CENTRUM
BIOVIED
SLOVENSKA
AKADEMIA VIED

VEDECKE PRACE DOKTORANDOV
2019

Zbornik zo seminara doktorandov venovaného
pamiatke akademika Bod’u

XIV. roc¢nik

KosSice, 14. a 15. november 2019



Zbornik prispevkov prezentovanych na Seminari doktorandov venovanom
pamiatke akademika Bod'u 14. a 15. novembra 2019 v KoSiciach

Usporiadali:

Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat, Centrum biovied SAV
Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach
Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kogiciach

Zostavila:
RNDr. Veronika Kovarikov4, PhD.

Recenzovali:

Doc. MVDr. Katarina Benova, PhD.
MVDr. Monika Drazovska, PhD.
Organizacny a programovy vybor:

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

Nepreslo jazykovou tpravou

ISBN 978-80-972752-7-3



Rok 2019 je vyznamnym historickym mil'nikom pre vSetky tri inStitdcie, ktoré sa
podiel'aju na organizovani Seminara doktorandov venovanému pamiatke akademika
Bod'u. Zakladajiicou institiiciou seminara bol Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat
SAV v KosSiciach, ktory si v tomto roku pripomina 50. vyrocie zaloZenia. Prave
zakladatel'ovi dstavu, akademikovi Bod'ovi, je tento seminar venovany. Akademik
Koloman Boda patril medzi poprednych slovenskych vedcov. Na nom je postavena
bohata tradicia zdkladného vyskumu v oblasti fyziolégie hospodarskych zvierat.
Profesor Koloman Boda inicioval vyskum v niektorych progresivnych oblastiach
biotechnolégii, ktoré sa nad’alej rozvijali a tvoria sucast dneSného vedeckého programu
Ustavu. Ide o rozvoj poznania mikrofléry traviaceho traktu hospodarskych zvierat
vyuzitim metéd molekularnej bioldgie, Studium fyziologickych procesov traviaceho
traktu, vyskum v oblasti preimplantacnej embryolégie.

Ako druhy vstipila do spoluorganizovania semindra Univerzita veterinarskeho
lekarstva a farmacie v KoSiciach, ktorda si v tomto roku pripomina 70. vyrocie
zaloZenia. Za 70 rokov sa univerzita dostala do povedomia mladym I'ud'om nie len ako
Skola, v ktorej si nadobudnt vedomosti a skusenosti pre veterinarsku prax, ale aj ako
miesto, kde sa moZe zacat ich vedecky Zivot. Doktorandské Stidium je k tomu prvym
krokom.

Tretim spoluorganizitorom sa stala Univerzita Pavla Jozefa Safarika v
KoSiciach, ktora si v roku 2019 tiez pripomina okruhle jubileum, 60 rokov zaloZenia
univerzity. Jej pristup do seminara doktorandov bol velkym obohatenim. Roz3irili sa
vedecké oblasti, ktorymi sa mladi vedci v biologickych vedach zaoberaju. Je velmi
dolezité spomenut, Ze spolocnost dvoch univerzit a dstavu Slovenskej akadémie vied je
vyznamnym Krokom pre vyrazny multidisciplinarny pristup mladych vedcov k rieSenym
vyskumnym udlohdam, pre moZnosti konfrontacie dosiahnutych vysledkov a v
neposlednom rade aj pre moZnost prezentovania svojich vysledkov pred svojimi
kolegami.

Je to zhoda nahod, Ze rok 2019 je takym vyznamnym rokom pre organizatorov
semindra. 50, 60, alebo 70 rokov pdsobenia na akademickom a vedeckom poli v
KoSiciach ukazuje, Ze veda a vedecka vychova je sucastou nasho Zivota, Ze je jednou z
najdolezitejSich veci, ktoré davaju Sancu mladym I'udom budovat’ si svoju budicnost
podla svojich predstav.

VSetky tri inStitdcie sa snazia vytvorit také prostredie, aby Seminar doktorandov
venovany profesorovi Kolomanovi Bod'ovi predstavoval aj v budtcich rokoch kvalitné
vedecké podujatie v biologickych vedach v KoSiciach.

Prof. MVDr. Stefan Faix, DrSc
UFHZ CBv SAV
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STUDIUM VYBRANYCH PROBIOTICKYCH KMENOV A ICH VYUZITIE PRE
ROZNE STADIA IBD OCHORENIA A RAKOVINY CREVA S CIELOM
OPTIMALIZOVAT FEKALNU MIKROBIALNU TERAPIU

Adamkova P., Hradicka P., Demeckova V.
Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Zapalové ochorenia Criev (inflammatory bowel diseases, IBD) predstavuju globalny problém
v 21. storo¢i, ktory je spajany aj so zvySenymi hladinami prozapalového makrofagového
subtypu M1, ¢o vedie k chronickej zédpalovej odpovedi. Vicsina sti€asnych terapii pre IBD je
zameranych na ovplyvnenie zépalu pomocou naturdlnych imunomoduldtorov, akymi su
napriklad probiotikd. V stcasnosti je preukdzané, ze mnohé kmene laktobacilov st i¢innymi
modulatormi ¢revného zapalu v dosledku ich schopnosti repolarizovat’ M1 makrofagy na anti-
inflamacny subtyp M2, ktory je Ziaduci v pociatocnej akttnej faze IBD. Zmeny v zloZeni a
pocte baktérii su povazované za d’alsi kl'uCovy prvok v ¢revnych zapalovych procesoch, z
c¢oho vyplyva, Ze terapie zalozené na modulacii mikroflory mézu predstavovat’ vhodny
pristup pre ich lie¢bu. Fekalna mikrobialna transplantacia (FMT), sa pre jej extrémne vysoka
mieru uspesnosti pri liecbe klostridiovej kolitidy, javi ako vhodny terapeuticky pristup aj pri
liecbe IBD. Vyber darcu vSak nad’alej ostava velkou vyzvou, pretoze hlavnou hrozbou FMT
je moznost zavedenia a S$irenia virusovych alebo bakteridlnych infekcii. AvSak cielend
modulacia ¢revného imunitného systému/mikrobiému pomocou autochtéonnej mikroflory
obohatenej o vhodné probiotické kmene vzhladom na S§tddium ochorenia, by mohla
predstavovat’ vysoko ucinny terapeuticky pristup pre pacientov s IBD.

UvOoD

Zapalové ochorenia Criev, ktoré zahfnaju hlavne Crohnovu chorobu (Crohn’s disease, CD) a
ulceréznu kolitidu (ulcerative colitis, UC) predstavuju skupinu chronickych poskodeni
charakterizovanych zépalom gastrointestindlneho traktu (GIT), typicky s relapsujicim a
remitujicim klinickym priebehom. Crevo okrem traviacej funkcie, predstavuje sicasne
najvacsi imunitny orgadn v tele, kedze obsahuje okrem buniek nehemopoetického povodu
(epitel, Panethove bunky, poharikovité bunky) aj systém mononuklearnych fagocytov, vratane
makrofagov a dendritickych buniek, ktoré hraji odlisné, ale komplementarne ulohy pri
rozliSovani medzi neSkodnymi antigénmi a potencidlnymi patogénmi (Chassaing a kol.,
2014). Zaroven je ¢revo miestom existencie vel'kého mnoZzstva baktérii, pricom homeostaza
tejto velkej mikrobidlnej biomasy je nevyhnutnym predpokladom na udrzanie zdravia
hostitela spdsobom maximalizacie prospesnych symbiotickych vztahov a zéaroven
minimalizécie rizik vyplyvajucich z faktu, Ze existuji v tesnej blizkosti imunitnych buniek,
s ktorymi su v neustalej komunikacii. Aj ked’ tato komunikacia predstavuje vysoko u¢inny
a kontrolovany proces, v pripade jeho naruSenia dochddza k dysfunkcii ¢revného imunitného
systému, ¢o nasledne indukuje cely rad chordb vratane IBD (Li a kol., 2018). Niekolko
bakterialnych druhov mikroflory predstavuje prospe$né mikroorganizmy a vykazuje
probiotick¢ ucinky. Ide najmid o druhy Lactobacillus a Bifidobacterium. Tieto baktérie
vyznamne zlepSuju zdravie l'udi prostrednictvom viacerych U€inkov vratane biosyntézy
vitaminov, kompeticie s patogénnymi mikrobmi o vdzbové miesta na slizni¢nych
epitelidlnych bunkach a modulécie imunitnej reakcie hostitel'a (Hardy a kol., 2013). Aj ked’ sa
mnohé vyskumy zameriavaju na modulaciu a regulaciu imunitnej odpovede probiotickymi
organizmami, presné mechanizmy nie su celkom objasnené. Boli vSak dokdzané priaznivé
ucinky probiotik, ktoré su zalozené na ich schopnosti regulovat’ produkciu protizapalovych
a pro-zapalovych cytokinov prostrednictvom pdsobenia na bunky imunitného systému (Dong
a kol., 2012). Dolezita ulohu v sliznicnom imunitnom systéme zohravaju prave makrofagy,
pretoze predstavuju centralne mediatory intestindlnej imunitnej homeostazy a zapalu (Shaw a
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kol., 2018). Avsak, paradoxne, su tiez zapojené do chronickych patologickych zmien GIT,
ako je IBD, kedy bolo v zapalenom ¢reve dokazané zvysenie poctu novoprijatych monocytov
a aktivovanych makrofagov. Aj ked’ vztah medzi makrofagmi a patogenézou kolitidy nie je
doposial’ dostatocne pochopeny, ukazalo sa, Ze makrofagy M1 sa pri ulceréznej kolitide
zvysili a makrofagy M2 sa znizili. Intestindlny zapal pri IBD je kontrolovany komplexnou
sthrou vrodenych a adaptivnych imunitnych mechanizmov. Predpoklada sa, Ze hlavnymi
ucastnikmi produkcie zépalovych cytokinov v cCreve st prave aktivované makrofagy
anasledna nerovnovdha cytokinov prispieva k patogenéze IBD. Cytokiny, ako latky
produkované imunokompetentnymi, ale aj neimunologickymi bunkami, hraja kI'aCovu ulohu
v signalizdcii, ale aj v IBD, kedy st zodpovedné za T-bunkovu diferenciaciu Thl, Th2, T
regulacnych a Th17 buniek. Zastipenie cytokinov sa v priebehu ochorenia meni, ¢o ma
priamy vplyv na recidivu a exacerbéciu zapalového procesu v IBD (Monteleone a kol., 2006).
Makrofagy, ako antigén prezentujice bunky riadia mnoho zapalovych reakcii pri IBD, hlavne
produkciou TNF-a, ktory vykazuje svoje pro-zépalové Uc€inky prostrednictvom zvySenej
produkcie IL-18 a IL-6, expresie adhéznych molekul, proliferacie fibroblastov, ako aj
inhibicie apoptézy. TNF-a a IL-1 su rozhodujicimi cytokinmi v patogenéze IBD kvoli ich
imunologickym upregulaénym a pro-zapalovym aktivitim. Dal§im doleZitym cytokinom
syntetizovanym makrofagmi je pleiotrépny IL-6, ktorého ucinky su prevazne pro-zapalové
(Begue et al., 2006). IL-12 a IL-23 su uzko suvisiace cytokiny s dolezitymi tlohami pri
reguldcii zapalu tkaniva, pricom viaceré vedecké Stidie podporuji dolezitost’ tychto
cytokinov pri regulécii zapalu sliznic najmi v ¢revach (Vignali a Kuchroo, 2012).

MATERIAL A METODIKA

Cytokinovy profil aroven fagocytdzy boli urCované na THP-1 Tudskej monocyticke;
bunkovej linii (ATCC-American Type Culture Collection, USA). Bunky boli kultivované
v kultivaénom médiu R10 (RPMI-1640 s L-glutaminom (Sigma-Aldrich Corporation,
USA), 10 % (v/v) fetalne bovinné sérum (FBS; Gibco, USA)) v inkubatore pri teplote 37°C
s 5% obsahom CO, v atmosfére s 95% vlhkost'ou. Diferencidcia na M1 a M2 makrofagy bola
generovana podla Habil akol. (2011). Bakteridlne kmene Lactobacillus plantarum LS/07
(LP) (LF UPJS, Stofilova a kol., 2015), a Lactobacillus reuteri (LR) (UVLF Kosice,
Gancarcikova a kol., 2018) boli kultivované¢ v MRS bujone (Sigma-Aldrich Corporation,
USA) po dobu 19 hodin, kedy koncentricia ceznoénej kultary predstavovala 10° cfu/ml
(otestované prostrednictvom Muse Cell Analyzer) . Pri testovani cytokinového profilu bola
pouzitd koncentricia 10° cfu/ml a merané cytokiny (IL-18, IL-6, IL-12/23, TNF-a) boli
kvantifikované sendvi¢ovou ELISOU. Fagocytarne vlastnosti boli zistované po kultivacii
makrofagovych subtypov M1/M2 s baktériami LP a LR, ktoré boli 30 minut (37°C, 5% CO,)
inkubované s fluorescencnym farbivom CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester).
Inhibicia fagocytézy prioboch makrofagovych subtypoch bola dosiahnutd pridanim
cytochalasinu D avzorky boli analyzované prietokovou cytometriou (BD FACSVerse,
softvér BD FACSuite).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci prvej Casti naSej Studie zameranej na schopnost’ fagocytozy M1 a M2 makrofagovych
subtypov po kokultivacii s LP alebo s LR, sme zaznamenali vysSiu fagocytarnu aktivitu u M2
makrofagov. Najvyssia fagocytdéza bola pozorovand po 12 hodinach pri kokultivaci s LP,
naopak pdsobenim LR bola najvyssia aktivita zaznamenana uz po prvej hodine, a teda pri
kokultivacii s kmenom LR prebichala fagocytdza rychlejSie. Nase vysledky potvrdzuje aj
Stidia Schulz a kol. (2019), v ktorej vykazoval M2 makrofdgovy subtyp rovnako vyssiu
fagocytarnu aktivitu.



Tab. 1: Cytokinovy profil M1 a M2 makrofagov po kokultivacii s LP a LR.

M1 M2
LP LR LP LR
IL-1B (p2/10° b) 13,60 £ 1,71 | 71,33 £20,04 | 140,51 + 25,99 | 632,61 + 10,39
IL-6 (pg/10° b) 11,79 0,50 | 12,59+0,69 | 1120048 | 12,75+1,76
IL-12/23 (pg/10°b) | 122,35+ 8,75 | 134,34 + 20,46 | 452,71 20,91 | 619,34 + 42,01
TNF-a (pg/10° b) 61,56 + 17,66 | 766,77 + 15,88 | 172,52 + 20,03 | 857,04 + 23,34

(b — bunky)

V korelacii s nasimi vysledkami je aj Stidia Habil a kol. (2011), ktora bola zameranad na
detekciu IL-6 a TNF-a. Tieto vysledky poukazuju na anti-inflamaény u¢inok kmena LP,
ktorého zapojenie moze byt’ prospesné ako prevencia, pripadne v inicia¢nych Stadiach IBD. A
naopak pro-inflama¢né posobenie kmenia LR moéze byt vyuzité v opdtovnom nastartovani
imunitného systému, ktory je vyrazne suprimovany napriklad v neskorSom rakovinovom
Stadiu. NaSe vysledky teda potvrdzuju sucasné zistenia, ze aj ked’ probiotikd mézu zdielat’
niektoré zdraviu prospes$né vlastnosti, je nevyhnutné vyhnit sa zovSeobecnovaniu, kedze
kazdy probioticky kmen vplyva na imunitny systém Specifickym spdsobom. Preto je naozaj
dolezité starostlivo posudit’ imunoregulacné vlastnosti kazdej probiotickej baktérie, a jej
vyber ako adjuvant/terapeutikum bude zavisiet' nielen od urcenia spravnej diagndzy, ale aj
Stadia ochorenia. Vhodne vyselektované probiotikd mozu predstavovat’ efektivne modulatory
¢revnej imunity aj vramci novej fekdlnej mikrobidlnej terapie. Kedze diferenciacia
monocytov v in vitro podmienkach na M1/M2 makrofagovy subtyp neumoziiuje simulovat
presny priebeh polarizécie, ktory zahiiia rad prechodnych fenotypov ako st M2a, M2b alebo
M2c¢ makrofagy. Tie mo6Zzu mat znacny vplyv na produkciu cytokinov, a tym ovplyvnit
priebeh imunitnych reakcii v organizme. A preto, aj ked naSe vysledky preukazali, ze
testované¢ kmene mozu byt slubnymi kandidatmi na cieleni moduldciu autochtonne;j
mikrofléry pacientov s IBD, je ziaduce pokracovat’ aj s in vivo experimentmi.

Praca bola podporenad grantmi APVV-16-0176, VVGS-PF2019-1064, VVGS-2019-1073.
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CHARAKTERISTIKA A VLASTNOSTI FEKALNYCH STAFYLOKOKOV
Z KRALIKA PLEMENA PANNON WHITE

Bino E.
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Centrum biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Panodnske biele (Pannon White) plemeno je typické mésové plemeno kralikov v Mad’arsku s
priemernou hmotnost'ou 4,5-5kg. Vyskyt infekcii v chovoch hospodarskych zvierat sposobe-
nych meticilin rezistentnymi stafylokokmi je vzrastajicim problémom a moZe mat
nepriaznivy vplyv na kvalitu chovu. Preto boli fekélne stafylokoky z kralikov Pannon White
testované na rozne parametre (Co doposial’ nebolo zaznamenané), vratane ich citlivosti na
antimikrobialne latky-enterociny. Testovanych bolo 22 zmesnych vzoriek trusu ziskanych zo
122 kralikov plemena Pannon White, ktoré boli ro6zneho veku a pohlavia. Desat’ kmetiov (z
19) bolo taxonomicky zaradenych ku druhu Staphylococcus xylosus pomocou identifikaéného
systtmu MALDI-Tof. Jeden kmen bol S. capitis azvy$né kmene boli neSpecifikované.
Testovanim antibiotickej citlivosti bolo zistenych desat’ kmetiov ako multirezistentnych
vratane rezistencie na meticilin. Avsak, stafylokoky vykazovali citlivost’ voc¢i Siestim entero-
cinom s aktivitou od 100 do 25600 AU/ml. Priemerné mnozstvo kyseliny mlie¢nej
produkovanej stafylokokmi bolo 1,54 + 0,009 mmo/l. Co sa tyka hemolytickej aktivity,
DNAzy atvorby biofilmu, testované stafylokoky boli negativne. KedZe stafylokoky
rezistentné na meticilin mo6zu ohrozovat chov, preukdzanie ich citlivosti ku enterocinom
vratane meticilin rezistentnych kmenov prispieva nielen k zakladnému vyskumu, ale indikuje
tiez mozné vyuzitie enterocinov v chovatel'skej praxi.

UvOoD

Stafylokoky su Gram-pozitivne baktérie z Celade Staphylococcaceae, ktoré tvoria beznu
sucast’” mikrobioty koze, sliznic a trdviaceho traktu zvierat (DeVos akol., 2009).Vyskyt
infekcii v chovoch hospodarskych zvierat sposobenych meticilin rezistentnymi stafylokokmi
by mohol mat’ nepriaznivy vplyv na kvalitu chovu. Délezité je teda néjst’ nielen sposob, akym
by sa dalo takymto ochoreniam predchadzat’, ale aj vhodny spdsob eliminécie pri ich vyskyte.
Stafylokoky rezistentné na meticilin predstavuju v mikrobioldgii vyznamnu skupinu baktérii,
ked'ze moézu vyrazne ovplyvnit' liecbu infekcii zvierat antibiotikami. Napriklad intenzivny
systém produkcie kralikov, najmid v obdobi odstavenia a po odstaveni, méze u kralikov
sposobit’ vela fyziologickych a environmentadlnych stresov, ¢o modze mat za nasledok
koncentréaciu a $irenie roznych bakteridlnych Cinitelov vratane stafylokokov, a tym padom aj
zhorSenie zdravotného stavu kralikov (Thank akol., 2017). Antibiotika vo vSeobecnosti
nad’alej zohravaju vyznamnu ulohu pri prevencii alebo liecbe infekcii, ale rezistencia na
konvencné antibiotikda moze viest’ k zlyhaniu lieCby a zvysSeniu rezistentnych kmenov (Asi a
kol., 2015). Preto sa klasické antibiotikd musia ¢iasto¢ne nahradit’ inymi antimikrobidlnymi
latkami prirodného pdvodu. Tuto vlastnost maji antimikrobidlne pdsobiace latky
bielkovinovej povahy nazyvané bakteriociny (Nes a kol., 2002).

MATERIAL A METODIKA

Odobrali sme vzorky trusu (n = 22, fekalne zmesi, v kazdom z 22 baleni vzoriek bol trus od 5
do 6 kralikov) spolu zo 122 kralikov plemena Pannon White (vdcSinou materskd a tiez
otcovska linia). Kraliky boli chované v Standardnych podmienkach, v klietkach s drétenymi
sietami s volnym pristupom k vode a krmivu (ad libitum). Vzorky trusu boli spracované
Standardnou metédou mikrobidlneho riedenia podla ISO. Bakteridlne druhy boli
identifikované pomocou identifikaéného systému MALDI Biotyper'” (Bruker Daltonics,
USA). Desat kmenov bolo identifikovanych ako Staphylococcus xylosus anasledne boli
genotypované pomocou PCR. Profil antibiotickej citlivosti/rezistencie identifikovanych
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stafylokokov bol testovany pomocou difiznej diskovej metddy s vyuzitim Strnast’ antibiotik:
oxacilin (OX-1 pg) lincomycin (LIN-2 ng), klindamycin (DA-2 pg), fosfomycin (PH-5 pg),
novobiocin ( Nb-5 pg), meticilin (MET-10 pg), tobramycin (TOB-10 pg), ampicilin (AMP-10
ug), azitromycin (AZM-15 pg), erytromycin (E-15 pg), chloramfenikol (CHC- 30 png),
tetracyklin (TC-30 pg), vankomycin (VAN-30 png) a gentamicin (Gn-120 pg). Produkcia
kyseliny mlie¢nej bola analyzovand kvantitativnou spektrofotometrickou metddou. Na
stanovenie aktivity DNazy (nukleaza) bol pouzity DNéazovy agar (Oxoid, USA). Hemolyza
bola od¢itand na BHA agare (Difco, USA) s 5% obsahom defibrinovanej baranej krvi. Tvorba
biofilmu bola testovana dvoma rozlicnymi metodikami: kultiviciou na agare s kongo
cervenou -24h,48h,72h a ,,double” metdodou v mikrotitracnych platnickach-24h-570nm po
odc¢itani pomocou readra SynergyTM4 a vyhodnoteni podla Chaieb a kol. (2007). Ako
kultiva¢éné médium bol pouzity Brain-Heart infusion-BHI bujon (Difco, USA). Citlivost’
meticilin rezistentnych stafylokokov ku enterocinom (antimikrobidlnym proteinom) bola
testovand na BHA agare pomocou ,,agar spot testu® proti hlavnému indikatorovému kmenu
Enterococcus avium EAS. V teste bolo pouzitych Sest’ ¢iastocne purifikovanych enterocinov-
EntA, EntM, Ent55, Ent412, Ent9296, Ent4231.

VYSLEDKYA DISKUSIA

Devitnast’ izolatov bolo podrobenych MALDI-TOF identifikacii s taxonomickym zaradenim
10 kmenov ku druhu S. xylosus. Jeden kmen bol zaradeny ku druhu S. capitis (ScallA) a
sedem kmenov nebolo taxonomicky zaradenych. Bolo zaznamenanych desat’
multirezistentnych kmeniov (52,6%); teda rezistentnych najmenej na 4 a najviac na 10
antibiotik (ATB) z 13 pouzitych. Milton a kol. (1992) opisali uzky vztah medzi rezistenciou
na makrolidy a rezistenciou na linkozamidy u baktérii druhu S. xylosus. Jedenast
stafylokokov z 19 (57,9%) bolo rezistentnych na meticilin a 11 kmenov bolo rezistentnych aj
na oxacilin. Kolonizécia stafylokokmi rezistentnymi na meticilin akéhokol'vek ZivocisSneho
druhu méze predstavovat’ riziko prenosu plazmidov antimikrobidlnej rezistencie medzi
stafylokokmi  a inymi baktériami (Yasuda a kol. 2000). Meticilinovd rezistencia u
stafylokokov je sprostredkovana génom mecA; je to gén, ktory kdduje novy protein viazuci
penicilin (PBP2a). Tento protein viaZuci penicilin sprostredkuje rezistenciu na meticilin
(oxacilin) u stafylokokov prostrednictvom znizenej afinity k B-laktdmovym antimikrobidlnym
latkam (Chambers 1997). Priemerné mnoZstvo kyseliny mlie¢nej produkovanej stafylokokmi
bolo 1,54 + 0,009 mmo/l. Stafylokoky boli nehemolytické resp. vykazovali y-hemolyzu.
DNaéza aktivita bola negativna. Na kongo agare tieto stafylokoky netvorili biofilm a taktiez ho
netvorili pri kvantitativnom testovani v mikrotitra¢nych platnickach. Namerané hodnoty pri
mikrotitracnej platnickovej metode sa pohybovali od 0,001 do 0,069, ¢o podla klasifikacie
znamena negativne (A570 <0,1;) (Chaieb akol, 2007). Vo vSeobecnosti boli testované
stafylokoky vécSinou rezistentné na ATB, ale netvorili biofilm, hemolyzu a DNazu, ¢o s
determinanty faktorov virulencie.Vac¢sina meticilin rezistentnych kmenov stafylokokov bolo
na ATB multirezistentnych, a preto boli pouzit¢ ako indikdtorové kmene voci Siestim
enterocinom (charakterizovanym v nasom laboratoriu). Prekvapivo bol multirezistentny
SX19a rezistentny aj na pouZité enterociny (Tabul'ka 1). Podobne aj kmen S20a rezistentny
na Sest ATB bol rezistentny aj na testované enterociny. V budicnosti by sme chceli otestovat’
tieto kmene stafylokokov aj na pritomnost’ génov ATB rezistencie pomocou PCR a rovnako
testovat’ ich citlivost’ s pouzitim d’al$ich enterocinov.
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Tab. 1. — Citlivest’ fekalnych

stafylokokov izolovanych z trusu kralikov Pannon White vo¢i vybranym

enterocinom

Kmene EntA EntM Ent55 Ent9296 Ent412 Ent4231
SX6b 6400 3200 6400 25600 12800 100
S9a 6400 800 800 25600 6400 200
ScallA 1600 400 400 1600 800 400
S12B 25600 3200 6400 25600 6400 6400
SX13a 800 0 100 1600 100 0
SX19a 0 0 0 0 0 0
S20a 25600 3200 6400 25600 25600 3200
S20b 0 0 0 0 0 0
SX21b 0 0 0 0 0 0
SX22a 0 0 0 0 0 0
SX22b 12800 3200 200 25600 100 200

Prdca bola podporend projektom VEGA 2/0006/17. Dakujeme kolegom z Univerzity v Kdaposvare (Andrds Bénai,
Zsolt Matics a Melinda Kovdcs) za poskytnutie vzoriek trusu z kralikov Pannon White.
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IDENTIFIKACIA CLADOSPORIUM SPP. METODOU PCR-RFLP
Demjanova S., Jevinova P., Pipova M., Regecova I.
Katedra hygieny a technolégie potravin, Ustav hygieny a technolégia mésa, UVLF, Koice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo posudenie vhodnosti pouzitia metédy PCR-RFLP na identifikaciu
zastupcov Cladosporium spp. izolovanych z povrchu vaje¢nej Skrupiny a z vajecného obsahu.
Kultivatnym mikrobiologickym vySetrenim 120 kusov slepacich vajec sa ziskalo spolu 369
izolatov mikromycét. Na zéklade makroskopickych a mikroskopickych znakov bolo 56
izolatov zaradenych do rodu Cladosporium. PCR metdédou boli ziskané amplikony ITS
regionov testovanych izolatov, ktoré boli ndsledne podrobené Stiepeniu endonukledzami
Bsp12861 a Haelll. Na zéklade ziskanych restrikénych fragmentov a vzajomného porovnania
ich velkosti boli izolaty identifikované ako Cladosporium herbarum (21 izolatov),
Cladosporium sphaerospermum (19 izolatov), Cladosporium cladosporioides (10 izolatov)
a Cladosporium macrocarpum (6 izolatov).

UvOoD

Produkcia bezpecénych a zdravotne neskodnych potravin patri medzi hlavné priority celého
potravinarskeho sektora na vSetkych urovniach vyroby od farmy az na stol. Cielom
je zamedzenie, pripadne odstranenie kontamindcie potravin spdsobenej fyzikdlnymi
a chemickymi faktormi, ale tiez mikroorganizmami a produktmi ich metabolizmu, ktoré patria
medzi hlavnych povodcov alimentarnych ochoreni. Z tohto dovodu sa sledovanie
a identifikacia mikroskopickych vlaknitych hab (hlavne toxinogénnych) v potravindch stavaju
rasticim objektom zaujmu. Skoré identifikacia patogéna je rozhodujliica pre implementaciu
napravnych opatreni a predpisov tykajucich sa kontroly. Bezné metddy sa Casto opieraju
o izol4ciu a kultivaciu mikroorganizmov, laboratérnu identifikaciu pomocou morfologickych
znakov a biochemickych testov. Tieto metddy, hoci su zdkladnym kametiom diagnostiky
mikroskopickych vlaknitych huab, moézu viest k problémom v identifikdcii. Kultivacia
mikroorganizmov je narocnéd na cas, nekvantitativna a nachylnd na kontaminaciu a chyby.
Preto su nové rychle metddy Ziadané. Jednou z tychto metdd je aj PCR-RFLP (Polymerazova
retazova reakcia s reStrikénou analyzou fragmentov). Jej princip spociva v pritomnosti
polymorfizmov v sekvencii DNA zapricinujucich rozdielny profil fragmentov DNA, ktoré
vznikaju Stiepenim resStrikénymi endonukledzami (Pastordkova a kol., 2016).

MATERIAL A METODIKA

Mikromycéty boli izolované z povrchu Skrupiny a z obsahu 120 kusov slepacich vajec podl'a
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) a agarového média s dichloranom, bengalskou
ruzovou a chloramfenikolom (DRBC) (OXOID, Velkéa Britania) a inkubovali sa 5 dni pri
teplote 25 °C. Porastené kolonie boli nasledne preoCkované na povrch agarového média
s kvasnicnym extraktom a sachar6zou (YES), Czapkovho agarového média s kvasnicnym
extraktom (CYA), zemiakového agarového média s dextréozou (PDA) a Sabouraudovho
agarového média s dextrozou (SDA) (Hi-Media, India) a inkubované 7 dni pri teplote 25 °C.
Fenotypova identifikdcia bola vykonavand podla kritérii Bensch a kol. (2015).
Makroskopickym a mikroskopickym vySetrenim boli potvrdené charakteristické morfologické
znaky zastupcov Cladosporium spp..

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

ITS regiony rDNA izoldtov boli amplifikované za pouzitia univerzalnych fungalnych
primerov ITS1 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' alTS4 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' a FIREpol® Master Mix (Ecoli s.r.o., Slovensko). PCR
produkty boli nasledne naStiepené resStrikénymi endonukledazami Bspl2861 a Haelll podla
Diguta a kol. (2011).

PCR produkty a ich restrikéné fragmenty boli v mnozstve 5 pl analyzované v 1,5 %
agardzovom géli v TBE (Tris-borat-EDTA) tlmivom roztoku. Do agar6zového gélu sa kvoli
vizualizicii DNA a fragmentov pridavala Gel™ Red (Biotium Inc., USA).
Po naneseni produktov do agar6zového gélu prebiehala elektroforéza 90 minut pri 120 V
a nasledne boli jednotlivé produkty vizualizované pomocou readeru Mini Bis Pro® (DNR
Bio-Imaging Systems Ltd., Izrael).

Na zaver boli zhodnotené rozdiely vo velkosti PCR produktov a ich restrikénych fragmentov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kultivatnym mykologickym vySetrenim slepacich vajec sa ziskalo spolu 369 izolatov
mikromycét, z ktorych 56 bolo na ziklade makroskopickych a mikroskopickych znakov
zaradenych do rodu Cladosporium.

PCR metddou boli ziskané amplikoény ITS regionov testovanych izolatov. Velkost PCR
amplikénov bola u vietkych izolatov rovnakéa a zodpovedala 550 bp. Stiepenim restrikénymi
endonukledzami Bsp12861 a Haelll vznikli u testovanych izoldtov fragmenty r6znej velkosti.
Na zaklade tychto odlisnosti bolo identifikovanych ako Cladosporium herbarum 21 izolatov,
Cladosporium spherospermum 19 izolatov, Cladosporium cladosporioides 10 izolatov
a Cladosporium macrocarpum 6 izolatov (Tab. 1).

Tab. 1 Druhova identifikicia a zastupenie izolatov Cladosporium spp. na zaklade velkosti PCR
amplikénov a restrikénych fragmentov ich ITS regionov

Druh Pocet PCR amplikény Restrikéné fragmenty (bp)
izolatov (bp) Bsp12861 Haelll

Cladosporium 10 550 125 + 450 550

cladosporioides

Cladosporium 21 550 130 + 450 550

herbarum

Cladosporium 6 550 120 + 460 500

macrocarpum

Cladosporium 19 550 130 +460 | 80+ 100+ 350

sphaerospermum

Vychédzajiac z vysledkov tejto Stidie mézeme konstatovat, ze metdda PCR-RFLP je vhodna
na rychlu identifikdciu mikroskopickych vlaknitych hub Cladosporium spp. Rozdiely
vo velkosti reStrikénych fragmentov boli postacujice na jednoznacnu identifikaciu
testovanych izolatov.
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Obr. 1 Vizualizacia reStrikénych fragmentov PCR amplikonov na agarézovom géli
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Praca bola podporena grantom VEGA 1/0705/16 a IGA UVLF 01/2017 ,, Identifikacia toxinogénnych druhov
mikromycét izolovanych z vajec **
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plesni. Cast’ 2: Metoda poéitania kolonii vo vyrobkoch s aktivitou vody mensou ako 0,95 alebo rovnajiicou sa
0,95. Bratislava: SUTN. 2008.
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MORSKE BAKTERIE RODU BACILLUS — PRIRODZENI PRODUCENTI
LIPOPEPTIDOVYCH BIOSURFAKTANTOV
Englerova K., Nemcové R.l, Mad’ar M.l, Mucha R.Z, Stykova E.}

"Ustav mikrobioldgie a imunolégie, UVLF, Kosice
’Neurobiologicky tistav BMC, SAV, Kosice
*Klinika koni, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Lipopeptidové biosurfaktanty (LP) su skupinou mikrobidlnych prirodnych produktov so
schopnostou znizovat" povrchové a medzifazové napitie kvapalin, tuhych latok a plynov.
Zastupcovia rodu Bacillus, bezne sa vyskytujuci v morskom prostredi, produkuju Casto tento
druh bioaktivnych latok. Zo vzoriek morskej vody, piesku a rias z Jadranského mora boli
ziskané 1izolaty, z ktorych boli vybraté Styri Grampozitivne, spoéru tvoriace kmene. Z
vysledkov sekvenicie 16S rRNA bolo zistené, ze tri izolaty (3/22, 4/9, 1/6K) boli
charakterizované ako Bacillus amyloliquefaciens a jeden izolat (2/30) ako Bacillus subtilis.
Vybrané kmene boli testované na pritomnost génov kodujucich biosyntézu surfaktinu,
fengycinu a iturinu A. Gény srfdA a sfp kodujuce surfaktin boli zistené u vSetkych kmenov.
Gén fenB kodujici fengycin bol pritomny len ukmena B. subtilis 2/30. U kmenov
B. amyloliquefaciens 4/9, B. amyloliquefaciens 1/6K a B. amyloliquefaciens 3/22 boli
najdené aj gény fenD a ituD, kodujuci iturin A. Zistené vysledky slizia ako zéklad pre vyber
kmenov vhodnych na produkciu a izolaciu LP.

UvoD

Morska voda z oceanov je vyznamnym zdrojom vel'kého poctu bioaktivnych zli€enin, medzi
ktoré patria aj BS. Rozne morské organizmy, rastliny, ¢i sediment preukazali vyznamné
prospesné vlastnosti, ako je inhibicia rastu a tvorby biofilmu Sirokého spektra bakteridlnych
patogénov (Narendrakumar a kol., 2018). Zastupcovia rodu Bacillus produkuju Siroku skalu
antimikrobialnych a fungicidnych latok. Zistil sa unich potencial produkovat’ sekundéarne
metabolity, hlavne cyklické lipopeptidy, ako je surfaktin, iturin a fengycin. Tie maju velky
potencial vyuzitia v pol'nohospodarskom, farmaceutickom a biotechnologickom priemysle
vd’aka ich dynamickym povrchovym vlastnostiam (Sarwar a kol., 2018).

