny boli z komerénych
zdrojov aboli testované in vitro v bachorovej tekutine ainokulu z féces na stanovenie
fermentaénych parametrov po 24 hod inkubacie (Varadyova akol.,, 2005). Analyza
sekundarnych metabolitov v rastlindich bola vyhodnotena kvalitativne (Wencelova a kol.,
2014) a aj kvantitativne v metanolovych extraktoch pomocou ultra-vysoko-ucinnej
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kvapalinovej chromatografie (UPLC/MS/MS). Dvadsat’styri jahniciek (zosl'achtena valaska,
vek 3-4 mesiace, 12,5 £+ 1,64 kg) bolo ustajnenych s vol'nym pristupom k vode. Kazdé¢ zviera
bolo kfmené diétou pozostavajiucou z lu¢neho sena (600 g suSiny/deil) a koncentratu (350 g
suSiny/dent). Jahnatd boli rozdelené do Styroch experimentdlnych skupin (n=6
jahniat/skupinu): nakazené H. contortus (1), nakazené H. contortus a suplementované s Herb
v krmive (100 g suSiny/deni), nenakazené zvieratd a nenakazené zvieratd suplementované s
Herb v krmive po dobu 60 dni. Zvieratd boli nakazené peroralne s priblizne 5000 larvami
treticho Stadia (L3) kmena H. contortus citlivého na antihelmintikd (MHcol). V diioch (D)
D20, D27, D32, D50 aD60 boli zvierata odvazené aboli odobraté vzorky krvi na
hematologické analyzy, na stanovenie zapalovych parametrov (sérum amyloid A, sérum
kalprotektin) a bolo odobraté féces na detekciu vajicok v truse.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Bachorové a ¢revné fermentaéné parametre jednotlivych lie€ivych rastlin boli rozdielne (p <
0,001), ale nemali negativny vplyv na fermentaciu. Z tabulky ¢. 1 je zrejmé, ze pocet
erytrocytov, HGB a HCT boli rozdielne v skupine I vs. C a v skupine I vs. C+Herb v D20 (p <
0,001), D32 (p < 0,05, p < 0,01 a p <0,001) a D50 (p < 0,001). Kompletny hemogram
cervenych krvnych parametrov v obidvoch nakazenych skupindch ukazal typicky klinicky
priznak hemonchoézy - anémiu. V nasom experimente podavanie Herb nemalo prospesny
vplyv na ¢ervené krvné parametre nakazenych jahniat aj ked’ niektoré rastliny, ktoré obsahuju
bioaktivne latky napr. Sericea Lespedeza (Shaik a kol., 20006), Psidium guajava a Carissa
spinarum (Jan a kol., 2015) dokézali pozitivne ovplyvnit' Cervené krvné parametre u koz
nakazenych H. contortus.

Tab. 1
Erytrocyty (RBC), hemoglobin (HGB) a hematokrit (HCT) v skupinich jahniat

Den | I+Hetb C C+Herb SD IwsI+Herb 1TvsC 1vs C+Herb

0 10 1111 10 153 Ns Ns Ns
RBC 99 ¢ 7 10 10 1,07 Ns #k *or
(ML) 55 6 10 9 159 Ns s *
50 6 6 11 10 121 Ns oo s
0 107 102 106 101 102 Ns Ns Ns
HGB 20 60 65 92 93 935 Ns oo s
@L) 32 58 56 100 92 982 Ns o s
50 58 61 100 94 115 Ns o s
0 021 022 023 023 003 Ns Ns Ns
HCT 20 014 0,16 022 023 003 Ns o s
(LL) 32 015 0.4 027 020 003 Ns ook o
50 014 0,15 023 022 002 Ns sk o

**p < 0,01; ***p < 0,001; Ns, nie je signifikantny rozdiel

Priemerny nérast zivej hmotnosti nakazenych jahniat s pridavkom Herb (I+Herb) bol
signifikantne vyssi (p < 0,001) v porovnani s nakazenymi zvieratami (Tabulka ¢. 2). Denny
prirastok zivej hmotnosti bol signifikantne nizsi v skupine I (44 g/den) nez v skupine I+Herb
(108.4 g/den) a bol najvyssi v skupine C+Herb (134.6 g/d). EPG bolo signifikantne nizsie
045% medzi 32. a 50. diiom infekcie a 63% medzi 32. a 60. diiom u nakazenych jahniat
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liecenych Herb. Tento pocet sa vyrazne znizil po D32, ¢o mohlo byt dosledkom priameho
antihelmintického t¢inku medicinalnych rastlin (Waller a kol., 2001).

Tab. 2
Priemerna vaha (BW) a Zivy vahovy prirastok (LWG) jahniat s pridavkom Herb v krmive

Den | I+Hetb C C+Herb SD [JvsI+Herb 1wsC 1vs C+Herb

0 122 125 127 125 164  Ns Ns Ns
3{\5 32 138 168 181 178 223 Ns ox ox
50 144 17,9 193 196 255  * ek ek
LWG 32 1,68 428 535 537 112 o o= o=
(kg) 50 222 542 658 673 127 s o

*#p < 0,01; ***p < 0,001; Ns, nie je signifikantny rozdiel

Koncentracia sérového amyloidu A nebola v skupinach jahniat ovplyvnena, pravdepodobne
tento marker nespecifickej imunity nemusi byt’ vhodny pri vyhodnoteni parazitarnej infekcie
pocas dlhSich casovych obdobi. Koncentracia kalprotektinu v sére bola signifikantne vyssia (p
< 0,001) v skupine I+Herb iba na D32. Priddvanie herbalnych nutraceutik do krmiva
nakazenych jahniat GI nematédom H. contortus moze stimulovat’ imunitny systém a pomdct’
zvieratam lepSie zvladnut’ infekciu ako aj zlepsit’ ich produkéné ukazovatele.

Praca bola podporenda projektom Agentury na podporu vyskumu a vyvoja (APVV 14-0169)
a projektom Kompetencné centrum pre biomodulatory a vyzZivové doplnky (ITMS
26220220204).

POUZITA LITERATURA

Githiori JB, Athanasiadou S, Thamsborg SM. Use of plants in novel approaches for control of gastrointestinal
helminths in livestock with emphasis on small ruminants. Vet Parasit. 2006; 139:308-320.

Jan OQ, Kamili N, Ashraf A, Igbal A, Sharma RK, Rastogi A. Haematobiochemical parameters of goats fed
tannin rich Psidium guajava and Carissa spinarum against Haemonchus contortus infection in India. J. Parasit.
Dis. 2015; 39:41-48.

Shaik SA, Terrill TH, Miller JE, Kouakou B, Kannan G, Kaplan RM, Burke JM, Mosjidis JA. Sericea Lespedeza
hay as a natural deworming agent against gastrointestinal nematode infection in goats. Vet. Parasitol. 2006;
139:150-157.

Spiegler V, Liebau E, Hensel A. Medicinal plant extracts and plant-derived polyphenols with anthelmintic
activity against intestinal nematodes. Nat Prod Rep. 2017; 34:627-643.

Varadyova Z, Baran M, Zelenak I. Comparison of two in vitro fermentation gas production methods using both
rumen fluid and faecal inoculum from sheep. Anim Feed Sci Technol. 2005; 123-124: 81-94.

Varadyova Z, Kisidayova S, Cobanova K, Gresakova L2, Babjak M, Konigovéa A, Urda Dolinska M, Varady M.
The impact of a mixture of medicinal herbs on ruminal fermentation, parasitological status and haematological
parameters of the lambs experimentally infected with Haemonchus contortus. Small Rum Res. 2017; 151:124-
132.

Varadyova Z, Mravcéakova D, Babjak M, Bryszak M, Gresakova L, Cobanova K, Kisidayova S, Placha I,
Konigova A, Cieslak A, Slusarczyk S, Pecio L, Kowalczyk M, Varady M. Effects of herbal nutraceuticals
and/or zinc against Haemonchus contortus in lambs experimentally infected. BMC Vet Res. 2018; 14:78.

Waller PJ, Bernes G, Thamsborg SM, Sukura A, Richter SH, Ingebrigtsen K, Hoglund J. Plants as de-worming
agents of livestock in the nordic countries: historical perspective, popular beliefs and prospects for the future.
Acta Vet Scand. 2001; 42:31-44.

Wencelova M, Véaradyova Z, Mihalikova K, Jal¢ D, Kisidayova S. Effects of selected medicinal plants on rumen
fermentation in a high-concentrate diet in vitro. J] Anim Plant Sci. 2014; 24:1388-1395.

61



MIKROFLORA ASOCIOVANA S JASKYNNYMI ZIVOCICHMI RADOV
PALPIGRADI A COLLEMBOLA
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"Ustav biologickych a ekologickych vied, PF, UPJS, Kosice
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Mikroflora asociovana s jaskynnymi druhmi Eukoenenia spelaea (Palpigradi) a Arrhopalites
aggtelekiensis (Collembola) prirodzene sa vyskytujucimi v Ardovskej jaskyni v Slovenskom
krase sa analyzovala kultivatnymi metédami. V analyzovanej populacii dominovali gram-
pozitivne baktérie. Pri oboch druhoch sa pozorovala vyssia diverzita ektomikroflory v
porovnani s endomikroflérou. Prekvapujlico, napriek rozdielnej potravovej stratégii
Studovanych druhov sa pozorovala vyssia podobnost’ endomikroflory nez ektomikroflory.

UvOD

Chvostoskoky (Collembola) predstavuji jednu z najpocetnejSich skupin terestridlnych
¢lankonozcov, ktoré su najlepSie adaptované pre zZivot v jaskynnom prostredi a pod zemou
(Kovac a kol., 2015). Vramci Eurdpy rovnako obyvaji podzemné prostredie Sturovky
(Palpigradi), patriace medzi pavukovce (Arachnida) (Kovac a kol., 2002). Jaskyne st vo
vSeobecnosti prostredim poskytujicim Specifické biotické a abiotické podmienky. Jednou
z najvyznamnejsich je dostupnost’ potravy, ktora limituje vyskyt fauny (Smrz a kol., 2015).
Ardovska jaskyna, nachadzajlica sa na Gzemi Slovenského krasu, je miestom prirodzené¢ho
vyskytu jedincov druhov FEukoenenia spelaca (Palpigradi) a Arrhopalites aggtelekiensis
(Collembola). Vzhl'adom na obmedzené moZnosti dostupnej potravy je ich potravova
preferencia vel'mi zaujimava. Napriek tomu, ze druh E. spelaea patri medzi pavikovce, ktoré
su typickymi predatormi, v trdviacom trakte tychto jedincov bola preukdzani pritomnost’
cyanobaktérii (Smrz a kol., 2013; Smrz a kol., 2015). Zdroj potravy druhu A. aggtelekiensis
ostava stale neobjasneny. V dosledku jeho vyskytu na Zivych kvaploch v miestach stekajlicej
vody je predpokladand uloha filtratora. Analyza mikroflory osidl'ujicej traviaci trakt tychto
zivo¢ichov, m& vyznamnl ulohu v objasneni ich potravovych preferencii. Vzhladom na
vyskyt tychto druhov v ramci jednej jaskyne je tiez zaujimava analyza ich ektomikroflory.

MATERIAL A METODIKA

Celkovo 15 jedincov, ztoho 11 jedincov druhu Eukoenenia spelaea a4 jedince druhu
Arrhopalites aggtelekiensis, bolo ziskanych z odberov realizovanych v mesiacoch maj 2017
amaj 2018 v Ardovskej jaskyni v Slovenskom krase. Pre ziskanie baktérii z povrchu tela boli
jedince oplachnuté 100 ul PBS. Baktérie z traviaceho traktu boli ziskané narezanim jedinca
v bruSnej Casti tela a preplachom PBS s objemom 100 pl pomocou pipety. Zo ziskanych
objemov bolo 50 ul vysievanych na platne so zivnym agarom (NA — nutrient agar), ktoré boli
kultivované 48 hodin pri teplote 20 °C. Na identifikaciu ziskanych bakteridlnych kolénii bola
pouzitd hmotnostnd spektrometria MALDI-TOF (Biotyper, Bruker Daltonics, Nemecko).
Vysledky identifikacie boli interpretované dendrogramom, pri€om hlavné vetvy dendrogramu
predstavovali bakteridlne biotypy. Podobnost’ mikroflory bola graficky vyjadrend pouzitim
PCA diagramu (ClustVis, https:/biit.cs.ut.ee/clustvis/), bakteridlna diverzita sa stanovila
pomocou Shannonovho indexu (H = -SUM[(pi) * In(pi)]; SUM — sucet, pi — pocet jedincov
druhu; Shannon C., 1948).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Z celkového poctu 11 jedincov druhu Eukoenenia spelaea sa nam podarilo ziskat' 140
bakterialnych kolonii z povrchu tela (Pek) u vSetkych jedincov a 44 bakteridlnych kolonii
z traviaceho traktu (Pen) u 8 jedincov. Z celkového poctu 4 jedincov druhu Arrhopalites
aggtelekiensis sme ziskali 49 bakteridlnych kolonii z povrchu tela (Cek) a 38 bakterialnych
kolénii z traviaceho traktu (Cen) u vsetkych jedincov. Vysledny dendrogram z MALDI-TOF
analyzy preukazal existenciu minimalne 72 bakterialnych biotypov asociovanych so
Studovanymi druhmi. Vysoké hodnoty Shannonovho indexu diverzity (Tab. 1) vypovedaju
tiez o vysokej diverzite bakteridlnych druhov v rdmci ich ektomikroflory a rovnako v rdmci
mikroflory ich traviacich traktov.

Tab. 1 Prehlad identifikovanych bakteridlnych izolitov a hodnoty Shannonovho indexu diverzity u
Arrhopalites aggtelekiensis (Cen — endomikrofléra, Cek — ektomikroflora) a Eukoenenia spelaea (Pen —
endomikroflora, Pek - ektomikroflora).

Pen Pek Cen Cek
Pocet izolatov 44 140 38 49
Pocet druhov 7 8 3 11
Pocet identifikovanych 24 29 1 75

izolatov

) i Arthrobacter | Arthrobacter | Bacillus mycoides, B. | Rhodococcus
Dominantny druh . . .
oxydans oxydans weihenstephanensis erythropolis

Shannonov index

. ) 1,83 3,31 2,25 2,69
diverzity

Z izolatov ziskanych z endomikrofléry jedincov druhu E. spelaea sa podarilo identifikovat
prevazne gram-pozitivne baktérie rodu Arthrobacter, konkrétne A. aurescens (1 izolat), A.
globiformis (1 izolat), A. oxydans (12 izolatov), A. polychromogenes (1 izolat) a druhov
Micrococcus luteus (3 izolaty) a Paennibacillus amylolyticus (5 1izolatov). V rdmci
ektomikroflory taktiez prevladali spominané gram-pozitivne baktérie rodu Arthrobacter (22
izolatov) a tiez sa vyskytli gram-pozitivne druhy Agromyces fucosus (1 izolat), A. hippuratus
(2 izolaty), Kocuria rosea (2 izolaty), Microbacterium saperdae (1 izolat) a Rhodococcus
erythropolis (1 izolat). V traviacom trakte A. aggtelekiensis prevladali baktérie druhu Bacillus
mycoides (5 izolatov) a B. weihenstephanensis (1 izolat) a jeden izolat druhu Arthrobacter
kerguelensis. V ramci ektomikroflory bola zaznamenand vysokd diverzita identifikovanych
druhov, gram-negativne baktérie rodu Flavobacterium (F. hibernum, F. hydatis, F.
saccharophilum, spolu 4 1zolaty), Pseudomonas jessenii (1 izolat) a gram-pozitivne druhy
Agromyces hippuratus (1 izolat), Arthrobacter kerguelensis (4 izolaty), Bacillus simplex (1
izolat), Kocuria palustris (1 izolat), Rhodococcus erythropolis (8 1zolatov), a Viridibacillus
neidei (1 izolat). Prevazni cast' izolatov vSak nebolo mozné identifikovat pouzitym
pristupom. Na zaklade podobnosti MALDI TOF proteinovych profilov sme tieto izolaty
typizovali a podobnost’ mikroflory Studovanych organizmov zobrazili PCA diagramom (Obr.
1). Podobnost’ mikroflory traviaceho traktu (endomikrofléra) oboch zivocichov naznacuje
podobny zdroj potravy, ¢o pravdepodobne suvisi s nizkou variabilitou a dostupnost’ou potravy
v jaskynnom prostredi. Naopak, rozdielnost v ektomikroflore suvisi pravdepodobne
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s rozdielnym miestom vyskytu zivocCichov — 4. aggtelekiensis sa vyskytuje na kvaploch so
stekajucou vodou, kym E. spelaea v sedimente.

Pen .
L]
Cen
_ Pek
% L]
Cek
k PC1 (54.3%)
Obr. 1 Podobnost’ mikroflory asociovanej s FEukoenenia spelaea (Pen — endomikrofléra, Pek -
ektomikroflora) a Arrhopalites aggtelekiensis (Cen - endomikroflora, Cek - ektomikrofléra)

dokumentovana pomocou PCA analyzy.

Pre presnejSie urCenie zdrojov potravy tychto zivocichov je vSak potrebné ziskat’ vicsie
mnozstvo bakteridlnych izoladtov z traviaceho traktu atiez otestovat’ ich pre overenie
pritomnosti lytickych enzymov.