Tato Stadia je zamerand na izolaciu a charakterizdciu morskych druhov Bacillus spp. ako
potencialnych producentov LP.

MATERIAL A METODIKA

Izolacia a identifikacia morskych kmenov Bacillus spp.

Na izoléciu potencidlnych LP producentov boli vyuzité vzorky morskej vody, piesku a rias z
Jadranského mora. 0,5 g vzorky bolo zhomogenizované (Stomacher Lab Blender 80, Seward
Medical Limited, Londyn, UK) v 4,5 ml sterilného fyziologického roztoku a nasledne boli
pripravené jednotlivé riedenia desiatkovym riedenim. 0,1 ml z kazdého riedenia bolo vysiate
na Brain Heart Infusion (BHI) agar (HiMedia) a platne boli inkubované 48 h pri 27 °C v
aerobnych podmienkach. Morfologicky odlisné kolonie boli nasledne kultivované tak, aby
boli ziskané cCisté kultiry. Vyuzitim farbenia podla Grama a Wirtz-Conklin metody boli z
Cistych izolatov zhotovené preparaty na mikroskopické vySetrenie tvaru, farby, velkosti,
usporiadania baktérii a pritomnosti spor. Izolaty boli potom identifikované vyuzitim metody
16S rRNA. Ziskané sekvencie boli upravené v softvéri Sequin
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin/) a zaslané do databazy GenBank.

Detekcia LP génov

Genomickd DNA z morskych baktérii bola izolovand podla protokolu High Pure PCR
Template Preparation Kit (ROCHE). PCR amplifikédcie boli uskuto¢nené v 20 pl reakéne;j
zmesi obsahujtcej: 7 ul beznukleazovej H,O, 10 pl Thermo Scientific DreamTaq Green PCR
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Master Mix (2X), 1 pl z kazdého 10 uM primeru a 1 pl bakterialnej DNA (10 ng/ul)
izolovanej pomocou kitu. PCR amplifikacie boli prevedené pomocou termocykléru GenePro
(BIOER). Kazdy protokol sa skladal z tivodnej aktivacie 3 min. pri 95 °C a amplifikacie
zahfnajucej 35 cyklov denaturdcie 1 min. pri 94 °C, annealing 30 s. pri roznych teplotach
zéavislych od pouzitych primerov a kroku extenzie pri 70 °C r6zne dlhti dobu (podl'a velkosti
pouzitych primerov). Na zaver bola amplifikdcia ukoncena extenziou 10 min. pri 70 °C.
Referencny kmen B. subtilis subsp. subtilis DSM 3257 s dokazanou tvorbou surfaktinu bol
pouzity ako pozitivna kontrola. Experiment zahfiial aj negativnu kontrolu bez pridania DNA.
Vysledny produkt amplifikacnej reakcie bol analyzovany elektroforézou pouzitim 1,5%
agarozového gélu s 2 pl GoodView™ (Ecoli) a vyhodnoteny vizualizaciou pomocou UV
ziarenia. Primery génov pouzitych v PCR amplifikécii boli ziskané z literatiry a st zhrnuté v
tabul’ke 1. Produkty ziskané z PCR reakcii boli precistené a osekvenované firmou Microsynth
(Microsynth AG Postfach 58 6961 Wolfurt-Bahnhof, Rakusko). Ziskané sekvencie boli
upravené v softvéri Sequin (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin/) a zaslané do databazy
GenBank.

Tab. 1 Primery pouzité na skrining génov zapojenych do syntézy LP (Hsieh a kol., 2004; Mora a kol.,
2011; Plaza a kol., 2015)

Gén Sekvencia Velkost’ PCR Annealing teplota

produktu [bp] [°C]
Surfaktin  sfp F-5’ATGAAGATTTACGGAATTTA 3’ 675 50
R-5TTATAAAAGCTCTTCGTACG ¥’
srfAA F-5TCGGGACAGGAAGACATCAT 3’ 201 60
R-5’CCACTCAAACGGATAATCCTGA 3°
Fengycin fenB  F-5’CCTGGAGAAAGAATATACCGTACCY 3’ 670 57
R-5’GCTGGTTCAGTT KGATCACAT 3°
fenD F-5>GGCCCGTTCTCTAAATCCAT 3’ 269 60
F-5’GTCATGCTGACGAGAGCAAA 3’
ITturin A ituD F-5" TTGAAYGTCAGYGCSCCTTT 3’ 482 57
R-5° TGCGMAAATAATGGSGTCGT 3’
VYSLEDKY A DISKUSIA
Morfologicka charakterizacia a genetickd identifikdcia izolatov morskych kmenov
Bacillus spp.

Zastupcovia rodu Bacillus st vyznamnymi producentmi antimikrobidlnych povrchovo
aktivnych latok, ako su LP, ktoré modzu byt uspesne vyuzivané v boji proti patogénnym
mikroorganizmom (Banat a kol., 2014). Z vySetrovanych vzoriek boli vybraté Styri izolaty,
3/22, 2/30, 1/6K a 4/9, ktoré mali morfologiu bunky typicka pre Grampozitivne baktérie
tvoriace spory. Bakteridlna kolonia izolatu 2/30 mala charakteristicki suchu texturu, pri¢om
textira kolonii izolatov 3/22, 1/6K, 4/9 bola viskozna.

Vysledky sekvencie 16S rRNA preukazali, Ze vybrané morské izolaty patria do rodu Bacillus.
KaZzda sekvencia génov izolatov bola uloZena do databazy GenBank a nasledne schvalena a
publikovana s prislusSnymi pristupovymi ¢islami (tabul’ka 2).

Pritomnost’ génov kédujucich biosyntézu LP

Gény zodpovedné za produkciu surfaktinu, fengycinu a iturinu, najvyznamnejSich
zastupitel'ov LP, boli ndjdené v mnohych zastupcoch rodu Bacillus. PCR analyza odhalila, Ze
kmen B. subtilis Bbv 57 bol pozitivny na pritomnost’ iturinu (izuD gén) a surfaktinu (srf4 gén;
sfp gén) (Ramyabharathi a kol., 2018). V minulosti bola taktiez opisand aj sucasnd produkcia
iturinu a surfaktinu v kmenoch Bacillus spp. Kmene Bacillus cereus UASBR3, B. cereus
UASBRG, B. subtilis UASBRS, Bacillus pumilus UASBRS, a B. amyloliquefaciens UASBR9
si zname tym, ze maju srfAA a ituC gény (Amruta a kol., 2018). Uvazuje sa, Ze koprodukcia
niekol’kych LP jednym kmetiom mdze zvysit’ ich synergicky t€¢inok (Habe a kol., 2017).
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Na detekciu génov kodujucich biosyntézu LP surfaktin (sfp, srfAA), iturin A (ituD) a fengycin
(fenB, fenD) bola vyuzita PCR metoda. Vybrané primery pre zistenie pritomnosti sfp génu
amplifikuji produkt s velkostou 675 bp. Tieto produkty boli detegované u vsetkych
vybranych  izolatov,  B. amyloliquefaciens  4/9, B.  amyloliquefaciens  1/6K,
B. amyloliquefaciens 3/22 a B. subtilis 2/30. Intenzita sfp fragmentu bola najsilnejSia pri
izolate 2/30. Izolaty boli taktiez testované na pritomnost fragmentu srf4A4 fragmentu.
Rovnako bol u tychto Styroch kmeniov detegovany aj produkt srf44 amplifikacie s vel'kost'ou
201 bp s rovnakou intenzitou. Gén fenB s vel’kostou produktu 670 bp bol zisteny len u izolatu
2/30. Produkty fenD (269 bp) a ituD (482 bp) boli najdené v troch zo Styroch izolatov: 4/9,
1/6 K a 3/22. Intenzita produktov amplifikacie fenD a ituD detegované v izolate 4/9 boli
slabsie v porovnani s izolatmi 1/6K a 3/22. Kazda najdena sekvencia génov tychto izolatov
bola ulozend do databazy GenBank a nasledne schvélend a publikovand s prislusnymi
pristupovymi ¢islami (tabul’ka 2).

Tab. 2 Pristupové ¢isla 16S rRNA a LP génov morskych Bacillus spp. v GenBank

Pristupové ¢islo

Izoldt génu 168 rRNA

Gén  Pristupové ¢islo

B. amyloliquefaciens 3/22  MN435585 srfA4  MK328493
sfp MK328487

fenD MK328481

ituD  MK328484

B. amyloliquefaciens 1/6K ~ MN435587 srfAA  MK328492
sfp MK328488

fenD  MK328482

ituD  MK328485

B. subtilis 2/30 MN435586 srfAA  MK328491
sfp  MK328489
fenB  MK328479

B. amyloliquefaciens 4/9 MN435584 srfAA  MK328490
sfp MK328486

fenD MK328480

ituD  MK328483

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja ¢. APVV-15-0377 a ¢. APVV-16-0203
a Vedeckou grantovou agenturou — projekt VEGA 1/0081/17.
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SLEDOVANIE VYBRANYCH IMUNOLOGICKYCH PARAMETROV U MYSI PRI
ZISKAVANI ANIMALNEHO GNOTOMODELU ULCEROZNEJ KOLITIDY

Faixova, D., Mudronova, D., Lauko, S., Gancar¢ikova, S.
Katedra mikrobiologie a imunologie, UVLF v Kosiciach

ABSTRAKT

Ulcerdzna kolitida patri medzi idiopatické zapalové ¢revné ochorenia. Transplantacia fekalnej
mikrobioty od zdravého jedinca k pacientovi predstavuje pomerne novu metddu terapie tohto
chronického zapalového ochorenia traviaceho traktu. Cielom naSho vyskumu bolo sledovat’
vybrané imunologické parametre u mysi pri ziskavani animalneho gnotomodelu ulcer6zne;j
kolitidy, ktory sa pouzije v druhej ¢asti pokusu pri §tadiu vplyvu transplantacie mikrobioty
zdravych T'udi a cielenej modulacie mikrobioty I'udi s IBD u gnotozvierat asociovanych s
humannou mikrobiotou. Na zdklade sledovania subpopulacii lymfocytov: CD4+, CD8+,
CD4+CD8+, CD49b+CD8+, CD49b+CD8-, pomeru CD4:CD8 a ostatnych vySetreni sme
usudili, Ze podavanie 5 % - tného DSS (dextranu sulfitu sodného) po dobu piatich
kontinualnych dni je vhodné na navodenie ulcerdznej kolitidy pri ziskavani animalneho
gnotomodelu.

UvoOD

Idiopatické zéapalové ¢revné choroby (IBD, inflammatory bowel disease) oznacuju skupinu
chronickych zapalovych ochoreni traviaceho traktu, medzi ktoré sa zarad’ujii najmé Crohnova
choroba a ulcerdzna kolitida. Kazdoro¢ny vyskyt ulcerdznej kolitidy v Spojenych $tatoch sa
uvadza v rozmedzi 9-12 pripadov na 100 000 I'udi. IBD sa castejSie vyskytuji vo vyspelych
Statoch zapadnych krajin a ich incidencia rastie so zvySujicou sa zivotnou urovnou (Talley a
kol., 2011). Pre IBD je typické striedanie remisii a relapsov. Cielom terapie ulcerdznej
kolitidy je vyvolanie remisie a prevencia relapsov. Priina vzniku ulcer6znej kolitidy nie je
doteraz presne objasnend, avSak predpokladd sa interakcia medzi ¢revnou mikrobiotou a
imunitnym systémom u jedincov, ktori maju geneticki predispoziciu k spontannemu
remitujicemu zapalovému procesu poskodzujucemu Erevnu stenu. Cielend manipulacia
¢revnej mikrobioty moéze viest k vyvoju nového terapeutického pristupu liecby IBD.
Transplanticia fekalnej mikrobioty (FMT, fecal microbiota transplantation) od zdravého
jedinca k pacientovi predstavuje pomerne novi metdédu modulécie mikrobioty a overovanie
jej ucinnosti je v stcasnosti predmetom viacerych vedeckych §tadii. V praci uvadzame
vysledky z prvej fazy pokusu, ktorej cielom je ziskanie animalneho gnotomodelu ulcer6zne;j
kolitidy, ktory sa v druhej fdze pokusu pouzije na Stidium vplyvu transplanticie mikrobioty
zdravych T'udi a cielenej modulacie mikrobioty I'udi s IBD u gnotozvierat asociovanych s
humannou mikrobiotou.

MATERIAL A METODIKA

Cielom prace bolo sledovat’ vybrané imunologické parametre v slezinach mysi pri ziskavani
animalneho gnotomodelu ulcerdznej kolitidy po chemickej indukcii prostrednictvom DSS
(dextranu sulfatu sodného). Germ-free mysSi samicieho pohlavia vo veku 4 tyzdne linie
BALB/c boli ziskané z chovu Velaz s.r.o., Praha a letecky prepravené v Speciilnych
transportnych nadobach do akreditovaného zariadenia Laboratoria gnotobiolégie, Ustavu
mikrobiologie a gnotobiologie, UVLF v Kosiciach. Mysi boli kimené ad libitum komplexnou
kfmnou zmesou. Po uplynuti tyzdennej karantény boli zvieratd rozdelené do troch pokusnych
a jednej kontrolnej skupiny. Kontrolnej skupine nebol do pitnej vody pridavany roztok DSS,
skupine AM1 bol po dobu piatich dni podavany 1 % - tny roztok DSS, skupine AM3 bol po
dobu piatich dni podavany 3 % - tny roztok DSS a skupine AMS5 bol do pitnej vody pat
kontinualnych dni pridavany 5 % - tny roztok DSS. Sledované bola patogenéza ulcerdznej
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kolitidy pri roznych koncentraciach jej chemickej indukcie. MySiam boli po piatich diioch
aplikacie DSS odobraté sleziny. Po izolécii slezin boli vzorky uloZené v ependorfkach v
Hanksovom roztoku (HBSS) a nésledne boli izolované splenocyty. Dvakrat sme vzorky
centrifugovali, zliali supernatant a premyli v HBSS. Bunky boli pocitané v Tlirkovom roztoku
1:20 v Burkerovych komorkach. Jednotlivé diferenciacné znaky lymfocytov boli farbené
priamou metédou pomocou fluorescenéne zna¢enych monoklonovych antimysacich protildtok
v nasledovnej kombinacii: CD4-FITC + CDS8-PE + CD49b-APC. Vzorky sa nésledne
inkubovali pri laboratornej teplote 15 minut. Kontaminujice erytrocyty boli lyzované
pouzitim komeréného lyzaéného roztoku BD FACS™ lysing solution po dobu desiatich
minit a nasledne po premyti boli merané na prietokovom cytometri BD FACS™ Canto.
Statisticka analyza bola urobena v Statistickom programe GraphPad Prism pomocou
jednocestnej analyzy rozptylu s doplnkovym Turkeyho testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ziskavanie animalneho gnotomodelu ulcer6éznej kolitidy po chemickej indukcii
prostrednictvom DSS by malo spifiat’ niekol’ko podmienok. Navodenie ulceréznej kolitidy
podanim chemickej latky nesmie byt sprevadzané umrtim pokusného zvierata a takisto
koncentracia chemickej latky a doba jej poddvania musi byt dostatocnd na navodenie
akutneho zépalu traviaceho traktu. Sledovali sme vybrané subpopulacie lymfocytov vo
vzorkach sleziny. Trom pokusnym skupindm bola podavana rozdielna koncentracia DSS (1, 3
a 5 %) a sledovana bola aj kontrolnd skupina mysi (bez aplikacie DSS). Molekula CD4 je
transmembranovy glykoprotein a Gcastni sa na interakcii s HLA-molekulami II. triedy. Ty-
lymfocyty charakterizuje predovsetkym antigén CD4. Skupina AMS, ktorej bol podavany 5 %
- tny DSS vykazovala signifikantné zniZenie zastipenia CD4+ lymfocytov oproti kontrole a
naopak u skupiny AMI1 (1% DSS) sme zaznamenali signifikantne vySSie zastupenie tejto
subpopulacie lymfocytov oproti skupindim AMS5 a AM3 (Obr. 1). Diferencia¢ny antigén CD8
sa ucastni na interakcii s HLA-molekulami I. triedy a je to typicky znak pre T.-lymfocyty. V
AM1 skupine doslo k signifikantnému zniZeniu percenta zastipenia CD8+ lymfocytov oproti
kontrole (Obr.2). V skupindich AM1 a AM3 sme sledovali signifikantné zniZenie zastapenia
dvojito pozitivnych lymfocytov (CD4+CD8+) oproti kontrolnym mySiam (Obr. 4).
CD49b+CD8+ predstavuju populdciu NKT buniek, ktoré sa radia medzi bunky ziskanej
imunity. NKT bunky su T lymfocyty s cytotoxickym ucinkom a diferencuju sa najmi pri
nadorovych a virusovych ochoreniach. Signifikantny rozdiel medzi skupinami v zastupeni
tychto lymfocytov sme nezaznamenali (Obr. 5). CD49b+CD8- st NK bunky, ktoré sa radia
medzi bunky prirodzenej imunity. V. AM1 skupine sme zaznamenali signifikantne zvysené
zastupenie tychto lymfocytov oproti kontrole a skupine AMS5. V skupine AM3 sme sledovali
zvySené zastipenie CD49b+CDS8- lymfocytov oproti skupine AMS. Nakol'ko sme v AMS5
skupine zaznamenali zniZenie zastupenia vSetkych sledovanych subpopulacii lymfocytov,
moézeme usudit’ jej imunosupresivny charakter (Obr. 3). Pomer CD4:CDS8 je ukazovatel'om
imunostimulécie. Na zdklade vysledkov usudzujeme, ze v skupine AMI1 doslo k stimulacii
imunitného systému oproti ostatnym skupindm (Obr. 6), teda aplikacia 1 % - tného DSS je
slaba koncentracia pre navodenie ulcerdznej kolitidy pri ziskavani animalneho gnotomodelu a
dokonca posobi mierne imunostimulacne.

Na zaklade imunosupresivneho vplyvu na imunitny systém, patologicko-anatomickych
nalezov, morfologickych zmien na ¢reve, mikrobiologickych, hematologickych
a biochemickych parametrov pre indukciu ulcerdznej kolitidy bol pre druhu cast’ pokusu
vybrany roztok 5 % - tného DSS.

Pocas pokusu sme nesledovali Ziadne timrtie pokusného zvierata a v druhej Casti vyskumu,
kedy sa bude transplantovat’ mikrobiota zdravych l'udi a cielene modulovat’ mikrobiota I'udi
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s IBD u gnotozvierat asociovanych s huméannou mikrobiotou sa uvazuje na predizeni doby
podavania DSS z doterajsich pat’ na Sest’ kontinualnych dni.

Obr.
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MIERA INHIBICIE HYDROXYLOVEHO RADIKALU VYBRANYMI
SULFONAMIDMI

Haus M., Vaskova J.
Ustav lekdrskej a klinickej biochémie UPJS LF, Kosice

ABSTRAKT

Chalkony a ich derivaty prejavuji mnoho biologickych aktivit a mnohé z nich su vdaka tymto
vlastnostiam pouzivané ako lieciva. Konjugacia s inymi biologicky aktivnymi Struktirami
tieto vlastnosti mdze potencidlne zvySovat. Derivaty sulfénamidov patria medzi
najdolezitejSiu triedu lieCiv. V praci sme preto sledovali schopnost’ piatich vybranych
sulfonamidovych derivatov chalkénov ovplyvnit' koncentraciu hydroxylovych radikalov. N-
{4-[3-(4-nitrofenyl)-1-oxoprop-2-én-1-yl]fenyl} benzénsulfonimid bol jedinym derivatom,
ktory vykazoval schopnost’ eliminovat’ hydroxylovy radikal pri vSetkych testovanych
koncentraciach.
N-{4-[3-(4-nitrofenyl)-1-oxoprop-2-én-1-yl]fenyl}2,4-dichlorobenzénsulfonamid naopak jeho
tvorbu potencuje.

UvOD

Chalkony a ich derivaty pritahuji pozornost vd’aka mnohym vyzivovym a biologickym
vyhoddm. St prekurzormi biosyntézy flavonoidov v rastlinach. Syntetizované za
laboratérnych podmienok sa pouZzivaju na pripravu terapeuticky ucinnych latok. Naviac
v molekule nesu synton, ich Struktura je modifikovatel'na, o umoziuje navrhnit’ rézne nové
heterocykly s dobrym farmaceutickym profilom. Bahekar akol. (2016) v §tadii zhrnuli
niekol’ko pozoruhodnych biologickych vlastnosti zlticenin obsahujtcich
benzénsulfonamidové skupiny ako su inhibicia elastdzy, inhibicia karboanhydrdzy, inhibicia
klostridium histolytickej kolagenazy, ako aj herbicidne ucinky a G€inky reguldtorov rastu
rastlin. U sulfénamidovych chalkénov boli zistené silné ucinky proti bunkovym linidm
rakovinovych peceniovych buniek c¢loveka (HEPG-2), inhibicia BACE; a inhibicia a-
glukoziddzy. Nedavno sa dokézalo, Ze nitro- substituované sulfonamidové chalkony vykazuju
genotoxické, cytotoxické, antigenotoxické aj anticytotoxické ucinky (e Silva a kol., 2015).
Velké cast’ farmakologického potencidlu novych derivatov chalkéonov zostiva nezistend a
nevyuzitd. Preto cielom tejto prace bolo =zistit mieru ovplyvnenia koncentracie
hydroxylovych radikdlov vybranymi sulfénamidovymi derivatmi chalkénov.

MATERIAL A METODY

Obr.1. Syntetické sulfonamidy pouZité v experimente.

gl\ ;:h UMO\ O/Iv

A87 N-{4-[3-(4-nitrofenyl)-1-oxoprop- g1 n- {4-[3-(4-nitrofenyl
> ¢ ) yl)-1-oxoprop-2- AT e i
Zren-lylifenyly benzensulfonamid én-1-yllfenyl} 2.4- 5-36’:1]1\-/1{j’l][lzel(lé}"ll}mbr:iz{c’lt}llglllfocr)l)i(morzziop

Ty

AN\

dichlorobenzénsulfonamid

x
e i
e 7
n/ Swn Q 0
| s # | N
P A

E6 N-{4-[3-(3-nitrofenyl)-1-oxoprop-2-én-1-yl]fenyl} benzénsulfonamid

E4 N-[4-(1-oxo-3-fenylprop-2-én-1-
yDfenyl] benzénsulfonamid

23



Testovanych bolo 5 ferocenylovych zlu¢enin ziskanych od prof. P. Perjésiho (Univerzita v
Pécs, Mad’arsko). Derivaty boli syntetizované podl'a metédy publikovanej Sohar a kol. (2000,
2003). Struktary boli charakterizované infratervenou (IR) spektroskopiou, nuklearnou
magnetickou rezonanciou (NMR), ich Cdistota bola sledovana pomocou tenkovrstvovej
chromatografie.  Derivaty boli rozpustané v DMSO na 1mM zasobny roztok, ktory bolo
mozné uskladiiovat’ po dobu 1 tyzdna vtme. Nasledne bolo mozné riedit derivaty vo
fostatovom pufri, ktory bol pouzivany pre dané meranie. Merania boli prevadzané triplicitne
pre 5 vyslednych koncentracii derivatov v rozpéti 5 az 100 mg/l. Hydroxylovy radikal (HO)
bol generovany vo Fentonovej reakcii aschopnost’ jeho vychytdvania bola merana
deoxyribézovou metddou podl'a Halliwella a kol. (1987) pri 532 nm.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Obr. 2. Miera inhibicie HO'.
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Volné radikaly su castice, ktoré vykazuji velku biologicku reaktivitu v dosledku jedného
alebo viacerych nesparovanych elektronov. Nie vSetky reaktivne cCastice st radikalmi.
Dokonca aj tie, ktoré radikalmi nie su, st schopné podporovat’ oxidaciu d’alSich substratov.
Samotné oxidované substraty st pre zivé organizmy potencidlne toxické, ich Struktura je
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modifikovand, ¢o meni aj ich funkéné vlastnosti (Vaskova akol.,, 2012). Samotny
hydroxylovy radikdl je vysoko reaktivny ajeho pritomnost’ vedie k poskodeniu molekul
lipidov, proteinov a DNA, ¢o vedie k vzniku onkologickych ochoreni, ateroskleréze, ci
autoimunitnym ochoreniam. Poskodenie DNA v zarodo¢nych bunkach moéze sposobovat
dedicné mutacie, poskodenie DNA v somatickych bunkdch moéze spdsobovat nadorové
bujnenie.

Z uvedenych grafickych znazorneni vyplyva, Ze so zvySujucou sa koncentraciou sa zvysSuje
schopnost’ vychytavat HO' v poradi efektivnosti E6 > E4 > E1 > A87. Derivat E3 vykazoval
najvyssiu schopnost’ eliminacie HO avSak s dvoma maximami a to pri koncentracii 10 mg/1
a100 mg/l. Pritomnost’ derivatu E1 az po koncentraciu 50 mg/l spdsobovala vysoku
produkciu HO', priCom vyrazne najvyssSie spomedzi vSetkych derivatov bola pri najnizsej
koncentracii 5 mg/l. Derivat A87 taktiez zapri¢inoval vysoku tvorbu HO' v rozpati 10 — 50
mg/l a derivat E4 iba pri dvoch najnizsich pouzitych koncentraciach.

Skiimané derivaty nie st jedinymi, ktorych G€inky na produkciu ¢i zhaSanie reaktivnych
foriem kyslika ataktiez na mieru ovplyvnenia vybranych antioxidaénych markerov
v mitochondridch boli vramei §tidii na nasom ustave realizované (VaSkova a Vasko, 2018).
Porovnanim vybranych sulfénamidovych s aktivitou ferocénovych derivatov meranych pri
koncentraciach 10 a 100 mg/1 (Vaskova a kol., 2015) vyplyva, Ze porovnateI'né s vlastnost’ami
ferocenylovych derivatov mali derivaty E3, E6 pri koncentracii 10 mg/l a E6, E4, E1 pri
koncentracii 100 mg/1.

ZAVER

Z vysledkov naSich merani vyplyva, ze N-{4-[3-(4-nitrofenyl)-1-oxoprop-2-én-1-yl]fenyl}
benzénsulfonimid bol jedinym derivatom, ktory vykazoval schopnost eliminovat
hydroxylovy radikal pri vsSetkych testovanych koncentraciach. Je pravdepodobné, ze tento
derivat, na  rozdiel od  N-{4-[3-(4-nitrofenyl)-1-oxoprop-2-én-1-yllfenyl}  2,4-
dichlorobenzénsulfonamid nebude prejavovat cytotoxické ucinky. Na potvrdenie su vSak
potrebné dalSie in vitro Stadie.
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VPLYV LAKTACIE NA MINERALNY STATUS VYSOKOPRODUKCNYCH
DOJNIC.

Holodova M.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat Centra biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

V doésledku narastajucej mliekovej uzitkovosti dojnic sa zvySuju naroky na optimalny prisun
zivin potrebnych na syntézu mlieka, preto je primerany prijem mineralnych latok v krmive
pocas celého laktacného obdobia nevyhnutny. Cielom Studie bolo sledovat vplyv
jednotlivych $tadii laktacie na koncentraciu makroelementov (Ca, Na, K, Mg, P) a stopovych
prvkov (Zn, Cu, Fe, Mn) v plazme vysokoprodu¢nych dojnic. Experiment sa uskutocnil na
Holstajnsko-frizskych dojniciach s priemernou dennou produkciu 40 kg mlieka. 30 dojnic
ustajnenych navolno s vol'nym pristupom ku krmivu bolo rozdelenych do 3 skupin podla
fazy laktacie: 1.sk- skora faza (laktacia od 25-100 dni), 2.sk- stredna faza (laktacie od 101-
250 dni) a 3. sk- neskora faza (laktacia >250 dni). Kompletni kimnu zmes pre dojnice tvorilo
71% objemového krmiva (travova a kukuri¢na silaz) a 29% jadrového krmiva. Koncentracie
makro a mikroelementov, ani aktivita alkalickej fosfatazy (ALP) v plazme dojnic neboli
ovplyvnené fazou laktacie. Avsak s pribudajicim diiom laktacie sa koncentracia Mg v plazme
znizovala, naopak koncentracie Zn a Fe stipali. Pokles Mg v priebehu laktacie pripisujeme
znizenej schopnosti vyuzitia Mg z krmiva s pribtidajucim dnom laktacie. NaSe vysledky
preukazali pozitivnu koreldciu medzi Mg a ostatnymi makroelementami (Ca, Na, K) a taktiez
medzi plazmatickymi hladinami Fe voc¢i Zn, P, ALP. Na zaklade nasich vysledkov m6zeme
povedat, Ze zasobovanie makro a mikroelementami vo zvolenej kimnej davke bolo
dostacujiice na udrzanie dobrého zdravotného stavu a laktacie pocas celého obdobia.

UvOoD

Produkcia mlieka a celozivotna uzitkovost’ predstavuje dolezita tlohu pri chove hovidzieho
dobytka mliekového typu. Holstajnsko-frizsky mliekovy dobytok patri medzi typicky dobytok
s vysokou produkciou mlieka. V dosledku narastajucej mliekovej uzitkovosti dojnic sa
zvySuju naroky na optimalny prisun zivin. Ak sa tymto narokom nevenuje dostatocna
pozornost, dochddza k vzniku mnohych metabolickych poruch, ktoré Casto vedu k negativnej
energetickej bilancii (Drackley, 1999). V priebehu laktacie, koncentracia makro prvkov a
mikroprvkov v plazme dojnic variruje, Co suvisi snielen ich prijmom v krmive, ale
predovsetkym so schopnostou organizmu vyuzit' tieto minerdly pre dalSie metabolické
procesy (Baker a kol., 2003). Cielom naSho experimentu bolo sledovat’ mineralny status
vysokoprodukénych dojnic v zavislosti od fazy laktacie.

MATERIAL A METODIKA

Do experimentu bolo zaradenych 30 vysokoprodukénych dojnic mliekového typu plemena
Holstajn s produkciou mlieka 40 kg (£ 9 kg) na den. Dojnice boli rozdelené do troch skupin
v zavislosti od dna laktacie: 1. skupina boli zvierata od 25 do 100 dia laktacie (skora faza), 2.
skupina dojnic bola v laktacii od 101 do 250 dina laktacie (strednd faza) a 3. tretia skupina
predstavovala dojnice od 250. dna laktacie (neskora faza). Experiment bol prevedeny na
sukromnej farme v Pol'sku, kde boli dojnice ustajnené navolno a mali volny pristup k vode
a krmivu. Krmivo, ktoré zvieratd na farme prijimali tvorilo 71% objemového krmiva, ktoré
pozostavalo z travovej a kukuricnej silaze a zvysnych 29% kifmnej davky tvorilo jadrové
krmivo. Celkovy obsah minerdlov v susine krmiva bol nasledovny: Zn 76,56 mg/kg, Fe 374,8
mg/kg, Mn 63,89 mg/kg a Cu 28,96 mg/kg.

Odber krvi udojnic sa robil z v. abdominalis superficialis sobjemom 10 ml do
heparinizovanych skiimaviek. Nasledne boli vzorky krvi centrifugované 10 min. pri otdc¢kach
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3000 g.min” priteplote 4°C a ziskani plazma bola uskladnend pri teplote -20 °C.
Koncentracie makroelementov (Ca, Na, K, Mg) a mikroelementov (Zn, Cu, Fe) v plazme boli
stanovené atomovou absorpcnou spektro-fotometriou, metédou na plameni (FAAS, AAS
Shimadzu AA-7000, Kyoto, Japonsko), P spektrofotometricky (ALIZE) a koncentracie Mn
atomovou absorp¢nou spektrofotometriou pomocou elektrotermickej atomizéacie (ETAAS),
(GFA Shimadzu AA-7000). Aktivita alkalickej fosfatdzy (ALP) bola stanovena
spektrofotometricky kitom ALKALINE PHOSPHATASE MEG (Erba Mannheim). Na
Statistické vyhodnotenie vysledkov bola pouzitd jednocestnda ANOVA s naslednym Tukey
post testom (GraphPad Prism 5.03, San Diego, CA, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Jednotlivé Stadia laktidcie nemali vplyv na koncentraciu makroprvkov v plazme dojnic
(Obr.1). S narastajucim dnom laktacie plazmatické koncentracie Mg klesali, pricom bola
zaznamenand pozitivna koreldcia medzi hladinami Mg a ostatnymi makroelementami (Ca,
Na, K) v plazme dojnic. Pokles horCika moézeme pripisat’ fyziologickému stavu, kedy
s pribudajicim diiom laktacie dojnic klesa aj vyuzitelnost Mg z krmiva (Vorman, 2003).
V obdobi laktacie sa zvySuji naroky na optimalny prisun zivin, predovSetkym mineralov,
pricom ich koncentracie v plazme variruji. Minerdlny status dojnic zavisi nielen od ich
obsahu v krmive, ale hlavne od ich biovyuzitelnosti. Obdobie po porode, predstavuje kritické
obdobie pre zachovanie homeostazy jednotlivych makroprvkov (Windisch, 2002). Potreby Ca
st hlavne v zaciatocnych fazach laktacie zvysSené kvoli syntéze mlieka, kedy dochadza k
zvySene] mobilizacii Ca z kosti a jeho absorbcii z GIT. NaSe vysledky nepreukazali vplyv
laktacie na plazmatické koncentracie Ca. Ostatné makroprvky, ako Na a K nevyhnutné pre
normalnu ¢innost’ tkaniv a udrZanie acidibdzickej rovnovahy, taktiez neboli v naSom
experimente vplyvom laktacie ovplyvnené.

Bezprostredne po oteleni sa dojnice dostavaju do negativnej energetickej bilancie vplyvom
vysokych narokov na syntézu mlieka. V tomto obdobi dochédza k zvysenej lipomobilizacii,
¢o sa Casto odzrkadl'uje na zmene aminostransferaz v krvi. V nasom experimente vSak nebola
aktivita ALP v plazme ovplyvnena fazou laktacie.

Koncentracie stopovych prvkov v plazme dojnic sa medzi jednotlivymi fazami laktacie
nelisili (Obr.2). S pribudajucim dnom laktacie sme zaznamenali zvySujice sa koncentracie Zn
a Fe. Obdobie pred apo pdrode je najkritickejSim z hl'adiska poklesu koncentracii Fe
v plazme dojnic, priCcom s narastajucim dnom laktacie dochadza kjeho pozvol'nému
zvySovaniu (Shahzad a kol., 2001). Pokles Zn na zaciatku laktacie sa pripisuje jeho zvySenej
potrebe pre syntézu mledziva (House a Bell, 1993). Korela¢né analyzy preukézali vplyv dia
laktacie na plazmatické koncentracie Fe a Zn hlavne u dojnic v poslednej faze laktacie, a
pozitivna koreldcia bola zaznamenana medzi plazmatickymi hladinami Fe vo¢i Zn, P, ALP.
Nase vysledky poukazali na rozdielnu potrebu makro a mikroelementov pocas laktacie. Na
zaklade naSich analyz mézeme povedat, ze zasobovanie makro a mikroelementami v kfmne;j
davke bolo dostacujiice na udrzanie vysokej laktacie a dobrého zdravotného stavu pocas
celého obdobia.
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Obr.1 Koncentriacia makroprvkov v plazme
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VPLYV PRODUKTOV KMENOVYCH BUNIEK NA ANGIOGENEZU
CHORIOALANTOICKEJ MEMBRANY
Humenik F.', Maloveska M.', Farbakova J.2, Petrovova E.', Mudrofiova D*, Mojzisova Z.",
Cizek M.’ Cizkova D.!
! Katedra anatémie, histolégie a fyziolégie, UVLF v Kosiciach
2 Klinika malych zvierat, UVLF v Kosiciach
? Katedra epizootolégie a parazitolégie, UVLF v Kosiciach
* Katedra mikrobiologie a imunoldgie, UVLF v Kosiciach

ABSTRAKT

Tato praca je zamerana na vplyv mezenchymovych kmenovych buniek kostnej drene (BM-
MSC) aich produktov na angiogenézu chorioalantoickej membrany (CAM) kuracieho
embrya. Pocas Stidie sme izolovali BM-MSC z humeru zdravych psov. Identitu BM-MSC
sme potvrdili charakterizaciou vlastnosti stanovenych pre mezenchymové kmenové bunky
(MSC). Bunky izolovanej populdcie vykazovali fibroblastoidny tvar, ktory je pre MSC
typicky. Prietokova cytometria BM-MSC potvrdila pritomnost’ buniek pozitivnych pre CD29
(98.9% =+ 0.8); CD90 (59.1%=+ 4.7) ako aj buniek pozitivnych pre obidva povrchové markery:
CD29 a CD90 (79%= 2.4), len 2.0% = 1.2 buniek bolo CD45+. U tychto buniek sme
potvrdili aj ich multiliniovy potencidl. Produkty BM-MSC obsiahnuté v kondiciovanom
médiu priaznivo ovplyvnili angiogenézu chorioalnotickej membrany. V experimentélnej
skupine sme po aplikacii kondicovaného média zistili narast poctu ciev 0 47.250% =+ 9.7 po
72 hodinovej inkubacii. Narozdiel od kontrolnej skupiny, kde doslo k poklesu vaskularnej
denzity 0 27.625% + 7.981.