Tato praca bola realizovand vdaka grantu APVV-16-0171.
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POROVNANIE DYNAMIKY POSTMORTALNYCH PROCESOV
V PRSNEJ A STEHENNEJ SVALOVINE BROJLEROVYCH KURCIAT
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ABSTRAKT

Praca sa zaobera Studiom dynamiky hladin kyseliny mlie¢nej, fosfatov ahodnot pH
v priebehu postmortalnych procesov v prsnej a stehennej svalovine kurciat. Do pokusu boli
zahrnuté 1 diové kurcatd plemena Cobb, kimené BR1 do 20. dha, BR2 do 30. dita a BR3 do
39. dna, kedy boli usmrtené. Vo vzorkach prsnej (10) astehennej svaloviny (10) bola
stanovena kyselina mlie¢na, fosfaity a pH mésa na 1, 3 a 7. den uskladnenia pri 4 °C.
Vysledky prace poukazuji na signifikantné (p<0,001) zvySenie hladin kyseliny mlie¢nej
a fosfatov a zniZzenie hodnét pH v prsnej svalovine na 3. det pokusu. Tento priebeh zmien sa
menej vyrazne prejavil aj v stehennej svalovine kurciat.

UvoOD

Hydinové médso je vel'mi oblibené u konzumentov, najviac ziadané je méiso z brojlerov.
Brojlery najic¢innejsie pretransformuju krmivo na méso. NajhodnotnejSie mésité casti hydiny
su prsia a stehna. Pri §lachteni mésovych typov brojlerovych kurciat sa dava na zastupenie
tychto Casti najvicsi doraz (PaSka a Sidor, 2000). Zistené bolo odliSné zloZenie prsnej
a stehennej svaloviny brojlerovych kuréiat. Prsna svalovina obsahuje 21 — 23 % bielkovin,
1,90 — 1,97 % tuku, 75,28 —76,01 % vody a 0,74 — 0,77 % kolagénu, kym stehenné svalovina
ma 19,03 —19,93 % bielkovin, 4,70 — 6,05 % tuku a 0,91 — 1,13 % kolagénu (Kralik, 2017).
Hydina mé rozdiely aj vo farbe misa. Cervené vlakna, ktoré sa nachadzaji na stehne su
bohaté na myoglobin a maju vacsi pocet vacsich mitochondrii. Biele vlakna v oblasti pfs majt
menej myoglobinu a mensi poc¢et menSich mitochondrii. Zndme su aj ako glykolytické vldkna
kvoli vysokému obsahu glykogénu (Barbut, 2002). Cielom prace bolo porovnat’ dynamiku
zmien kyseliny mliec¢nej, fosfatov a hodnét pH v prsnej a stehennej svalovine brojlerovych
kur¢iat.

MATERIAL A METODIKA

Kurcata mésového hybridu Cobb 500 (Hydina Slovensko s.r.o.) vo veku 1. deni v pocte 50 ks
boli chované na hlbokej podstielke. Pristup k vode mali ad libitum. Kfmené boli 2 krat denne
kftmnou zmesou BR1 do 20. diia, BR2 do 30. dita a BR3 do 39. diia, kedy boli usmrtené.
Odobraté boli vzorky prsnej (10) a stehennej (10) svaloviny, ktoré boli uskladnené pri 4°C.
Fyzikalno — chemické analyzy sa vykonali 24 h po porazke, t.j. 1. defl pokusu a na 3. a 7. dent
pokusu. Na stanovenie kyseliny mlie¢nej a fosfatov sa vyuzila metdda elektroforetickej
analyzy, pouZzivana na kontrolu zrenia misa u r6éznych druhov zvierat (Korénekova a kol.,
2014, Macanga akol., 2011). Kyselina mlie¢na a fosfaty boli extrahované zo svaloviny
destilovanou vodou. Vzorky po filtracii boli stanovené Elektroforetickym analyzatorom (EA
102, Villa Labeco s.r.o., SR) za pouzitia vodivostného detektora. Prad v predseparacnej
koléne (dizka 90mm) bol 250 pA a v analytickej kolone (dizka 160 mm) 50 pA. Pouzity bol
vodiaci elektrolyt: 10 mmol HCI + B-alanin + 0,1% m-HEC a zakoncujuci elektrolytu: 5
mmol kyselina kapronova + 5 mmol TRIS. Analyzy boli vyhodnotené programom ITP Pro 32
(KasComp, Bratislava, SR) a udavané¢ v g/100g vzorky. Hodnoty pH boli stanovené
sklenenou elektrédou vo vodnom extrakte svaloviny pH-metrom (InoLab WTW 720).
Statisticka analyza bola vykonana v programe Microsoft Excel 2013 pouzitim Studentovho t-
testu, a d’alSich Statistickych metdd ako aritmeticky priemer, smerodajna odchylka, korelacny
koeficient.

65



VYSLEDKY A DISKUSIA

V prsnej svalovine bola koncentracia kyseliny mliecnej v 1. den pokusu 0,84 + 0,21. Pocas
prvych 3 dni zrecieho procesu sa signifikantne zvysila (p<0,001) a dosiahla hodnotu 1,69 +
0,49 (Graf ¢. 1). Hodnota korelacného koeficientu bola — 0,84. Na 7. den pokusu bol
pozorovany signifikantny pokles (p<0,5) kyseliny mlie¢nej 1,27 +0,26 oproti 3. ditu pokusu.
V stehennej svalovine bola v 1. den pokusu koncentracia kyseliny mliecnej 0,77 + 0,20. Na 3.
dent pokusu bolo zistené zvySenie kyseliny mlie¢nej (0,90 £ 0,25), avSak nie tak vyrazné ako
v prsnej svalovine. V 7. deii pokusu doslo k poklesu kyseliny mlie¢nej na hodnotu 0,75 +
0,14. Dynamika kyseliny mliecnej v celom ¢asovom intervale zrecieho procesu v mése odraza
kvantitativnu premenu glykogénu na kyselinu mliecnu. V pociato¢nej faze je jej ndrast
najvyraznejs$i (Kopfiva a Steinhauser, 1992). VysSie koncentracie v prsnej nez stehennej
svalovine boli namerané pocas celého pokusu, ktoré boli signifikantné (p<0,001) na 3. den,
ako aj 7. den.. Korelacny koeficient dosiahol na 7. dei hodnotu — 0,80.
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Graf 1 Porovnanie hladin kyseliny mliecnej v prsnej a stehennej svalovine brojlerovych kurc¢iat

Pri hodnoteni dynamiky zmien fosfatov (Graf ¢. 2) v prsnej svalovine bol zisteny jej
signifikantny narast (p<0,001) na 3. den (1,31+0,32), oproti zaciatku pokusu (0,62+0,09). Na
7. det bol zisteny signifikantny (p<0,01) pokles (0,98+0,23) v porovnani s 3. diiom pokusu.
V stehennej svalovine bol ndrast fosfatov (p<0,05) na 3. defi pokusu menej vyrazny
(0,87+0,33) v porovnani so zaciatkom pokusu (0,81+0,32). Na 7. den bol zisteny
signifikantny pokles (p<0,05) fosfatov (0,70+0,16) oproti 3. a 1. ditu pokusu. V prsnej
svalovine boli na 1. (p<0,05) a na 3. a 7. dein (p<0,001) pokusu pozorované vyssie
koncentracie fosfatov. Korelacny koeficient dosiahol na 7. deit hodnotu — 0,83.
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Graf 2 Porovnanie hladin fosfatov v prsnej a stehennej svalovine brojlerovych kurciat
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Hodnota pH zéavisi najmd od mnozstva kyseliny mliecnej v svalovine vznikajucej pri
anaerdbnej glykogenolyze a glykolyze. Hodnota pH 24 klesa post mortem na 5,4 — 5,7
(Maltin, a kol., 2003). V naSom experimente bol v prsnej svalovine (Graf ¢. 3) pozorovany
signifikantny pokles (p<0,01) hodnét pH na 3. deii (5,48+0,10) oproti 1. ditu (5,68+0,17). Na
7. dent bol zisteny signifikantny (p<0,05) narast pH (5,65+0,35) oproti 3. ditu. V stehennej
svalovine bol zisteny signifikantny (p<0,001) pokles hodnét pH na 3. deni (5,76+0,16) oproti
1. diu (6,06+£0,12). Na 7. den bol zisteny signifikantny (p<0,05) vzostup pH (5,99+0,23)
oproti 3. dilu. V stehennej svalovine boli signifikantne vysSie hodnoty pH na 1., 3. den
(p<0,001) a 7. deni (p<0,01) nez v prsnej svalovine.
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Graf 3 Porovnanie hodnét pH v prsnej a stehennej svalovine brojlerovych kur¢iat

V désledku rozdielnych typov svalovych vldkien v prsnej a stehennej svalovine brojlerovych
kurc¢iat bola v prici pozorovana rozdielna intenzita postmortadlnych zmien na zdklade
zmeranych fyzikalnych a chemickych parametrov. Predpokladame, Zze to bolo spdsobené
metabolickymi rozdielmi v postmortdlnej premene svaloviny na mdso v tychto typoch
svalovin.

Prdaca bola vykonana vd'aka financnej podpore Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja na zdklade Zmluvy ¢.
APVV-14-0397 a projektom VEGA: 1/0576/17.
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ELIMINACIA MRTVYCH BUNIEK V MYSACICH BLASTOCYSTACH
PRODUKOVANYCH IN VIVO A IN VITRO
Pisko J.