UvoD

Kmenové bunky predstavuju Specializované bunky vykazujuce multidiferenciany potencial
a schopnost’ samoobnovy. Hlavaym zdrojom mezenchymovych kmenovych buniek je kostna
dren a tukové tkanivo (Neupane a kol. 2008), ale tieto bunky sa nachadzaju aj v tkanivach a
organoch, ako je koza, kost, zubnd pulpa, peceni, pupocny povrazec a iné (Kerkis a kol.
2006). Mezenchymové kmenové bunky sa mézu diferencovat’ na bunky mezodermalneho
povodu, ako st chondrocyty, osteocyty a adipocyty (Rho a kol. 2015). Produkciou rastovych
a trofickych faktorov ovplyviiuji angiogenézu, revaskularizaciu poskodeného tkaniva ako i
regeneraciu nervového tkaniva (Cizkova akol. 2014). Chorioalantickdi membrana (CAM)
predstavuje vaskularizovanu Strukturu nachadzajicu sa vo vajciach niektorych amniotickych
druhov Zzivocichov (Gilbert a kol. 2003). V celkovej Strukture su zahrnuté tri rézne vrstvy:
choriovy epitel, mezenchym a epitel alantoisu. Medzi epitelovymi bunkami choriovej vrstvy
sa nachddzaju krvné kapilary a dutiny, viditelné vol'nym okom (Féncsi a kol. 1979).

MATERIAL A METODY

Izoldcie msc z kostnej drene psov

Kostna dren pochddzala od Cistokrvnych psov. Odber kostnej drene sa uskuto¢nil v celkovej
injekénej anestéze. Ako odberné miesto vyberame proximalnu ¢ast’ humeru. Samotny odber
sa vykonal 18G injek¢nou ihlou a 10 ml injekénou striekackou. Po preniknuti do kostnej
drene sa kostnd drenn odsala 10 ml striekackou obsahujicou 3 ml preplachovaciecho média.
Zlozenie preplachovacieho média: DMEM F12, 10% FBS, 1% ATB-ATM a 1% glutaminu.
Nasledne sa aspirat dvakrat centrifugoval 10 mintt pri 1500 ot. / min. Bunky boli nasadené na
2 flase s obsahom 25c¢m®. Po 48 hodinach inkubécie boli neadherované bunky odstranené.
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CD charakterizacia psich BM-MSC

Vzorky boli analyzované s cielom zistit podiel CD29 a CD90-pozitivnych a CD45-
negativnych buniek. Cytometrickd analyza sa vykonala na prietokovom cytometri BD
FACSCanto ™ (Becton Dickinson Biosciences, USA) vybavenom modrym (488 nm) a
cervenym (633 nm) laserom a 6 fluorescencnymi detektormi. Percentudlny podiel buniek
exprimujucich jednotlivé CD znaky sa urcil bodovym grafom pre prislusna fluorescenciu.
Ziskané udaje boli analyzované v BD FACS DivaTM analytickom softvéri.

Priprava kondicovaného média z psich BM-MSC

Pre zisk kondicovaného média (KM) sme pouzili Minimal Esential Medium w / o phenol red
(MEM-a, Thermo-Fisher) s obsahom 2% antibiotika a antimykotika (Bio-West), ktoré bolo
aplikované na konfluentnu kulttiru psich MSC v mnozstve 5 ml / T75 fl'asu na dobu 24 hodin.
Po uplynuti tejto doby sa kondicionované médium odobralo a nasledne prefiltrovalo
pomocou sterilného striekackového filtra (Millex®, 22 pm).

Aplikdcia kondiciovaného média na CAM kuracieho embrya

Pre aplikaciu kondiciovaného média MSC kostnej drene na CAM sme pouzili modifikovanu
metddu podla Ribattiho (Ribatti D. 2012). Vajicka sa inkubovali s tupym koncom nahor, v
inkubétore s konstantnou vlhkost'ou a teplotou pri 37,5 ° C a 60% a neskor 70%. Na ED6 bol
jemne naneseny sterilny silikonovy kruzok (d = 5 mm) na chorioalantoickii membranu
pomocou chirurgickej pinzety. V kontrolnej skupine (N = 10) doslo k aplikacii 30 ul
sterilného média v experimentalnej skupine (N = 10) sa injektovalo do priestoru ohrani¢eného
krazkom 30 pl kondicionovaného média. Fotodokumentacia vaskularnej hustoty bola
vykonana v okamihu aplikacie a 72 hodin po aplikacii.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pouzitim vysSie uvedeného protokolu sme boli schopny izolovat’ a kultivovat homogénnu
populaciu psich MSC kostnej drene, ktoré vykazovali fibroblastoidny tvar. CD
charakterizacia psich BM-MSC z prvej pasaze (P1) poukazala na fakt, Ze v tejto populécii sa
nachadzalo 98.9% + 0.8 buniek CD29 +, 59.1%+ 4.7 CD90 + a 79%+ 2.4 CD29 a CD90 +.
Len 2.0% =+ 1.2 buniek bolo CD45 pozitivnych.

Obr.1. CD charakterizacia psich BM-MSC, P3

MESC caning CO29i45/A0-BMO2ICD28i4

MSC canine CD29545/30-BMO2/CD 28/ MSC canine CD29/45/90-BMO2ICD 291 MSC canine CO2A/45/90-BMO2ICD2E/.
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Pre ziskanie vysledkov Statistickej analyzy sme pouzili Graph Pad InStat software. Na
zadiatku aplikacie (stipec CTROh/EXPOh) bola hustota ciev u kontrolnej skupiny 35,125 =+
5463 a 32,875 + 7,298 uexperimentilnej skupiny. Na konci experimentu (stipec
CTR72h/EXP72h) predstavovala hustota ciev 27,625 + 7,981 u kontrolnej skupiny a 47,250
+ 9,706 u experimentalnej skupiny. Strednd hodnota medzi jednotlivymi skupinami bola
porovnana pouzitim jednokrokového ANOVA a Tukey-ho post hock testu. Statisticky
vyznamné odchylky (P < 0.05) sme zistili porovnanim hodnoét CTROh vs EXP72h (*P
hodnota < 0.05); EXPOh vs EXP72h (**P hodnota < 0.01) and CTR72h vs EXP72h (***P <
0.001).

Pouzitie chorioalantoickej membrany na sledovanie angiogenézy predstavuje relativne nova
metodu. Dovod, preCo sme sa rozhodli pre model CAM na §tadium angiogenézy je, ze ma
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mnoho vyhod v porovnani s ostatnymi modelmi in vivo, ako je vysoka reprodukovatelnost’,
jednoduchost’ a nizka cena a nakoniec model CAM mozno charakterizovat' ako uzavrety
systém, ktory je vel'mi podobny dospelému organizmu (Lokman a kol. 2012). V nasej stadii
sme pozorovali vplyv KM ziskaného z BM-MSC na angiogenézu CAM. Ako kontrolné
médium sme zvolili kultivacné médium MEM-a pouzité¢ na ziskanie sekretomu. Vysledky
podporili naSu hypotézu, ze MSC produkuju trofické faktory, ktoré stimuluja
revaskularizaciu a angiogenézu v poSkodenom tkanive (Watt a kol. 2013). V kontrolne;j
skupine po aplikdcii MEM-a a néslednom pozorovani po 72 hodindch sme zistili pokles
vaskularnej hustoty (27.625 + 7.98) v porovnani s experimentalnou skupinou, kde sme BM-
MSC inkubovali v KM sme zaznamenali ndrast denzity ciev (47.250 + 9.7).

IGA UVLF 06/2018: ,,Ovplyvnenie regeneracnej kapacity nervového tkaniva v in vitro podmienkach
prostrednictvom produktov dospelych kmenovych buniek .

1GA 02/2019: “Stratifikacia pacientov s kaninnou kognitivnou dysfunkciou, vyuzitie inovativnej bunkovej
terapie.”; APVV-15-0613, VEGA1/0571/17, VEGA 1/0050/19
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VYUZITIE KINEMATICKEJ ANALYZY U PSOV S DYSPLAZIOU LAKTOVEHO
KLBU
Hunakova K., Hluchy M., Sevéik K., Kuricova M., Ledecky V.
Klinika malych zvierat — OCHORR, UVLF Kosice

ABSTRAKT

Kinematicka analyza pohybu je objektivnym hodnotenim, ktorého vysledkom su priestorové
a ¢asové parametre. Je to Stidium pohybu bez ohladu na generované sily a hmotnost'.
Kinematickl analyzu vyuzivame pri hodnoteni chdodze u ortopedickych, neurologickych
pacientov alebo pri hodnoteni vysledkov chirurgickych intervencii, farmaceutik a r6znych
rehabilitaénych metod. V ramci nasej stidie sme vyuzili kinematicka analyzu u ortopedickych
pacientov s dysplaziou laktového kibu.

UvoD

Analyza chodze je vySetrenie pohybu, ktoré zahfna priestorové a Casové parametre, pricom
sily pdsobiace na koncatinu moézu byt kvantifikované a interpretované. Techniky analyzy
chodze sa pohybuji od zakladnej Skaly vizualneho hodnotenia az po komplexné zariadenia na
detekciu pohybu pomocou pocitaca.

Parametre ziskané z analyzy chddze mozeme pouzit’ pri hodnoteni zat'azovania jednotlivych
kongatin, ataxie, sil posobiacich na kiby a réznych abnormalit. Takto ziskané parametre vieme
vyuzit’ pri hodnoteni vysledkov chirurgickych intervencii, farmaceutik a inych ortopedickych
a neurologickych oSetreni (Torres a kol., 2014; Waxman a kol., 2008).

Dve hlavné kategorie analyzy chodze st kinetickd a kinematicka analyza. V ramci kazdej fazy
chddze je mozné pomocou kinetickych a kinematickych technik ziskat' rdzne sily
a priestorové data. Kinetickd analyza chodze sa zaobera meranim sil pdsobiacich na
koncatinu pocas pohybu, pricom kinematick4 analyza opisuje pohyb v priestore bez ohl'adu
na hmotnost’ a sily. Kinematika umoziiuje posudit’ polohy, uhly, rychlosti a zrychlenie Casti
tela a kibov pocas pohybu. Zber kinematickych Gidajov sa moze uskutodnit’ dvojrozmerne
alebo trojrozmerne (Gordon-Evans akol.,, 2009; Quinn akol.,, 2007). Vo veterinarnej
medicine sa najcastejSie vyuziva analyza pohybu na zaklade dvojrozmerného systému. Tento
typ analyzy je vhodnou metédou pri hodnoteni rozsahu pohybu v kiboch.

Dvojrozmerné systémy vyzaduji minimalne vybavenie, priCom na zachytenie kinematickych
udajov v jednej rovine pohybu je potrebna iba jedna videokamera. Trojrozmerné systémy si
vSak vyZzaduju viaceré Specializované videokamery. V tychto systémoch musi byt kazdy
marker vzdy zachyteny aspont dvoma kamerami, aby bol schopny urcit polohu znacky v
trojrozmernom priestore. Vo vSeobecnosti zvySenie poctu kamier v trojrozmernom
kinematickom systéme zlepsi schopnost’ sledovat’ pouzité markery. To modze vyrazne zlepsit’
kvalitu ziskanych kinematickych udajov a skratit’ ¢as potrebny na ziskanie tychto udajov. Pre
vacsinu dynamickych $tadii chodze pomocou trojrozmerného kinematického systému je
idealnych minimalne Sest’ kamier. Markery pouzivané v modernych kinematickych systémoch
su tzv. pasivne alebo aktivne a to na zéklade ich vlastnosti (Tobias a kol., 2012; Fanchon
a kol., 2007; Evans a kol., 2005).

Spolocnou stratégiou, ktord sa pouziva pri vybere umiestnenia markerov, je umiestnit’ ich
pokial’ je to mozné, nad orientacné kostné body. Tato stratégia ma dve hlavné vyhody ;
poskytuje l'ahko identifikovatelné a opakovatelné miesto pre umiestiiovanie markerov a
poskytuje umiestnenie markerov na miesta s minimalnym podkoznym mékkym tkanivom, ¢o
modze vyrazne znizit' artefakt pohybov koze (Torres a kol., 2014; Torres a kol., 2013; Torres
a kol., 2010).
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MATERIAL A METODIKA

Na zaznamenanie chodze psov sme pouzili kamerovy systém doddvany spolo¢nostou Simi,
ktory obsahoval 6 videokamier. Na vyhodnotenie pohybu jednotlivych psov sme pouzili
pocitac, ktory bol tiez dodany spolo¢nost'ou Simi, kde je nainstalovany software a hardware
od spoloc¢nosti Simi Reality Motion Systems, version 9.1.1 build 354, Nemecko. Kinematicky
zaznam chddze u nami vybranej skupiny psov sme zhotovovali v miestnosti vyhradenej na
kinematickt analyzu pohybu s dizkou 8,33 m a $irkou 4,11 m. Kinematick( analyzu chodze
sme vykonali u5 psov plemena labradorsky retriver s obojstrannou dysplaziou lakt'ovych
kibov. Hodnotenim laktového kibu sme ziskali maximalnu extenziu laktového kibu,
maximélnu flexiu laktového kibu a parameter ROM (range of motion), ktory je vysledkom
rozdielu maximalnej extenzie a maximalnej flexie. Umiestnenie markerov bolo nad orienta¢né
kostné body, v pripade hrudnikovej koncatiny boli markery umiestnené nasledovne; 1. marker
je v mieste dorzalnej strany lopatky, pri distalnom konci spina scapulae, 2.marker je v mieste
vel'kého tuberkulu ramennej kosti, 3.marker je umiestneny v oblasti laterdlneho epikondylu
ramennej kosti, 4. marker je v mieste distalnej epifyzy ulny, 5.marker je umiestneny na
distdlnom konci V. metakarpalnej kosti.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hodnotenie pohybu a chddze u 5 psov plemena labradorsky retriver sme vykonali na zéklade
kinematickej analyzy. Vysledkom tejto analyzy st nasledovné parametre; maximalna flexia,
maximalna extenzia a parameter ROM. V ramci tejto analyzy sa zucastnili Styria psy
s obojstrannou  dysplaziou laktového kibu ajeden pes bez dysplazie laktového kibu.

W

Uhol ROM | U jednotlivych psov su v tabulke ¢. 1

>
“S P /st./ /st./ uvedené nasledovné parametre; maximalna
% o flexia, maximalna extenzia a parameter
=) ROM. Najmensi rozsah pohybu (60,09) bol
P flexia 38.85 61.11 | pritomny u 2. psa v lavom laktovom klbe,
extenzia | 1 49’ 9% ’ pri¢om najvacsi rozsah pohybu (100,58) bol
3 ; . : u 5. psa v l'avom laktovom klbe. Paramater
2. | flexia 72,86 78,28 . ,
- ROM bol v porovnani so zdravym psom

extenzia | 151,14

P flexia 76,16 72.74 nizsi uvsetkych  psov s dysplaziou

) xtenzia 148.90 laktového klbu.
2 L | flexia 83,11 | 60,09
e extenzia | 143,20 Graf 1.
P | flexia 9325 | 61,64
" extenzia | 154,89 120
2 L | flexia 89,48 | 64,26 100 B
e extenzia | 153,74 80 B
P | flexia | 91,65 | 63,56 ®0 1 B
- extenzia 155,21 40 : ® ROM-P
2 L | flexia | 9432 | 67,31 28 | | | ROM -
~ extenzia | 161,63 . . . o W\
L | P | flexia | 6913 | 99,12 A S o
2 z extenzia | 168,25 Q?\x
852 L | flexia 66,74 | 100,58 o
v 2

extenzia | 167,32

Tab.1
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Kinematicka analyza chodze sa vyuZziva pre objektivizdciu hodnotenia chddze. Tato analyza
je Casto vyuzivana pri hodnoteni vysledkov chirurgickych intervencii, ortopedickych alebo
neurologickych operacii, d’alej pri hodnoteni uc¢innosti farmaceutik alebo rehabilitatnych
metdd (Miqueletoa a kol., 2013; Preston a kol., 2018).

Publikacia vznikla za financnej podpory IGA UVLF 05/2018 , Klinické vyuZitie extracelularnych produktov
adultnych alogénnych mezenchymalnych buniek ziskanych z tukoveho tkaniva v ortopédii psov .
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INTESTINALNE PARAZITY HLODAVCOV V CHOVOCH A PREDAJNIACH SO
ZVIERATAMI NA SLOVENSKU

JaroSova J., Antolova D.
Parazitologicky ustav, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo zistit’ vyskyt intestindlnych parazitov u drobnych hlodavcov v predajniach
so zvieratami av chovatel'skych kluboch na Slovensku. Ziskané vysledky potvrdili, ze
napriek dobrému klinickému stavu drobnych hlodavcov je vyskyt parazitdoz u tychto zvierat
pomerne Casty. Pritomnost’ vaji¢ok parazitov bola zistend v trusoch zo 65 (48.9%) klietok so
zvieratami. NajcCastejSie detegovanymi nematdédami boli druhy Aspiculuris tetraptera
a Syphacia muris, ktoré boli identifikované u vsetkych druhov hlodavcov zaradenych do
prieskumu. Zavazny je hlavne nélez vajicok pdsomnice Hymenolepis nana, ktoré boli
detegované v celkovo (18.8%) vySetrenych chovnych klietok. Povodca infekcie bol nasledne
potvrdeny aj molekularnymi metédami. Hlodavce urcené na chov a predaj by preto mali byt
pravidelne testované na pritomnost’ parazitov av pripade pozitivneho nalezu tuc¢inne
dehelmintizované.

UvOoD

Chov drobnych hlodavcov ako spoloc¢enskych zvierat si za posledné roky ziskava Coraz
vacsiu popularitu. Jeho vyhodou je hlavne ¢asova a finan¢na nenaro¢nost’, no napriek tymto
benefitom by mal zahfiiat’ aj dostatocnu starostlivost’ o zdravotny stav jedincov, ktoré¢ mozu
trpiet’ celou Skalou ochoreni, vratane parazitairnych nakaz. Zatial ¢o sa pritomnost
ektoparazitov prejavuje viac, ¢i menej vyraznymi priznakmi ako je Skrabanie, strata srsti
a kozné zmeny, pritomnost’ ¢revnych parazitov sa nemusi prejavovat’ vobec. NajbeznejSie
¢revné helminty domacich a laboratornych hlodavcov patria do ¢el'ade Oxyuridae (Robles a
Navone, 2007; Abdel-Gaber, 2016). Okrem ich negativneho vplyvu na zdravie zvierat, bol
u dvoch druhov, Syphacia muris a Syphacia obvelata, potvrdeny ich zoon6zny potencial
(Riley, 1919; Kofoid a White, 1919; Stone a Manwell, 1966; Mahmoud a kol., 2009; Taylor a
kol., 2010). Uvadza sa, ze hlodavce st pomerne Casto nakazené aj pasomnicami, konkrétne
zastupcami rodu Hymenolepis (JuraSek a Dubinsky, 1993), napriek tomu je vSak v odbornej
literature publikovanych len malo prieskumov o ich prevalencii. Cielom prace bolo zistit
vyskyt Crevnych parazitov udrobnych hlodavcov v predajniach so zvieratami
a v chovatel'skych kluboch na Slovensku.

MATERIAL A METODIKA

Do studie bolo zaradenych spolu 586 hlodavcov. Vzorky trusu boli odobrané u 228 mysi, 165
potkanov, 119 skreckov, 25 pieskomilov mongolskych a u 49 morciat. Trus bol odobrany
v 12 predajniach so zvieratami a v 3 chovatel'skych kluboch v obdobi od decembra 2016 do
maja 2018 v Banskej Bystrici, PreSove, Poprade Michalovciach, Bardejove, a v Kosiciach.
Zvieratd boli ustajnene v 133 samostatnych klietkach pri¢om sa ich pocet v jednej klietke
pohyboval vrozmedzi od jedného po 26. Zmesné vzorky trusu boli odobrané z
podstielky jednotlivych klietok a vySetrené pomocou Faustove] flotacnej metody. Vajicka
parazitov boli identifikované na zaklade morfologickych znakov. Z organizaénych doévodov
(potreba dlhodobejsieho oddelenia a chovu kazdého zvierata v samostatnej klietke) nebolo
mozné vysetrit’ jednotlivé zvieratd samostatne a tak nebolo mozné uplne presne stanovit’ pocet
pozitivnych zvierat. Preto bola prevalencia pasomnice hodnotena podla dvoch kritérii.
Jednym bola pozitivita zmesnych vzoriek trusu ziskanych zjednotlivych klietok
s hlodavcami. Druhym bolo stanovenie poctu zvierat chovanych v klietkach s pozitivnym
nalezom parazitarnych vajicok, teda pocet vSetkych potencidlne infikovanych zvierat.
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Pasomnica Hymenolepis nana bola navySe potvrdena molekularnou analyzou u vsetkych
pozitivnych druhov hlodavcov, mysi, potkanov a skreckov. Izolované vajicka pasomnice boli
identifikované pomocou PCR amplifikdcie 28S rRNA génu, ITS1 génu a génu pre
paramyosin a ich naslednym sekvenovanim.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zvierata sledované v prieskume boli chované celkovo v 133 klietkach a pritomnost’ vajicok
parazitov bola zistend v trusoch zo 65 (48,9 %) klietok, priCom u zvierat bola potvrdena
infekcia pasomnicou Hymenolepis nana, oblymi ¢ervami rodu Syphacia spp., Aspiculuris
tetraptera a Paraspidodera uncinata (Tab. 1). Vdaka koprofagii a priamemu vyvinovému
cyklu parazitov zaznamenanych vo vzorkéach trusu sa da predpokladat, ze vécSina zvierat
zijucich v tej istej klietke je nakazena rovnakymi parazitmi (Tab. 2).

Tab. 1 Parazitarny nilez u drobnych hlodavcov v chovatel’skych kluboch a predajniach so zvieratami

Sypi!acm Syphacia Aspiculuris Part'zspldodera Hymenolepis
muris obvelata tetraptera uncinata
nana
Druh Pocet
n Pocet pozitivnych Pocet pozitivnych | Pocet pozitivnych | Pocet pozitivnych | Pocet pozitivnych
H 0, 0, 0, 0,
klietok boxov/% boxov/% boxov/% boxov/% boxov/%
Potkany 165 | 31 6/19,3% 1/3,2% 4/12,9% 0/0% 6/19,35%
Mysi 228 30 10/33,3% 8/26,6% 21/70,0% 0/0% 11/36,6%
§kreéky 119 37 8/21,6% 0/0% 2/5,4% 0/0% 8/21,62%
Pieskomily | 25 8 6/75,0% 2/25,0% 1/12,5% 0/0% 0/0%
Morcata 49 27 1/3,7% 0/0% 2/7,4% 1/3,7% 0/0%
Spolu 586 133 31/23,3% 11/8,3% 30/22,5% 1/0,7 25/18,8%
n — celkovy pocet zvierat
Tab. 2 Pocet drobnych hlodavcov drZzanych v klietkach s pozitivnym nalezom parazitov.
n — celkovy pocet zvierat
. , Syphacia Aspiculuris Paraspidodera ,
Syphacia muris obvelata tetraptera uncinata Hymenolepis
Druh nana
n Pocet Pocet zvierat v | Pocet zvierat Pocet zvierat v | Pocet zvierat v | Pocet zvierat v
klietok | poz. boxoch/% poz. boxoch/% poz. boxoch/% poz. boxoch/% poz. boxoch/%
Potkany | 165 | 31 38/23,0% 1/0,6% 22/13,3% 0/0% 40/24,2%
Mysi 228 | 30 78/34,2% 81/35,5% 161/70,6% 0/0% 80/35,0%
Skrecky 119 | 37 37/31,1% 0/0% 4/3,4% 0/0% 48/40,3%
Pieskomily | o5 | g 21/84,0% 7/28,0% 3/12,0% 0/0% 0/0%
Morcata 49 27 2/4,1% 0/0% 5/10,2% 2/4,1% 0/0%
Spolu 586 | 133 176/30,0% 89/15,2% 195/33,3 2/0,3% 168/28,6%

Viacsina druhov ¢revnych parazitov detegovanych v prieskume patri do cel'ade Oxyuridae.
Vyvoj tychto helmintov je priamy a vd’aka pomerne kratkej prepatentnej peridde mozu byt
l'ahko prenaSané medzi hlodavcami chovanymi v tej istej klietke (Siirsal a kol., 2014).
NajcastejSie detegovanymi nematddami boli druhy Aspiculuris tetraptera a Syphacia muris,
ktoré boli identifikované vo vzorkach trusu vsetkych druhov hlodavcov zaradenych do
prieskumu. Pocet boxov v ktorych bol zisteny A. fetraptera sa pohyboval od 5.4%
pozitivnych klietok u Skreckov po 70,0% pozitivnych klietok umysi. Pri silnej intenzite
nakazy spdsobenej tymto parazitom mdze u zvierat dojst’ ku katardlnej enteritide a niekedy aj
k penetracii steny Creva (Jurasek a Dubinsky, 1993). Prevalencia druhu Syphacia muris bola
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najvyssia u pieskomilov, kde bolo pozitivnych az 75,0% klietok. U zvierat moZze spdsobit’
iritaciu perianalnej oblasti, pripadne az prolaps rekta. Na rozdiel od predchadzajuceho druhu
bola infekcia spdsobena helmintom Syphacia obvelata zaznamenana menej ¢asto, avSak jeho
typické podlhovasté vajicka sa nasli az u troch druhov hlodavcov, mysi (26,6%), pieskomilov
(25,0%) a potkanov (3,2%). U oboch spominanych parazitov rodu Syphacia bol potvrdeny aj
zoond6zny potencidl (Riley, 1919; Kofoid a White, 1919; Stone a Manwell, 1966; Mahmoud a
kol., 2009; Taylor a kol., 2010). Helmint Paraspidodera uncinata, ktory bol detegovany
v jednej klietke s dvoma morcatami parazituje v hrubom ¢reve tychto hlodavcov a poklada sa
za malo patogénny druh. Za zavazny vSak mozeme povazovat’ nalez vajiCcok Hymenolepis
nana u troch druhov hlodavcov v celkovo (18,8%) vySetrenych chovnych klietok. Najvyssia
prevalencia ochorenia bola zaznamenana u Skreckov (40,3%), nizSia umysi (35,1%)
a potkanov (24,2%). Definitivnymi hostitel'mi pasomnice st aj l'udia, pri€om ochorenie, ktoré
spdsobuje je povazované za najrozsirenejSiu humannu cestodézu na svete. H. nana
nepotrebuje medzihostitel'a a jej vyvinovy cyklus méze byt priamy, ¢o je zda sa, limitujicim
faktorom jej vysokej prevalencie v chovoch hlodavcov. Patologické zmeny pri infekcii H.
nana zavisia od imunitného stavu hostitel'a a od intenzity nakazy. Pri silnej infekcii mdze
dojst’ az k lokalnej nekroze sliznice, nastdva porucha travenia proteinov a zvysuje sa aktivita
¢revnej fospolipdzy a enterokindzy. Fixdcia dospelych pasomnic na stenu Creva a vyvoj
cysticerkoidov v sliznici méze spdsobit’ poruchy travenia a dysfunkciu Zzl€ovych ciest
(Jurasek a Dubinsky, 1993). Pasomnica Hymenolepis nana bola potvrdend aj molekuldrnou
analyzou uvsetkych pozitivnych druhov hlodavcov, mysi (KY994576), potkanov
(MK874332) a Skreckov (MKS879522). Ziskané vysledky potvrdili, Ze napriek dobrému
klinickému stavu vySetrenych zvierat je v predajniach so zvieratami a v chovatel'skych
kluboch vyskyt ¢revnych parazitov u drobnych hlodavcov pomerne casty atieto zvieratd
navyse predstavuju riziko Sirenia parazitarnych infekcii na I'udi. Chované hlodavce by preto
mali byt’ pravidelne vySetrované na pritomnost’ parazitov a nasledne dehelmintizované.

Tato praca bola podporovana projektom ,,Ochrana zivotného prostredia pred parazitozoonozami pod vplyvom
globalnych klimatickych a socialnych zmien (kod ITMS 26220220116), na zdklade podpory operacného
programu Vyskum a vyvoj financovaného z Eurdpskeho fondu regionalneho.
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SPOLOCENSTVA CHVOSTOSKOKOV (COLLEMBOLA) POZDLZ
MIKROKLIMATICKY INVERZNEHO SUTINOVEHO SVAHU
ZADIELSKEJ TIESNAVY

Jurekova N.
Ustav biologickych a ekologickych vied, Katedra zooldgie, Univerzita Pavla Jozefa Saféarika v Kosiciach

ABSTRAKT

Biologicky vyskum jaskyii a podpovrchovych subterannych habitatov v poslednom obdobi odhalil
pritomnost’ Sirokého spektra reliktnych foriem c¢lankonozcov (Arthropoda) na tzemi Zapadnych
Karpat. Chvostoskoky (Collembola) patria medzi dominantné skupiny clankonozcov tychto habitatov.
Taxonomia, fylogenéza a ekologia mnohych reliktov, vratane obligatnych jaskynnych druhov
Collembola nie je doposial podrobne prestudovana. Cielom tejto Stadie je objasnit’ ekologiu,
porovnat’ vertikalnu stratifikaciu spolocenstiev Collembola na dvoch stanovistiach mikroklimaticky
inverzného sutinového svahu zaujimavej lokality na uzemi Slovenského krasu — Zadielskej tiesnavy
atiez posudit vplyv environmentidlnych faktorov prostredia ako je pddna mikroklima, obsah
organického uhlika ¢i pH na subteranne spolocenstva chvostoskokov.

UvOD

Podpovrchové subteranne habitaty (SSH — Shallow Subterranean Habitats) predstavuju prechodovi
zonu medzi pédou a hlbokymi podzemnymi biotopmi (jaskynami). Vznikaji zvycCajne v oblastiach
suti na zakladni vapencovych tutesov. Systém puklin v skalnom masive a volnych priestorov medzi
kamenmi v skalnej suti na povrchu vytvara mikrohabitaty predstavujuce vyznamné refugid pre
spoloCenstva pddnej a subterannej fauny (Mammola a kol., 2016). Medzi druhovo (druhova diverzita)
i pocetnostou (abundancia) najbohatsiu skupinu pddnych saprofagov v tychto jedineCnych habitatoch
patri prave skupina Collembola (Deharveng 2004). Spolocenstva tychto organizmov sa mozu znacne
ligit pozdiz hibkového gradientu aj na réznych stanovistiach v ramci jedného sutinového svahu a ich
Struktira sa moze menit’ v zavislosti od abiotickych faktorov prostredia v gradiente, ako je podna
mikroklima, obsah organického uhlika a pH. Predoslé Studie uvadzaju, ze mnozstvo uhlika spolu
s mikroklimou pddneho profilu maji zna¢ny vplyv na aktivitu a diverzitu obzvlast eutroglofilnych
a troglobiontnych druhov, tzn. druhy vrdznej miere adaptované (morfologicky, fyziologicky,
behavioralne) na Zivot v podzemnych a jaskynnych biotopoch (Rendos a kol., 2016). Jedinecnost
lokality, Zadielskej tiesnavy spociva vo vegetacnej a teplotnej inverzii, vdaka tak heterogénnemu
krasovému prostrediu su podne spolocenstva ¢lankonozcov diverznejsie (Raschmanova a kol., 2008,
2016). Lokalita je predovSetkym znama vyskytom vzacnych endemickych a reliktnych druhov
bezstavovcov, pretoje nasim hlavnym cielom analyzovat vertikdlnu distribuciu spolocenstiev
chvostoskokov sutinového svahu tejto lokality a tak prispiet’ k poznaniu d’alsich zaujimavych taxénov
z hladiska ochrany biodiverzity aj takychto subterannych habitatov.

MATERIAL A METODIKA

Od juna 2017 su v Zadielskej tiesnave inStalované subteranne pasce na dvoch stanovistiach sutinového
svahu — (1) na dne tiesnavy, v blizkosti turistického chodnika a Blatnického potoka a (2) v hornej Casti
sutiny v blizkosti krasovej planiny. Na analyzu druhovej diverzity, hibkovej distribucie a aktivity
subterannych spoloc¢enstiev Collembola sme uskutocnili odchyt jedincov pocas mesiacov april -
oktober 2018. Na kazdom stanovisti bolo do pddy zakopanych pit’ pasci v hibkach 5, 15, 25 — 95 cm
umiestnenych vo vzdialenosti 50 cm od seba. Vsetky sondy boli naplnené 50 ml fixa¢ného ¢inidla -
propylénglykol. Nasledne po vybrati pasci boli jedince Collembola montované do trvalych preparatov,
identifikované pomocou fazovo-kontrastného mikroskopu (Leica DM2500) a determinované do
druhov. Podas spominanych mesiacov bola merana teplota v hibkach 5, 35, 65 a 95 cm, na oboch
stanovistiach svahu nepretrzite v 4 hodinovych intervaloch za pouzitia data-loggerov (iButton
DS1921G), ktoré su sucastou pasci. Z nameranych hodnét za dané obdobie pre kazdé stanoviste boli
vypocitané priemerné denné teploty ako aj priemerna teplota za dané obdobie. P6dno-chemické
parametre (pHipo a obsah organického uhlika C,,) boli jednordzovo stanovené z podnych vzoriek z
hibok 5, 35, 65 a 95 cm. pH pddy sa meralo potenciometricky a obsah uhlika bol analyzovany
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pomocou dynamického spalovania. Podna vlhkost’ bola stanovena gravimetricky a nasledne z troch
opakovani pre kazdu hlbku bola vypocitana priemerna hodnota vlhkosti.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Medzi dvoma stanovistami boli znacné rozdiely; liSili sa samotnymi charakteristikami sutin
(topografia, vegetacia, rozsah zazemnenia), mikroklimatickymi a podno-chemickymi faktormi pozdiz
celého vertikalneho profilu (Tab. 1).