Centrum biovied SAV, v.v.i., Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, KoSice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo vyvinat metodiku, pomocou ktorej by bolo mozné kvantifikovat’ pocet
fagocytovanych apoptotickych buniek a apoptotickych buniek vyli¢enych do embryondlnych
dutin, a nasledne porovnat’ fungovanie elimina¢nych mechanizmov v skupinach in vivo a in
vitro ziskanych mysSacich blastocyst. Blastocysty sme ziskali od hormondlne stimulovanych
samic: skupinu in vivo predstavovali Cerstvo izolované blastocysty, in vitro skupinu tvorili
blastocysty, ktoré boli ziskané kultivaciou 2-bunkovych embryi v KSOM médiu v priebehu
72 hodin v Standardnych podmienkach. Incidencia fagocytézy apoptotickych buniek bola
vyhodnotena dvoma typmi morfologicko-fluorescenéného farbenia pomocou konfokalnej
mikroskopie: F-aktin farbenie kombinované s Hoechst 33342 DNA farbenim spolu s TUNEL
farbenim a Lysotracker test kombinovany s Hoechst 33342 DNA farbenim. Vysledky
potvrdili skuto¢nost’, ze bunky v preimplatanom embryu si schopné fagocytdzy, patria do
skupiny tzv. neprofesionalnych fagocytov. Dalej ukazali, Ze v blastocystich ziskanych
kultivaciou in vitro je podiel buniek, ktoré unikli fagocytéze vyssi, nez v blastocystach
vyvijajucich sa v prirodzenych in vivo podmienkach. Experimenty ukazuji, Ze na
identifikaciu presného podielu fagocytovanych apoptotickych buniek bude potrebné porovnat’
vysledky ziskané viacerymi detekénymi metodami, priCom Lysotracker test sa predbezne javi
ako presnejsia technika nez trojité farbenie s F-aktinom.

UvOoD

Fyziologickou stcastou vyvinu skorého embrya je riadena elimindcia poskodenych alebo
inak neprospesnych buniek. Relativne vysokd frekvencia vyskytu buniek, u ktorych bol
spusteny mechanizmus samozni¢enia (apoptdzy), bola popisand v populacidch oboch
embryonalnych linii: v embryoblaste iv trofoblaste (Ksiianova a kol., 2017). Specifikom
embrya je, Ze mftve bunky odstraniuje dvojakym sposobom: vylucenim do embryondlnych
dutin (tzv. extruziou) alebo prostrednictvom fagocytézy, ktord vykonavaju susedné
embryonalne bunky (Fabian akol., 2005). Bunky, ktoré unikni fagocytéze sa cestou
sekundarnej nekrézy rozpadaju na neorganizovany bunkovy odpad (Hart a kol., 2008). To
vedie k neefektivnej strate organického materidlu, uvolneniu degradacnych enzymov z
lyzozémov a akumulécii extracelularnej DNA — tzn. bioaktivnych latok s vysokym Skodlivym
potencidlom (Platt a kol., 1998).

Cielom prace bolo vyvinat metodiku, pomocou ktorej by bolo mozné kvantifikovat’ pocet
fagocytovanych a vylacenych apoptotickych buniek a nasledne porovnat fungovanie
elimina¢nych mechanizmov v skupinach in vivo a in vitro ziskanych mysacich blastocyst.

MATERIAL A METODIKA

Expandované blastocysty boli ziskané z hormonélne stimulovanych ICR mysi. Blastocysty
skupiny in vivo boli Cerstvo izolované z fertilizovanych samic na 4. den gravidity (120 hodin
post hCG). V in vitro skupine, blastocysty boli ziskané kultivaciou 2-bunkovych embryi v
KSOM médiu v priebehu 72 hodin v Standardnych podmienkach.

Incidencia fagocytozy apoptotickych buniek bola vyhodnotend dvoma typmi morfologicko-
fluorescencného farbenia pomocou konfokélnej mikroskopie:

1. F-aktin farbenie kombinované s Hoechst 33342 DNA farbenim a TUNEL farbenim

2. Lysotracker test kombinovany s Hoechst 33342 DNA farbenim
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Klasifikacia buniek:

1. Trojitym farbenim s F-aktinom boli vySetrené in vivo (n= 56) a in vitro (n= 56) ziskané
blastocysty mysi. Jadra vykazujice apoptotické znaky (tzn. fragmentovand jadrova
morfologia vizualizovand Hoechst 33342 DNA farbenim, a/alebo Specifickh DNA
fragmentacia vizualizovana pozitivnym TUNEL znacenim) lokalizované v blastocoelovej
dutine alebo v perivitélnom priestore boli klasifikované ako vylicené (tzv. extrudované)
apoptotick¢é bunky. Ako fagocytované apoptotické bunky boli klasifikované jadra s
apoptotickymi znakmi pohltené susednymi embryondlnymi bunkami, ktoré vykazovali
kontinualnu plazmaticki membranu vizualizovani farbenim F-aktinom a pritomnost’ jadra
s normalnou morfoldgiou. Apoptotické jadra, ktoré boli ohranicené Cast'ami plazmatickych
membran troch susediacich embryondlnych buniek boli klasifikované ako nefagocytované
apoptotické¢ bunky. VSetky ostatné jadrd, kde nebolo mozné s urcitostou charakterizovat
prislusnost’ k danej skupine (fagocytované vs. nefagocytované apoptotické bunky), boli
oznacené ako dubidzne pripady.

2. Lysotracker testom boli v pilotnom experimente vySetrené iba in vivo (n= 33) ziskané
blastocysty myS$i. Apoptotické jadra kolokalizované s pritomnost'ou kyslych organel (znacené
Lysotracker testom) boli klasifikované ako fagocytované apoptotické bunky.

VYSLEDKY A DISKUSIA

1. F-aktin farbenie kombinované s Hoechst 33342 DNA farbenie a TUNEL farbenie

V blastocystach ziskanych in vitro bolo trojitym farbenim s F-aktinom identifikovanych v
priemere 6,88 apoptotickych buniek na blastocystu, a v skupine in vivo 5,18 apoptotickych
buniek na blastocystu (P<0,01). V in vitro ziskanych blastocystach bol zaznamenany vyssi
vyskyt extrudovanych buniek (15,58%), ako v in vivo skupine (8,97%) (P<0,05). Prevazna
vacsina extrudovanych buniek bola lokalizovana v blastocoelovej dutine. V in vitro
kultivovanych blastocystach bol priemerny pocet fagocytovanych apoptotickych buniek 1,59 /
blastocystu (Co predstavovalo 23,12% z celkového poctu vysetrenych apoptotickych buniek) a
2,23 dubidznych pripadov / blastocystu. V in vivo ziskanych blastocystach bol priemerny
pocet fagocytovanych apoptotickych buniek 1,36 / blastocystu (Co predstavovalo 26,12%
z celkového poctu vySetreny apoptotickych buniek) a 1.57 dubidéznych pripadov / blastocystu.

2. Lysotracker test kombinovany s Hoechst 33342 DNA farbenim
V in vivo ziskanych blastocystich vySetrenych Lysotracker testom bol priemerny pocet
fagocytovanych apoptotickych buniek 2,26 / blastocystu.

Vysledky potvrdzuju skutocnost’, Ze bunky v preimplataénom embryu s schopné fagocytozy,
patria do skupiny tzv. neprofesionalnych fagocytov. Jednou z uloh tychto neprofesionalnych
fagocytov je aj eliminacia apoptotickych buniek. Cast’ apoptotickych buniek viak nie je
fagocytovand, ale vylucend do embryondlnych dutin, pricom v blastocystach ziskanych
kultivaciou in vitro je podiel buniek, ktoré unikli fagocytéze vyssi, nez v blastocystach
vyvijajucich sa v prirodzenych in vivo podmienkach. Pilotné experimenty ukazuji, ze na
identifikaciu presného podielu fagocytovanych apoptotickych buniek bude potrebné porovnat’
vysledky ziskané viacerymi detekénymi metddami.

Praca bola podporend grantmi APVV14-0763 a ITMS 26220220204 - Kompetencné centrum pre biomodulatory
a vyzivové doplnky (Probiotech).
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PREVALENCIA ENDOPARAZITOV U DIVIACEJ ZVERI V ZVERNIKU BIEN
Selecka E.

Katedra epizotologie a parazitoldgie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT
V poslednom obdobi sme pri diviacej zveri zaznamenali narast populacnej hustoty. Vzrastol
aj pocet zvernicovych chovoch. Tym sa vytvaraju vel'mi priaznivé podmienky pre Sirenie
parazitdz. Za sucasnej situacie je teda vel'mi aktudlne venovat’ prevencii a lieCbe parazitdz pri
diviacej zveri.

UvoOD

V naSej praci sme preskamali chovatel'ské a ekologické podmienky polovnickeho
obhospodérovania vo zverniku pri diviacej zveri vo vztahu k pl'icnym a gastrointestindlnym
¢ervom, zistili ich celkovu prevalenciu ako aj intenzitu invéazie vo vegetacnom obdobi a mimo
vegetacného obdobia.

Diviaci zvernik Bien sa nachadza v juznej Casti Kremnickych hor v nadmorskej vyske 350 —
450 m. Ako ucelové zariadenie Technickej univerzity vo Zvolene plni tlohy pedagogicko —
vychovné, vedecko — vyskumné a ekonomické.

Zvernik Bieti je rozhodnutim OU Zvolen z 25.01.2002 uznany na intenzivny chov diviacej
zveri.

MATERIAL A METODIKA

Odber vzoriek na koprologické vySetrenie sa vykonal v dvoch etapach.

V prvej etape sa vzorky trusu odobrali v letnom obdobi (jun 2011) za ucelom sledovania
zastlipenia parazitov vo vegetatnom obdobi. Celkovo bolo odobratych 27 vzoriek z
jednotlivych c¢asti zvernika.

V druhej etape sa odber vzoriek vykonal mimo vegetacie (27 vzoriek).

Vzorky boli odobraté z Cerstvého trusu do vzorkovnic, ktoré boli oznacené Cislom Ccasti
zvernika. Vzhladom na liekova formu pouzitého lie¢iva (premix) vzorky boli zberané
ako ,,zmesné".

Pre diagnostiku helmintov bola pouzita flotacna koproovoskopicka metdda podl'a Brezu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V monitoringu sme zamerali pozornost’ na vyhodnotenie nalezov helmintofauny dychacej a
traviacej sustavy v dvoch etapach - vo vegetatnom a mimo vegetacného obdobia. Sledovala
sa intenzita invazie a druhové zastipenie 2 hlavnych skupin helmintov — plicnych a
gastrointestindlnych nematodov. Koprologicky sa vysetrilo v kazdej etape 27 vzoriek trusu
diviakov. Negativne vySetrenie trusu sa vyskytovalo vo vegetatnom obdobi 3 pripadoch

(1,1%).

Najcastejsie zastipené helminty v hodnotenych skupinach v Case vegetacie (jul):

Prehl'ad nalezov koprologického vySetrenia:
PECUCNE CERVY (Metastrongylus spp.) sa z vySetrenych vzoriek (27 ks) vyskytovali v 8
vzorkach (29,6%).
GASTROINTESTINALNE CERVY predstavovali vyznamnej$ie zastapenie: Trichuris
spp. 1 vzorka (3,7%), 1 vzorka Ascaris (3,7%), Capillaria spp. 3 vzorky (11,1%).
KOKCIDIE (Eimeria spp.) sa vyskytovali v 11 vzorkach (51,8%).

V obdobi mimo vegetacie (zima) boli zastapené tieto helminty:
Prehl’ad nalezov koprologického vySetrenia mimo vegetacie.
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PCUCNE CERVY Metastrongylus spp.) 2 vzorky (7,4%).

GASTROINTESTINALNE CERVY Trichuris spp. 4 vzorky (14,8%), Ascaris 3 vzorky
(11,1%), Capillaria spp. 3 vzorky (11,1%).

KOKCIDIE (Eimeria spp.) boli pritomné v 15 vzorkach (55%).

Vysledky ziskané koprologickym vySetrenim vo vegetaénom a mimovegetacného obdobia
poukazuji na to, ze na vyskyt parazitov u diviacej zveri moze vplyvat viac ekologickych
faktorov, ako s geografické, geomorfologické, klimatické a trofické podmienky biotopu.
Vysoka invézia diviakov v letnom obdobi (obdobie vegetacie) suvisi s idealnymi
podmienkami pre vyvoj medzihostitelov. Prekyslicend poda a husté porasty vo zverniku
Bieni predstavuju idedlne podmienky pre vyvoj populacie dazd’oviek, o je spojené aj so
zvySenym vyskytom metastrongylov vo vegetatnom obdobi. Hoci ma metastrongyloza
vacsinou latentny priebeh, je okrem trofickych podmienok jednym z limitujucich faktorov
vysky prirastku (Halasz, 1991). Vel'mi napadnutd diviadia zver moze byt tieZ vhodnym
zdrojom pre infekciu KMO, ale aj mnohé iné ochorenia rdznej etioldgie (Farkas, 1997).

K znizovaniu invadovanosti plucnymi nematédami a k reguldcii pocetnosti  a vekovej
skladby u diviacej zveri vyrazne prispieva selektivny odstrel a kontrolovany chov diviacej
ZVeri.

Vekovi dynamiku invdzneho cyklu metastrongylov podmieniuje vznik nesterilnej
postinvdznej imunity, ktord sa zacina vytvarat u diviatat uz po prvych invazidch a
naslednych reinvaziach (Kis a kol., 2009). Imunita sa zySuje az do veku 3 rokov, ked’ nahle
stupne, €o sa prejavuje prudkym poklesom invadovanosti v 4. roku zivota pri sti¢asnom
zvySovani imunity v dal§ich rokoch zivota (Haldsz, 1991). Vznik imunity voci
metastrongylom potvrdzuju aj nase vysledky, a preto sa odporuca lovit’ slabé, vychudnuté
jedince. Délezité je spravne zostavit' plan lovu — 75% ulovenych jedincoch by mali tvorit
diviacata.

Vzhl'adom na nepriaznivu situdciu invazie helmintov hlavne metastrogylov a kokcidii, bolo
by vhodné v budicnosti vo vySetreniach pokradovat v S$irSom subore, nakolko
metastrongyloza ako aj iné parazitézy vratane kokcidii vyrazne oslabuji imunitny systém a
maju vyznam v patogenéze inych ochoreni hlavne KMO.
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OBSAH Q-3 A Q-6 MAVSTNYCH KYSELIN PRI CHRONICKYCH OCHORENIACH
Siroka M.', Hertelyova Z.2, Tomeckova V.

"Ustav lekarskej a klinickej biochémie, LF UPJS
2Ustav experimentdlnej mediciny, LF UPJS

ABSTRAKT

Tato praca Studuje suvislost medzi obsahom ®-3 a w-6 polynenasytenych mastnych kyselin
a desaturdzovou aktivitou s kardiovaskuldrnymi ochoreniami a metabolickym syndrémom.
Lipidy z krvnej plazmy boli izolované Folschovou metddou a ziskané mastné kyseliny boli
analyzované pouzitim plynovej chromatografie s plamenovo-ionizacnym detektorom.
Vysledky ukézali, Ze metabolicky syndrém a kardiovaskuldrne ochorenia su sprevadzané
vysSou desaturazovou aktivitou v prospech -6 polynenasytenych mastnych kyselin, co moze
prispievat’ k zvySeniu pomeru ©-6/@-3 polynenasytenym mastnym kyselinam. Dalej
potvrdzujt, Ze zniZzenie mnozstva ®-3 mastnych kyselin v krvnej plazme koreluje s rozvojom
metabolického syndromu a s obezitou.

UvoD

Polynenasytené mastné kyseliny (PNMK) su Studované pre ich vplyv na l'udské zdravie,
predovsetkym v stvislosti s kardiovaskuldrnymi, metabolickymi, neurologickymi a d’al$imi
ochoreniami (Su a kol., 2008). Pre 'udi su esencialne a zohravaju v organizme doélezité ulohy,
pretoze su prekurzormi pre tvorbu eikozanoidov, ovplyviiuji fluiditu bunkovych membran,
bunkov signalizaciu a génova transkripciu (Mori, 2016). Clovek méZe z prijatych kyselin
a-linolénovej (ALA, ®-3) a linolovej (LA, ®-6) syntetizovat’ dlhSie a viac nenasytené PNMK
(EPA, DHA alebo AA). Deje sa to prostrednictvom série elongacnych a desatura¢nych
reakcii. Mastné kyseliny z oboch ®-3 a ®-6 radov sitazia o rovnaké enzymy. Nedostatok
ALA v strave l'udi vedie k znizeniu obsahu DHA a zvySuje mnozstvo kyseliny osbondove;j
(DPA-6, ®-6) v tkanivach (Russo, 2009). Zmeny aktivit delta-5 a delta-6-desaturaz su spojené
s viacerymi ochoreniami ako su neurologické, kardiovaskularne, metabolické ochorenia ¢i
zapal alebo rakovina (Zak a kol., 2016). V sucasnosti je v nasej strave pomer ©-6/m-3 PNMK
vys$i nez 15:1 zatial’ ¢o vedci stanovili, ze pocas vyvoja Cloveka to bolo len priblizne 1:1
(Hodgson, Mori, Wahlqvist, 2005). ZniZenie tohto pomeru v nasej strave a nasledne v krvne;j
plazme zvySuje tvorbu protizapalovych eikozanoidov z ®-3 PNMK aznizuje tvorbu
prozapalovych eikozanoidov z w-6 PNMK, ¢o vedie k zniZeniu z4palovej reakcie organizmu,
bunkového starnutia a rizika vzniku ochoreni (Johnson, Bradford, 2014; Kiecolt-Glaser a kol.,
2013). Vtejto stadii bolo analyzované mnozstvo PNMK v krvnej plazme Tudi
s kardiovaskularnymi  ochoreniami  a metabolickym syndromom pouzitim plynovej
chromatografie s plameniovo-ionizaénym detektorom (GC-FID). Boli tiez stanovené aktivity
delta-5 a delta-6-desaturdz pre m-6 a ®-3 PNMK a bol vyhodnoteny pomer w-6/®w-3 PNMK.