Na jednej strane iSlo o zalesnené dno rokliny,

ktoré bolo charakterizované hustym vegetacnym Tab. 1 Mikroklimatické a pddno-chemické

pokryvom, pomerne vysokym  obsahom charakteristiky dvoch stanoviSt’ zalesnenej sutiny
vlhkosti, nizkou teplotou pody (priemernd  geanoviste ) @) )

denna teplota od —0,1 do +12,0 °C) a
vysokym  obsahom uhlika  pozdiz
hibkového profilu. Naopak, teplejsia
horna cCast' svahu predstavovala mene;j

T (°C) PHu20
5cm 89+19 165+3.1 5cm 69 72
35cm 62+22 16723 35cm 77 7.3

. . . 65 cm 58+22 16.7+21 65cm 7.7 7.7

zalesnenu sutinu s riedkym pokryvom a

, s . : . 95 cm 60+78 166+27 95cm 7.6 7.0
vyrazne vys$§imi teplotami priemerna
denna teplota od +9,1 do +23,0 °C) a W (%) Corg (%)
mierne niz§im obsahom uhlika pozdiz Sem  75.6£2.9 T7L1+13.0 Sem 525 47.0
profilu. Na oboch stanoviStiach teplota  35cm  53.8+43 684+34 35cm 313 460
klesala s narastajiicou hibkou sutin, o je 65cm  47.1+£28 654+85 65cm 28.6 243
v sulade s charakteristickou zavislostou  95cm  542+1703 21.0+3/ 95cm 294 1338
teplOty a hlbky v péde (Begon a kOI'a 1997)’ T — priemerna teplota (april — oktdber 2018), W — priemerna
podobne bol pozorovany aj postupny pokles vihkost (7.6.2017), Coy — obsah organického uhlika, Kurziva —
vlhkosti pozdiZ gradientu sutin. Celkovy pocet smerodajnd odchylka
14662 jedincov prisluchajici k 39 druhom bol doposial’ determinovany z 8 subterannych pasci (4
z dna tiestiavy, 4 z vrchu tiesnavy). Druhova diverzita a aktivita chvostoskokov pozitivne koreluje
so zna¢nym obsahom vlhkosti (Raschmanova a kol., 2008), a obzvlast’ sa odvija aj od obsahu uhlika v
hibkovom gradiente (Rendos a kol., 2016). Zd4 sa, e mikroklima spolu s obsahom organického uhlika
mali vplyv na celkovi abundanciu a druhové bohatstvo Collembola v ramci Studovanych sutin.
Celkovo vyssi obsah uhlika pozdiz hibkového gradientu, priaznivejsia, vlhka a chladnejsia mikroklima
stanovistia v blizkosti Blatnického potoka viedli k vysSej aktivite (11198 jedincov) a druhovej
diverzite chvostoskokov (30 druhov), zahriujuc vyssi pocet eutroglofilnych druhov v porovnani s
mikroklimaticky vlhkym ale teplej$im stanovistom v blizkosti krasovej planiny (3464 jedincov a 27
druhov). Gers (1998) uvadza, 7e druhové bohatstvo a abundancia Arthropoda s narastajucou hibkou
klesa. Tento spominany pattern druhovej diverzity a aktivity Collembola sme pozorovali viac-menej
len v zazemnene;j sutine na vrchu tiesiavy kde povrchové horizonty (obzvlast vrstvy 5 az 35 cm) mali
vyssie hodnoty oboch parametrov v porovnani so spodnymi vrstvami hibkového profilu. Na dne
tiesnavy tento pattern nebol tak vyrazny, hodnoty pocétu druhov a jedincov boli vysoké nielen v
povrchovych, ale aj v znaénych hibkach profilu sutiny (55 az 95 cm) (Obr. 1). Vigsina z
predchadzajucich Studii ako napr. Juberthie (2000), Pipan, Culver (2012) udava, ze podpovrchové
habitaty, st obyvané spletou trogloxénov (tzn. druhy neasociované s jaskynnym prostredim), sub- a
eutroglofilnych (tzn. druhy menej alebo viac asociované s jaskynnymi habitatmi) a troglobiontnych
druhov (tzn. druhy vyluéne vyskytujuce sa v jaskyniach).
V nasSej studii patrila va¢sina druhov k subtroglofilom, ktoré¢ preferovali povrchové a stredné horizonty
podneho profilu oboch sutinovych svahov. Menej zastupené boli trogloxény, preferujiice povrchové
horizonty profilu a eutroglofilné druhy, z ktorych bola vic§ina zastipena pozdiz celého hibkového
gradientu.
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Obr. 1 Vertikalna distribucia Collembola pozdiz hibkového profilu na dvoch stanovistiach
(N — pocet jedincov, S — pocet druhov, pre oznacenie sutin pozri Materiil a Metodika)
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Zaujimavym nalezom v tejto $tadii je troglobiontny druh Neelus koseli (Kova¢ a Papac 2010)
zachyteny prevazne v strednych a hlbsich vrstvach podneho profilu, exkluzivne na vrchnom stanovisti
sutiny. Tento druh bol doposial’ najdeny len v jaskyniach vychodnejSich casti Slovenska ako je
pohorie Cierna hora, Volovské vrchy aZ po Jasovskd jaskyiiu v Medzevskej pahorkatine (Kovaé a
Papa¢ 2010), preto je tento nalez pre SSH habitaty v Zadielskej tiesnave unikatny. Na oboch
stanovistiach bol zazanamenany Karpatsky endemit, chladnomilny (eutroglofilny) druh Plutomurus
carpathicus (Rusek a Weiner, 1978), ktory celkovo patril k vysoko abundantnym druhom pozdiz
oboch hibkovych gradientov. Celkovo vyssia aktivita chladnomilnych druhov bola pozorovana pozdiz
hibkového profilu chladného a vlhkého dna tiesiavy. Zaznamenali sme tu abundantny eutroglofilny
druh Ceratophysella granulata (Stach, 1949) a menej hojné druhy ako Pygmarrhopalites principalis
Stach, 1945 a Tetrodontophora bielanensis (Waga, 1842). Na zéklade zachyteného zaujimavého
druhového spektra chvostoskokov mozeme posudit, ze Stidia naozaj dokazuje prepojenie SSH
habitatov so subterdnnym (jaskynnym) prostredim. Na lepSie pochopenie toho, ako reaguju miestne
spoloCenstva fauny na teplotné a vlhkostné zmeny v pdde, su potrebné dlhodobé pozorovania
klimatickych zmien. Aby sa zmiernili potencialne vplyvy zmeny klimy na mikroklimatické gradienty
v reliéfoch a ich pridruzenej biote je potrebné aby boli tieto biotopy ustrednou prioritou ochrany.

Pradca bola podporend projektami VEGA 1/0346/18, APVV—-17-0477 a vvgs-pf-2018-780.
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PREPOJENIE TUBOVYCH SCREENINGOVYCH TESTOV A ELISA METODY PRI
STANOVENI REZIDUI KOKCIDIOSTATIK V TKANIVACH HYDINY
Jus¢akova D., Kozérova 1.

Katedra hygieny a technologie potravin, Ustav hygieny a technologie mésa, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo overit a potvrdit pritomnost’ rezidui kokcidiostatik v tkanivach
brojlerovych kurc¢iat (svalovina, srdce, pecen, zalidok, obli¢ky, plica, slezina, koza, tuk) bez
a po skrmovani kfmnej zmesi s pridavkom kokcidiostatika. K stanoveniu rezidui boli pouZzité
dve mikrobiologické tubové screeningové metddy, Premi®Test a Explorer 2.0 test
a kompetitivny enzymovy imunotest lonophore EIA.

UvOoD

Zvierata uréené na produkciu potravin su izko prepojené s verejnym zdravim. V sicasnosti je
povolené pouzitie kokcidiostatik, ako kfmnych doplnkovych latok, na prevenciu kokcididzy u
kur¢iat, moriek, bazantov, perliciek, prepelic, jarabic a kralikov
(https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/safety/docs/animal-feed-eu-reg-comm_register _feed
_additives 1831-03_annex2.pdf). Za ucelom zaistenia bezpecnosti potravin a ochrany
verejného zdravia boli stanovené maximalne limity rezidui (MRL) pre niektoré
kokcidiostatikd v zivo¢iSnych produktoch zvierat urenych na vyrobu potravin
(NARIADENIE KOMISIE (EU) ¢&. 37/2010). Ztohto hladiska bolo potrebné zaviest
spolahlivé a efektivne sposoby kontroly obsahu kokcidiostatik v krmivach a ich rezidui v
zivocisnych produktoch.

Pre prvotny screening rezidui antimikrobialnych latok v tkanivach potravinovych zvierat je
prislusSnym organom Slovenskej republiky schvélend ako uradnd metoda laboratornej
diagnostiky potravin lickovkova metoda Premi“Test (R — 26, 2006). Medzi d’aliie testy
odporticané¢ na ucely kontroly rezidui vo svete patri Explorer 2.0 test. Kvalitativne
mikrobiologické metddy screeningu rezidui antimikrobidlnych latok ponukajii obmedzené
informécie o identifikacii a koncentracii latky vo vySetrovanej vzorke. S enzymom-spojené
imunosorpéné stanovenie (ELISA) je rychla, jednoduchd, vysoko Specifickd a ekonomicky
vyhodna screeningova metdda, ktord ponuka rieSenia pre relevantné a presné stanovenie
rezidui mnohych antimikrobialnych latok v potravinach. Sucasna ELISA umoziuje screening
kokcidiostatik a ich rezidui v réznych potravinovych matriciach a v krmive, a preto je aj
predmetom rieSenia naSej prace pri post-screeningu rezidui kokcidiostatik v potravinovych
matriciach a v krmivach. Vzhl'adom k tomu, Ze tubové screeningové metddy predstavuju prvy
stupenl v kontrole rezidui antimikrobialnych latok v produktoch zivoé¢isneho povodu, uvedené
metody v spojeni s ELISA metddou boli pouZité na uceleny dvojstupiiovy screening rezidui
kokcidiostatik v tkanivach hydiny.

MATERIAL A METODIKA

V experimente boli pouzité brojlerové kurcatd hybrid COBB 500. Kurcatd boli kfmené
komerénymi kfmnymi zmesami (KKZ) BRI, BR2 aBR3 (DeHeus, CR). KKZ BRI
obsahovala pridavok nikarbazinu v mnozstve 101 mg.kg" a KKZ BR2 pridavok salinomycinu
sodného v mmnozstve 70 mg.kg"'. KKZ BR3 bola bez pridavku kokcidiostatika v krmive.
Pocas celého obdobia vykrmu mali kurcata pristup k vode a ku krmivu ad libitum. Na 35. deni
veku brojlerové kurcatd kimené KKZ BR2 a na 40. deni veku brojlerové kurcata kfmené KKZ
BR3 boli usmrtené povolenym spdsobom a tkaniva boli zabalené, oznacené a skladované pri
teplote -20 °C do analyzy. Na analyzu bolo pouzitych 12 tkaniv (l'ava prsna svalovina (PSL),
I'avéa horné a dolné stehennd svalovina (SSHL, SSDL), srdce, pecen, zaludok, oblic¢ky, pluca,
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slezina, koza a svalovina z kridla, tuk) zo skupin brojlerovych kurc¢iat kimenych KKZ BR2
a BR3.

Premi“Test (R-Biopharm AG, GER) aExplorer 2.0 (Zeu-Inmunotec, ESP) su
Sirokospektralne agarové difizne testy v liekovkach s testovacim kmenom Bacilus
stearothermophilus var. calidolactis. Na pripravu vzoriek krmiv na kvalitativnu analyzu sme
pouzili postup deklarovany vyrobcami oboch testov. Supernatant sme ziskali centrifugaciou
krmiva rozpusteného v sterilnej demineralizovanej vode. Pomocou mikropipety sme
aplikovali 100 pl supernatantu do testovacich liekoviek. Liekovky boli najskor preinkubované
pri teplote 80 °C po dobu 10 min. a nésledne inkubované pri teplote 65 °C po dobu 3 hod.
Ionophore EIA (EuroProxima, R-Biopharm NL, B.V.) je mikrotitracny kit pozostavajuci z
12 prazkov, z ktorych kazdy obsahuje 8 jamiek potiahnutych krali¢ou protilatkou proti ovéim
IgG. Na pripravu vzoriek na ELISA analyzu bol pouzity postup deklarovany vyrobcom testu.
Supernatant ziskany centrifugaciou vzorky rozpustenej v metanole sme odparili do sucha
pouzitim mierneho pradu dusika pri teplote 50°C. Ziskany odparok bol najskor rozpusteny
v metanole, nasledne sme pridali PBS roztok a opitovne centrifugovali. Ziskany supernatant
bol pouzity na analyzu. Standardy, vzorky, protilatky a konjugat sa pridali do vopred
potiahnutych jamiek. Protilatky su viazané imobilizovanymi krali¢imi anti-ov¢éimi
protilitkami a sucasne salinomycin-hrp a salinomycin pritomny v Standardoch alebo
salinomycin a alebo narazin pritomny vo vzorkach sitazia o naviazanie na anti-
salinomycinovu protilatku. Po inkubdcii pocas jednej hodiny sa nenaviazané ¢inidla odstranili
v nasledujucom kroku premyvania. MnoZzstvo naviazaného salinomycinu-HRP sa vizualizuje
pridanim chromogénu. Pocas inkubdcie sa bezfarebny chromogén enzymom premiena na
modry reakény produkt. Tato modrd farba je nepriamo umernd mnozstvu naviazaného
salinomycinu. Cim viac salinomycinu a/alebo narazinu je pritomnych vo vzorke, tym menej
sa reakény produkt vyfarbi.

VYSLEDKY A DISKUSIA

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 kokcidiostatik vo vySetrovanej vzorke, ktorych mnozstvo je nad uroviiou
(pozitivna vzorka), resp. na urovni (dubidzna vzorka) detegovatelnosti testov. Vysledky
stanovenia screeningu rezidui kokcidiostatik vo vySetrovanych krmivach pomocou metody
Premi“Testu a Explorer 2.0 testu st prezentované v Tabulke 1.

Ionophore EIA: Vysledky boli stanovené na zaklade intenzity farby reakéného produktu.
Vyvoj farby sa zastavi pridanim kone¢ného roztoku. Ihned po jeho pridani sa fotometrickym
meranim pri 450 nm od¢itaju vysledky. Vysledky post-screeningu rezidui kokcidiostatik vo
vysetrovanych krmivach stanovené pomocou Ionophore EIA testu su prezentované v Tabulke
2.

Tab. 1. Vysledky stanovenia screeningu rezidui kokcidiostatik vo vySetrovanych matriciach pomocou
tubovych screeningovych testov, Premi®Test a Explorer 2.0

Krmivo BR2 +SAL

Matrica pSL SSLH SSID | SRDCE | PECEN [ZALUDOK| OBLICKY | PLUCA | SLEZINA [KOZA KRIDLA|KOZA SVAL|  TUK
Premi®Test + - - + - - - - - - + +

Explorer + - - + * - - - t - + -

Krmivo BR3

Matrica pSL SSLH SSID | SRDCE | PECEN [ZALUDOK| OBLICKY | PLUCA | SLEZINA [KOZA KRIDLA|KOZA SVAL|  TUK
Premi®Test - - - + + + - + + - + +

Explorer + + + + + + + + + + + +

Legenda: + pozitivna vzorka, - negativna vzorka; + dubiozna vzorka
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Vysetrenim tkaniv kurdiat kimenych KKZ BR2+SAL sme Premi®Testom detegovali
pozitivny vysledok pri jednej matrici (tuk) a dubiéznu pritomnost’ rezidui pri troch matriciach
(PSL, srdce, koza/sval). Explorer 2.0. testom sme v tejto skupine tkaniv zachytili pritomnost’
rezidui tiez pri jednej matrici (PSL) a dubidznu pritomnost’ rezidui pri Styroch matriciach
(srdce, pecen, slezina koza/sval). VySetrenim tkaniv kurciat kfmenych KKZ BR3 sme
Premi®“Testom zachytili pritomnost’ rezidui pri troch matriciach (srdce, zaludok, tuk), ostatné
tkaniva vykazovali negativny, resp. dubiozny vysledok. Explorer 2.0 testom sme zachytili
pritomnost’ rezidui pri 6smych matriciach (PSL, srdce, pecen, zaludok, pluca, slezina, koza
kridla a tuk), ostatné tkaniva vykazovali negativny, resp. dubiézny vysledok.

Tab. 2. Vysledky stanovenia screeningu rezidui kokcidiostatik vo vySetrovanych matriciach pomocou
Ionophore EIA

Krmivo BR2 + SAL

Matrica pst SSIH ) SROCE | PECEN | ZALODOK | OBLICKY | PLOCA | SLEZINA |KOZAKRIDLA KOZASVAL|  TUK
ELISA (mgkg?)| 0,030 0,044 0,046 0,045 0,163 0,059 0,079 0,045 0157 0125 0191
Krmivo BR3
Matrica pst SSIH SSID SROCE | PECEN | ZALODOK | OBLICKY | PLOCA | SLEZINA |KOZAKRIDLA KOZASVAL|  TUK
ELISA (mgkg™)| 0,032 0,046 0,038 0,042 0,041 0,038 0,049 0,045 0,051 0,044 0,046 0,032

Vysetrenim tkaniv kur¢iat kfmenych KKZ BR2+SAL sme ELISA metdédou zachytili
pritomnost’ rezidui salinomycinu vo vsetkych vySetrovanych matriciach s vynimkou tuku.
Vysetrenim tkaniv kurciat kimenych KKZ BR3 sme ELISA metodou zachytili pritomnost’
rezidui salinomycinu pri vSetkych vySetrovanych matriciach. VySetrenim tkaniv kurciat
tubovymi screeningovymi testami v spojeni s ELISA metédou sme potvrdili, Ze v skupine
kur¢iat kfmenych KKZ BR3 bez deklarovanej pritomnosti kokcidiostatika v krmive sme aj
napriek tomu detegovali pozitivne a dubiézne vysledky, ¢o modze byt pravdepodobne
sposobené¢ nedodrzanim ochrannej lehoty pred zabitim, zdmenou krmiva, resp. krizovou
kontaminéciou krmiva podavaného pocas ochrannej lehoty.

Prepojenie tubovych screeningovych testov a metédy ELISA predstavuje ucinny nastroj na
stanovenie rezidui kokcidiostatik v tkanivich hydiny a potvrdenie vhodnosti pouzitych
tubovych testov s preferenciou Explorer 2.0 testu na relevantny screening kokcidiostatik a ich
rezidui vramci prvotného screeningu rezidui antimikrobidlnych latok v tkanivéach
potravinovych zvierat.

Spracovanie prispevku bolo podporené projektmi VEGA MSVVaS SR a SAV ¢. 1/0576/17.
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STUDIUM KULTIVOVATEENEJ MIKROBIOCENOZY ZUBNYCH BIOFILMOV
U PSOV
Kacirova J .1, Mad’ari A.2, Nemcova R.l, Mad’ar M.
Katedra mikrobioldgie a imunolégie, UVLF, Kosice
’Klinika malych zvierat, UVLF, Koice

ABSTRAKT

Nakol'ko su ordlne streptokoky dominantnymi baktériami v zubnych biofilmoch u Tudi,
cielom naSej Stadie bolo identifikovat' aké streptokoky sa vyskytuji v zubnom biofilme
u psov. Vzorky zubného biofilmu boli odobrané od psov malych plemien a kultivované
za aerobnych a anaerdébnych podmienok. Na kultivaciu bol pouzity Mitis Salivarius agar a
krvny agar. PomnoZené vyselektované bakterialne kolonie boli identifikované pomocou PCR
s univerzalnymi primermi (27F a 1492R) a porovnanim sekvencie 16S rRNA génu
so sekvenciami dostupnymi v databiaze GenBank pomocou BLASTn analyzy. Na ziklade
vysledkov identifikdcie a vzdjomnym porovnanim sekvencii jednotlivych izolatov bol
vytvoreny fylogeneticky strom. Z vysledkov naSej Stadie vyplynulo, Ze na Mitis Salivarius
agare sme zachytili a identifikovali Streptococcus minor, Streptococcus fryi, Streptococcus
tigurinus, Frederiksenia canicola, Rothia mucilaginosa a Globicatella sp. Na krvnom agare
sme zachytili a identifikovali iba jeden druh z rodu Streptococcus a to Streptococcus minor.
Podarilo sa nam vS8ak zachytit’ Siroké spektrum baktérii, konkrétne Actinomyces coleocanis,
Actinomyces  funkei, Actinomyces hordeovulneris, Actinomyces sp., Arcobacter sp.,
Campylobacter sp., Corynebacterium canis, Corynebacterium freiburgense, Globicatella sp.,
Haemophilus haemoglobinophilus, Kingella potus, Neisseria animaloris, Neisseria
dumasiana, Neisseria shayegani, Pasteurella canis, Porphyromonas gulae, Porphyromonas
macacae, Schaalia canis a Staphylococcus pseudintermedius. Vysledky preukazali
pritomnost’ rozmanitych kultivovatelnych baktérii a bolo preukazané, Ze streptokoky maja
svoje zastipenie v prostredi zubnych biofilmov nielen u Pudi, ale aj u psov. Studiu je potrebné
doplnit’ o preskiimanie celkovej mikrobiocenozy, vratane nekultivovate'nych baktérii, a urcit’
pomerné zastipenia jednotlivych skupin baktérii. Pre tento ucel bude vyuzitd metoda
amplikonového sekvenovania.

UvoD

Primérnymi kolonizatormi pri tvorbe zubného biofilmu u T'udi st streptokoky, ktoré tvoria
viac ako 80% skorého zubného biofilmu (Kreth a kol., 2009). Pri vyvoji biofilmu dochadza
k proporciondlnemu posunu a mnozstvo streptokokov klesa (Huang a kol., 2011). V zubnom
biofilme psov sa streptokoky vyskytuju vo vyrazne nizZSom mnozstve, co mdze byt sposobené
odlisnym prostredim v Ustnej dutine psa. Hodnota pH slin psov je zasaditejSia ako l'udskych
slin, takZe je menej priazniva pre acidogénne streptokoky (Holcombe a kol., 2014). Ustna
dutina psov napriek tomu skryva bohaté a roznorodé bakteridlne spoloCenstvo. Zo slin st
najcastejSie izolované rody Actinomyces, Streptococcus a Granulicatella a zo zubného plaku
rody Porphyromonas, Actinomyces a Neisseria (Elliott a kol., 2005). Pri tvorbe zubného
biofilmu streptokoky sutazia o volné védzobné miesta na povrchu zubov a su schopné
produkovat’ antimikrobidlne zliceniny, ako su bakteriociny a peroxid vodika (Kreth a kol.,
2008). Streptococcus oralis a Streptococcus uberis sa pouzivaju ako ordlne probiotika aj
upsov, pretoze inhibujii rast parodontdlnych patogénov produkciou peroxidu vodika
(Chatterjee akol.,, 2011). Vicsina oralnych streptokokov su komenzalne nepatogénne
baktérie. Dva druhy zo skupiny mutans streptokokov, Streptococcus mutans a Streptococcus
sobrinus, st u I'udi povazované za povodcov zubného kazu (Abranches a kol., 2018). U psov
je zubny kaz zriedkavy, najCastejSie sa vyskytuje kaz u velkych plemien psov ako su
labradorsky retriever a nemecky ovciak (Hale 2009). Napriek tomu, ze zvieratd trpia
ekvivalentnymi ochoreniami Ustnej dutiny ako Tudia, znalosti o zlozeni oralnej
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mikrobiocendzy zvierat si pomerne obmedzené (Di Bello a kol., 2014). Z tohto dovodu je
potrebné tuto mikrobiocen6zu detailnejSie Studovat’.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky zubného biofilmu boli ziskané od piatich psov malych plemien vo veku 1,5 az 13
rokov. Z bukélnych povrchov Spiciakov a hornych premoldrov boli odobrané pomocou
sterilnej injek¢nej ihly do sterilnej Eppendorfovej skimavky obsahujucej 500 pl sterilného
PBS. Vzorky boli homogenizované pomocou vortexu a riedené v PBS. Nasledne bol objem
25 pl naneseny na krvny agar (KA) obsahujuci 5% baranej krvi so zakladom TSA (Carl Roth
GmbH, Nemecko) a Mitis Salivarius agar (MSA, Difco, USA). Vzorky boli kultivované
za aerobnych (KA, MSA) a anaerébnych (KA) podmienok pri 37 °C. Na zabezpecenie
anaerdbnej kultivacie bol pouzity BBL GasPak™ Plus (Becton, Dickinson and Company,
Maryland, USA). Po 2 dnoch aerdbnej kultivacie a po 3 a 7 diioch anaerébnej kultivacie boli
preockované jednotlivé solitdrne koldnie za ucelom ziskania Cistych bakteridlnych kultur.
Zo solitarnych kolonii bola izolovana DNA s pouzitim DNAzol direct (Molecular Research
Center Inc., Cincinnati, USA) podl'a pokynov vyrobcu. Gény 16S rRNA z izolatov boli
amplifikované pomocou PCR na termocykléri (TProfesional Basic, Biometra GmbH,
Gottingen, Nemecko) s pouzitim primerov 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) a
1492R (5- CGGYTACCTTGTTACGACTT-3). Podmienky reakcie boli 5 min pri 94 °C, 30x
[1 min pri 94 °C, 1 min pri 55 °C a 3 min pri 72 °C] a 10 min pri 72 °C. Alikvotne produkty
PCR sa separovali pomocou horizontalnej elektroforézy v 3% agardézovom géli s pufrom
Tris-acetat-EDTA (pH 7,8) a vizualizovali sa pomocou GelRed (Biotium, Inc., Hayward, CA,
USA) pod UV svetlom. Produkty amplifikacie boli poslané na purifikdciu a sekvenovanie
s pouzitim primeru 1492R (Microsynth, Rakusko). Ziskané chromatogramy sekvencii
s dizkou priblizne 1100 baz boli validované pomocou programu Geneious 8.0.5 (Biomatters,
Auckland, Novy Zéland). Nasledne sekvencie génov 16S rRNA boli porovnané
so sekvenciami dostupnymi v databdze GenBank pomocou programu NCBI Basic Local
Alignment Search Tools, nucleotide (BLASTn) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
Po identifikacii vSetkych izolatov bol vytvoreny fylogeneticky strom vzajomnym porovnanim
sekvencii jednotlivych izolatov s dizkou 920 baz pomocou programu Geneious 8.0.5
(Biomatters, Auckland, Novy Zéland).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na MSA kultivovanom za aerdbnych podmienok boli identifikované baktérie: Streptococcus
fryi, Streptococcus minor, Streptococcus tigurinus, Frederiksenia canicola, Rothia
mucilaginosa a Globicatella sp. Na KA kultivovanom za aerébnych podmienok sme zachytili
baktérie: Streptococcus minor, Actinomyces coleocanis, Actinomyces hordeovulneris,
Corynebacterium canis, Frederiksenia canicola, Haemophilus haemoglobinophilus,
Lampropedia puyangensis, Neisseria animaloris, Neisseria dumasiana, Neisseria shayegani,
Pasteurella canis, Pasteurella dagmatis, Schaalia canis a Staphylococcus pseudintermedius.
Na KA kultivovanom za anaerébnych podmienok: Actinomyces funkei, Actinomyces
hordeovulneris, Actinomyces sp., Arcobacter sp., Campylobacter sp., Corynebacterium canis,
Corynebacterium freiburgense, Globicatella sp., Kingella potus, Neisseria animaloris,
Neisseria shayegani, Pasteurella canis, Porphyromonas gulae, Porphyromonas macacae,
Schaalia canis a Staphylococcus pseudintermedius. Vo vsetkych vzorkach psich zubnych
biofilmov boli identifikované druhy Corynebacterium canis, Porphyromonas gulae, Schaalia
canis a zastupcovia rodu Actinomyces. Vo vacSine vzoriek bol pritomny druh Frederiksenia
canicola a zéastupcovia rodov Neisseria, Pasteurella a Streptococcus. Vsetky identifikované
baktérie, zatriedené do skupin na zéklade podobnosti 16S rRNA génu, si zndzornené
pomocou fylogenetického stromu (obr. 1).
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Obr. 1. Fylogeneticky strom vSetkych identifikovanych baktérii zubného biofilmu u psov
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Niektoré literarne zdroje (Sanguansermsri a kol., 2017) tvrdia, Ze streptokoky sa v zubnych
biofilmoch u psov nenachédzaji. V naSich vzorkach zubného biofilmu sme identifikovali
niekol’ko streptokokov, konkrétne Streptococcus minor, Streptococcus fryi a Streptococcus
tigurinus. Zistili sme, ze pre Stadium streptokokov je vhodnejsi MSA ako KA.

Tato prdaca bola podporend v ramci riesenia projektu VEGA 1/0788/19.
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ABSTRAKT

Hnacky patria k najzavaznej$im chorobam novonarodenych teliat. Cielom S$tudie bola fenotypova
a genotypova charakterizdcia E.coli z rektalnych vyterov hnackujucich teliat a ich fylogenetické
zatriedenie medzi patogénne a komenzalne kmene. Vacsina kmenov sa klasifikovala do skupiny B1 t.j.
komenzaly (13/31), priCom obsahovali intimin eaed v kombinacii CNF1, CNF2 a papC. Detegovali
sme aj nekrotoxigénne kmene E.coli (NTEC) s génmi CNF1, CNF2 a papC, ktoré patrili do skupiny A
(komenzaly) a skupiny C, ktord sa zarad’uje skor ku enviromentalnemu zdroju. Zaznamenali sme
vyskyt kmenov s génmi verotoxinu v£2, STI (termo-stabilnym toxinom) v kombinacii s eaed a papC.
Patogénne kmene (8/31) zaradené do skupiny D a B2 vykazovali vysSiu rezistenciu na antimikrobialne
latky na rozdiel od komenzalnych skupin s prevladajicou rezistenciou na ampicilin, ampicilin +
sulbaktam a tetracyklin. Taktiez sa u vSetkych tychto kmenoch detegoval integron int/ a transpozom
tn3 , ktoré sa zarad’'uji k mobilnym genetickym elementom spajanymi s antimikrobialnou rezistenciou
u E.coli. Zaujimavym faktom pri tejto skupine bola detekcia kmetiov len s génom papC, ktory je
typicky pre aviarne kmene E.coli (APEC). Vysledky poukazuju na fakt, ze pri hnackach teliat sa mézu
vyskytovat kmene s réznymi neobvyklymi kombinaciami génov virulencie. Praca je prispevkom
k zlepSeniu diagnostiky patogénnych E.coli.

UvVOD

Najviac tthynov v désledku hnacky sa vyskytuje pocas prvych dvoch tyzdnoch Zivota a ich infekénou
pric¢inou su hlavne FE.coli, koronavirusy, rotavirusy ¢i kryptosporidie (Lorenz a kol., 2011). Hnacky
teliat su spajané s viacerymi patotypmi E. coli. NajCastejSie su to enterotoxigénne E. coli (ETEC)
(Franck a kol., 1998), ktor¢ produkuju termostabilné a/alebo termolabilné toxiny. Tie sa adherujii na
enterocyty tenkého c¢reva Co vedie k dereguldcii mechanizmov i6nového transportu azmene
osmotického gradientu vysledkom ktorych je profizna vodnata hnacka. Enteropatogénne (EPEC)
a enterohemoragické (EHEC) E.coli st tiez bezné, ale nie su pre hovédzi dobytok (HD) tak patogénne.
V skupine EHEC su vel'mi doélezité kmene produkujuce verotoxiny (VTEC), ktoré sposobuju zavazné
ochorenie u 'udi a HD sluzi ako rezervoar tychto kmenov. VTEC sa izolovali z teliat s hnackou (10%
z hnackujucich teliat mladsich ako 2 tyzdne), ale deteguju sa aj u teliat bez nej (16% ) (Kang a kol.,
2004). Dalsie patotypy, ktoré sa detegovali v stvislosti s hnackou teliat boli enteroinvazivne (EIEC),
enteroadherentné (EAEC) ¢i nekrotoxigénne (NTEC) kmene E. coli.

MATERIAL A METODIKA

Z 31 rektalnych vyterov teliat bolo vyizolovanych 31 kmenov E. coli. Fylogenetické zatriedenie do
patogénov a komenzalov sa urCilo na zaklade metodiky Clermont akol., (2013). Testovanie
antimikrobialnej citlivosti sa vykonalo s pouzitim komer¢ného kitu firmy Bel-MIDITECH, Bratislava
a vyhodnotilo na zaklade EUCASTu (EUCAST, 2019). V antibiotickom paneli boli pouzité
antimikrobidlne latky: ampicilin (AMP); ampicilin + sulbaktdm (SAM); piperacilin + tazobaktdm
(TZP); cefuroxim (CXM); cefotaxim (CTX); cefotaxim + klavulanat (CTC); ceftazidin (CAZ);
ceftazidim + klavulanat (CAC); cefoper + sulbaktam (SPZ); cefepim (FEP); ertapeném (ETP);
meropeném (MEM); gentamicin (GEN); tobramycin (TOB); amikacin (AMI); tigecyklin (TGC);
ciprofloxacin (CIP); tetracyklin (TET); kolistin (COL) a trimetoprim + sulfénamid (COT). Skrining
génov rezistencie pozostaval z génov kodujicich rezistenciu na kolistin (mcrl, mcr2; Wang a kol.,
2019); tetracyklin (tetA, tetB; Guillaume a kol., 2000); ampicilindzov rezistenciu (CIT- Pérez-Pérez
a kol., 2002) a gény kodujuce integron (intl; Mazel a kol., 2000) a transpozém (n3; Weill a kol.,
2004). Detekcia génov virulencie (Pass a kol., 2000) obsahoval termo-labilné (LTI, LTII) a tepelne
termo -stabilné (STLSTII) enterotoxiny; verotoxiny 1, 2 (VT1, VT2); cytotoxické nekrotizujice
faktory (CNF1, CNF2); intimin (eaed); enteroagregatné mechanizmy (Eagg); enteroinvazivne
mechanizmy (EinV) a gén pre P fimbrie - papC (Le Bouguénec a kol., 1992).
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VYSLEDKY A DISKUSIA
Tab.¢.1. Prevalencia génov virulencie, rezistencie a fenotypovej antimikrobidlnej rezistencie
s hodnotami MIC (mg/L) u ziskanych izolatov E.coli pochadzajicich z hnackujucich teliat.

Kmene Fylo.sk. Gény virulencie a rezistencie ATB rezistencia

010319 EC 5A A eaeA/papC intl/tn3 citl

270219 EC 12 A cnfl/cnf2/papC intl/tn3 citl

270219 EC 21 B1 citl

010319 EC 1B B1 w2 citl

270219 EC 20 B1 eaeA/papC intl/tn3 citl

270219 EC 27 B1 eaeA/papC int1/tn3/tetA AMP (32), TET (16),COT (4)

270219 EC 24 B1 eaeA/papC intl/tn3/tetA AMP (16), TET (16), COL (8), CTX (8) ESBL CTX-M

010319 EC 2B B1 cnfl/cnf2 TET, COL (2)

010319 EC 4B B1 cnfl/cnf2/eaeA citl

010319 EC 5B B1 cnfl/cnf2/eaeA citl

270219 EC 16 B1 cnfl/cnf2/eaeA citl

270219 EC 13 B1 cnfl/cnf2/wv2 citl

270219 EC 10 B1 cnfl/cnf2/papC intl/tn3 COL (8)

270219 EC 14 B1 cnfl/cnf2/papCl/eaeA |tetA TET (16)

270219 EC 15 B1 cnfl/cnf2/papC/wv2 tetA TET (16)

270219 EC 11 C citl

010319 EC 1A C citl

010319 EC 3B C cnfl/cnf2 TET, COL (2)

010319 EC 4A C cnfl/cnf2 tetB TET

010319 EC 2A C cnfl/papC tetA/tetB TET

010319 EC 3A C cnfl/papC/eaeA tetA/tetB TET

270219 EC 19 B2 papC int1l/tn3/tetA AMP (32),SAM (8), TET (16)

270219 EC 23 D papC int1/tn3 AMP (32), SAM (8), TZP (32)

270219 EC 17 D papC intl/tn3/tetA AMP (32), SAM (32), CXM (32), CTX (4), CTC (16),
CAZ (0,25), CAC (0,25), TET (16), COT (4)

270219 EC 18 D papC intl/tn3/tetA/tetB  |AMP (2), TET (16)

270219 EC 30 D papC intl/tn3 AMP (32), SAM (16),TZP (6), CTX (4)

270219 EC 25 D papC/eaeA intl/tn3/tetA/tetB  |AMP (32), TET (16), COT (4)

270219 EC 29 D papC/eaeA/stl intl/tn3 citl

270219 EC 26 D papC/eaeA/stl intl/tn3 COL (8)

270219 EC 32 E papC intl/tn3 citl

270219 EC 31 E papC/eaeA/vt2 tn3/tetA AMP (16), TET (8) COT (4)

Zhrnutie kompletnych vysledkov prace prezentuje tabul’ka ¢. 1 (tab.¢.1). NajéastejSie sa kmene E.coli
ziskané z hnackujucich a zdravych teliat zarad'uji do fylogenetickej skupiny B1 (34 — 50%), o sa
potvrdilo aj pri naSich izolatoch (Bl - 13/31; 42%), kym pri extraintestindlnych infekciach sa skor
deteguju patogénne skupiny D a B2 (Carlos a kol., 2010). Podobné vysledky sa potvrdili aj pri inych
studiach (Ishii kol., 2007; Mora a kol., 2012). Antimikrobialna rezistencia sa prejavila skor u kmenov
patriacich do patogénnych skupin E.coli (B2/D), kde sa vyskytli kmene aj s multirezistenciou
(rezistencia na 3 aviac skupin antimikrobidlnych latok) a u vSetkych bol pritomny gén kodujuci
integron (intl) atranspozém (n3). Najcastejia rezistencia izolatov bola na tetracyklin (13/31)
a ampicilin (9/31), ¢o je porovnatelné sinymi Studiami (Kmet' a Bujnakova, 2018) a suvisi
predovsetkym s cenovou dostupnostou liekov. U dvoch kmenov sme zachytili fenotypovi rezistenciu
na kolistin, av§ak génovo potvrdena nebola. Celkovo sme detegovali 13 kmenov citlivych na vSetkych
20 testovanych latok, ¢o je pozitivne zistenie. U vacSiny kmeniov sa detegoval intimin eae, ktory ma
suvis s destrukciou mikrovillov a naslednou nedostato¢nou absorpciou v Creve, ktora vedie k hnacke.
Pri kmenoch sme zaznamenali kombinacie génu eaeA s CNFI/CNF2, ¢i dokonca v kombinacii
s génom papC a vex. NTEC produkuju CNF1/CNF2 a spdsobujt infekcie mo¢ového traktu, septikémiu
a hnacky u zvierat a 'udi (Orden a kol., 2002). Gén CNF1 je asociovany s ostrovom patogenity, ktory
koduje klaster génov pap, zvlast gén papC. Podobne ako unds, Van Bost a kol., 2003, izolovali
kmene s génom papC aj u CNF2, resp. CNF1/CNF2 stcasne. Zaujimavym vysledkom bola detekcia
kmenov len s génom papC, ktory stvisi savidmymi kmenmi (APEC) azaraduje sa
k extraintestinalnym EC. Kmene s tymto génom sa izolovali ako zo zdravych tak aj hnackujucich teliat
(Bertin a kol., 1998) a spolu s vyskytom génu CNF predstavuju riziko pre humannu populaciu ako
povodcovia uropatogénnych infekcii (UPEC). Mnohé $tadie demons$trujii asociaciu medzi
pritomnostou verotoxinu a intestinalnym ochorenim prezavavcov (Kang a kol., 2004). Vyssia
prevalencia kmenov pozitivnych pre eae a vtl sa zistuje u hnackujucich teliat (Osek a kol., 2000),
kym v£2 pozitivne a eae negativne u zdravych (Gyles a Fairbrother; 2004) avSak nie je to pravidlom.
Analyza dat odhaluje fakt, ze pritomnost’ v¢1/vi2 + eaeA variruje v zavislosti od skupin teliat a ich
veku. V nasom pripade hnackujtcich teliat sme nasli prave v¢2 pozitivne kmene so zaujimavou
kombinaciou s CNF1/CNF2. ETEC sa zarad’'uji k hlavnym pri¢indm hnacky u novonarodenych teliat
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(Franck a kol.,, 1998). U novonarodenych teliat sa zvyCajne CcCastejSie deteguje termostabilny
enterotoxin ST1 s nizkou molekularnou hmotnost'ou (Naylor, 2002), ktory sme detegovali aj my, ale
len u dvoch kmeiniv. Obe boli pozitivne pre intimin eaeA. Tieto vysledky poukazuji na fakt, ze pri
hnackach teliat sa mozu vyskytovat’ kmene s réznymi neobvyklymi kombindciami génov virulencie,
ktoré sa nasledne mozu prejavit’ v stvislosti s neinfekénymi pri¢inami.