MATERIAL A METODIKA

Sledovani jedinci boli rozdeleni do troch skupin: kontrolnd skupina (K) vSeobecne zdravych
jedincov, skupina pacientov s kardiovaskularnymi ochoreniami (KVO), ktori uz boli
farmakologicky lieCeni a skupina pacientov s metabolickym syndromom (MS), ktori neboli
lieCeni ale boli zaradeni do programu na znizenie telesnej hmotnosti. Odobrané vzorky krvi
boli rozdelené na krvnu plazmu a erytrocyty pomocou centrifugacie pri 3500 rpm po dobu 5
minut a uskladnené pri -80°C. Na izolaciu lipidov z krvnej plazmy bola pouzitd Folchova
metdda pouzivajica zmes dichlormetanu a metanolu v pomere 2:1. Po izolécii boli lipidy
hydrolyzované¢ a volné mastné kyseliny boli transesterifikované pomocou metanolatu
sodného (Tvrzickd akol., 2002). Ziskané metylestery mastnych kyselin boli extrahované
do heptdinu a merané¢ pomocou GC-FID. Vypoctom plochy pod prislusSnym pikom
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na chromatograme bolo vyhodnotené mnozstvo kazdej mastnej kyseliny uvedené v molarnych
percentach (mol%). Pomer -6/w-3 mastnym kyselindm bol vypocitany ako pomer medzi
suctom vsetkych stanovenych mastnych kyselin v jednotlivych skupinach. Aktivita desaturaz
bola vypocitand ako pomer mastnych kyselin popisanych v ¢asti vysledky a diskusia. Ziskané
vysledky boli vyhodnotené pomocou deskriptivnej Statistiky (pocetnost’, aritmeticky priemer
+ Standardna odchylka, percentualne zastipenie) pomocou Statistického testu jednosmerna
Anova. Vztahy medzi dvoma a viac premennymi (skupiny K, KVO a MS) boli hodnotené
Tukey testom, rozdiely boli povazované za §tatisticky signifikantné pri P < 0,05. Statisticka
analyza bola realizované pomocou programu Microsoft Office Excel 2007, SPSS verzia 19,0
a MINITAB pre Windows 11.21.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Najvyssie zastupenie ®-3 PNMK bolo pozorované v skupine K. Najvyraznejs$i bol rozdiel
u ALA, no zanedbatelné nie st ani EPA a DHA (Tab.1). Najnizsi obsah ®-3 PNMK bol
zaznamenany v skupine MS. Porovnanie tychto vysledkov ukdzalo signifikantné rozdiely

v

ale rozdiely medzi skupinami neboli Statisticky vyznamné.

Tab. 1 Zastupenie ®»-6 a ®-3 PNMK v skupinich

PNMK K KVO MS

LA (C18:2, n-6) 27,22+4.92% 29,0543,95" | 27,36+9,56
GLA (C18:3, n-6) 0,40+0,19" 0,35+0,19" 3,54+0,69"
ALA (C18:3, n-3) 0,81+0,41" 0,44+0,08" 0,48+0,20°
DGLA (C20:3, n-6) 1,36+0,36" 2,00+0,40" 1,47£0,21°
AA (C20:4, n-6) 8,714+2,22" 7,54+2 407 7.21+2,78%
EPA (C20:5, n-3) 0,23+0,08" 0,17+0,05" 0,20+0,02%°
DTA-6 (C22:4, n-6) 0,21+0,04™ 0,24+0,07* 0,15+0,09"
DPA-6 (C22:5, n-6) 0,14+0,05* 0,15+0,04* 0,860,05"
DPA-3 (C22:5, n-3) 0,23+0,02* 0,20+0,05% 0,17+0,05"
DHA (C22:6, n-3) 2,05+0,41° 1,92+0,37 1,44+0,36"

K - kontrolna skupina, KVO — skupina pacientov s kardiovaskularnymi ochoreniami, MS —
skupina pacientov s metabolickym syndromom

LA — kyseliny linolova, GLA — kyselina y-linolénova, ALA — kyselina o-linolénova,
DGLA - kyselina dihomo-y-linolénova, AA — kyselina arachidéonova, EPA — kyselina
timnodonova, DTA-6 — kyselina adrenova, DPA-6 — kyselina osbondova, DPA-3 — kyselina
dokozapentaénova, DHA — kyselina klupanodonova

Hodnoty v tabul’ke reprezentuju aritmeticky priemer = SD

a, b reprezentuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za Statisticky vyznamné
boli povazované hodnoty P < 0,05 (Tukey test)

Pri sledovani pomeru ®-6/®w-3 PNMK

cvwr

sme zaznamenali signifikantné rozdiely medzi

K a najvyssi v skupine MS (17:1). Strednt hodnotu (13:1) nadobudal v skupine KVO. Dalej
bola sledovana aj aktivita desaturdz PNMK. Pre -6 PNMK bola vypocitana aktivita delta-6-
desaturdazy ako pomer mnozstva GLA/LA a aktivita delta-5-desaturdzy ako pomer mnozstva
AA/DGLA. Signifikantne vysSia aktivita delta-6-desaturazy pre m-6 PNMK bola pozorovana
v skupine MS (0,13+0,06). Aktivita delta-5-desaturazy pre ®-6 PNMK bola najvyssia
v skupine K (6,51+2,55) a najnizSia v skupine MS (5,72+2,85). Aktivita desaturaz pre ®-3
PNMK bola vypocitana spolo¢ne pre delta-6 a delta-5-desaturazy pretoze mnozstvo kyseliny
dokozatetraénovej (DTA, C20:4, n-3) v meranych vzorkdch nebolo vyhodnotené. Tato
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aktivita bola vypocitana ako pomer EPA/ALA. NajvysSiu hodnotu nadobudla v skupine C
boli Statisticky vyznamné. Epidemiologické Studie ukdazali, ze diéta s pomerom -6/m-3
PNMK vrozmedzi 10-4:1 je spojena snizSim vyskytom metabolického syndromu,
ateroskler6zy a kardiovaskularnych ochoreni (Reiner a kol., 2011, Simopolous, 2008).
V naSej $tudii, pacienti s metabolickym syndromom mali horsi profil PNMK ako pacienti
s kardiovaskularnymi ochoreniami, hoci metabolicky syndrom podporuje ateroskleroticky
proces. Mdze to stvisiet’ s tym, Ze pacienti v KVO skupine uz boli farmakologicky lieceni
zatial' ¢o pacienti skupiny MS nie. V skupine MS bola aktivita desaturaz vyssia pre w-6
PNMK neZ pre m-3 PNMK &o je v stlade s vysledkami predchadzajicich $tadii (Zak a kol.,
2016). Nase vysledky potvrdzuju, Ze znizenie mnozstva ®-3 PNMK v krvnej plazme koreluje
s rozvojom metabolického syndromu a s obezitou. Taktiez naznafuji, Ze metabolicky
syndrom a kardiovaskuldrne ochorenia st sprevadzané vysSou desaturdzovou aktivitou v
prospech m-6 PNMK, ¢o mdze prispiet’ k zvySeniu pomeru o-6/w-3 PNMK.

Praca bola podporena grantom VEGA1/0584/16.
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MOLEKULOVE MECHANIZMY ANTIPROLIFERATIVNEHO UCINKU
CHALKONOV NA LEUKEMICKEJ BUNKOVEJ LINII
Taka& P.

Ustav farmakoldgie, LF UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Leukémie patria k malignym ochoreniam, ktoré kazdy rok prispievaji k vyznamnej imrtnosti.
Okrem klasickej terapie, ktora je doprevadzand mnozstvom zavaznych neziaducich ucinkov
sa v poslednej dobe do popredia dostdvaji prirodné¢ latky s chemopreventivnym a
chemoterapeutickym potencialom. K nim patria aj chalkony, prirodne sa vyskytujuce latky
podobné flavonoidom, ktorych biologicka aktivita bola preukdazand v mnohych Stadiach.
Okrem toho maju schopnost potlacat rast viacerych typov nadorovych buniek vratane
leukemickych. Ciel'om prace bolo blizsie analyzovat’ mechanizmy antiproliferativneho uc¢inku
nového syntetického chalkonu 1C na bunkach akutnej T-lymfoblastovej leukémie (Jurkat)
pomocou prietokovej cytometrie. Zistili sme, Ze derivait 1C vyvolal zmeny v progresii
bunkového cyklu a indukuje mitochondrialnu drahu apoptézy, ktora bola potvrdena poklesom
MMP, aktivaciou kaspazy 3 a Stiepenim PARP. Tieto vysledky ukazuju, Ze nové syntetické
chalkony maju potencial v terapii leukémii.

UvOD

Leukémie su nddorové ochorenia, pri ktorych dochadza v kostnej dreni k hromadeniu bielych
krviniek, hlavne ich nezrelych foriem (Yan a kol. 2014). Klasifikuji sa na lymfocytarne
a myeloidné na zdklade pdvodu nddorovych buniek a na akutne a chronické podl'a priebehu
a progresie ochorenia. Na ovplyvilovanie a inhibiciu proliferacie leukemickych buniek sa
v stiCasnosti vyuziva viacero terapeutickych pristupov vratane chemoterapie, radioterapie
a transplantacie kmenovych buniek. V tejto suvislosti sa poukazuje na potencial mnohych
prirodnych latok v prevencii aj terapii nadorovych ochoreni vratane réznych typov leukémii
(Asmaa a kol. 2014, Kinghorn 2015). Chalkény st prirodne sa vyskytujice biarylpropenony,
ktoré patria do skupiny flavonoidov a vyskytuji sa vo viacerych druhoch ovocia a zeleniny.
St zname bohatou biologickou aktivitou vratane antimalarickej, protizapalovej, antifungalnej,
antivirusovej aj protinadorovej (Batovska a kol. 2007, Lahtchev a kol. 2008). Cielom prace
bolo blizSie analyzovat mechanizmy antiproliferativneho ucinku nového syntetického
chalkénu na bunkéch akuatnej T-lymfoblastovej leukémie (Jurkat).

MATERIAL A METODIKA

Na experimenty sme pouzili synteticky chalkén 1C v koncentracii 5 pmol.I". Mechanizmus
ucinku tejto latky na Jurkat bunkéch sme analyzovali prietokovou cytometriou. Na analyzu
distribucie bunkového obsahu boli bunky zozbierané v sulade s experimentalnou schémou,
premyté s 1x PBS, zafixované v 70 % chladenom etanole a uskladnené minimalne 24 hod pri
4°C. Pred analyzou boli bunky dvakrat preplachnuté chladenym PBS. RNA bola degradovana
RNézou (500 pg/ml, SigmaAldrich) a bunky boli farbené 30 min Vindelovym roztokom s
obsahom propidium jodidu (PI, 25ug/ml, Sigma). Obsah DNA v bunkach bol analyzovany
prietokovym cytometrom (FACS Calibur, BD Biosciences). Vysledky merania boli
vyhodnotené za pouzitia softwaru Win MDI a FlowJo a vyjadrené ako percentudlny podiel
buniek v jednotlivych fazach bunkového cyklu (G1, S, G2/M) a v sub-GO/G1 populdcii.
Zmeny mitochondridlneho membranového potencidlu boli analyzované pomocou
prietokového cytometra pouzitim tetrametylén rodamin etyl esteru (TMRE) (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA). Jurkat bunky (1x10°) boli kultivované v Petriho miskach s latkou
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(1C, ¢=5,0 pmol.I™") po dobu 24, 48 a 72 hodin. Bunky boli zozbierané a spolone premyté v
PBS. Nasledne boli bunky ekvivalentne rozdelené a pred analyzou ofarbené¢ (TMRE, 0,1
umol.l'. Zmena aktivity kaspazy 3 bola analyzovana pouzitim kitu BD Biosciences
Pharmingen Caspase-3-PE (San Diego, CA, USA). Jurkat bunky (1x10°) boli kultivované v
Petriho miskach s latkou (1C, ¢=5,0 pmol.l") po dobu 24, 48 a 72 hodin. Bunky boli
pozbierané a spoloc¢ne premyté v PBS. Nasledne boli ekvivalentne rozdelené a pred analyzou
ofarbené (Caspase-3-PE). Analyzu Stiepeného PARPu sme stanovili pomocou prietokového
cytometra pouzitim Cleaved-PARP (Asp214) XP® Rabbit mAb (PE Conjugate) Cell
Signaling Technology, (Danvers, MA, USA). Jurkat bunky (1x10°) boli kultivované v Petriho
miskéach s latkou (1C, ¢=5,0 umol.l'l) po dobu 24, 48 a 72 hodin, pozbierané, spolocne
premyté v PBS, nasledne ekvivalentne rozdelené a pred analyzou ofarbené pomocou Cleaved-
PARP (Asp214) XP® Rabbit mAb (PE Conjugate). Pri vSetkych analyzach bola fluorescencia
stanovena po 15 minatovej inkubdcii pri izbovej teplote v tme pomocou prietokového
cytometra BD FACS Calibur (BD Biosciences). Analyzovanych bolo minimalne 10* buniek.
Fluorescencia bola detekovana filtrom 585/42 (FL-2).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Tab. 1 Percentudlne zastipenie buniek Jurkat v jednotlivych fazach bunkového cyklu po 24 h,48 ha 72 h
ovplyvneni latkou 1C. Udaje st zndzornené spolu s vyjadrenim smerodajnych odchylok (= SD)
vypoc&itanych z troch nezavislych experimentov (*p<0,05, "p<0,01, °p<0,001 verzus kontrola).

subG0/G1 | G1 S G2

Kontrola | 1,70£0,26 | 43,15£2,75 | 20,35+2.,55 | 34,80+0,50
1C 24h | 13,85+0,95° | 31,35+5,25° | 14,70+2,00 | 40,10+6,30
1C 48h | 47,55+5,25° | 22,85+1,05° | 13,70+2,70 | 15,90+1,50°
1C 72h | 54,60+0,60° | 20,75+0,75° | 11,21+2,80 | 13,45+1,45°

Vplyv sledovaného derivatu na bunkovy cyklus sme analyzovali metédou prietokovej
cytometrie na zdklade obsahu DNA. Vplyvom latky doslo uz po 24 h inkubacii k
signifikantnému narastu poctu buniek v sub G0/G1 frakceii (13,85 %) v porovnani s kontrolou
(1,70 %), €o sa povazuje za marker bunkovej smrti-apoptdzy. Signifikantny narast poctu
buniek v tejto frakcii sa zvySoval aj na 48 a 72 h. Navyse analyza bunkového cyklu potvrdila
zmeny v pocte buniek v jednotlivych fazach bunkového cyklu. Po 24 h inkubacii s latkou 1C
sa zvysil pocet buniek v G2/M faze (40,10 %) vs kontrola (34,80 %) avSak po 48 ha 72 h
inkubacii doslo, naopak, k vyznamnému poklesu poctu buniek v tejto faze bunkového cyklu
(Tab. 1). Zmeny v normalnej progresii bunkového cyklu mohli prispiet’ k inhibicii proliferacie
buniek Jurkat.

Analyza bunkového cyklu poukazala na schopnost’ latky 1C indukovat apoptézu buniek
Jurkat. Dagia analyza pomocou prietokovej cytometrie potvrdila schopnost’ tohto chalkénu
indukovat’ mitochondridlnu cestu apoptoézu u Jurkat buniek. Vplyvom testovanej latky doslo
uz na 24 h k signifikantnému narastu poctu buniek so zniZzenym mitochondridlnym
membranovym potencialom (MMP), pricom v dalSich ¢asoch sme aj nadalej pozorovali
rovnako signifikantny narast (Obr. 1A). Pokles MMP sa povazuje za jeden z faktorov
potvrdzujicich aktivaciu mitochondridlnej drahy apoptézy (Ott a kol. 2002). Indukcia
apoptdézy v nadorovych bunkich je spojend s aktivaciou kaspazy-3 a Stiepenim proteinu
PARP. Aktivacia tejto kaspazy spolu so Stiepenim jej substratu (PARP) sved¢i o aktivacii
mitochondrialnej cesty apoptézy (Zimmermann a kol. 2001). V naSich experimentoch sme
zistili, ze latka 1C po 24, 48 aj 72 h inkubécii vyznamne indukovala aktivaciu kaspazy 3 (Obr.
1B), ¢o korelovalo so Stiepenim PARP (Obr. 1C). NaSe experimetny ukazuji, Ze
antiproliferativna aktivita nového chalkonu 1C je spojena so zmenami v progresii bunkového
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cyklu a indukciou apoptdzy u buniek Jurkat. Tieto vysledky by mohli byt’ vyuzité na vyvoj a
syntézu novych lie¢iv v terapii nadorovych ochoreni vratane leukémii.