Tato praca bola podporena slovenskym grantom VEGA 2/0085/18 a APVV-16-0171. Autori dakuju MVDr.
Zuzane Besson za poskytnutie vzoriek.
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PALMARNA SUBLUXACIA KORUNKOVEHO KLBU U ZRIEBAT
Kolvek F.!, Zert Z.', Nosal’ S.>
!Klinika koni, Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmacie v Kosiciach
ZSu'kromny veterindrny lekdr, Baska

ABSTRAKT

Subluxacia korunkového kibu je stav, ktory moze postihovat mladé aj stariie kone a
prezentovat’ sa v dorzalnom alebo palmarnom/plantarnom smere. Subluxacia je dosledkom
zlyhania palmarnych resp. plantdrnych Struktar. Artrodézia proximalneho interfalangedlneho
kibu predstavuje niekedy jediné rieSenie indikované v pripadoch osteoartritidy, subluxacie
alebo fraktir u koni. Na nasej klinike sme hospitalizovali dve Zriebétd s klinickymi priznakmi
poukazujucimi na patolégiu v korunkovom kibe. Rontgenologickym vysetrenim bola
v obidvoch pripadoch potvrdena subluxacia korunkového kibu. Chirurgické riesenie stavu
bolo prevedené v jednom pripade, v druhom sme sa pokusili o konzervativny spoOsob.
Chirurgicky zakrok predstavoval pouzitie troch 4,5 mm kortikalnych taznych skrutiek. Dve
skrutky boli umiestnené abaxidlnym smerom Standardnym transartikularnym sposobom
z dorzélnej Casti sponkovej kosti do palmarnej Casti korunkovej kosti. Tretia transartikularna
taznd skrutka smerovala z dorzalnej Casti korunkovej kosti do palmérnej Casti sponkovej
kosti. Zriebd bolo schopné po zakroku stat’ a pohybovat' sa bez zavaznych komplikacii.
V druhom pripade sme stav riesili konzervativne vzh'adom na finanéné limity majitel’a, o
vSak trvalo pomerne dlho a v konecnom ddésledku bola pozorovana mierna subluxdcia.
Z nasho pohladu sa stabilizacia korunkovej a sponkovej kosti artrodéziou pouzitim troch
skrizenych transartikularnych taznych skrutiek javi ako jednoducha a uzitocna metoda pre
dosiahnutie dobrej stability a buducej atletickej vykonnosti u Zriebdt resp. mladych koni.

UvoOD

Proximalny interfalangealny kib (articulatio interphalangea proximalis manus) u koni je
sedlovy kib, méalo pohyblivy (“low motion™), diartrodialny kib s obmedzenym rotaénym a
bocnym pohybom, ktory je adaptovany na znaSanie silnej tlakovej zataze pri dopade
kon&atiny na zem, kedy slaZi spolo¢ne so sponkovym kibom k tlmeniu energie dopadu.
(Keiner, 2002). Luxécia proximalneho interfalangealneho kibu (korunkovy kib, PIPJ) je
zriedkavy stav vyskytujici sa v medidlnom/laterdlnom alebo palmarnom/plantarnom smere.
Palmarna/plantarna luxacia vznika pri zavaznom traumatickom poSkodeni mékkych Struktar,
ako je kompletné roztrhnutie priameho sezamského vézu, vetiev SDFT alebo kombindcia
tychto poraneni (Baxter, 2011).Vyskyt subluxacie PIPJ je Castejsi a orientuje sa v dorzalnom
alebo palmarnom/plantdrnom smere. Dorzéalna subluxacia (“Thoroughbred ringbone”; kriizok
teplokrvnikov) je vysledkom porusenia medzikostného svalu a jeho terminalnych
extenzorovych vetiev, to je prilezitostne sposobené kontrakturou distdlnych sezamskych
vidzov. Subluxacia je dosledkom zlyhania palmarneho/plantarneho podporného spojivového
tkaniva ako su distalne sezamské vézy, scutum medium a upon SDFT. Tento stav sa prejavuje
vyraznou hyperextenziou PIPJ a znacnym opuchom spojenym s preruSenim mékkych tkaniv
(Auer a kol., 2019). Klinické priznaky spojené s dorzadlnou a palmarnou/plantirnou
subluxaciou zahfnaji najprv akutne krivanie, dorzdlny opuch pri dorzélnej subluxacii,
hyperextenziu korunkovej oblasti a pokles sponkového kibu pri palmarnej/plantarnej
subluxacii. Na potvrdenie diagnézy je nutné vykonat’ rontgenologické vysSetrenie (Auer a kol.,
2019). Terapeutickymi moznostami rieSenia tohto problému je konzervativny spdsob alebo
chirurgicka intervencia predstavujica pouzitie Specialnych kostnych implantatov.
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MATERIAL A METODIKA

Vyber pacientov

V predmetnom ¢&lanku popisujeme klinické pripady postihnutia korunkového kibu riesené
konzervativne a chirurgicky. Na Klinike koni boli v rokoch 2017-2018 hospitalizovani dvaja
pacienti s palmarnou subluxaciou v korunkovom kibe, ktori boli referovani sukromnym
veterindrnym lekarom. Chirurgicky zakrok bol vykonany u 3-mesacnej kobyly plemena
Slovensky teplokrvnik s hyperextenziou korunkovej oblasti a poklesom sponkového kibu
l'avej hrudnikovej koncatiny (Obr. €. 1). U druhého pacienta, 5S-mesacnej kobyly Slovenského
teplokrvnika s palmarnou subluxaciou v korunkovom kibe pravej hrudnikovej konéatiny, sme
vzhl'adom na finan¢né limity majitel’a pristapili ku konzervativnej liecbe.

Chirurgicky postup

Operacia bola vykonana v celkove] anestézii v laterdlnej polohe. Po aseptickej priprave
operacného pola bola v tvare obrateného pismena ,,V* pribliZzne 2 cm proximalne od
korunkového okraja incidovana koza, podkozie a Slacha spolo¢né¢ho natahovaca prsta pre
spristupnenie PIPJ. Néslednou transekciou medidlneho a laterdlneho kolaterdlneho vizu
doslo k disartikulacii PIPJ, kyretaz kibovej chrupavky sponkovej akorunkovej kosti
nasledovanad osteostixiou subchondralnej kosti zabezpecili pristup vaskularnych a celularnych
elementov podporujicich hojenie kosti. Po reponovani kosti v neutralnej polohe nasledovala
fixacia sponkovej a korunkovej kosti 2 abaxidlnymi taznymi 4,5 mm kortikalnymi skrutkami
umiestnenymi dorzoproximalnym - palmarodistdlnym smerom a jednou axidlne aplikovanou
4,5 mm skrutkou dorzodistilne - proximopalmarne z korunkovej do sponkovej kosti.
Uzatvorenie jednotlivych vrstiev ($lacha, koZa) vykonané Standardnym spdsobom. Distalna
cast’” koncatiny bola fixovand fixanym obvdzom-kastom s podlozenim pdtkovej oblasti.
Postoperacnd starostlivost’ spoc¢ivala v aplikécii antibiotik a nesteroidnych antiflogistik po
dobu niekol’kych dni, odstraneni fixacného obvdzu po 14 dioch od operacie
a rontgenologickom posudeni integrity implantatov (Obr. ¢. 1). Nasledujiice dni bol
vykonavany prevdz koncatiny 2-vrstvovou bandézou v pravidelnych intervaloch. Pre
dosiahnutie palmdrnej extenzie sme nasadili na chodidlovi plochu kopyta Dallmerovu
podkovu a po 2 mesiacoch hospitalizacie bolo zrieba prepustené.

U druhého pacienta nebolo ani po 4 mesiacoch konzervativnej liecby pozorované vyrazné
zlepsSenie, ked’ze na kontrolnom rontgenologickom vySetreni sme pozorovali mierny stupen
palmérnej subluxacie.

Obr. 1 VPavo - palmarna subluxacia PIPJ u 3-mesac¢nej kobyly, vpravo — artrodézia PIPJ tromi taZnymi
skrutkami v skriZenom smere.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Vykonanie nami popisanej metddy artrodézie, chirurgického zdkroku spocivajiceho vo fuzii
dvoch kibovych ploch pouzitim dvoch abaxialnych a jednej skrizenej skrutky sa ukazalo ako
spolahlivd metoda liecby subluxacie PIPJ. U obidvoch Zriebédt potvrdilo rontgenologické
vySetrenie v lateromedialnej polohe palmérnu subluxaciu PIPJ hrudnikovych koncatin.
V prvom pripade po vykonani chirurgického zakroku Zriebd Gplne zatazovalo koncatinu ale
mierne krivalo. Po 14 dnoch bol fixa¢ny obvidz odstraneny a stabilita konStrukcie posudena
klinicky a rontgenologickym vySetrenim. Distalna Cast’ konc¢atiny bola mierne opuchnutd, na
palmarnej ploche sponky pritomné tlakova nekréza koze, mierny pokles sponkového kibu
s elevaciou hrotu kopyta. Tento stav bol rieSeny ¢i uz lokalne pouzitymi antibiotikami
v pripade otlaku tak aj aplikovanim Dallmerovej podkovy na chodidlova plochu pre
zabezpedenie potrebnej extenzie. Kompletna fuzia kibu bolo potvrdena rontgenologicky 7
tyzdiiov po operacii, kedy bol pacient prepusteny, avSak chirurgické implantaty boli
ponechané.

U druhého pacienta nebolo ani po 4 mesiacoch konzervativnej liecby pozorované vyrazné
zlepSenie, ked’ze na kontrolnom rontgenologickom vySetreni sme pozorovali mierny stupent
palmarnej subluxacie.

Vykonanie artrodézie PIPJ wuZriebdt resp. mladych koni je otdzne v suvislosti
s nepredpovedatelnym vysledkom alebo navratom do pdvodného stavu. Avsak prvy pripad
poukazuje na pozitivny dlhotrvajuci vysledok artrodézie vykonanej v mladom veku.
Uvedomujuc si radikalnost’ tejto metddy, je mozné tymto spdsobom aj vzhladom na
pohyblivost” PIPJ zabezpecit' plnohodnotny néavrat do atletickej vykonnosti. Chirurgicky
pristup v tvare invertovaného ,,V* cez kozu a §l'achu v porovnani so Standardnym pristupom
v tvare ,, T (Auer a kol., 2006), ktory bol prvy krat prezentovany Zertom a kol. (2013) dava
predpoklady na lepSie hojenie chirurgickej rany v oblasti korunkového okraja. Takisto
aplikdcia dvoch abaxidlnych ajednej skrizenej skrutky predstavuje dostatoéne pevnu
konstrukciu a kompresny efekt. Naproti tomu pouzitie kostnych platni¢iek v mladom veku
predstavuje robustni konStrukciu a moznu kompresiu resp. iritdciu doélezitych Struktir
v dorzalnej oblasti.

Pouzitie rovnakej metddy artrodézie u dospelych koni by sa mohlo uplatnit’, avSak existuja
limitacie v podobe proximalneho korunkového okraja a rohového puzdra, ktoré by znemoznili
umiestnenie axialnej skrutky. Ztohto hladiska by bolo zaujimavé experimentalne
a rontgenologicky najst vekové obmedzenie pre pouzitie tohto chirurgického zakroku
u starSich koni.
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BIO-MECHANOCHEMICKA SYNTEZA STRIEBORNYCH NANOCASTIC
POMOCOU RASTLIN A ICH ANTIBAKTERIALNA AKTIVITA
Kovacova M.!, Daneu N.%, Tkacikova L. Balaz M.'
! Ustav geotechniky, SAV, Kosice
? Oddelenie modernych materidlov, Ustav Jozefa Stefana, Lublana
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ABSTRAKT

Kombinacia mechanochémie a biologickej syntézy na baze rastlin bola vyuzitd na pripravu
striebornych nanocastic (Ag NPs). Dusi¢nan strieborny (AgNOs) plnil funkciu strieborného
prekurzora a rastliny duSka tymianova (Thymus vulgaris L., TYM), diska materina (Thymus
serpyllum L., SER) a baza ¢ierna (Sambucus nigra L., SAM) sluzili ako redukéné c¢inidla.
Experimenty sa realizovali v planetirnom mlyne pri rozdielnych hmotnostnych pomeroch
AgNOs:rastlina (1:1, 1:10, 1:50 a 1:100). Uspe$na syntéza Ag NPs bola potvrdena
rontgenovou difrakénou analyzou (RTG). Ziskané prasky boli nésledné premyvané s cielom
zastavenia spitnej transforméacie Ag’ na AgNO;. Analyza pomocou transmisnej elektronove;
mikroskopie (TEM) ukdzala tvorbu castic prevazne s gulovitym tvarom o dvoch roéznych
vel'kostiach- vicSie mali velkost” asi 40 nm a menSie do 10 nm. Antibakterialne vlastnosti
vzoriek boli sledované pomocou platiiovej agarovej difiznej metddy na dvoch vybranych
bakterialnych druhoch. Antibakterialna aktivita sa potvrdila pre vSetky Studované vzorky
s pomerom AgNOs:rastlina 1:1, pri€om najvyssia bola pre NPs pripravené pomocou SER.

UvoD

Na syntézu striebornych nanocastic sa v sucasnosti vyuziva viacero metdod. Najviac
pozornosti sa venuje biologickym alebo inak nazyvanym zelenym metdédam, kde prirodné
materidly (vacSinou rastlinné extrakty) plnia funkciu redukénych Cinidiel. Tymto sposobom
bola pouzita aj duska tymianova (Thymus vulgaris L., Jafari a kol., 2015). Na rozdiel od nej,
pribuzné rastliny dtska materina (7Thymus serpyllum L.) a baza ¢ierna (Sambucus nigra L.) s
pri priprave striebornych nanocastic vyuzivané menej. Tuhofdzovy pristup s vyuzitim
mechanochémie predstavuje zaujimava alternativu, pretoZze je mozné pripravit stabilné
nanocastice aj pri laboratornych podmienkach a vysSich vychodiskovych koncentraciach
dusi¢nanu veducich k vybornej antibakterialnej aktivite (Baldz a kol., 2017), ¢o je tazko
dosiahnutel'né pri klasickej zelenej syntéze.

MATERIAL A METODIKA

Na syntézu bol pouzity dusi¢nan strieborny (Centralchem, Slovensko) a vysuSené rastliny zo
zahrady lieCivych rastlin v aredli UVLF. Na bio-mechanochemicki syntézu bol pouzity
planetdrny mlyn Pulverisette 7 premium line (Fritsch, Nemecko) pri nasledovnych
podmienkach: mleci ¢as 2 hodiny, rychlost mletia 500 ota¢ok/min., hmotnostny pomer
gul6cok voci prasku 37, 15 ks WC gul'6cok s priemerom 10 mm, mlecia komora z WC
s objemom 45 ml, atmosféra vzduch. Pri mleti sa pouzili r6zne pomery AgNOs:rastlina (1:1,
1:10, 1:50 a 1:100), celkova hmotnost’ vzorky bola 3 g. Jeden gram mletim ziskanych vzoriek
bol premyvany 100 ml destilovanej vody s cielom odstranenia nadbyto¢ného AgNOs;.
Produkty boli charakterizované rontgenovou difrakénou analyzou difraktometrom DS
Advance (Bruker, Nemecko) a transmisnou elektronovou mikroskopiou s vyuzitim 200 kV
mikroskopu JEM 2100 (JEOL, Japonsko). Pre vypocet velkosti Castic bol vyuzity softvér
Fityk (Wojdyr, 2010) a Scherrerova rovnica. Testovanie antibakteridlnych vlastnosti bolo
vykonané platiovou agarovou difiznou metdédou s malou obmenou postupu uvedeného v
zdroji (Rojas a kol., 2006). Vzorky boli inokulované vo forme suspenzii (20 mg vzorky do 1
ml destilovanej vody), ako pozitivna kontrola bol pouzity gentamycin (30 pg/l). Testované
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baktérie Staphylococcus aureus CCM 4223 a Escherichia coli CCM 3988 boli ziskan¢ z
Ceskej zbierky mikroorganizmov (CCM), Brno.

VYSLEDKY A DISKUSIA

RTG analyza bola vyuzitd pri sledovani vzniku Ag NPs pri r6znych hmotnostnych pomeroch
AgNOg:rastlina. Ziskané RTG zdznamy s na Obr. 1 spolu so zdznamami rastlin. V pripade
vzorky Ag:TYM 1:1 st viditelné piky pre AgNOs aj pre elementarne striebro. Zo vSetkych
analyzovanych vzoriek su piky AgNOs najintenzivnejSie a najpocetnejSie pre tito vzorku, ¢o
znamena, ze reakcia nie je uplne ukoncena ani po dvoch hodinach mletia. Vo vzorke Ag:SAM
1:1 st pritomné piky zodpovedajuce AgNOs, ktoré su ale podstatne nizSie ako vo vzorke
Ag:TYM 1:1. Vo vzorke Ag:SER 1:1 su piky AgNOs; tazko detekovatelné, ale piky pre
striebro najvysSie, ¢o znamend, Ze syntéza pomocou tejto rastliny prebehla najlepsie.
V pripade vzorieck Ag:TYM/SAM/SER 1:10 uz nie su piky AgNO; viditelné a dominuju
signaly pre kubické elementarne striebro. Vo vzorkach s vyS$§im mnozstvom rastlinného
materidlu st pritomné aj piky zodpovedajuce rastlinnému matrixu. V pripade vzoriek
Ag:SAM 1:10, Ag:SER 1:50 a 1:100 sit v RTG zadznamoch pritomné aj d’alSie signaly pri
31,4°, 35,5° a48,1°, ktoré prislichaji karbidu volframu pritomnému v doésledku oteru
z mlecich gul'6¢ok a komory.

Obr. 1 RTG ziznamy mletych zmesi a samotnych rastlin a) AgNO;:TYM, b) AgNO;:SAM, ¢) AgNO;:SER
a) b) <)
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Po case sme RTG meranie zopakovali a zistili sme, ze vo vzorkach Ag:TYM/SAM/SER 1:1
dochadza k spitnej transforméacii Ag’ na AgNO;. Aby sme tomuto javu zabranili, rozhodli
sme sa vzorky premyt a odstranit’ tak nadbytocny AgNOs. Po premyvani uz RTG zaznamy
vzoriek neobsahovali difrakcie zodpovedajuce AgNOs; a zostali pritomné iba tie, ktoré
zodpovedaji Ag’ ak spitnej transformacii uz nedochadzalo. RTG zdznamy pre vzorky
s pomerom 1:1 po premyvani boli analyzované¢ pomocou softvéru Fityk a nasledne bola pre
ne pomocou Scherrervej rovnice vypocitand pribliznd velkost’ Castic. Pre Ag:TYM bola
stanovena na 32 nm, pre Ag:SAM 30 nm a pre Ag:SER 35 nm.

Pomocou transmisnej elektronovej mikroskopie (TEM) sme pozorovali morfologiu
pripravenych nanocastic, ktoré boli prevazne gulovité¢ho tvaru (Obr. 2). Vo vSetkych
vzorkach Ag:TYM/SAM/SER 1:1 sme pozorovali dve skupiny Ag NPs. Vicsie z nich mali
velkost” asi 40 nm a menSie do 10 nm. Ziskané vysledky su priblizne v zhode s vysledkami
z RTG analyzy. V praci (Jafari a kol., 2015) boli nanocastice pripravené pomocou dusky
tymianovej tiez gulovitého tvaru a porovnatelnej velkosti (50 nm). Vysledky SEM a TEM
analyz v praci (Heidari a kol., 2018) potvrdili gul'ovity tvar nanocastic pripravenych pomocou
dusky tymianovej a velkost’ 30 nm.
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Obr. 2 TEM snimky vzoriek Ag:rastlina 1:1 a) TYM, b) SAM, ¢) SER

*
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g

Antibakteridlna aktivita bola testovand na dvoch bakteridlnych kmenoch, jednom gram-
negativnom (Escherichia coli) a jednom gram-pozitivnom (Staphylococcus aureus) (Obr. 3).
Zo 4 studovanych hmotnostnych pomerov boli antibakteridlne aktivne len vzorky
Ag:TYM/SAM/SER 1:1. Najvyssiu aktivitu mala vzorka Ag:SER 1:1, po nej nasledovala
vzorka Ag:SAM 1:1 anajmenej efektivna bola vzorka Ag:TYM 1:1. VysSia aktivita bola
pozorovana u nepremytych vzoriek kvoli pritomnosti nezreagovaného AgNOs. Po premyti
bola aktivita vysSia pre Cerstvé vzorky, t.j. premyté hned’ po mleti, a to v dosledku pritomnosti
vacsieho mnozstva stabilizovanych Ag NPs.

Obr. 3 Antibakterialna aktivita premytych a nepremytych vzoriek Ag:rastlina 1:1
na a) E. coli, b) S. aureus
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VPLYV SEZONNOSTI AKO HLAVNEHO FAKTORA POSOBIACEHO
NA KVALITU SUROVEHO KRAVSKEHO MLIEKA
Kovacova M., Dudrikova E., Mal'ova J., Vatas¢inova T.

Katedra hygieny a technologie potravin, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Obsah jednotlivych mlieénych zloziek v mlieku ma velky vyznam tak ako z ekonomického
hl'adiska pre vyrobcov a spracovatel'ov mlieka, tak aj z nutricného hl'adiska pre spotrebitel'ov.
Praca sa zaobera vplyvom zmeny ro¢ného obdobia: leto, jesen, zima, jar na obsah zékladnych
zloZziek mlieka (bielkoviny, tuk, BTS, laktdza), poctu somatickych buniek a vybranych
fyzikalno-chemickych vlastnosti (bod mrznutia, pH). Kazdy Stvrtrok bolo vySetrenych
dvadsat’ vzoriek mlieka. Celkovo bolo vySetrenych 80 individudlnych vzoriek surového
kravského mlieka. Vysledky prace ukazuju signifikantné (p<0,001) a (p<0,05) zmeny
v obsahu jednotlivych zloziek mlieka, ataktiez vo vybranych fyzikalno-chemickych
vlastnostiach surového kravského mlieka.

UvOoD

Kvalita mlieka je ovplyvilovand mnohymi faktormi. Sezénnost’ patri medzi jeden z hlavnych
vonkajsich vplyvov pdsobiacich na zlozenie mlieka. Mlieko sa sklad4 prevazne z vody 87,3%
a suSiny 12,7% (Dudrikova a kol. 2014). Existuje negativna koreldcia medzi teplotou
prostredia a mnozstvom mliecneho tuku a bielkovin. So stipajucou sa teplotou prostredia
dochadza k poklesu mnozstva tuku a bielkovin v mlieku. Tento pokles je ovplyviiovany
jednak zlozenim krmiva, ktoré sa liSi v zimnom a letnom obdobi, ale aj poklesom prijmu
krmiva v letnych mesiacoch. Vo vSeobecnosti, najvicsie percentudlne zastupenie obsahu tuku
a bielkovin st dosiahnuté v jeseni a zime (Yasmin a kol., 2012). Dalsim vel'mi vyznamnym
vplyvom posobiacim na zmenu zloZenia jednotlivych mlie¢nych zloziek v surovom kravskom
mlieku je pomer medzi svetlom a tmou. V skutocnosti vysoky pomer svetlo-tma vedie k
znizeniu obsahu tuku a bielkovin v mlieku pravdepodobne v doésledku vicsej sekrécie
prolaktinu, ktorého koncentracia v plazme je vysSia v lete nez v zime (Ozrenk a Inci, 2008).
Sezonnost’ neovplyviiuje len obsah mlie¢nych zloziek ale aj pocet somatickych buniek (PSB),
ktoré sluzia ako jedno z hlavnych kritérii urcujtcich kvalitu surového kravského mlieka a st
indikdtorom zdravotné¢ho stavu mliecnej zlazy. PoCas zimného obdobia je PSB pomerne
stabilny, priCom v zdravej mliecnej zl'aze je ich pocet nizsi ako 100 000 v lem® mlieka. K
zvySovaniu PSB dochéadza od zaciatku jari az do konca leta (Grimley a kol., 2009, Pavel a
kol., 2011). Nariadenie Europskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 stanovuje
maximélny PSB v surovom kravskom mlieku najviac 400 000 v lem’. Cielom prace bolo
zistit zmeny v obsahu bielkovin, tuku, beztukovej suSiny (BTS), laktézy a bodu tuhnutia
v individualnych vzorkéach surového kravského mlieka v ramci zmeny rocnych obdobi.

MATERIAL A METODIKA

Individualne vzorky surového kravského mlieka boli odobrané pocas ranného dojenia, ktoré
sa uskuto¢nilo vo vybranom produké¢nom hospodarstve v oblasti vychodného Slovenska.
Vzorky boli odobrané v roku 2018 a 2019. Odber bol vykonany pravidelne Stvrtrocne pocas
kazdého ro¢ného obdobia: leto, jesen, zima a jar. Celkovo bolo vySetrenych n=80
individudlnych vzoriek mlieka; z toho 20 vzoriek bolo vySetrenych v juli, 20 vzoriek v
septembri, 20 vzoriek v novembri a 20 vzoriek v aprili. Po vykonani odberu boli vzorky
mlieka okamzite odoslané do laboratdria na analyzu. Z vySetrovanych vzoriek mlieka boli
zistované vybrané fyzikdlno-chemické vlastnosti. Analyza zékladnych zloziek mlieka:
bielkovin, tuku, laktézy a beztukovej suSiny (BTS) sa stanovila pomocou analytického
ultrazvukového pristroja na meranie zloziek mlieka Lactoscan MCCW. Teplota mrznutia
(FrP) bola stanovend pouzitim automatického kryoskopu CryoStarl. Na detekciu poctu
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somatickych buniek bolo 100 pul vzorky mlieka odobratého do mikroskimavky obsahujice;j
lyofilizované farbivo Sofia Green. Po opakujucom sa miesani vzorky bolo nésledne 8 pl
vzorky prenesenych na povrch LACTOCHIPUx4. Pocet somatickych buniek bol detegovany
fluorescenénym mikroskopom s nizkym zvicéSenim so softvérom na rychle zaostrenie a
pocitanie buniek Lactoscan SCC. Statisticka analyza bola vykonana v programe Excel 2016
pouzitim Studentovho t-testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky prace ukazali Statisticky vyznamné rozdiely (p<0,05) a (p<0,001) v obsahu
zakladnych mlie¢nych zloziek, ktoré boli spdsobené vplyvom sezénnosti (Tabulka 1). Obsah
tuku sa Statisticky vyrazne zmenil (p<0,05), a to znizenim z 1,75+0,55g/100g (letné obdobie)
na 1,314+0,51g/100g (zimné obdobie), a tiez z 1,81+0,65g/100g (jeseir) na 1,31+£0,51g/100g
(zima). V obsahu mliecnych bielkovin doslo k Statisticky vel'mi vyznamnym zmenam
(p<0,001), ato zvySenim obsahu bielkovin zleta 3,24+0,14g/100g na 3,50+0,13g/100g
v zimnom obdobi a z jari 1,58+0,62g/100g na zimu. Statisticky vyznamny pokles (p<0,05) bol
pozorovany pri porovnany bielkovin v lete (1,75+0,55g/100g) a v jeseni (1,81+0,65g/100g).
Zmena ro¢nych obdobi vel'mi vyrazne (p<0,001) ovplyvnila obsah BTS v mlieku, a to pri
porovnani obsahu zloZenia BTS v mlieku v lethom ro¢nom obdobi (8,76+0,33g/100g) so
zimnym  roénym  obdobim = (9,53+0,36g/100g), letnym  obdobim s jesennym
(9,38+0,34g/100g), a taktiez zjari 9,02+0,48g/100g na zimu 9,53+0,36g/100g. Vyznamna
zmena v obsahu BTS (p<0,05) nastala z jari 9,02+0,482/100g na jesenn 9,38+0,34g/100g.
Mnozstvo laktézy v mlieku taktieZz nebolo konsStantné pocas celého roka. Vysledky ukézali
velmi vyznamné Statistické zmeny (p<0,001) v obsahu laktézy, a to medzi jarnym
(4,96+0,27 g/100g) a zimnym obdobim (5,26+0,18 g/100g), letnym (4,86+0,22 g/100g)
a jesennym obdobim (5,05+0,18 g/100g), letnym a zimnym obdobim, zimnym a jesennym
obdobim. V ostatnych pripadoch nebola zistena Statistickd vyznamnost’ v zmenach obsahu
zékladnych zloziek mlieka (Graf 1).

Tab. 1. Priemerné hodnoty obsahu zikladnych zloZiek mlieka vyjadrené v g/100g

Tuk Bielkoviny BTS Laktoza
JAR 1,58+0,62 3,31+0,18 9,02+0,48 4,96+0,27
LETO 1,75+0,55 3,24+0,14 8,76+£0,33 4,86+0,22
JESEN 1,81+0,65 3,42+0,26 9,38+0,34 5,05+0,18
ZIMA 1,31+0,51 3,50+0,13 9,53+0,36 5,26+0,18
BTS-beztukova susina
Graf 1 Porovnanie zmien v obsahu jednotlivych mlie¢nych zlozZiek
LakiizZa | ———
B3 T'S e —
Bielkoviny  —
Tuky =-
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

B ZIMA =JESEN ®LETO ®JAR

Na zéklade poc¢tu somatickych buniek bolo zistené znizenie ich mnozstva vo vzorkach mlieka
od jari, kde bolo ich mnoZstvo najvyssie az po zimu, kde bol stanoveny najnizsi obsah PSB v
mlieku. Priemerny obsah PSB v 1 ml mlieka na jar bol 2952x10° v lcm’, v lete 1026 x10°, na
jeseti 274 x10° a v zime 86 x10° (Graf 2). Vel'mi vysoky $tatisticky vyznam (p<0,001) v PSB
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mlicka bol zisteny medzi obdobim jar-jesenn a jar-zima. Statisticky vyznam (p<0,05) bol
pozorovany pri porovnani obdobia jar-leto a leto-zima.

Graf 2 Pokles hodn6t PSB v zavislosti Graf 3 Zmeny aktivnej kyslosti
na sezénnosti sposobené sezénnost’ou
5000 7
/ —
\\‘_‘ ”
0 6
JAR LETO JESEN ZIMA JAR LETO JESEN ZIMA

Zmeny v hodnotach aktivnej kyslosti su zobrazené v Grafe 3. Priemernd hodnota pH vo
vySetrovanych vzorkach mlieka bola stanovena na jar 6,56+0,44, v lete 6,79+0,13, na jesen
6,72+0,06 a v zime 6,6+0,04. Ve'mi vyznamna signifikantna zmena (p<0,001) bola zistena
pri porovnani pH mlieka v lete a zime. Vyznamna signifikantnd zmena (p<0,05) bola zistena
pri porovnani pH mlieka v jari s letom, letom s jesefiou a jeseni so zimou.

Priemerna hodnota bodu mrznutia po¢as jari bola -0,5645+0,03 °C, v lete -0,5483+0,02 °C, v
jeseni 0,5786+ 0,02 °C a v zime -0,598°C.Velmi vysoka $tatistickd vyznamnost’ (p<0,001)
bola pri korelacii FrP jari so zimou, leta sjesefiou aleta so zimou. Vysoka Statisticka
vyznamnost’ (p<0,05) bola medzi jesetiou a zimou (Graf 4).

Graf 4 Vplyv sezéonnosti na bod mrznutia.
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Vysledky prace potvrdili vplyv sezénnosti, na kvalitu surového kravského mlieka. Boli
zistené vyrazné Statistické rozdiely v obsahu jednotlivych zloziek mlieka a vybranych
fyzikalno-chemickych vlastnosti. Poznanim tychto a dalSich faktorov nam umoziuje
optimalizovat’ nutri¢ni hodnotu mlieka.

POUZITA LITERATURA

Dudrikova E, et al. Technologia vyroby, bezpecnost’ a kvalita mlieka a mlie¢nych vyrobkov pre magistrov,
Kosice, 2014. s.14-58.

Grimley H, Grandison A, Lewis M. Changes in milk composition and processing properties during the spring
flush period, Dairy Sci. Tehnol., 2009. 89, 405416.

Pavel ER, Gava C. Seasonal Changes in Bulk Tank Milk Composition of Dairy Cows, Scientific Papers: Animal
Science and Biotechnologies, 2011. 44 (2).

Yasmin A, et al. Seasonal variation in milk vitamin contents available for processing in Punjab, Pakistan, Journal
of the Saudi Society of Agricultural Sciences, Volume 11, Issue 2, June 2012, Pages 99-105.

Ozrenk E, Inci S. S. The Effect of Seasonal Variation on the Composition of Cow Milk in Van Province,
Pakistan Journal of Nutrition 7 (1): 161-164, 2008, ISSN 1680-5194.

Nariadenie Europskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 z 29. aprila 2004. Dostupne na internete [9.1.2019]

<https://eur-lex.europa.eu/legal-content/SK/ALL/?uri=CELEX%3A02004R0853-20141117 >.

58



ODLISNA ODPOVED MYSACICH EMBRYiI POCHADZAJUCICH Z MATIEK
S ROZLICNOU TELESNOU KONDICIOU NA INZULIN IN VITRO
’ Ksinanova M.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, Centrum biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Embryd, ktoré sa vyvijaju v tele obéznych matiek, su zvycajne vystavené zvySenym
koncentracidm inzulinu. Ciel'om naSej Stadie bolo overit’ hypotézu, ¢i by inzulin mohol byt
mediatorom potvrdenych negativnych uc¢inkov obezity matky na v€asny embryondlny vyvin a
kvalitu blastocyst. V experimente sme vyuzili dvojgenera¢ny dieteticky model odchovu mysi,
vysledkom ¢oho je produkcia obéznych a kontrolnych samic. Dvojbunkové embrya izolované
z prirodzene oplodnenych kontrolnych a obéznych samic sme kultivovali 72 h in vitro s
réznymi koncentraciami inzulinu (0, 1, 10 ng/ml).

Vysledky stereomikroskopickej analyzy ukézali, Ze vystavenie embryi fyziologickej a
zvySenej koncentracii inzulinu neovplyvnilo ich vyvinovy potencidl v Ziadnej skupine.
Morfologickd  analyza pomocou fluorescenénej mikroskopie ukéazala, Zze v
podskupine expandovanych blastocyst pochadzajucich z kontrolnych matiek inzulin (10
ng/ml) zvysil priemerny pocet buniek na blastocystu aznizil podiel mftvych buniek v
blastocystach. V kontrolnej skupine blastocyst sme zaznamenali aj pozitivny vplyv inzulinu
na diferencidciu buniek (1ng/ml). U blastocyst pochédzajucich z obéznych samic sme
nepozorovali vplyv inzulinu na Ziaden zo sledovanych parametrov.

Nase vysledky nepotvrdili negativny vplyv testovanych koncentracii inzulinu na vyvin embryi
in vitro. Na druhej strane preukazali rozdielnu senzitivitu na inzulin medzi preimplantacnymi
embryami pochadzajiicimi z kontrolnych a obéznych mysi, ¢o by sa dalo vysvetlit’ réznymi
procesmi adaptacie pri vyvoji zarodocnych alebo embryonalnych buniek na zmeny v
materskom prostredi.

UvoD

Prevalencia obezity sa od 80.rokov vo svete zdvojnasobila, zatial ¢o miera porodnosti
vyrazne klesla. Obezita sa uzien Casto spaja s infertilitou a poruchami reprodukéného
systému. Mechanizmy negativneho vplyvu obezity vSak doposial nie st dostato¢ne
prestudované. Hormonalna nerovnovaha uZien trpiacich obezitou je casto spojena s
dysfunkciou dvoch hormoénov — leptinu a inzulinu. ZvySenie koncentracii tychto horménov
moze viest' k naruseniu hypotalamo — hypofyzo — gonadovej osi alebo priamo negativne
posobit’ na reprodukéné organy (periférny vplyv).

Stadie in vivo a in vitro, klinické aj na zvieracich modeloch potvrdili, Ze inzulin dokaze
priamo ovplyviiovat' fyzioloégiu reprodukéného systému (Harvey a Kaye, 1990; Zhang a
Armstrong, 1990; Herrler a kol., 1998; Augustin a kol., 2003; Hu a kol., 2011; Firmiaty
akol.,, 2014). V naSich predchadzajucich Studidch sme zaznamenali negativny vplyv
materskej obezity na niektoré vyvinové parametre preimplantacnych embryi. U obéznych
my$i sme zaznamenali vyS$Sie mnozstva nezrelych oocytov, znizené mnozstvo neutrdlnych
lipidov v cytoplazme zrelych oocytov, spomaleny vyvin blastocyst a vysSie priemerné
mnozstvo apoptotickych buniek v blastocystach (Kubandova a kol., 2014a,; Kubandova
a kol., 2014b; Fabian a kol., 2015).

Cielom nasej Studie bolo overit’ hypotézu, ¢i by inzulin mohol byt medidtorom v minulosti
preukézanych negativnych ucinkov obezity matky na v€asny embryondlny vyvin a kvalitu
blastocyst.
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MATERIAL A METODIKA

Experimenty sme vykonavali na outbrednom kmeni CD-1 mysi (Velaz, Praha, CR). Na
produkciu obéznych mysSi sme vyuzili dvojgeneracny dieteticky model, ktory bol
Standardizovany na naSom pracovisku v minulych rokoch (Kubandova a kol., 2014b). Model
spoc¢ival v prekrmovani experimentalnych samic mys$i v obdobi gravidity a obdobi laktécie
vysokoenergetickym produktom Ensure Plus, zatial ¢o v kontrolnej skupine boli samice
kfmene iba Standardnou peletovou diétou. U odchovanych samic sme na 30. deii veku za
pomoci MRI (Echo MRI, Whole body composition Analyser, Houston, Texas) stanovili
mnozstvo telesného tuku. Nasledne sme v experimentalnej skupine vyselektovali obézne mysi
(Ob, telesny tuk nad 11%) a v kontrolnej skupine mysi s fyziologickym objemom telesného
tuku (C, telesny tuk 7-8%). Obézne akontrolné mysi boli hormonalne
synchronizované, prirodzene oplodnené samcami a pouzité pre izolaciu embryi post mortem.
Vyizolované dvojbunkové embrya sme kultivovali v Standardnych podmienkach od D2 do D5
v kultivaénom médiu s pridavkom ludského rekombinantného inzulinu v dvoch
koncentraciach (1ng/ml a 10 ng/ml) a bez inzulinu.

Stereomikroskopickym pozorovanim (Nikon SMZ 745T) sme embrya klasifikovali do
nasledujucich skupin: degenerované embrya (embrya s fragmentaciou cytoplazmy), embrya
so zastavenym rastom (2-bunkové), pomaly vyvijajuce sa embrya (3 az 16-bunkové embryd),
moruly (embryad s viac ako 32 bunkami) a blastocysty (embrya s blastocélovou dutinou).
Blastocysty boli podrobené morfologickej fluorescencnej analyze a klasifikované do dvoch
podskupin - skoré (<65 buniek na blastocystu) a expandované (>65 buniek na blastocystu) na
zéklade hodnoty medianu priemerné¢ho poctu buniek na blastocystu (6543). V blastocystach
sme sledovali bunkovu proliferaciu, bunkovu diferenciaciu a bunkova smrt’ (apoptdzu). Na
vizualizaciu celkového poctu blastomér na blastocystu sme vyuzili DNA farbenie Hoechst
33342. Bunkov¢ linie trofoektoderm (TE) a vnitorni masu buniek (ICM) sme diferencovali
na zéklade imunohistochemickej vizualizazie Cdx2 proteinu v ICM. Mftve bunky sme
identifikovali pomocou znacenia Specifickych DNA fragmentov (TUNEL assay). Blastocysty
sme pozorovali pod fluorescencnym mikroskopom pri 400-ndsobnom zvicSeni (BXS50,
Olympus).

Po odobrati embryi z kultivaénych médii v posledny deni kultivacie sme média pouzili na
meranie koncentracii inzulinu. Zostatkové koncentracie inzulinu v médiach a koncentracie
plazmatického inzulinu boli vySetrené pomocou ELISA kitov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zaznamenali sme signifikantné rozdiely v telesnej véhe ako aj vtelesnom tuku
medzi obéznymi samicami pochadzajucich z prekrmovanych matiek a kontrolnymi samicami
pochadzajucimi z matiek kfmenych Standardnou peletovou diétou. Koncentracia inzulinu
v krvi bola mierne zvySend u obéznych mysi, ale rozdiel nebol Statisticky signifikantny
vysledok. Degradaciu inzulinu v kultivacnom médiu sme vylucili potvrdenim pritomnosti
inzulinu v médiu aj po 72 h kultivacii.

Schopnost’ embryi dosiahnut’ §tadium blastocysty bola vo vSetkych skupinach viac ako 90%.
Inzulin nemal vplyv na vyvinovy potencial embryi pochadzajucich zobéznych ani
kontrolnych matiek. Tieto vysledky st v rozpore so Studiou, v ktorej vysoka koncentracia
inzulinu v médiu (0,25 pg/ml) stimulovala vyvinovy potencial mySacich embryi (Shao a kol.,
2007).

V podskupine skorych blastocyst sme nezaznamenali vplyv inzulinu na priemerny pocet
buniek na blastocystu. Naopak v podskupine expandovanych blastocyst inzulin (10 ng/ml)
zvySoval priemerny pocet buniek na blastocystu v skupine embryi pochddzajicich z matiek s
fyziologickymi hodnotami telesnej vahy a tuku (P<0,001).
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Potvrdili sme vplyv inzulinu na diferencidciu buniek v kontrolnej skupine embryi (1ng/ml), u
embryi z obéznych samic sme nepozorovali vplyv inzulinu na sledovany parameter. V
podskupine skorych blastocyst pridavok inzulinu v kultivacnom médiu (1ng/ml) signifikantne
zvySoval proliferaciu podiel buniek vICM (P<0,05). VysSia koncentracia inzulinu v
kultivatnom médiu (10ng/ml) taktiezZ mierne zvySovala mnozstvo buniek v ICM, rozdiel vSak
nebol Statisticky vyznamny (P>0,05). Podobne, v podskupine expandovanych blastocyst
inzulin (1ng/ml) zvySoval podiel buniek na strane ICM. K podobnym vysledkom dospeli uz v
minulosti Harvey a Kaye (1990), ktori zaznamenali zvySenie proliferacie buniek v ICM
mySacich blastocyst vplyvom inzulinu pocas kultivacie in vitro.

Viac ako 91% blastocyst obsahovalo minimalne jednu apoptotickli bunku a incidencia
mftvych buniek v blastocystach sa vo vicSine skupin pohybovala okolo 5 az 6%. Podobne
ako v predchadzajicich sledovanych parameteroch, inzulin neovplyvnil tento parameter
v skupine blastocyst pochadzajucich z obéznych samic. U blastocyst pochadzajucich z
kontrolnych samic vysSia koncentracia inzulinu (10ng/ml) znizila priemerné mnozZstvo
mftvych buniek v podskupine expandovanych blastocyst.

Zaverom mdzeme zhrnut', ze sme zaznamenali rozdielnu odpoved’ na inzulin medzi embryami
pochadzajiucimi z kontrolnych a obéznych mysi. Embrya pochadzajuce z kontrolnych samic
preukézali vysSiu senzitivitu na inzulin v niektorych sledovanych parametroch. Rozdiel by
mohol byt vysvetleny roznymi adaptaénymi procesmi pri vyvoji zarodo¢nych alebo
embryonalnych buniek vo¢i zmenam v materskom prostredi.

Praca bola podporena grantmi APVV-18-0389 a VEGA 2/0001/14.
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ANTIOXIDACNE UCINKY MEDICINALNYCH RASTLIN U JAHNIAT
EXPERIMENTALNE NAKAZENYCH ENDOPARAZITOZOU

Kuckova K.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat Centra biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Medicinalne rastliny s vysokym obsahom flavonoidov, sekunddrnych metabolitov, maja
pozitivne biologické a antioxidacné vlastnosti. Cielom naSej prace bolo zistit vplyv
endoparazitézy spOsobenej gastrointestindlnym parazitom Haemonchus contortus na
antioxidacny status oviec suplementovanych zmesou suSenych medicindlnych rastlin. Jahnata
boli pocas 70 dinového experimentu rozdelené do Styroch skupin; kontrolnd nenakazena
skupina (C), nakazené zvieratd (I), nakazené zvieratd suplementované Herbmixom 1
(I+Hmix 1) a nakazené zvierata suplementované Herbmixom 2 (I+Hmix 2). Odpoved’ zvierat
na parazitarnu infekciu sa hodnotila stanovenim aktivity vybranych antioxida¢nych enzymov
a celkovej antioxidacnej kapacity séra, ataktiez sme zistovali lipidovu peroxidaciu vo
vzorkach séra a svaloviny. Vysledky merania antioxida¢nych parametrov v sére naznacuju
oxidacny stres spdsobeny endoparazitdzou. Prijem medicindlnych rastlin obsahujucich
bioaktivne zlozky s antioxidacnymi vlastnostami mdze zlepSovat oxidacna stabilitu
svaloviny, redukovat’ negativne ucinky infekcie na antioxidacny status oviec atym
podporovat’ odolnost’ zvierat voci infekcii GIT nematddami.

UvoOD

Odpoved’ hostitel'a na pritomnost parazitdirnej infekcie sa prejavuje tvorbou
reaktivnych volnych radikdlov, ako obranny mechanizmus, ktorého ulohou je zneSkodnit
parazitov, ¢im vSak zaroven dochadza k oxida¢nému stresu a tym k poskodeniu okolitych
buniek a tkaniv. Je zndme, Ze reaktivne radikdly moZzu byt neutralizované dokonalym
antioxidaénym obrannym systémom (Pivoto a kol.,, 2015). Tieto vlastnosti maja aj
antioxida¢né¢ enzymy superoxiddismutiaza (SOD), glutation peroxiddza (GPx) a glutation
reduktaza (GR) ainé (Lykkesfeldt a Svendsen, 2007). Medicinalne rastliny sa pouzivaju
v alternativnej liecbe kvdli ich zdraviu pozitivnym vlastnostiam. Flavonoidy su produktmi
sekundarneho metabolizmu rastlin. Maju rdzne biologické uc€inky, medzi ktoré patria
napriklad antioxida¢né, antivirusové, antibakteridlne, protizapalové, vazodilatatné ¢i
protirakovinové ucinky (Prochdzkova a kol., 2011).

MATERIAL A METODIKA

Dvadsatstyri jahniat (Zosl'achtend Valaska) bolo rozdelenych do Styroch experimentalnych
skupin: kontrolnd nenakazend skupina (C), nakazené zvieratd (I), nakazené zvierata
suplementované Herbmixom 1 (I+Hmix 1) a nakazené zvierata suplementované¢ Herbmixom
2 (I+Hmix 2). Zmesi rastlin obsahovali rovnaky zéklad: 1% Artemisia absinthium a 13,42%
Matricaria chamomilla, Fumaria officinalis a Malva sylvestris. Herbmix 1 okrem zakladu
obsahoval 5% Foeniculum vulgare a13,42% Hyssopus officinalis, Melissa officinalis,
Plantago lanceolata a Solidago virgaurea. Herbmix 2 obsahoval okrem zakladu 12,38%
Achillea milefolium, Calendula officinalis, Cichorium intybus, Hypericum perforatum
a Urtica dioica. Herbmix 1 a2 (100 g suSiny/den) boli pridavané do bazalnej diéty, ktora
pozostavala zo sena (ad libitum) a komer¢ného koncentratu (350 g suSiny/den) pre kazdé
zviera. Nakazené jedince boli peroralne infikované asi 5000 larvami tretieho Stadia (L3)
gastrointestindlnym parazitom Haemonchus contortus. Pocas 70 dnového experimentu boli
zvieratdm odoberané vzorky krvi v22., 37., 51. a7l. deit po infikovani. Po ukonceni
experimentu boli zvierata usmrtené a boli im odobraté vzorky lavého svalu m. longissimus
dorsi. Vo vzorkdch séra bola stanovovana aktivita antioxidacnych enzymov.
Superoxiddismutdza (SOD) bola stanovovana spektrofotometrickou metédou podl'a Marklund
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a Marklund (1974) vtkanive a kitom RANSOD (Randox, UK) v sére. Aktivitu
glutationreduktazy (GR) sme stanovovali kitom (Glutathione Reductase Assay Kit, Sigma-
Aldrich) a aktivitu glutationperoxidazy (GPx) podla Paglia a Valentine (1967). Lipidova
peroxidacia v sére asvalovine uskladnenej v chladnicke po dobu 0, 1 a7 dni, bola
stanovovana spektrofluorometrickou metodou podl'a Jo a Ahn (1998) meranim koncentracie
malondialdehydu (MDA). Celkova antioxidacnd kapacita (TAC) vzoriek séra a rastlin sa
stanovovala metddou FRAP podla Benzie a Strain (1996). Pre stanovenie celkovej
koncentracie fenolov vodnych extraktov medicinalnych rastlin Herbmixu 1 a 2 pripravenych
modifikovanou metdédou podla Tupec a kol. (2017), sme pouzili Folin-Ciocalteau metodu
(Proestos a kol., 2013). Na Sstatistické vyhodnotenie vysledkov a zhodnotenie vplyvu diéty,
Casu a/alebo ich vzajomnej interakcie, boli data analyzované pouzitim dvojcestnej analyzy
variancie (ANOVA) s Bonferroni post-testom pre zistenie Statistického rozdielu medzi
infikovanou skupinou (I) a ostatnymi skupinami (C, [+Hmix 1, [+Hmix 2).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Antioxidacné Uc€inky flavonoidov sa mozu prejavovat odliSne vin vitro ain vivo
podmienkach. Vysledky stadii poukazuju, ze flavonoidy pocas metabolizmu najmé v tenkom
¢reve podliehaju Struktirnym a funkénym zmendm, ¢o ovplyviiuje ich antioxidané vlastnosti.
Mechanizmus ich antioxida¢ného ucinku spociva v schopnosti priamo vychytavat’ reaktivne
kyslikové radikaly, aktivovat’ antioxida¢né enymy, inhibovat’ oxidazy, zvySovat’ antioxidacné
vlastnosti nizkomolekulovych antioxidantov a chelatovat’ kovy (Prochadzkova a kol. 2011;
Tsao a Li, 2012). Kvantitativnou analyzou bioaktivnych latok v pouzitych zmesiach pomocou
ultra-vysoko-ucinnej kvapalinovej chromatografie (UPLC/MS/MS) sa zistilo 57,3 mg/g
fenolovych kyselin a 41,5 mg/g flavonoidov v Hmixe 1 a 22,2 mg/g fenolovych kyselin a 29,5
mg/g flavonoidov v Hmixe 2. Vysledky ukazali pozitivnu korelaciu (R’=0,744) medzi
antioxida¢nou kapacitou a celkovym obsahom fenolov v extraktoch rastlin obsiahnutych
v oboch herbmixoch. Vyssie hodnoty celkovych fenolov a TAC boli zaznamenané v Hmixe 1
v porovnani s Hmixom 2. Vysledky merania antioxidacnych parametrov v sére jahniat
preukézali vplyv diéty (P<0,001) na TAC séra a aktivitu SOD a GPx. Aktivita SOD (P<0,05)
a GPx (P<0,001) bola taktiez ovplyvnena casom. Aktivita GR bola ovplyvnena prijmom
experimentalnych diét, o sa prejavilo signifikantne vys$Simi hodnotami v skupindch
suplementovanych Hmixom 1 a Hmixom 2 v porovnani s infikovanymi ovcami na 37., 51.
a 70. den po infikovani.

Obr.1. Koncentracia MDA (mg/kg) v svalovine (MLD) pocas skladovania 0, 1 alebo 7 dni pri 4°C, n=6.
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Lipidova peroxidacia v sére bola ovplyvnena casom (P<0,001) so signifikantne vysSSimi
hodnotami na konci experimentu (70. denl) u infikovanej skupiny v porovnani so zdravou
skupinou zvierat.

V nasom experimente poddvanie Hmixov nemalo prospesny vplyv na vsSetky sledované
antioxida¢né parametre v sére. Antioxida¢ny potencidl rastlin alebo ich bioaktivnych latok
mohol byt in vivo ovplyvneny niekol’kymi faktormi, ako je ich absorpcia v GIT,
metabolizmus a biovyuzitelnost ako aj pritomnostou inych antioxidantov aidnov
prechodnych kovov (Kasote akol., 2015). Koncentraicia MDA v svalovine (Obr.1) bola
ovplyvnena prijmom experimentdlnych diét ako aj Casom uskladnenia, o sa prejavilo
zvySovanim koncentracie MDA a dokazuje, Ze pocas skladovania sa hromadili sekundarne
metabolity oxidéacie lipidov. Pridanie Hmixu 1 do diéty infikovanych jahniat malo
antioxidacny potencial, co naznacuje pokles oxidacie lipidov v mése znizenim hladiny MDA
v 7. den skladovania v porovnani s infikovanymi zvieratami. NaSe vysledky naznacuju, ze
prijem medicindlnych rastlin mé& priaznivé ucinky na antioxidacny status jahniat a moze
zlepSovat’ odolnost’ malych preziivavcov voci parazitarnym infekciam.

Praca bola podporenad grantmi Agentiry na podporu vyskumu a vyvoja APVV-17-0297 a APVV 18-0131.
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ABSTRAKT

V sledovanej §tadii boli SPF mysi linie BALB/c v pocte 126 ks rozdelené do 3 pokusnych skupin
DSS1, DSS3, DSS5 a jednej kontrolnej skupiny K, ktorym sa v I. faze postupu aplikovali na
dekontaminaciu selektivne antibiotika (amoxicilin, ciprofloxacin), a v II. faze sa chemicky indukovala
ulcerdzna kolitida prostrednictvom dextran sulfatu sodného (DSS) v 1, 3 a 5% koncentracii. Cielom
naSej Stadie bolo ziskanie animalneho gnotomodelu ulceréznej kolitidy po chemickej indukcii
prostrednictvom DSS. Na zéklade dekontaminacie selektivnymi antibiotikami a sledovanej patogenézy
ulcer6znej kolitidy pri r6znych koncentraciach jej chemickej indukcie sme ziskali optimalny animalny
gnotomodel ulcerdznej kolitidy, manifestujuci sa atrofickymi zmenami na sliznici kaudalneho tiseku
¢reva, s infiltraciou leukocytov v Creve, sprevadzané tbytkom hmotnosti, dehydrataciou a miernym
krvacanim z rekta.

UvOD

Idiopatické zéapalové crevné ochorenia (inflammatory bowel disease, IBD) oznacuju skupinu
chronickych zapalovych chor6b traviaceho traktu so striedajicimi sa obdobiami relapsu a remisie.
Crohnova choroba (Crohn’s disease, CD) a ulcerozna kolitida (ulcerative colitis, UC) predstavuji dve
hlavné manifestacie IBD. Tieto dve formy IBD sa odliSuju hlavne lokalizaciou zapalovych lozisk v
traviacom trakte a rozsahom histopatologickych zmien v crevnej stene. Vysoka morbidita, zavazné
vCasné a neskoré komplikacie ochorenia s potencialnou invalidizaciou, skratenim Zivota pacienta a
vyraznym znizenim jeho kvality Zivota, st dovodom hl'adania novych moznosti prevencie, racionalnej
diagnostiky a liecby IBD. Experimentdlne navodenie modelu IBD na gnotobiotickych zvieratach
umoziuje systematick manipuléciu s premennymi faktormi na overenie alebo vyvratenie predpokla-
danych hypotéz (Ramos a Papadaki, 2019). Cielom naSej Studie bolo ziskanie animalneho
gnotomodelu ulcerdznej kolitidy po chemickej indukcii prostrednictvom DSS (dextran sulfatu
sodného).

MATERIAL A METODIKA

Do in vivo experimentu, ktorého protokol ¢&. 4073/18-221/3 bol schvaleny SVPS SR a bol v stlade s
pokynmi stanovenymi prislusnou Etickou komisiou UVLF Kosice, boli pouzité SPF mysi samicieho
pohlavia, linie BALB/c z chovu Velaz s.r.o. (Praha) v pocte 126 ks. Preprava bola uskutocnena
leteckou cestou v Specialnych transportnych nadobach do akreditovaného zariadenia Laboratéria
gnotobioldgie, Ustavu mikrobiologie a gnotobiologie, UVLF Kogice (SK U 16016). Po dokladnej
povrchovej dezinfekcii nadob kyselinou peroctovou boli vlozené do gnotobiotického izolatora pre
chov laboratornych hlodavcov typ THF 3271IE 101/97 a odchoviiového izolatora typu CBC (CBC,
Ltd, Madison, Wisconsin). Laboratérne zvierata boli kimené ad libitum kompletnou kimnou zmesou
pre mysi v bariérovych chovoch ST-1, s nepretrzitym pristupom k autoklavovanej vode v sklenenych
flasiach. SPF mysi boli po ukonceni karantény rozdelené do 3 pokusnych skupin DSS1, DSS3, DSS5
(111ks) a jednej kontrolnej skupiny K (15ks), ktorym sa v 1. faze postupu aplikovali na
dekontaminaciu selektivne antibiotika (amoxicilin, ciprofloxacin), a v II. faze sa chemicky indukovala
ulcerozna kolitida prostrednictvom DSS (dextran sulfatu sodného) podla nasledovnej aplikacnej
schémy (Tab.1).
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Tab.1 Aplika¢na schéma postupu

Skupina Aplikacia antibiotik (kaZzdych 12 Rekonvalescencia Indukcia IBD
hodin po dobu 5 dni) (chemicky DSS)
K (n=15) bez aplikdcie ATB bez rekonvalescencie -
Amoxicilin potencovany DSS 1% (vo vode v 1%
DSS1 klavulanatom draselnym v davke 10 dni koncentracii po dobu 5 dni)
(n=37) 0,2 ml per os (s koncentraciou v mikrobiologicky
ucinnej latky 387,11 mg/kg/mys) | kontrolovanom prostredi | DSS 3% (vo vode v 3%
DSS/3 + gnotobiotického koncentracii po dobu 5 dni)
(n=37) Ciprofloxacin v davke 0,1ml s.c. izolatora
(s koncentraciou ucinnej latky DSS 5% (vo vode v 5%
DSS/5 19,60 mg/kg/mys) koncentracii po dobu 5 dni)
(n=37)

Zdravotny stav zvierat a konzistencia trusu sa denne sledovali a zaznamenavali. Vzorky trusu boli v L.
faze postupu odoberané pred aplikdciou ATB, ana 1., 2., 5. a 15. den po dekontaminacii. V II. faze
postupu boli vzorky trusu odoberané na 0. den pred chemickou indukciou ulceroznej kolitidy, a na 1.,
3., a 5.ty den po indukcii UC. Zvierata boli v case aplikacie DSS denne vazené a straty na hmotnosti
boli do zdznamov udévané v %. V ramci odberov na mikrobiologické, biochemické a histologické
parametre boli gnotobiotické mysi z jednotlivych skupin huménne usmrtené pripravkom na eutanaziu
sodium pentobarbital v davke (86 mg/kg z.hm.), s naslednou cervikalnou dislokaciou na 0., 5., 15. a
20. den postupu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Prvé stadie, ktoré sa venovali dekontamindcii traviaceho traktu pouzitim ATB sledovali tspesnost
takejto dekontaminacie na odstranenie mikroorganizmov z traviaceho traktu zvierat. Tieto vysledky
dokazovali, Ze dekontaminacia mysi s peroralnymi antibiotikami bola uskuto¢nitelna (Van der Waaij a
Sturm, 1968). Tieto Stidie vSak nesledovali u¢inok ATB na zdravotny stav zvierat. Sterilizacia ¢reva
prostrednictvom podavania antibiotik per os ulahcuje Studium fyzioldgie nutricne vyznamnych
vzt'ahov medzi ¢revnou mikroflorou a hostitelom. V 1. etape postupu sme dekontaminovali traviaci
trakt SPF mysi linie BALB/c selektivnymi ATB podl'a nasej predchadzajucej Stadie (Gancarcikova a
kol., 2018) tak, aby nebol zdravotny stav takto ziskanych zvierat alterovany. Na dekontaminaciu mysi
sme pouzili peroralne aplikovany amoxicilin v davke 387,11 mg/kg v pripravku Amoksiklav (Sandoz,
Slovinsko) a subkutanne aplikovany ciprofloxacin v davke 19,60 mg/kg v pripravku Ciloxan (Alcon,
Spanielsko), pritom sme zvieratd odchovéavali v presne definovanom prostredi gnotobiotickych
izolatorov. Existuje malo reSerSnych studii porovnavajicich dekontaminaciu ATB selektovanymi na
zéklade kultivacie oproti zauzivanym kombinacidm ATB. V naSej Stadii sme zvolili dekontaminaciu
ATB selektovanymi na zaklade kultivacie ako to doporucuje aj Johnson a kol. (2004), vzhl'adom na
vyli¢enie ATB svyraznym negativnym dopadom na zdravotny stav zvierat. Po 10-dnovej
rekonvalescencii sme kultivaéne zo vzoriek trusu a obsahu céka ziskali kolonie, a z nich sme
biochemickymi testami a sekvenaciou 16S rDNA identifikovali E. coli a Enterococcus species. Puhl a
kol. (2012) identifikovali po 21-dnovej aplikacii ATB a 14-diiovej rekonvalescencii prostrednictvom
sekvenacie limitovany pocet klostrididm podobnych baktérii a Bacteroides species. V §tidii Ubedu a
kol. (2010) bolo pozorované zvysenie koncentracie baktérii po 7-diovej aplikdcii ampicilinu,
vankomycinu alebo kombindcie metronidazolu, neomycinu a vankomycinu (MNV). Mikroflora
zvierat bola po tomto zasahu zmenend, so zniZzenymi poctami baktérii patriacich do kmena
Bacteroidetes a celade Lactobacillaceae, azvySenymi poctami baktérii patriacich do rodov
Clostridium a Enterococcus a ¢elade Enterobacteriaceae. My sme v naSom postupe zaznamenali po
24 hodinach od zaciatku aplikacie antibiotik pokles v kultivacii mikroorganizmov na platni o 4
logaritmy po aerdbnej, a o 3-4 logaritmy anaerdbnej kultivacii. Organické kyseliny su hlavnymi
metabolitmi ¢revnej fermentécie a vyska ich koncentracie v obsahu traviaceho traktu odraza
urovein cCrevnej fermentdcie. Najvyraznej$i pokles v produkeii organickych kyselin,
predovsetkym kyseliny octovej, mlieCnej a propionovej v truse v obdobi dekontaminacie
vSetkych sledovanych skupin zaznamenidvame uz po 24. hodinidch od zaciatku aplikécie
antibiotik, ¢o koreluje u tychto skupin s poklesom poctov mikroorganizmov o4 log pri aerdbnej
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kultivacii a o 3-4 log pri anaerobnej kultivacii. AvSak uz na 15.den postupu je fermentacna aktivita
¢reva obnovend, a produkcia organickych kyselin sa dostala na podobnt troven, ako v obdobi pred
aplikaciou ATB. Rekonvalescencia dekontaminovanych zvierat v gnotobiotickych podmienkach po
dobu 10 dni zabranila obnove druhovej pestrosti mikroflory mysi a postacila na navratenie
metabolickych hodnét do fyziologického rozmedzia. Takto sme ziskali model s redukovanou a
kontrolovanou mikroflorou bez alteracie celkového zdravotného stavu zvierat.

Tab. 2 Selektivne morfologické parametre kolonu

Skupina Rezna plocha klkov Obvod klkov Vyska klkov Hibka krypt
(um’) (pm) (um) (pm)
Kontrola 121300 + 4089 1165 +27,1 430,5 + 10,27 120,2 + 2,46
DSS/1 93450 + 997 1124 + 22,06 406,6 + 6,26 111,1+1,303
DSS/3 92620 + 1091 1080 + 23,84 3719+ 7,67 103,3+1,186
DSS/5 79840 + 1091 811,8 +32,2 307,74+ 11,26 70,90 + 2,028
#+#DSS1, *#DSS3 #+#DSS1, DSS3 #++DSS1, DSS3 #*DSS1, DSS3

V 1L etape postupu bola sledovanad patogenéza ulcerdznej kolitidy pri réznych koncentraciach jej
chemickej indukcie prostrednictvom DSS. Klinické hodnotenie zapalu zahfialo denné sledovanie
telesnej hmotnosti a celkového zdravotného stavu. V predloZenej $tadii sme zaznamenali u skupiny
nizSou hmotnost'ou (p < 0,01) na 4. den, v porovnani s 2. dilom aplikécie DSS. V sledovanej skupine
(DSS 5) boli potvrdené aj najvyssie straty celkovej hmotnosti, pohybujiice sa v rozsahu 5-14%.
Zapalové skore resp. stupenn zapalu bol charakterizovany sledovanim skoére konzistencie trusu,
rektalneho krvacania a straty celkovej hmotnosti. Zapalové skore sa u skupiny DSS 5 postupne
zvySovalo v zavislosti od pokrocilosti zapalu, a najvyssie skore v 10 bodovej stupnici na trovni 5-6,
poukazuje na mierny az stredny zapal crevnej sliznice kaudalneho tseku traviaceho traktu (kolonu).
Svetelnou mikroskopiou (Tab. 2) sme pri porovnani vel'kosti reznej plochy klkov koléona sledovanych
skupin zaznamenali, ze skupina zvierat s 5% aplikaciou DSS (DSS 5) mala tato rezni plochu
vyznamne najmensiu (p < 0,01; p < 0,001), v porovnani so skupinami zvierat s 3 a 1% aplikaciou
DSS. Zarovenn sme v rovnakom useku Creva skupiny (DSS 5) pozorovali aj najmensi, Statisticky
vyznamny obvod klkov, vysku klkov, ako aj najniz$iu hibku krypt (p < 0,001). Histopatologickou
analyzou boli potvrdené zmeny, ktoré sa prejavovali pritomnostou edému v submukdze,
edematoznymi zmenami v lamina propria, rozruSenim architektury krypt, miernou eréziou alebo
ulceraciou epitelu, infiltraciou polymorfonuklearnych leukocytov do submukoézy a lamina propria.

Na zaklade dekontaminacie selektivnymi antibiotikami a sledovanej patogenézy ulceroznej kolitidy pri
roznych koncentraciach jej chemickej indukcie sme ziskali optimalny animalny gnotomodel
ulceréznej kolitidy, manifestujici sa atrofickymi zmenami na sliznici kaudalneho tseku
Creva, s infiltraciou leukocytov v Creve, sprevadzané tbytkom hmotnosti, dehydraticiou a miernym
krvacanim z rekta. Optimalna 5% koncentracia chemickej indukcie UC pomocou DSS bude nasledne
pouzita v postupoch s transplantaciou fekalnej mikrobioty pacientov s IBD gnotobiotickym mysiam.

Tato publikacia bola vytvorend realizdaciou projektu APVV-16-0176.
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ABSTRAKT

Krvna plazma je jednym znajbeznejSie pouzivanych biologickych materidlov na identifikaciu
biomarkerov réznych ochoreni. Odber krvi je minimalne invazivny zékrok a zaroven sa v krvi
nachadzaju temer vsetky produkty metabolizmu. Klinické aj predklinické vyskumy ¢asto analyzuju len
metabolity muzskej krvi, pricom nereSpektuju vyrazni odlisnost’ medzi oboma pohlaviami. Cielom
nasho experimentu bolo popisat rodové rozdiely v hladindch vybranych lipidovych metabolitov
zdravych dospelych samic a samcov potkanov kmena Wistar vo veku 90 postnatalnych dni. Sledovali
sme zmeny Vv troch lipidovych skupinach metabolitov krvi — fosfatidylcholiny, lyzofosfatidylcholiny
a sfingomyeliny. Vo vSetkych troch skupinach sme zaznamenali vyznamné rodové rozdiely.
Fosfatidylcholiny a lyzofosfatidylcholiny mali vysSie hladiny v krvnej plazme samic v porovnani so
samcami. Az 90% rodovo zavislych sfingomyelinov malo vysSie hladiny u samic v porovnani so
samcami. Podla VIP skoére bol najvyznamnejsi metabolit fosfatydilcholin PC aa C38:4. Tato Stadia
poskytuje dokaz, ze v metabolizme lipidov existuje silny pohlavny dimorfizmus. Identifikécia
rodovych rozdielov krvnych metabolitov m6ze d’alej hrat’ kI'a¢ovi ulohu v klinickej praxi.

UvOD

Medzi pohlaviami existuju délezité rozdiely, ktoré sa odzrkadl'uju vo vyskyte, prevalencii,
veku ndstupu, priznakoch ¢i v riziku a zdvaznosti niektorych ochoreni. Preto by sa rodové
rozdiely mali Studovat’ na vSetkych urovniach Zivého organizmu a vo vsetkych oblastiach
zivota (Wizemann a kol., 2001; Zakiniaeiz, a kol., 2016). V klinickom aj predklinickom
vyskume sa vSak vyuzivaju viac muzi/samce, ako Zeny/samice a preto cielom nad’alej ostava
implementéacia tohto pohlavia do vyskumu ochoreni aich potencidlneho individudlneho
liecebného pristupu. Okrem toho moézu in vivo vysledky s pouZitim zvieracich modelov
predikovat’ a urychlit’ vyvoj novych potencialnych lieciv s oh'adom na individualny pristup
(Campesi a kol., 2017; Legato, 2016). Molekularne stadie identifikuji patologické procesy
nastavajuce pri roznych ochoreniach rovnako ako farmakokinetiku, akedze existuju
ochorenia silne zavislé od pohlavia, ako napriklad kardiovaskuldrne ochorenia a diabetes
mellitus, rozdiely v patologii medzi pohlaviami by sa mali stanovit ako zaklad kvalitnej
zdravotnej starostlivosti (Liu a kol., 2012).