Obr. 1 Aktivicia mitochondridlnej drahy apoptézy u buniek Jurkat po 24, 48 a 72 h inkubacii s latkou 1C
A: Analyza mitochondriilneho membrianového potencialu (MMP) B: Aktivacia kaspazy 3 C: Stiepenie
PARP. Udaje sii znizornené spolu s vyjadrenim smerodajnych odchylok (£ SD) vypo&itanych z troch
nezavislych experimentov (*p<0,05, "p<0,01, °p<0,001 verzus kontrola).
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VYSKYT ANTIBIOTICKEJ REZISTENCIE U BAKTERII IZOLOVANYCH
Z HALDY
Timkova I., Pevna V., Pristas P., Sedlakova-Kadukova J.
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ABSTRAKT

Antibiotickd rezistencia je akutnym problémom sucasnej spolo¢nosti. Nadmerné uzivanie
a subterapeutické mnozstva antibiotik vedi k rozvoju rezistencie baktérii, ato nielen u
neinfekénych druhov, ale aj u patogénnych, €o predstavuje vyznamnii medicinsku hrozbu.
Cielom nasho experimentu bolo ur¢it’ pocetnost’ baktérii v 1 g vzorky horniny odobratej
z haldy, ataktiez MIC (minimal inhibitory concentration) antibiotik u izolatov ziskanych
z haldy ned’aleko mesta Hnusta (SK). Mikroorganizmy pouzité v tomto experimente boli
rutinne kultivované a dilu¢nou metddou testované na rezistenciu voci roznym koncentraciam
vybranych antibiotik — ampicilinu, chloramfenikolu, tetracyklinu a kanamycinu. Vysledky
ukazujui vysoku mieru rezistencie baktérii voc¢i chloramfenikolu a kanamycinu, zatial’ ¢o voci
tetracyklinu boli izolaty vysoko senzitivne. MIC tohto antibiotika je 20 pg/ml.

UvoD

Antibiotikd si mikrobialne produkované substancie, ktoré zabijaji mikroorganizmy alebo
inhibuju ich rast. Vyuzivaju sa na lieCbu Sirokej Skaly bakteridlnych infekénych ochoreni u
zvierat, ale aj I'udi (Hussein a kol., 2009). Nadmerné, neuvazené ¢i subterapeutické mnozstva
uzivanych antibiotickych preparatov viedli k postupnej strate ich antimikrobidlnej uc¢innosti,
ateda k vzniku rezistencie baktérii vo¢i nim (Kuiken a kol., 2005). Nadobudanie a Sirenie
determinantov antibiotickej rezistencie medzi populdciami virulentnych baktérii je
najzavaznejSim problémom pri rieSeni infekénych ochoreni, pricom hlavnu ulohu pri vyvine
a Sireni antibiotickej rezistencie medzi patogénnymi mikroorganizmami hra horizontalny
génovy transfer (Martinez a kol., 2000). Selekény tlak vytvoreny nadmernymi mnozstvami
antibiotik vSak nie je nevyhnutny na selekciu génov antibiotickej rezistencie. Tie su totiz
lokalizované na replikdne spolu s inym selekénym markerom. Jednym z prikladov moze byt
aj vizba medzi tymito génmi rezistencie a génmi rezistencie voci tazkym kovom, ktoré sa
vel'mi Casto nachadzaju v environmentalnych izolatoch (Davison, 1999). Ko-existencia tychto
dvoch druhov determinantov rezistencie na jednom genetickom elemente dovol'uje, aby bola
antibioticka rezistencia vyselektovand vd’aka selekénému tlaku vytvorenému tazkymi kovmi,
ktoré sa nachadzaju v kontaminovanom prostredi (Alonso a kol., 2000). A prave nasa praca sa
zaoberala antibiotickou rezistenciou u baktérii ziskanymi z prostredia hald s vysokym
obsahom kovov, kde sa mohol tento vplyv selek¢ného tlaku uplatnovat’. Nasim cielom bolo
urcit’ pocetnost’ baktérii v 1 g vzorky horniny odobratej z haldy, a taktiez MIC (minimal
inhibitory concentration) antibiotik u izolatov z nej ziskanych.

MATERIAL A METODIKA

Dve vzorky (100 g/vzorka) boli odobraté¢ z vrchnej vrstvy hald (0-10 cm) ned’aleko mesta
Hnusta (SK). Lokalita bola vybrana pre predpoklad jej vysokej kontaminacie tazkymi kovmi.
Nakol'ko gény rezistencie voc¢i tazkym kovom predstavuji selekény marker determinantov
antibiotickej rezistencie, tato lokalita sa javi ako vhodny zdroj environmentalnych izolatov.

1 g odobratej, vysusenej vzorky horniny sme rozsuspendovali v 10 ml PBS tlmivom roztoku
a intenzivne premiesSavali 30 minut pri laboratornej teplote. Suspenziu sme nasledne nariedili
v desatinnom riedeni, 50 pl z nich sme inokulovali na TSA (Tryptic Soy Agar) agarové platne
a kultivovali (48 hod., 25°C, v tme). Po kultivacii sme urcili po€etnost’ baktérii na 1 g haldy,
tzv. CFU (colony forming units). Na zaklade rozneho fenotypu bakteridlnych kolonii na TSA
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agare bolo 90 baktérii podrobenych testovaniu rezistencie voc¢i vybranym antibiotikdm
v koncentraciach: ampicilin - 10, 20, 50, 100 pg/ml; chloramfenikol - 1, 2, 5, 10, 20 pg/ml;
tetracyklin - 2, 5, 10, 20, 50 pg/ml a kanamycin - 5, 10, 20, 50, 100, 200 pg/ml. Testovanie
bolo uskuto¢nené na MH agare (Mueller-Hintonovej agare) dilu¢nou metédou. Po kultivacii
(48 hod., 25°C, v tme) sme vyhodnotili rast baktérii a oznacili ich ako rezistentné alebo
senzitivne.
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Obr. 1 Polty rezistentnych izolatov voci ampicilinu (AMP), chloramfenikolu (CHLOR), tetracyklinu
(TET) a kanamycinu (KAN)

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po 48 hodinéch kultivacie primarneho zachytu z haldy sme stanovili pocet bakterialnych CFU
- 3.02x10" /g suchej vzorky. Nase zistenie kore$ponduje s hodnotami pre haldy podra
Williamsa a kol. (2015) - 2,4x10” - 1.2x10® CFU/ g ' suchej vzorky. Ako je zobrazené na
Obr. 1, najvy$Siu antibiotickll rezistenciu sme detegovali v pripade chloramfenikolu
a kanamycinu. Aj pri najvyssej testovanej koncentracii tychto antibiotik sme pozorovali
pritomnost’ rezistentnych izolatov, aj ked’ v pripade kanamycinu sa zd4, Ze hodnota 200 pg/ml
bude blizka hodnote MIC, nakol’ko pri tejto koncentracii sme pozorovali len jeden rezistentny
izolat. Naopak, velmi nizke polty rezistentnych baktérii sme pozorovali u tetracyklinu,
u ktorého sme aj urcili MIC — 20 pg/ml. Taktiez Berg a kol. (2005) vo svojom experimente
ampiciline, podobne ako pri kanamycine, sa zda, ze MIC pre toto antibiotikum bude blizka
hodnote 100 pg/ml, nakolko pri tejto koncentracii antibiotika sme detegovali len dva
rezistentné izolaty. Berg a kol. (2005), narozdiel od nas, zas pozoroval najvysSiu mieru
rezistencie spomedzi vSetkych testovanych antibiotik, az 95%, prave u ampicilinu, a to pri
koncentracii 64 pg/ml. NaSe dosiahnuté vysledky su zaujimavé, pretoze v prostredi haldy sme
nepredpokladali pritomnost’ antibiotik, ktoré by vdaka selek¢nému tlaku vyselektovali
antibioticky rezistentné izolaty. Da sa preto predpokladat, ze vysokd miera antibiotickej
rezistencie u baktérii ziskanych z haldy suvisi s tazkymi kovmi aich selekénym tlakom
veducim k selekcii antibioticky rezistentnych izolatov.
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Experimentom sme zistili vysoké pocty rezistentnych bakteridlnych izolatov najma voci

kde sme urcili MIC - 20pg/ml. Vysledky st z medicinskeho hl'adiska alarmujuce, nakol'ko
sme naSim experimentom dokazali vysoku kontamindciu zivotného prostredia génmi
antibiotickej rezistencie. Tieto vysledky su zaroven prekvapivé, pretoze sme antibioticku
rezistenciu dokézali v lokalite, kde sme kontakt baktérii s antibiotikami nepredpokladali. Je
preto pravdepodobné, ze za tymito skutocnostami stoji jednak selekény tlak tazkych kovov
a takisto aj vdzba génov rezistencie voci antibiotikdm a tazkym kovom, ktord zabezpecuje
spolo¢ny prenos antibioticky rezistentného fenotypu a fenotypu rezistentného voci tazkym
kovom medzi druhovo réznymi mikroorganizmami. Do budtcnosti je potrebné rozsirit
experiment a vykonat dalSie pokusy s vySSimi koncentraciami ampicilinu, kanamycinu
a chloramfenikolu, aby sme MIC stanovili aj pre tieto antibiotika.

Prdca vznikla za podpory grantu VEGA 1/0229/17 a VVGS-PF-2017-270.
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