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili 10 zdravych samcov a 10 zdravych samic kmena Wistar, ktorym
bola vo veku 60 dni odobrana krvna plazma z vena saphena, v celkovom objeme 100 ul. Krv
bola odobratd do heparinovych mikroskiimaviek. Miesto odberu bolo vopred oholené
a oc¢isten¢ dezinfek¢nym prostriedkom. Krvna plazma bola po odbere uskladnena pri -80°C.
Plazma bola nasledne analyzovand pomocou kitu AbsoluteIDQ pl180 v laboratoriu
BIOCRATES Life Science AG v Insbrucku (Rakusko). Vo vzorkach plazmy sme pomocou
metdody hmotnostnej spektrometrie (liquid chromatography-tandem mass spectrometry)
analyzovali vybrané metabolity. Celkovo sme kvantifikovali skupinu 104 lipidovych
metabolitov  ztried  fosfatidylcholinov, lyzofosfatidylcholinov  a sfingomyelinov.
Kvantifikacia koncentracii metabolitov a hodnotenie kvality sa uskuto¢nilo pomocou
softvérového balika MetlQ (BIOCRATES Life Science AG, Insbruck, Rakusko). Ostatné
Statistické analyzy boli robené pomocou programu GraphPad 6.0 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA) a programovacieho jazyka R (verzia 3.6.0) so Standardnymi kniznicami
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a kniznicou ggplot2 (verzia 3.1.1), ggpubr (verzia 0.2), psych (verzia 1.8.12) a GGally (verzia
1.4.0).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Metabolomika je uzito¢nym ndstrojom na analyzu velkého pocCtu metabolitov a preto sa
pouZziva na stanovenie biomarkerov pre diagnostikovanie réoznych druhov reakcii na liekova
toxicitu (Seijo et al., 2013; Vouk et al.,, 2012). Pouzivaju sa roézne pristupy vratane
lipidomiky, kedZe lipidové metabolity nie st len zlozkami bunkovych membréan, ale
podiel'aju sa aj na signalnej transdukcii. Okrem toho je mozog druhou najvic¢Sou zasobariiou
tukov (po tukovom tkanive), preto je sledovanie ich metabolizmu pri neurodegenerativnych
ochoreniach kIi¢ové (Serhan, Chiang, & Van Dyke, 2008). Existuji zasadné genetické
a fyziologické rozdiely medzi pohlaviami, vd’aka ¢omu st aj vyskyt chorob, ich prevalencia
a priznaky u oboch pohlavi odlisné (Sparvero et al., 2010). V tejto $tadii uvadzame prehl’ad
pohlavného dimorfizmu v metabolizme vybranych lipidov v krvi zdravych potkanov. Zistili
sme, ze zo 104 lipidovych metabolitov je 66% Statisticky vyznamne odlisnych u oboch
pohlavi. Zo skupiny lyzofosfatidylcholinov bolo 8 zo 14 (57%) metabolitov rodovo
Specifickych. Viac ako polovica z nich mala vyssie hladiny u samic (lysoPC a C18:0, lysoPC
a C28:0, lysoPC a C17:0, lysoPC a C20:4, and lysoPC a C26:1). Na druhej strane, samice
mali v porovnani so samcami signifikantne nizSie koncentracie v metabolitoch lysoPC a
C20:3, lysoPC a C18:2, a lysoPC a C16:1. V skupine fosfatidylcholinov sme z krvnej plazmy
samic zistili vysSSie koncentracie 10 fosfatidylcholinov s diacylovymi zvySkami a 18
fosfatidylcholinov s acyl-alkylovymi zvyskami. 19 fosfatidylcholinovych metabolitov bolo
vyrazne znizenych u samic v porovnani so samcami. NajkonzistentnejSie vysledky sme zistili
v skupine sfingomyelinov, kde az 73% (11/15) hodnotenych metabolitov sa vyznamne liSilo,
pricom az 91%, o predstavuje 10 z 11 zmenenych metabolitov bolo vyrazne zvysenych u
samic v porovnani so samcami. Z vysledkov je zrejmé, Ze existuje vela rodovych rozdielov
v metabolizme lipidov, a ze metabolomika spolu sinymi tzv. ,,omics“ pristupmi médzu
pomdct’ pri odhal'ovani rodovych znakov v patofyzioldgii chordb.

Praca bola podporena grantami VVGS-2019-1071, VVGS-PF-2019-1040 a VVGS-PF-2019-1054.
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IZOLACIA TREPONEMA SPP. Z KOZE POSTIHNUTEJ DIGITALNOU
DERMATITIDOU U HOVADZIEHO DOBYTKA
Maréekova P.!, Mad’ar M.2, Mudron P.', Stykova E°.
'Klinika preziivavcov, UVLF v Kosiciach, Kosice

’Katedra mikrobiolégie a imunolégie, UVLF v Kosiciach, Kosice
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ABSTRAKT

Cielom naSej prace bolo zistit' pritomnost’ baktérii rodu Treponema spp.v koznych léziach
hovéddzieho dobytka s digitdlnou dermatitidou. VySetrenych bolo 24 vzoriek pomocou PCR
s vyuzitim primerov charakteristickych pre nasledovné druhy treponém-Treponema pedis,
Treponema brenaborense a skupinu treponém 7Treponema denticola do ktorej spadaju druhy
Treponema vincentii, Treponema medium spp. bovis, Treponema phagedenis ssp.vaccae
a Treponema denticola. V 10 vzorkadch sa zistila pritomnost DNA druhu zo skupiny
Treponema denticola, pricom dalSich 6 vzoriek bolo tiez suspektne pozitivnych, avsak
reakcia pri elektroforéze v agar6zovom géli nebola natol’ko vyrazna aneboli preto ani
posielané na sekvenovanie. DNA druhu Treponema pedis bola detegovand v 4 vzorkach
a suspektne pozitivna bola d’alSia 1 vzorka. Treponema brenaborense bola detegovana len
v 1 vzorke v ktorej uz predtym bola detegovana aj Treponema pedis. Z celkového poctu
odobratych vzoriek bolo teda pozitivnych na Treponema spp. 12 vzoriek (50%), ak pocitame
aj suspektne pozitivne vzorky tak 18 o predstavuje 75%. Fusobacterium necrophorum nebol
detegovany. Z naSich vysledkov je mozné konstatovat’ pritomnost’ Treponema spp.v 1éziach u
hovédzieho dobytka postihnuté¢ho digitdlnou dermatitidou a vhodnost' PCR ako metody ich
detekcie.

UvoOD

Digitalna dermatitida je infekcné, zadpalové ochorenie paznechtov. Prezentuje sa bolestivymi
ulcerativnymi alebo proliferativnymi zmenami, ktoré vedt ku krivaniu a nartiSaja tym welfare
zvierat, ale aj ekonomickt efektivitu chovu. Etiologicky agens doteraz nebol s istotou
potvrdeny, avSak je vSeobecne akceptovany multifaktoridlny vplyv so signifikantnym
zastipenim baktérii rodu Treponema. Niektoré zdroje uvadzaju aj moznost’ spoluposobenia F.
necrophorum . Cielom naSej prace bolo detegovat’ pritomnost tychto baktérii v 1éziach
paznechtov u hovéddzieho dobytka postihnutého digitalnou dermatitidou pomocou PCR.

MATERIAL A METODIKA

Z koznych 1ézii bolo odobratych 24 vzoriek z fariem hovddzieho dobytka na Vychodnom
Slovensku. Odoberala sa ¢ast’ postihnutého tkaniva po mechanickom odstraneni necistot u
zvierat prejavujucich klinické priznaky digitalnej dermatitidy. Vzorky boli do vySetrenia
metodou PCR uskladnené pri teplote - 20°C. Na izoldciu DNA bola vybrata metdda s
pouzitim DNAzol. Podmienky naslednej detekcie treponém st uvedené v tabulke 1.
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Tab. 1. Podmienky detekcie treponém

Detekovany druh,marker | Primery PCR protokol Ocdakavany produkt
Treponema pedis, flaB2 TPed32f: 50 - . ) 424bp
cttacttacaggaaactacggac-3" ; 94°C Smin
’ 35x [94°C 30sec, 61°C
Tped_soor: 50 - 30SCC,720C 40560]
gcaatgttaattcctacaaccgtaag-3” 72°C 5min
Treponema brennaborense, TBrenn-418f: 50 - . 663bp
16SrRNA acagcgtggtgacagtagg-3” ; 94°C Smin
gacageglggigacagtage=> » 35x [94°C 30sec, 61°C
TBrenn-1080r: 50 - 30sec,72°C 40sec]
cttgctggtaactggeagtagg-3” 72°C Smin
Skupina Treponema TMult-2f: 5- 94°C 5min, 470bp
denticola, flaB2 acggyatttcytttattcaagttge-3; 45x [94 °C 30sec, 63°C
30sec, 72°C,40sec]
TMult-472r: 5- 72 °C 40sec
cgagtctgttytggtatgcacce-3

VYSLEDKY A DISKUSIA

Najcastejsimi detegovanymi boli treponémy skupiny Treponema denticola. Ich pritomnost’ sa
potvrdila v 10 vzorkach a suspektne pozitivnych bolo d’alsich 6 vzoriek. U tychto suspektne
pozitivnych vzoriek bol sice pozorovany produkt v ofakavanej oblasti agardézového gélu,
avsak bol signifikantne slabsi ako u vzoriek, ktoré¢ sme oznacili ako jednozna¢ne pozitivne.

Obr.1 Produkt PCR Treponema denticola
1 2 3 4

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Stipce 1-8 a 10-17 vzorky, stipec 9 a 18 marker. Pozitivne vzorky: 1,5,6,10,11,13,15,16,17 Suspektne pozitivne vzorky: 2, 4, 8,12, 14,

Treponema pedis bola detegovana v 5 vzorkach a suspektne v d’alSej jednej. Na Treponema
brennaborense bola pozitivna len jedna vzorka .

Obr. 2 Produkt PCR Treponema pedis
/1 2 3 4 5 6 7 89

Obr. 3 Produkt PCR Treponema brennaborense
1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Celkovo bolo na Treponema spp. pozitivnych 12 vzoriek ¢o predstavuje 50%, v pripade Ze sa
zohl'adnia aj suspektne pozitivne tak 18 (75%).

Treponémy st uz dlhSie akceptované ako predominantny bakteridlny druh nachédzajuci sa
v aktivnych dermatitidnych 1éziach (Demirkan a kol.2018). St vel'mi naro¢né na kultivaciu, a
preto sa ich detekcia pomocou PCR spolu s histologickym vySetrenim, povazuje za najlepSiu
metodu na ich diagnostiku. Rovnako ako Brandt a kol.(2011) sme v naSej stadii amplifikovali
Specificky fragment génu 16S rRNA pre detekciu Treponema brennaborense a gén koédujuci
flagelin flaB2 pre detekciu Treponema denticola a Treponema pedis. V ich $tadii sa pozitivny
nalez treponém objavil az v 38 vzorkach zo 45 a po pouziti citlivejSej kvalitativnej PCR az v
42 vzorkach, ¢o predstavuje 93,3%. 2 z 3 1ézii s negativnym nalezom predstavovali chronicku
formu digitalnej dermatitidy. NajCastejSou sa vyskytujucou bola v tejto Stadii Treponema
pedis objavena v 51% vzoriek, naproti tomu u nas najcastejsie sa vyskytujucou bola skupina
treponém Treponema denticola (41,7% /66,7%). Dalsim rozdielom v nasich nalezoch bolo
objavenie 1 pozitivnej vzorky na Treponema brennaborense, ktoru v tejto stadii nedetegovali
v Ziadnej vzorke. Wilson-Welder a kol.(2015) taktieZ udéavaju jej menej casty vyskyt
v 1éziach. Rasmussen akol. (2012) uvadza vo svojej Stadii moznost’ spolupdsobenia
F. necrophorum pri vzniku digitalnej dermatitidy, nakol’ko bol tento anaerdb zachyteny v
bioptatoch z dvoch 1ézii tohto ochorenia. Beninger a kol.(2018) popisuju signifikantne vyssie
mnozstvo pritomnych treponém v aktivnych, ulcerativnych 1ézidch ako v hojacich sa
a chronickych.

Zaverom je mozné konStatovat, ze pomocou metddy PCR sa podarilo zistit' pritomnost’
Treponema spp.v 1éziach u hovadzieho dobytka postihnutého digitalnou.

Praca vznikla za podpory Agentury na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢. APVV-16-0203.
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CHALKONY AKO INHIBITORY RASTU NADOROVYCH BUNIEK PRSNIKA
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ABSTRAKT

K trendom sucasného vyskumu patri $tadium prirodnych latok, ktoré by bolo mozné vyuzit
v chemoprevencii a/alebo terapii nadorovych ochoreni. Mnohé in vitro ain vivo §tidie
upriamuju pozornost’ na chalkony. Doteraz boli dokazané antiproliferativne, antiflogistické,
antimikrobialne, antiprotozoarne ai. uCinky prirodnych a syntetickych chalkénov. V nasej
praci sme sa zamerali na antiproliferativny uUc¢inok syntetickych derivatov chalkénov na
nadorové bunky mliecnej zlazy (MDA-MB-231 a MCF-7). Z testovanych chalkénov
3,94 umol/l (MDA-MB-231) a 20,07 £ 7,95 umol/l (MCF-7). Vybrany chalkon inhiboval rast
a formovanie koldnii oboch linii. Na cytomorfologickej Grovni sme pozorovali zmr§tovanie
a zagulacovanie buniek a stratu ich adherencie. Pomocou prietokovej cytometrie sme d’alej
analyzovali aktivaciu efektorovych kaspaz 3 (MDA-MB-231) a7 (MCF-7) a pritomnost’
Stiepnej formy PARP. Pozorovali sme signifikantné zvysSenie aktivacie kaspaz exekucnej fazy
apoptozy a narast Stiepnej formy PARP. Tiez sme analyzovali bunkovy cyklus a pozorovali
zmeny mitochondridlnych funkecii, externalizaciu fosfatidylserinu a uvolnenie cytochromu c.
Tieto vysledky naznacuju, ze Studovany chalkéon spdsobil zastavenie bunkového cyklu
a indukoval mitochondrialnu dréhu apoptdzy.

UvoD

Maligne nadory mliecnej Zlazy patria medzi najcastejSie sa vyskytujice onkologické
ochorenia u zien na celom svete a su druhou najcastejSou pric¢inou umrtia po nddoroch pluc.
Incidencia malignych ochoreni prsnika stipa s vekom a predpokladéd sa jej d’al$i narast v
suvislosti so zvy$ujicou sa priemernou dizkou Zivota, preberanim zapadného Zivotného §tylu
a vy$sim vyskytom obezity (Feng a kol., 2018). Preto sa mnohé $tadie zaoberaju moznym
uplatnenim prirodnych latok v prevencii a terapii mamarnych nadorov. K takym prirodnym
latkam patria polyfenoly (flavonoidy, flavolignany, izokyanidiny, protoantokyanidiny) a im
pribuzné chalkony. Tymto substanciam boli dokazané antiproliferativne, antimetastatické a
antiangiogénne ucinky (Li a kol., 2017). Chalkony, ktoré patria ku sekunddrnym metabolitom
mnohych rastlin a st doélezitymi prekurzormi pri syntéze flavonoidov. Pre svoju chemicku
Struktiru, relativne jednoduchy sposob syntézy a Siroki moznost modifikacie sa stali
objektmi odbornikov (Dao a kol., 2011). K znamym chalkénom s biologickou aktivitou patria
flavokawainy, butein, xantohumol, likochalkén A, isoliquiritigenin a iné (Cho a kol., 2014;
Jandial, 2014).

MATERIAL A METODIKA

Testované  latky: ZKCH10c, ZKCH10d, ZKCHFI, ZKCHF3-F6, ZKCHlla
Nadorové bunkové linie: MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2-), MCF-7 (ER+, PR+, HER2-)
Metody stanovenia antiproliferativnej aktivity in vitro: MTS test
Metody stadia mechanizmu antiproliferativneho ucinku: mikroskopia s fazovym kontrastom,
analyza klonogénneho rastu, analyzy prietokovej cytometrie (detekcia aktivity kaspaz 3 a 7,
detekcia Stiepenia PARP, analyza bunkového cyklu, detekcia externalizacie fosfatidylserinu,
detekcia zniZenia mitochondridlneho membranového potencidlu, detekcia uvolnenia
cytochromu c).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Na stanovenie antiproliferativnej aktivity testovanych chalkonov na nadorovych bunkovych
liniich MDA-MB-231 a MCF-7 sme pouzili MTS test. Hodnoty ICsy Studovanych chalkonov
st znazornené v Grafe ¢. 1. Ako latka s najnizSou inhibi¢nou koncentraciou sa preukazal
chalkon ZKCHI11a s ICso 21,11 + 3,94 umol/l (MDA-MB-231) a 20,07 + 7,95 pmol/l (MCF-
7) (Graf €. 2). Apoptdza je okrem biochemickych zmien na Grovni buniek charakterizovana aj
radom morfologickych zmien, po¢niuc zmr$tovanim buniek az po vznik apoptotickych
teliesok. Charakteristické cytomorfologické odliSnosti buniek ako dosledok apoptdzy
vplyvom latky ZKCHI11a sme analyzovali vyuzitim mikroskopie s fazovym kontrastom. S
chalkonom inkubované bunky (MDA-MB-231 aj MCF-7) sa na morfologickej urovni
odliSovali od buniek kontroly (zmr§tovanie a zagulacovanie buniek a strata ich adherentnej
schopnosti) s maximalnym efektom po 72 h inkubécii (Obr. €. 1). Schopnost’ buniek MDA-
MB-231 a MCF-7 prezivat vplyvom ZKCHlla sme analyzovali pouzitim analyzy
klonogénneho rastu. Ako vyplyva z Obr. €. 2 testovana latka v koncentracii 30 pmol/l po 10
diiovej inkubacii preukdzatelne potlacala tvorbu kolénii obidvoch nadorovych bunkovych
linii MDA-MB-231 aj MCF-7, pricom tento efekt mal stiipajicu tendenciu v zavislosti od
¢asu s maximom po 48 inkubdacii. Pomocou uvedenej metody je mozné hodnotit’ schopnost’
malého poctu nadorovych buniek proliferovat a formovat nové kolonie pocas
niekol’kodnovej inkubacie. Aj synteticky chalkon DK143 signifikantne inhiboval tvorbu
kolonii nddorovych bunieck MDA-MB-231 a MCF-7 (Lee a kol., 2016). PretoZze apoptoticky
proces je sprostredkovany kaspazami, v d’alSej analyze sme sledovali vplyv latky ZKCHI11a
na aktivaciu efektorovych kaspaz 3 a 7. Chalkon ZKCHI11a indukoval aktivaciu kaspazy 3
resp. 7 (MDA-MB-231 resp. MCF-7) po 24 h inkubadcii viac ako dvojnasobne v porovnani s
neovplyvnenymi bunkami (kontrola) (Graf ¢. 3 a 4). Tento efekt pretrvaval v pripade
obidvoch bunkovych linii aj po 48 h a 72 h. Pri bunkovej linii MCF-7 je mozné detegovat len
aktivitu kaspazy 7, pretoZze u tejto linie nedochddza k expresii exekucnej kaspazy 3. Pocas
apoptotického procesu dochddza pomocou aktivovanych kaspaz k Stiepeniu enzymu PARP
(poly(ADP-ribdza)polymeraza), ktory sa podiel'a na opravach poSkodenej DNA. Ddsledkom
toho je propagacia apoptotického procesu s charakteristickymi zmenami na biochemickej aj
morfologickej trovni. Detekcia Stiepenej formy tohto enzymu teda sluzi ako dokaz aktivécie
bunkovej smrti. Ako vyplyva z nasich analyz (Graf ¢. 5), vplyvom chalkénu ZKCH11a doslo
k signifikantnému Stiepeniu PARP vo vsetkych Casovych intervaloch (24 h, 48 h, 72 h) na
nadorovej bunkovej linii MDA-MB-231 aj MCF-7.Vysledkom je zabranenie opravy DNA s
nezvratnou smrtou buniek. Gao et al. (2016) dospeli k podobnym zaverom vo svojej Studii, v
ktorej potvrdzujii schopnost’ prenylovaného chalkonu paratokarpinu E indukovat apoptdzu
buniek MCF-7 spojenu s aktivaciou kaspaz -8, -9 a Stiepenim PARP. Vysledky tejto analyzy
potvrdzuji aktivaciu apoptotickych mechanizmov vplyvom derivatu ZKCH11a. Tiez sme
analyzovali bunkovy cyklus a pozorovali zmeny mitochondridlnych funkcii, externalizaciu
fosfatidylserinu a uvolnenie cytochrému c. Tieto vysledky naznacuju, ze Studovany chalkén
spdsobil zastavenie bunkového cyklu a indukoval mitochondridlnu drdhu apoptézy (tdaje
nezverejneng).

Graf ¢. 1 Hodnoty IC50 (umol/l) testovanych latok Graf ¢. 2 Percento prezivania buniek MDA-MB-231 a MCF-7
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Obr. €. 1 Mikroskopické zobrazenie buniek MDA-MB-231 Obr. ¢. 2 Analyza klonogénneho rastu
nadorovej a linie MCF-7 MDA-MB-231 a MCF-7

Graf ¢. 3 Aktivacia kaspazy 3 pri bunkovej Graf ¢. 4 Aktivacia kaspazy 7 pri bunkovej Graf ¢&. 5 Stiepenie PARP linii
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KAZUISTIKA: KVANTOVA FYZIKA V DIAGNOSTIKE A TERAPII MALYCH
ZVIERAT
Michalova A., Fialkovicova M., Takacova M.
Klinika malych zvierat — Oddelenie vnutornych choréb, UVLF, Kosice

UvOD

Frekvencnd terapia je v medicine aplikovana prostrednictvom biorezonancie, ktord je
biofyzikalnou diagnostickou a terapeutickou metédou. Jej zakladnym principom je spojenie
kvantovej fyziky a tradi¢nej ¢inskej mediciny. Vyhodou tejto metoddy je neinvazivny zdsah do
organizmu, ktory prostrednictvom kvantovej fyziky a poznatkom tradi¢nej ¢inskej mediciny
zabezpecuje hibkovy Gi¢inok na biologické regulaéné systémy organizmu, ktory je v dnesnej
dobe vystaveny mnohym zataziam, ako s napr. plesne, alergény, konzervac¢né latky, ¢im
modze dojst k tomu, Ze jeho regulacnd schopnost’ bude spomalend, alebo zablokovana.
Podstatou celej tejto techniky je vzdjomna komunikacia medzi bunkami na principe kvantove;j
fyziky, t.j. kvantového modelu, ktory sa v medicine vyuzival uz pred nasSim letopoctom.
V klasickej medicine sme zvyknuti rozmyslat’ linedrnym sposobom. To znamend, Ze jedna
akcia vyvola reakciu (A), ktord vyvola d’alSiu reakciu (B) a ta vyvola d’alSiu reakciu (C) atd’.,
¢ize jedna akcia spusti celu retaz linearne nasledujucich reakceii (Lipton, 2005).
A—-B—-C—->D-—>E

Z perspektivy kvantovej mediciny je potrebné si uvedomit, Ze ak v organizme nastane
porucha jedného organu (A), organizmus na danu dysfunkciu bude reagovat’ ako celok
azmeny sa objavia na vSetkych organovych sustavach sucasne (B,C,D,E), (Lipton, 2005).
Tento kvantovy pristup v terapii vnima pacienta ako celok. To znamend, ze ak by doslo
k nejakej zmene v peceni, neovplyvnilo by to iba cCinnost’ srdca, ale prostrednictvom
organovych energetickych drah by zmeny v peceni zasadne ovplyvnili taktiez funkciu sleziny,
pluc a obliciek.

Obr.1 Kvantovy model vzajomnej interakcie

Zdroj: Lip.to str.109

Treba si uvedomit’, ze akékol'vek zmeny sa na organovych ststavach nemusia prejavovat
hned’ na trovni biochemického vySetrenia krvi alebo nemusia byt klinicky evidentné, pretoze
vSetky zmeny prebiehaju najprv na energetickej urovni, a az neskdr sa manifestuju do
klinickej formy (Li-Ling, 2003). Podl'a poznatkov kvantovej fyziky je hmota vlastne energia a
vSetky substancie vratane jednotlivych casti tela, virusov, toxinov, pelov, baktérii, atd’. maju
svoje elektromagnetické vyzarovanie. Tym, Ze organy abunky medzi sebou vzdjomne
komunikuju, akéakol'vek biologicka dysfunkcia méze byt dosledkom chybnej komunikacie
v ktorejkol'vek vetve celého informac¢ného toku. V zdravom organizme prebieha tato
medzibunkova komunikacia plynule, avSak zdsahom akéhokol'vek ziarenia, alebo zataze v
podobe patogénu, toxinu, atd. moédze byt tito medzibunkovd komunikdcia naruSena.
Dosledkom tejto narusenej komunikéacie buniek moze byt chronicka tinava, slabost’, depresia,
stres a nasledne organové zmeny (Zhang a kol., 2005). Kazda takato dysfunkcia moze byt
zaznamenand a nasledne korigovana prostrednictvom biorezonancie (frekvencnej terapie),
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ktora je zalozena na principe kvantovej fyziky a tradicnej ¢inskej mediciny (TCM). Vyhodou
tejto metédy je, Ze lekari nemusia Studovat’ samostatne TCM, ale prostrednictvom
Specidlnych testovacich sad, ktoré su dostupné k pristroju, dokdzu pacienta diagnostikovat’ aj
z hladiska tradi¢nej mediciny. Diagnostika a terapia je zlozena z viacerych krokov, ktorymi
su bioenergetické testovanie, zistenie zat'azi a nasledné stanovenie terapie.

PRIPADOVA STUDIA

Sledovanym pacientom bola osemro¢na suka plemena Anglicky buldog ,,Zuza“, ktora trpela
vypadavanim srsti, vznikom svrbivych koznych zmien na laterdlnej a ventralnej oblasti
brucha, hnackami a popraskanou koZou na planum nasale. Pacientke bola uz v mladosti
stanovena diagnoza hypersenzitivita na krmivo. Z uvedenych dovodov mala odporucanu
varenu stravu bez kuraciecho midsa. Zviera bolo kfmené bravovym mésom, hrtanmi ku
ktorym majitel’ pridaval cestoviny. Na tato kfmnu zmes reagovala suka hnackou, vomitom,
pruritom a koznymi problémami. Dermatologické 1ézie boli lokalizované v okoli o¢i a nosa,
v axilach, laterdlnej a ventralnej strane brucha.

Po zakladnom klinickom vySetreni boli vSetky triasové hodnoty v norme, avSak jazyk bol
cerveny a suchy. Koza bola suchd a srst matnd. Mikroskopické vysetrenie nepreukazalo
pritomnost’ ektoparazitov. Kultivaéné vySetrenie nepotvrdilo ani pritomnost’ plesni.
Z pohladu tradi¢nej ¢inskej mediciny mdzeme tvrdit, Ze suka bola vo zvysenej energetickej
hladine, mala viaceré energetické blokady a zviera bolo potrebné detoxikovat. Odstranenie
energetickych blokad je v tomto pripade mozné urobit’ prostrednictvom akupunktury, alebo
frekvencnej terapie (biorezonancie) a detoxikaciu organizmu mézeme urobit’ prostrednictvom
spravnej diéty, fytoterapie, alebo tiez biorezonancie. V naSom pripade sme si v obidvoch
smeroch zvolili biorezonaénu terapiu, ktora sme zacali tym, ze vSetky typy krmiv a potravin,
ktoré boli doposial’ podavané pacientke sme vytestovali prostrednictvom biorezonancie, ktora
nam na zaklade biorezonac¢nych frekvencii potvrdila, ktoré typy krmiva, st pre suku
vhodnymi a ktoré jej Skodia. Po vytestovani sme diétu zvieratu upravili na mieru,
prostrednictvom konkrétne vytestovanych jedal (ryza, zemiaky, karfiol, brokolica). Vzhl'adom
k tomu, Ze ziadne varené maso, ktoré majitel’ priniesol nebolo vhodné na kfmenie, otestovali
sme eSte ryby, jahnacie a krali¢ie méso. Uvedené méso majitel mohol podavat z praktickych
dovodov vo forme granul, ktoré sa po otestovani prejavili ako vhodné a nealergizujice.
Z tychto pozitivne vytestovanych typov hypoalergénnych krmiv sme zvieratu zostavili
individudlny diétny plan. Nasledne sme pokracovali frekvenénou terapiou (biorezonanciou),
ktord pozostavala zo zékladného programu, ktory upravuje stav pacienta na klasickom
principe TCM. Kedze bol pacient v stave energetického nadbytku, pomocou zakladného
programu sme jeho energeticky nadbytok znizili. Neskor sme pokracovali s elimindciou
blokad pacienta, ktoré sposobuji nekomplexné energetické pradenie energie v organizme a
nasledne sme pokracovali detoxikaénymi programami, v tomto pripade to boli frekvencie na
detoxikaciu pecene, oblicieck a lymfy. Pocas terapii sme pacientovi aplikovali tiez
antipruritické frekvencie. Pre zviera sme vybrali vhodné typy prirodnych pripravkov ako
doplnkovu terapiu, ktorych vhodnost’ sme si tiez potvrdili, prostrednictvom biorezonancie.
Po troch terapiach, ktoré prebehli pocas dvoch mesiacov bol stav zvierata vyrazne upraveny.
Vomitus a hnacka sa viac neobjavili a postupne ustal aj pruritus na hlave a na tele.

ZAVER

Potravinové alergie a pruritus s problémom mnohych zvierat. Nie su to ochorenia, ktoré by
akutne ohrozovali Zivot, ale vyzaduju vel'mi doslednu diagnostiku a terapiu. Ked'ze kozné
problémy byvaji rieSené hlavne symptomatologicky, tak vo vicsine pripadov byvaju prvou a
najrychlejSou terapeutickou vol'bou kortikoidy (Svoboda a kol., 2000) a inhibitory Janus
kinazy, ktoré mozu zastavit’ pruritus, ale neriesia pricinu. V pripade potravinovej alergie je
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potrebné wupravit diétu podla potreby pacienta, a vSetky alergizujuce potraviny
bezpodmienecne vylucit’ a zvieratu nepodavat’ (Wagner, 2014). Je vSak potrebné pripomenut’,
ze diéta sa u psa moze Casom menit podla aktualneho zdravotného stavu, o je samozrejme
mozné znova vytestovat’ prostrednictvom frekvencii. Na zdklade viacerych studii, ktoré boli
vykondvané u pacientov trpiacich alergiou a pruritom bolo preukazané, Ze asi 63%
alergickych pacientov bolo frekven¢nou terapiou vyliecenych uplne, u 20,5% pacientov bolo
zaznamenané vyrazné zlepsenie po terapii, u 10,2% pacientov doslo k miernemu zlepSeniu a u
6,3% pacientov bol stav po terapii bez zmeny (Hennecke, 1994). Okrem biorezonancne;j
terapie, ktora stav alergickych pacientov vo vécSine pripadov zlepsi, je tiez dolezitd
eliminacia patogénneho faktoru (Schoen, 1994). Existuje niekol’ko vedeckych §tudii v
oblasti biofyziky, ktoré¢ dokazuju, ze sily z elektromagnetického spektra maju hlboky ucinok
na biologické regulacné systémy. Vzniklo aj poc¢etné mnozstvo pripadovych §tudii, ziskanych
skusenosti, sprav, zdokumentovanych observacnych $tadii a $tadii o spdsobe ucinku tejto
biofyzikéalnej diagnostickej a terapeutickej metddy (Shuiming a kol, 2005). Biorezonan¢na
metdda je vo svojej podstate neinvazivnou, komplementarnou metoédou, fungujucou na
principe biofyziky, ktord dokaze ochorenia diagnostikovat’ a zaroven liecit’. Taktiez dokaze
pre kazdého pacienta samostatne vytestovat’ vhodné lieky, vyzivové doplnky a potraviny
priamo na mieru. Svojim individudlnym diagnostickym a terapeutickym pristupom sa kazdym
diiom stava vyhladévanejSou diagnostickou a terapeutickou metodou medzi pacientmi.
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VPLYV ENDOPARAZITOZY A NUTRACEUTIK NA BACHOROVY MIKROBIOM
JAHNIAT

Mravéakova D.
Ustav fyziologie hospoddarskych zvierat, Centrum Biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom experimentu bolo zistit' uc¢inok zmesi medicindlnych rastlin (Mix] a Mix2) na
bachorovi mikrobialnu populaciu jahniat experimentalne infikovanych gastro-intestinalnym
(Gl) parazitom Haemonchus contortus. Zmesi Mixl a Mix2 obsahovali identifikované
rastlinné bioaktivne latky a boli jahnatam podavané v krmive ako nutraceutikd. Dvadsat’styri
jahniat bolo rozdelenych do Styroch experimentalnych skupin: 1. zdravé zvierata (Kontrola,
K), 2. infikované zvieratd (I), 3. infikované zvieratd suplementované¢ s Mix1 (I+Mix1)
a infikované zvierata suplementované s Mix2 (I+Mix2). Mikrobiom bachorovej tekutiny
jahniat bol analyzovany v podmienkach in vivo a in vitro. V porovnani s K bol signifikantne
vys§i pocet celkovych baktérii vo vSetkych infikovanych skupindch in vivo aj in vitro
(p<0,01). Bola zaznamenana zmena diverzity bakteridlnych druhov pravdepodobne vplyvom
parazitarnej infekcie. Sti¢asne so zvySenim poctu baktérii doslo k poklesu poctu bachorovych
metanogénov v infikovanych skupindch (p<0,01) in vitro, ¢o ale nebolo potvrdené v
pokuse in vivo (p>0,05). Vysledky ukézali, Ze rastlinné nutraceutikd podavané 70 dni
nakazenym jahnatdm nedokdzali ovplyvnit zmeny v bachorovej mikrobialnej populacii
spdsobené endoparazitarnou infekciou.

UvOoD

Gastrointestinalny (GI) trakt sa vyznacuje najhustejSou a najrozmanitejSou mikroflorou, kde
parazity a mikroorganizmy zdiel'aji spoloné prostredie a navzajom sa ovplyviujl.
Haemonchus contortus patri k jednym z najpatogénnejSich GI parazitov malych prezivavcov.
Dospelé jedince tohto parazita ziji v sleze, kde sa Zivia krvou a sposobuju infekéné ochorenie
nazyvané¢ hemonchéza (Besier akol., 2016). H. contortus manipuluje mikrobiémom
hostitel'ského zvierata, ¢o ulahuje jeho prezitie, napoméha reprodukcii a zabranuje jeho
obmedzeniu v GI trakte (El-Ashram a kol., 2017). Nutraceutikd vo forme liecivych rastlin
obsahuji mnoZstvo rastlinnych sekundarnych metabolitov (PSM) s rozmanitymi biologickymi
aktivitami (Spiegler a kol., 2017), ktoré¢ dokazu ovplyvnit’ zdravotny stav zvierat (Varadyova
akol.,, 2018). NavySe maju schopnost inhibovat alebo podporovat’ rast niektorych
mikroorganizmov v GI trakte, a preto cielom nasho experimentu bolo zistit’ vplyv podéavania
rastlinnych nutraceutik na zloZenie bachorového mikrobiému pri hemonchéze jahniat.

MATERIAL A METODIKA

Dvadsat’styri jahniat vo veku 3 mesiacov bolo rozdelenych do 4 skupin: 1. zdravé (Kontrola,
K), 2. infikované (I), 3. infikované s Mix1 (I+Mix1) a infikované s Mix2 (I+Mix2). Zvierata
boli peroradlne nakazené s priblizne 5000 L3 larvami kmena H. contortus citlivého na
antihelmintikd (MHcol). Jahnatd boli kfmené li¢nym senom (600 g suSiny/del) a
koncentratom (350 g suSiny/denl). Zmesi susenych rastlin, Mix1 a Mix2, boli poddavané denne
v mnozstve 100 g suSiny/deii/zviera po dobu 70 dni. V zmesiach Mix1 a Mix2 bolo 9
rastlinnych druhov s obsahom bioaktivnych latok (Mravéakova a kol., 2019). Po 70 diioch
boli zvieratd usmrtené a bachorova tekutina bola pouzitd na stanovenie poctu baktérii
a metanogénov v pokusoch in vivo aj in vitro. PoCet metanogénov bol stanoveny
prostrednictvom fluorescencnej in situ hybridizacie (Jozefiak a kol., 2013). Z bachorove;j
tekutiny bola izolovand DNA (Yu a Morrison, 2004). Jednotlivé druhy baktérii boli stanovené
prostrednictvom real-time PCR. V bachorovej tekutine bola stanovenda chromatograficky
koncetracia metanu, unikavych mastnych kyselin (UMK) a pocet prvokov.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Z Tab. 1 je zrejmé, ze pocet celkovych baktérii v in vitro experimente bol vyssi v I skupine
v porovnani s ostatnymi skupinami (p<0,01). Pritomnost Mix1 a Mix2 pravdepodobne
sposobila znizenie poctov bachorovych baktérii v [+Mix1 a [+Mix2, pretoze PSM dokazu
inhibovat’ rast celulolytickych a proteolytickych baktérii v bachore (McSweeney a kol.,
2001). Pravdepodobne vplyvom infekcie zarovenn doslo aj k zmene mikrobialnej diverzity
jednotlivych druhov baktérii a sucasnému poklesu metanogénov (Archaea) u infikovanych
jahniat (p<0,01). Infekcia parazitom H. contortus moze zvySovat pocetnost bakteridlnej
populécie a zaroven znizovat’ poCetnost’ Archaei v sleze, avSak nemusi ovplyvnit’ mikrobialnu
diverzitu bachora (Li a kol.,, 2016). Zmeny v mikrobialnej populdcii boli pravdepodobne
spdsobené znizenim pH vo vsetkych infikovanych skupindch (p<0,01). V in vitro pokuse
doSlo v infikovanych a v kontrolnych skupinach s rastlinami k zvySeniu UMK s rozvetvenym
retazcom (izo-butyrat, izo-valerat a n-valerat), ¢o tiezZ mohlo ovplyvnit mnozstvo baktérii,
pretoze tieto mastné kyseliny su potrebné pre rast celulolytickych baktérii.

Tab. 1 Vplyv zmesi Mix1 a Mix2 na pocet bachorovych baktérii in vitro (n=9)

Parameter Kontrola Mix1 Mix2 p — hodnota
(108/mL) N-inf. Inf. N-inf. Inf. N-inf. Inf. Inf. Sk.
R. albus 1,29° 11,63 1,000 0,64 025 - 0,008 0,120
R. flavefaciens 0,09 0,03 - - 0,03 - 0,480 0,430

. a b a ab a a

F. succinogenes 0,58 2,95 0,50 1,70 0,19 1,38 0,001 0,160
. a b a c a b

B. proteoclasticus ~ (,79 2,93 0,05 8,87 0,13 426 <0,01 <0,01
. b ab ab c ab c

B. fibrisolvens 2,26 L19 0,19 4,07 0,50 4,54 0,61 0,540
, L, . a b a a a a

Celkove bakterie 0,13 1,31 0,07 0,01 0,30 0,17 0,05 0,010
7 c b a be a a

Archaea (10/mL) 1,07 0,88 0,56 0,86 0,61 0,54 0,05 <0,01

R. Ruminococcus ; F. Fibrobacter; B. Butyrivibrio
Sk, skupina
“9<0,05; "p<0,01; p<0,001

Z Tab. 2 je zrejmé, ze pocet celkovych baktérii v in vivo experimente bol vyssi v skupinach I,
[+Mix1 a [+Mix2 v porovnani s K (p<0,01). Pri infekcii sposobenej parazitom H. contortus
dochadza k zvécseniu anaerdbnej mikrobidlnej masy v bachore a sucasne k zniZzovaniu poctu
metanogénov z Archaea (Li a kol., 2016). Znizenie poctu metanogénov in vivo nebolo v
porovnani s in vitro Statisticky potvrdené. Pocet prvokov zo skupiny Holotricha bol vyssi
v skupine I v porovnani s K, [+Mix]l aI+Mix2 (p<0,01), pravdepodobne vplyvom PSM
rastlin, ako su napriklad saponiny, ktoré vytvaraju komplexy so sterolmi v bunkovej stene
prvokov, ¢im ich poSkodzuji anésledne eliminuju (Francis a kol., 2002). Priblizne 25%
prvokov zije v spojeni s metanogénmi, ich eliminacia v bachore vedie taktiez k redukcii poctu
metanogénov (Jayanegara a kol., 2014).

Hemonchoza oviec zvysila pocet celkovych bachorovych baktérii in vitro a in vivo sti¢asne so
zmenou diverzity jednotlivych analyzovanych bakteridlnych druhov. Zmena v mikrobialne;j
populacii ovplyvnila aj koncové produkty travenia (t.j., UMK). Doplnenie Mix1 a Mix2 do
krmiva jahniat nedokédzalo ovplyvnit zmeny v mikrobidlnej populacii a koncovych
produktoch travenia, ktoré boli spdsobené parazitom H. contortus.
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Tab. 2 Vplyv Mix1 a Mix2 na pocet bachorovych baktérii a protozoi in vivo (n=6)

Skupina K I I+Mixl I+Mix2 SEM P

Celkové baktérie (10%/mL) 4,65 595" 6,06 5,98" 0,20 <0,01
Archaeca (107/mL) 1,03 0,96 0,70 0,94 0,07 0,96
B. fibrisolvens (10%/mL) 0,03 0,02 0,01 0,06 0,01 0,08
B. proteoclasticus (10*/mL) 0,06" 0,08* 0,04% 0,57° 0,07 <0,01
R. albus (108/mL) 0,02 0,03 0,05 0,05 0,01 0,10
F succinogenes (108/mL) 0,20 0,40 0,45 0,33 0,07 0,64
Celkové Protozoa (103/mL) 45,7 40,2 66,5 71,0 5,00 0,07
Entodiniomorpha (103 /mL) 453 39,7 66,2 70,6 5,01 0,07
Holotricha (103/mL) 0,34¢ 0,51° 0,29 0,32¢ 0,02 0,00

R, Ruminococcus, F, Fibrobacter, B. Butyrivibrio
“9<0,05; "p<0,01

Praca bola podporena Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja (APVV 14-0169 a 18-0131).
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ZMENY BIOLOGICKYCH VLASTNOSTI TRIBEC VIRUSU V ZAVISLOSTI OD EX
VIVO HOSTITELSKEHO SYSTEMU

Petiazziova K.', Csank T.', Pistl J.>
Katedra mikrobiologie a imunologie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Tribe¢ virus (TRBV) je klieStami prenasany orbivirus (Reoviridae). Gendbm TRBV pozostava
z 10 dsRNA segmentov a koéduje 13 proteinov. Cielom naSej prace je sledovanie
fenotypovych vlastnosti kmena TRBV16.C/16Dubrava/PO izolovaného z kliesta Ixodes
ricinus na bunkovych kulturach opic¢ieho (Vero E6), hlodav¢ieho (BHK 21) a humanneho
(A549) povodu prostrednictvom plakformacného testu. Pomer poc¢tu buniek, objem inokula a
cas inkubécie (3 dni) boli pocas jednotlivych pasazi (25p) zachované. Plaky z vybranych
pasazi sme merali v mm®. Na §tatistickal analyzu velkosti plakov sme pouZili jednokrokovi
ANOVU a Tukeyho test. MnoZstvo virusu vo vSetkych pasdZach je vyjadrené
prostrednictvom vypo&tu PFU/ml. Najnizsi titer bol dosiahnuty v p10 A549 (5.8x10'PFU/ml)
a najvysi vpl0 BHK 21 (3.5x10°PFU/ml). Na vsetkych bunkovych linisch sme mohli
pozorovat’ 3 velkostné skupiny plakov, ktoré mozu znamenat vytvorenie aspon trojice
mutantov z povodného rodicovského virusu. Velkost' plakov sa pohybovala v rozmedzi od
0.03-2.97mm’ na VeroE6, 0.26-5.93mm’ na BHK 21 a 0.005-0.678mm’ na A549 bunkéch.

UvOoD

Tribe¢ virus (TRBV) je orbivirus (Reoviridae) prenaSany najmi klieStami druhu Ixodes
ricinus (Hubalek a kol., 2012). V sucasnej dobe je na zaklade sérologickych a genetickych
vlastnosti klasifikovany ako sérotyp virusu Great Island. Gendom TRBV pozostdva z 10
segmentov dsRNA kodujucich 13 virusovych proteinov, z ktorych je 8 Strukturnych a 5 je
nestruktirnych. Vo vicsine pripadov kazdy segment gendému kdduje jeden protein z jedného
otvoreného citacieho rdmca. Vynimky predstavuju 9 a 10 segment. V pripade koinfekcie
segmentovany genom umoziuje genetické preskupenie TRBV s inym kompatibilnym
virusom (vyhovujuci sérotyp). Proces genetického preskupovania méze spdsobit’ zdsadné
zmeny vo fenotypovych vlastnostiach virusu. Napriklad koinfekcia buniek patogénnym a
nepatogénnym kmeniom mdze viest’ k zvySeniu virulencie a patogenity predtym avirulentného
a nepatogénneho kmena (a naopak). Tento scenar ma vyznam pri vyvoji a ucinnosti vakcin. V
prirodzenych podmienkach moéze dojst k preskupeniu medzi vakcinaénym a divokym
kmeniom, ¢im moze vzniknut neziaduci fenotyp mutanta. U cloveka, ktory je ndahodnym
hostitelom TRBV prilezitostne spdsobuje horuckovité ochorenia a asepticki meningitidu.
Neutralizacné protilatky vo¢i TRBV boli najdené aj u pacientov s neurologickymi
ochoreniami (Hubalek a kol., 2012; Libikova a kol., 1978).

MATERIAL A METODY

V naSej Stadii sme sa sustredili na sledovanie fenotypovych zmien kmenna TRBV 16.C/16
Dubrava/PO izolovaného z kliesta [ ricinus prostrednictvom plakformaéného testu. Na
infekciu sme pouzili bunkové linie opic¢ieho (Vero E6), hlodavCieho (BHK 21) a humanneho
(A549) povodu. Pomer poétu buniek (Vero E6 40000 b/cm?®; A549 50000 b/cm?; BHK 21
75000 b/cm?), objem inokula (500p) a &as inkubacie (3 dni) boli podas jednotlivych pasazi
zachované. Ako postinfekéné médium bola vyuzitd 2% CMC. Jednotlivé jamky boli po
inkubécii fixované 10% formalinom a farbené 0.1% krystalovou violet'ou. Plaky z vybranych
pasazi sme merali v mm® prostrednictvom programu KODAK 1.6. Vietky plaky sme rozdelili
na 3 velkostné kategérie: malé (S), stredné (M) a velké (L). Rozdiel medzi kategoriami je
30% (Shaw a kol., 2012). Na Statisticka analyzu velkosti plakov sme pouzili jednokrokova
ANOVU a Tukeyho test. Dalej sme skamali velkost’ dosiahnutého titra vo vietkych pasazach.
Titer je vyjadreny prostrednictvom vypoctu PFU.
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VYSLEDKY

Celkovo bolo odtitrovanych 25 pasazi TRBV 16.C/16 Dubrava/PO na Vero E6, BHK 21 a
A549 bunkach. Titer vo vSetkych pasaz bol urCeny prostrednictvom vypoctu PFU/ml. Na
Vero E6 bol najnizsi titer dosiahnuty v p3 (1.4x10° PFU/ml) a najvyssi v p24 (3.2x10°
PFU/ml). Na BHK 21 bol najniz§i titer dosiahnuty v p5 (3.2x10° PFU/ml) a najvyssi v
(3.5x10°PFU/ml). V pripade A549 bol najnizsi titer dosiahnuty v p10 (5.8x10' PFU/ml) a
najvy$si v pl (2.21x10° PFU/ml). V poslednych 5 pasazach doslo k pomernému ustleniu
titra vo vietkych troch bunkovych linisch (Vero E6: 1.0x10°-3.2x10° PFU/ml; BHK 21:
6.8x10%-1.9x10° PFU/ml; A549: 1.52x10-2.88x10* PFU/ml) (Obr. 1).

Obr. ¢. 1. Porovnanie mnoZstva virusu vo vybranych pasazach Vero E6, BHK 21 a A549 prostrednictvom
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Na meranie pakov boli pouzité pasaze pl, pS, p10, p15, p20 a p25. Velkost plakov sa
pohybovala na Vero E6 v rozmedzi od 0.03-2.97 mm? (Obr. 2), na BHK 21 v rozmedzi od
0.26-5,93mm? (Obr. 3) a na A549 v rozmedzi od 0.005-0.678mm? (Obr. 4). Statisticka
analyza ukazala vyznamnu signifikantnost’ pri porovnavani plakov z jednotlivych kategorii S
vM;SvL;MvL (p<0,001).

Obr. 2. Proporcionalne zastipenie plakov z kaZdej vel’kostnej kategorie (S=0.03-0.55mm’, M=0.56-
1.21mm?%, L=1.24-2.97mm?) vo vybranych pasaZach na Vero E6 bunkich, n predstavuje mnoZstvo
zmeranych plakov v danej pasazi

80

60
40 I
20
N | ml HI ml H
1 (n=39) 5 (n=66) 10 (n=99) 15 (n=91) 20 (n=127) 25 (n=172)
oS mM mL

&3



Obr. 3. Proporcionalne zastiipenie plakov z kaZdej vel’kostnej kategérie (S=0.26-1.25 mm?, M=1.26-2.16
mm?, L=2.17-5.93 mm?) vo vybranych pasiZach na BHK 21 bunkach, n predstavuje mnoZstvo zmeranych
plakov v danej pasazi
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Obr. 4. Proporcionilne zastipenie plakov z kaZdej vel’kostnej kategorie (S=0.005-0.052mm’, M=0.057-
0.100mm?, L=0.104-0.678mm") vo vybranych pasaZach na A459 bunkach, n predstavuje mnoZstvo
zmeranych plakov v danej pasazi
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Zatial’ ¢o, zastipenie plakov z jednotlivych vel'kostnych kategorii na Vero E6 a BHK 21
ostavalo v priebehu pasazovania priblizne rovnaké, na A549 doslo k vyznamnému nérastu
populacie malych plakov (pl: 22%; p25: 47%).

DISKUSIA

Dosiahnuté vysledky poukazuju na adaptaciu kmenia TRBV 16.C/16 Dubrava/PO povodne
izolovaného z ¢lankonozca na cicavcie hostitel'ské systémy. V priebehu pasazovania virusu na
Vero E6 a BHK 21 bunkéch doslo k zvySovaniu titra. Na A549 bunkach doslo k opa¢nému
trendu a titer virusu sa s pribudajucimi pasazami znizoval. ZvySeny, resp. znizeny titer moze
stvisiet s adaptaciou virusu na hostitel'sky organizmus alebo so zmenou fenotypovych
vlastnosti virusu vplyvom genetického preskupenia. Vysledky z merania plakov urcili az 3
vel'kostné kategorie, Co mdze znamenat vytvorenie aspon trojice mutantov z povodnych
rodicovskych virusov. Sledovanie fenotypovych vlastnosti virusov so segmentovanym
gendmom je dolezité pre urcenie skriZzenej protektivity vakcin.

Tato praca vznikla vdaka financnej podpore z grantoveho projektu VEGA ¢. 1/0729/16.

POUZITA LITERATURA

Hubalek Z. and Rudolf I. Tick-borne viruses in Europe. Parasitology Research. 2012; 111(1):9-36.

Libikova H, et al. Orbiviruses of the Kemerovo complex and neurological diseases. Medical Microbiology and
Immunology. 1978; 166(1-4):255-263.

Shaw A, et al. Reassortment between Two Serologically Unrelated Bluetongue Virus Strains Is Flexible and Can
Involve any Genome Segment. Journal of Virology. 2012; 87(1):543-557.

84



VPLYV PALINY (ARTEMISIA ABSINTHIUM L.), RUMANCEKA (MATRICARIA
CHAMOMILLA L.), ZEMEDYMU (FUMARIA OFFICINALIS L.) A SLEZU
(MALVAE SYLVESTRIS L.) NA ANTIOXIDACNE A FERMENTACNE
PARAMETRE OVIEC IN VITRO

Petri¢ D.
Ustav fyziologie hospoddrskych zvierat, Centrum Biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom experimentu bolo zistit' u¢inok zmesi vybranych suSenych medicinalnych rastlin
a krmivovych substratov na bachorové antioxidané a fermentacné parametre oviec in vitro.
Pokus pozostaval z24 hod fermentéicii: 1) zmesi 4 tradiCnych liecivych rastlin (PL), 2)
lu¢neho sena a jatmena (MH:B) a3) zmesi lieCivych rastlin, la¢neho sena a ja¢mena
(PL:MH:B).V experimente sme pouzili fermentacni in vitro plyn produkujucu techniku
(IVGPT). Inkubacia substratov ovplyvnila vSetky sledované fermentacné parametre aj
protozodlnu populéciu in vitro (p < 0,001). Hodnoty amoniakalneho N, propionatu a metdnu
pri fermentacii substratu PL:MH:B boli nizSie v porovnani s fermenticiou ostatnych
substratov (p < 0,001). Celkova antioxidacna kapacita bachorovej tekutiny a celkovy obsah
polyfenolov v rastlinach boli v korelacii (R* = 0,778, Sy.x = 0,065). Celkovy pocet prvokov
bol najvys$si v PL:MH:B. Vysledky naznacuju, Ze krmivové substraty obohatené o zmes
paliny, rumanceka, zemedymu a slezu mali silnil antioxida¢nu aktivitu a potencidl znizovat
produkciu metanu a koncentraciu amoniakalneho dusika v bachore in vitro bez negativnych
ucinkov na fermenta¢né parametre a bachorovu protozoalnu populaciu.

UvoD

Liecivé rastliny boli vyuzivané v etno-veterindrnej praxi uz v minulosti, pretoZze obsahuju
rozne rastlinné sekundarne metabolity (PSM) s antimikrobidlnou, antiparazitickou,
antioxida¢nou alebo protizapalovou aktivitou (Spiegler akol., 2017). PSM rastlin maju
potencial ovplyvnit'® produkciu metanu, lipolyzu a biohydrogenaciu v bachore, vylepsit
bachorovi fermentaciu a celkovy metabolizmus zvierata (Cieslak a kol., 2016). Mnoho
lie¢ivych rastlin ma antioxida¢ny potencial in vitro a preto je dolezité testovat’ tieto rastliny
zpohl'adu ich antioxidacnej aktivity (Kasote a kol.,, 2015). Na =zaklade naSich
predchadzajucich vysledkov sme pre na§ experiment vybrali 4 druhy tradi¢nych
medicinalnych rastlin s vyznamnym antiparazitickym ucinkom (Varadyova a kol., 2018).
Cielom experimentu bolo zistit' u¢inok zmesi tychto 4 vybranych susenych medicinalnych
rastlin (t.j. Artemisia absinthium L., Matricaria chamomilla L., Fumaria officinalis L., Malva
sylvestris L.) ako doplnkov krmiva na bachorové fermentaéné parametre, celkova
antioxidacnu kapacitu a protozodlnu populaciu oviec v in vitro podmienkach.

MATERIAL A METODIKA

Medicinalne rastliny (AGROKARPATY, Plavnica, Slovak Republic) boli testované in vitro
plyn produkujucou technikou (IVGPT), ktora vyuZiva fermentaciu substratov (250 mg) vo
fermenta¢nych nadobach v bachorovej tekutine oviec (35 ml) pri teplote 39°C pocas 24 hod.
Fermentécie troch diét: zmesi tradi¢nych lie¢ivych rastlin (PL), li¢neho sena a ja¢mena
(MH:B) a zmesi lieCivych rastlin, li¢neho sena a jaémena (PL:MH:B) prebichali trikrat v
priebehu troch po sebe nasledujucich dni (n = 3 x 3). Celkové mnozstvo unikavych mastnych
kyselin (UMK) ametanu boli stanovené podla Wencelovej akol. (2016). Celkova
antioxida¢na kapacita (TAC) bola stanovend metodou FRAP (Ferric reducing antioxidant
power) podla Wencelovej a kol. (2016). Vzorky bachorovej tekutiny boli fixované 8%
roztokom formaldehydu a protozoa boli pocitané mikroskopicky (Wiliams a Coleman, 1992).
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Statistické analyzy boli urobené analyzou variancie (ANOVA) a rozdiely boli stanovené
pomocou Tukeyho post-testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vsetky sledované fermentacné parametre (Tabulka ¢. 1) boli vyznamne ovplyvnené
pouzitymi substratmi (p < 0,001). Hodnoty produkcie NH3-N a metdnu v substrate PL:MH:B
boli nizSie v porovnani s ostatnymi testovanymi substratmi. Podobné zistenia popisuje Cieslak
a kol. (2014, 2016), ktori potvrdili potencidl znizovat koncentracie metdnu a NH3-N
prostrednictvom bioaktivnych zla€enin rastlin Quercus spp., Vaccinium vitis-idaea a
Sanguisorba officinalis. Na obrazku €. 1 vidime korelaciu medzi TAC bachorovej tekutiny a
celkovym obsahom polyfenolickych latok v pouzitych medicinalnych rastlinach (R* = 0.778,
Sy.x = 0.065). Korelaciu medzi celkovymi polyfenolmi rastlin a TAC popisujt aj Tupec a kol.
(2017).

Tab. 1. Vplyv krmivovych substratov na fermenta¢né parametre in vitro (n=9)

Substrit UMK A P B NH;-N CH,4

mM mol% mol% mol% mg/L mM
PL 49 8° 69,1° 14,0° 10,72 151° 6,60°
MH:B 41,8" 67,6° 13,2° 12,4° 118° 6,11°
PL:MH:B 43,8° 67,5° 12,9° 13,2 108° 5,85°
SEM 0,642 0220 0270 0,078 431 0,219

p-value 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

UMK, celkové¢ unikavé mastné kyseliny; A, acetat; P, propionat; B, butyrat; PL, zmes
medicinalnych rastlin; MH, lu¢ne seno; B, jaémen; b¢ Rozdielne hodnoty v ramci
stlpca prip < 0,05.

Obr. 1. Korelicia medzi TAC a obsahom polyfenolickych latok
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Ako vidno na obrazku ¢. 2, v naSom experimente nebol zaznamenany nepriaznivy vplyvu na
bachorovu protozoalnu populéciu.

Zaverom, vysledky ukazali, ze krmivové substraty obohatené o zmes paliny, rumanceka,
zemedymu a slezu mali silnti antioxida¢nl aktivitu a potencial znizovat’ produkciu metdnu a
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koncentraciu amoniakalneho dusika v bachore in vitro bez negativnych ucinkov na
fermenta¢né parametre a bachorovl protozoalnu populéciu.

Obr. 2. Celkovy pocet prvokov po 24 hod fermentacie in vitro
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Praca bola podporena Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja (APVV 18-0131 a 17-0297).
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UCINOK HUMINOVYCH KYSELIN NA POSTMORTALNE PROCESY
VO SVALOVINE BROJLEROVYCH KURCIAT
Petrikova D., Korénekova B., Marcin¢ak S. Kozarova 1.
Katedra hygieny a technolégie potravin, Ustav hygieny a technoldgie mésa, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Préaca sa zaoberd vplyvom huminovych kyselin na zrecie procesy vo svalovine brojlerov. Do
experimentu boli zahrnuté brojlerové kurcatd plemena Cobb 500. Kontrolna skupina bola
kfmend komerénymi kfmnymi zmesami (KKZ) Brl, Br2, Br3. V experimentalnej skupine
boli ku KKZ priddvané huminové kyseliny v koncentracii 0,8%. Fyzikdlno — chemické
parametre boli stanovené vo vzorkach prsnej a stehennej svaloviny v 1., 3., 7. dei po
usmrteni. Praca poukazuje na pozitivny vplyv huminovych kyselin na koncentracie kyseliny
mliecnej, fosfatov a hodnoty pH.

UvoD

V sucasnosti sa na zlepSenie kvality mésa vyvijaju rozne aditivne latky, ktoré by urychlili rast
hospodarskych zvierat, zabezpecili lepSie vyuzitie krmiva, zlepSili zdravotny stav zvierat ¢i
priaznivo ovplyvnili nutri¢né ¢i technologické vlastnosti mésa (Ceylan a kol., 2003). Medzi
takéto latky patria huminové kyseliny, ktoré si najdolezitejSou castou humusu (Barrett,
2015). Huminové kyseliny spolu s fulvo kyselinami a nerozpustnym zvySkom — huminom,
patria medzi huminové latky. Huminové latky su prirodné zluceniny, ktoré vznikaja
rozkladom organickej hmoty, ¢i uz rastlinného alebo zivocisneho povodu a enzymatickou
¢innostou mikroorganizmov. Prirodzene sa nachddzaji v zemine, raSeline, sedimentoch ¢i v
hnedom uhli. Tieto latky okrem iného ovplyviuju postmortalne procesy, kedy méso ziskava
typické senzorické vlastnosti (Cernikova, 2010).

MATERIAL A METODIKA

Do pokusu boli zaradenych 50 brojlerovych kurciat - hybrid Cobb 500 (Hydina Slovensko
s.r.0.), ktoré boli rozdelené do 2 skupin — kontrolnej a pokusnej. Kurcata boli chované na
hlbokej podstielke. Pristup ku krmivu a vode mali ad libitum. Kontrolna skupina (K) bola
ktmena komerénymi kfmnymi zmesami (KKZ): BR1 do 20. dita, BR2 do 30. dita a BR3 do
39. dna. Pokusna skupina bola kimend KKZ a ako pridavok im boli priddvané huminové
kyseliny v koncentracii 0,8% od firmy HUMAC NATUR. Na 40. denh pokusu boli kurcata po
omraCeni usmrtené, vykrvené a jatocne opracované. Odobraté boli vzorky prsnej (10)
a stehennej (10) svaloviny, ktoré boli uskladnené pri 4°C. Fyzikalno — chemické analyzy sa
vykonali 24 h po usmrteni a na 3. a 7. den zrenia. Na stanovenie kyseliny mlie¢nej a fosfatov
sa vyuzila metdda elektroforetickej analyzy, pouzivand na kontrolu zrenia misa u réznych
druhov zvierat (Korénekova a kol., 2014). Kyselina mliecna 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. Prud
v predseparaénej koléne (dizka 90mm) bol 250 pA a v analytickej kolone (dizka 160 mm) 50
HA. Pouzity bol vodiaci elektrolyt: 10 mmol HCI + B-alanin + 0,1% m-HEC a zakoncujuci
elektrolytu: 5 mmol kyselina kapronovd + 5 mmol TRIS. Analyzy boli vyhodnotené
programom ITP Pro 32 a udavané v g/100g vzorky. Hodnoty pH boli stanovené sklenenou
elektrodou vo vodnom extrakte svaloviny pH-metrom (InoLab WTW 720). Statisticka
analyza bola vykonand v programe Microsoft Excel 2013 pouzitim Studentovho t-testu,
a d’alSich Statistickych metod ako aritmeticky priemer, smerodajnd odchylka, korelacny
koeficient.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

V pokusnej skupine (PS) pocas celého sledovaného obdobia boli namerané vyssie
koncentracie kyseliny mlie¢nej (KM) ako v kontrolnej skupine (KS) v obidvoch typoch
svalovin. V prsnej svalovine u oboch skupin bol zisteny signifikantny narast (p<0,001) na 3.
den (KS: 1,69+0,49 g/100 g vzorky, PS: 1,70+0,19 g/100 g vzorky), oproti zaCiatku pokusu
(KS: 0,84+0,21 g/100 g vzorky, PS: 01,09 +0,18 g/100 g vzorky). Na 7. dei bol zisteny
signifikantny (KS: p<0,05, PS: p<0,001) pokles (KS:1,27+0,26 g/100 g vzorky, PS: 1,30+0,15
g/100 g vzorky) v porovnani s 3. dilom pokusu. V stehennej svalovine u oboch skupin sa
pocas prvych 3 dni zrecieho procesu hladina KM signifikantne zvysila (p<0,001), (KS:
0,9+0,25 g/100 g vzorky, PS: 01,13 +0,13 g/100 g vzorky), na 7. den sa signifikantne zniZila
(p<0,05), (KS: 0,75+0,14 g/100 g vzorky, PS: 01,03 +£0,27 g/100 g vzorky) (Graf ¢.1).
Dynamika kyseliny mlie¢nej v celom ¢asovom intervale zreciecho procesu v mise odraza
kvantitativnu premenu glykogénu na kyselinu mliecnu. V pociato¢nej faze je jej narast
najvyraznej$i (Kopfiva a Steinhauser, 1992).

Graf ¢&. 1. Porovnanie hladin kyseliny mliecnej v prsnej (vl’avo) a stehennej (vpravo) svalovine
brojlerovych kurciat
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Koncentracia fosfatov bola v prsnej svalovine z pokusnej skupiny vyssia iba v 1. deni
zrenia, 3. a 7. den zrenia uz bola nizSia oproti kontrole. V stehennej svalovine mala
experimentalna skupina namerané vysSie koncentracie fosfatov az na 7. deii zrenia.

Graf ¢. 2. Porovnanie hladin fosfatov v prsnej (vl’avo) a stehennej (vpravo) svalovine brojlerovych kurciat
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Pri hodnoteni dynamiky zmien fosfatov (Graf €. 2) v prsnej svalovine z kontrolnej skupiny
bol zisteny jej signifikantny ndrast (p<0,001) na 3. deni (1,31+0,32 g/100 g vzorky), oproti
zacCiatku pokusu (0,62+0,09 g/100 g vzorky). Na 7. denn bol zisteny signifikantny (p<0,05)
pokles (0,98+0,23 g/100 g vzorky) v porovnani s 3. diiom pokusu. U experimentalnej skupiny
bol zisteny signifikantny nérast (p<0,01) na 3. den (1,04+0,15 g/100 g vzorky), oproti
zaciatku pokusu (0,82+0,15 g/100 g vzorky). Na 7. deii bol zisteny signifikantny (p<0,001)
pokles (0,61+£0,21 g/100 g vzorky) v porovnani s 3. dilom pokusu. V stehennej svalovine
u obidvoch skupin neboli zaznamenané signifikantné hodnoty.

Hodnota pH zavisi najmd od mnozstva kyseliny mliecnej v svalovine vznikajucej pri
anaerdbnej glykogenolyze a glykolyze. Hodnota pH .4 klesd post mortem na 5,4 — 5,7
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(Maltin, akol., 2003). V naSom experimente bol v prsnej svalovine z kontrolnej skupiny
pozorovany signifikantny pokles (p<0,01) hodnét pH na 3. deni. U experimentalnej skupiny
bol na 7. den zisteny signifikantny (p<0,01) narast pH oproti 3. diu. V stehennej svalovine
z kontrolnej skupiny bol zisteny signifikantny (p<0,001) pokles hodndt pH na 3. dei. Na 7.
den bol zisteny signifikantny (p<0,05) vzostup pH oproti 3. diu. U experimentalnej skupiny

bol pozorovany signifikantny pokles (p<0,05) na 3. deti a na 7. deii bol zisteny signifikantny
(p<0,01) narast pH oproti 3. diu.

Graf ¢. 3. Porovnanie hodnét pH v prsnej (vI’avo) a stehennej (vpravo) svalovine brojlerovych kurc¢iat
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V chovoch brojlerov, kde boli aplikované huminové kyseliny do kfmnej davky boli
zaznamenané¢ vysSie denné prirastky. Tym, Ze zvySuju vstrebavanie zivin zkrmiva,
zabezpeCuju zvySenie hmotnosti zvierat bez toho, aby museli prijimat vdcSie mnozstvo
krmiva, takze tieto latky aj pozitivne ovplyviuji jatoénu vytaznost. Chovy su viac
vyrovnané, brojlery maju lepsiu kondiciu, tym padom sa znizuje uhyn. D4 sa povedat, ze
huminové kyseliny zvysuju efektivnost’ vykrmu (Cernikova, 2010).

Praca bola vykonand vdaka financnej podpore Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na
zdklade Zmluvy ¢. APVV-14-0397 a projektom VEGA: 1/0576/17.
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GENOMICKY POHLI’AD NA ADAPTACIU ACINETOBACTER LWOFFII K1 NA
EXTREMNE PODMIENKY PROSTREDIA
Petrova N.l, Pristas P.!*
"Ustav biologickych a ekologickych vied UPJS, Kosice
2Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat SAV, Kosice

ABSTRAKT

Bakteridlny izolat Acinetobacter Iwoffii K1 dokéze prezit v extrémnych podmienkach
prostredia, ktoré vytvara odpadovy kal z vyroby hlinika. Kal je charakteristicky nielen
zvySenou koncentraciou tazkych kovov ale aj vysoko alkalickym pH. Pritomnost
extrachromozomalnych cirkularnych molekul DNA, plazmidov, je u mnohych bakterialnych
druhov spojend s ich adapticiou na extrémne podmienky prostredia. Sekvenovanim novej
generacie sme u izolatu K1 potvrdili pritomnost’ génov, ktoré sa u réznych druhov baktérii
podielaji na rezistencii vo¢i kadmiu, kobaltu, zinku, medi a chromu. Tieto gény su
pravdepodobne kédované plazmidovo a hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie tychto
kovov ukazuju, ze st aj funk¢ne aktivne.

UvoD

Produkcia hlinika pri Ziari nad Hronom v rokoch 1957 — 1997 viedla k tvorbe hnedého kalu,
ktory vznika spekacou metddou vyroby. V ¢ase odberu vzoriek bol tento kal charakteristicky
alkalickym pH 11,6 a zaroven aj zvySenou koncentraciou viacerych tazkych kovov Hg (10
mg.kg-1), Cu (220 mg.kg-1), Cr (400 mg.kg-1), Pb (150 mg.kg-1), As (800 mg.kg-1)
(Kopcakova a kol., 2014). Aj ked sa kombinacia tychto extrémnych vplyvov podpisala na
mnozstve kultivovatelnych baktérii (3 500 cfu/g), ktory bol nizs§i nez napriklad v pripade
skladky luzenca po vyrobe niklu v Seredi (32 000 cfu/g), napriek tomu v tejto lokalite
nezabrénila rastu extrémotolerantnych druhov baktérii (Pristas a kol., 2015). Kultivaénymi
metddami bol z hnedého kalu ziskany izolat K1. Pomocou MALDI-TOF hmotnostnej
spektrometrie bol identifikovany ako druh Acinetobacter Iwoffii, €o bolo nasledne potvrdené
aj sekvenovanim génu pre 16S rRNA (Kopcakova a kol., 2014). Extrémotolerantné baktérie
su znacne Studované za Ucelom ich vyuZitia v bioremediacnych metédach. Pri biosorpcii
kovov na povrch bunkovej steny mftvej biomasy baktérii nedochadza k intracelularnej
interakcii s kovmi a teda hovorime o metabolicky pasivnom procese. Bioakumulécia kovov,
pripadne in¢ intracelularne interakcie s kovmi su vysledkom metabolicky aktivnych procesov.
Jednotlivé interakcie st umoZnené iba za pritomnosti konkrétnych proteinov koédovanych
prislusnymi génmi. R6zne operonové jednotky su teda zodpovedné za rezistenciu baktérii
vo&i tazkym kovom (Hansda akol, 2016). Stadium kompletnych genémov
extrémotolerantnych baktérii umoznuje detailnej$i pohl'ad do genetického pozadia tychto
procesov.

MATERIAL A METODIKA

Bakteridlny izolat A. /woffii K1 bol kultivovany na tuhom TSA médiu a nésledne v tekutom
LB médiu pri teplote 25°C. Totdlna DNA bola izolovand prostrednictvom Kitu E.Z.N.A.®
Bacterial DNA Kit (Omega Bio-tek, USA). Kvalita DNA bola najskér kontrolovana
prostrednictvom 1% agardézového gélu, ktory bol zafarbeny etidium bromidom (0.5 pg/ml)
a vyzualizovany pod UV svetlom pomocou dokumenta¢ného zariadenia Gel Logic 212 PRO
Imaging System (Carestream, Health Inc., Rochester, NY, USA). DNA bola prezraZzana 96%
etanolom. Ku totalnej DNA bola pridana 1/10 objemu octanu sodného (pH = 6) a 2,5 nasobok
objemu 96% etanolu. Po 10 minttovej inkubdcii pri teplote -70°C nasledovala 30 minttova
centrifugécia pri 4°C. Supernatant bol odstraneny a premyty 70% etanolom. Po 15 minutove;j
centrifugdcii, odsati supernatantu a vysuseni peletu DNA bola tdito DNA nasledne rozptstana
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vroztoku 10 mM Tris-HCI pri pH=8. Cistota DNA bola stanovena spektrofotometricky.
Sekvenovanie novej generacie (NGS) bolo zabezpecené firmou GATC Biotech AG
(Nemecko). Pre potvrdenie zaradenia do druhu A. /woffii bol genom K1 porovnany
v gendmom A. Iwoffii ZS07 (GenBank ID: CP019143.1) pomocou programu ANI (Average
nucleotide identity, http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/index). Gendém izolatu K1 bol
analyzovany pomocou serveru RAST, ktory je dostupny na http://rast.nmpdr.org. Jednotlivé
kontigy DNA boli porovnavané s databazou nukleotidovych (blastn) a proteinovych (blastx)
sekvencii baktérii dostupnych v databaze NCBI (Altschul a kol., 1997). Konzervované
domény boli hl'adané na https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Izolat K1 vykazuje zvySenu rezistenciu voci viacerym tazkym kovom (Mn, Zn, Cu, Ni, Co,
Cr) a dokaze rast’ pri maximalnom pH rastového média 9 (Siposova a kol., 2017). Velkost
genomu A. Iwoffii K1 je 3 357 932 bp. Izolaciou plazmidovej DNA bolo zistené, ze izolat K1,
ako jediny zo zastupcov rodu Acinetobacter z tohto prostredia, obsahuje viacero plazmidov.
Izoléaty A. calcoaceticus tieto mobilné génové elementy neobsahuju. Podobna skuto¢nost’ bola
pozorovana aj u izolatov rodu Acinetobacter ziskanych zo skladky luzenca po vyrobe niklu
v Seredi. Pritomnost’ plazmidov bola detegovana v pripade druhu A. johnsonii NHL11, ale nie
u kmefiov A. calcoaceticus (Siposova a kol., 2017). Stadia Midlina s kolektivom poukézala na
podobny jav. Analyzou kompletnych gendmov druhov 4. Iwoffii a A. baumanii zistili, ze
prave druh 4. Iwoffii ma tendenciu obsahovat’ vac¢si pocet plazmidov nez A. baumanii (Midlin
a kol., 2016). Porovnavanim jednotlivych kontigov genému K1 s databazou nukleotidovych
sekvencii NCBI sme zistili, ze niektoré z nich vykazuji zhody s plazmidmi druhu A4. Iwoffii
alebo inych druhov rodu Acinetobacter. Celkova velkost pravdepodobne plazmidovych
kontigov je 278 796 bp, ¢o predstavuje 5,98% z celého gendomu izolatu K1. Pomocou serveru
RAST ahladanim konzervovanych domén sme zistili, ze genom koduje viaceré gény
zapojené do mechanizmov rezistencie voci tazkym kovom a metaloidom, ktoré su sucastou
operénov cop, czc, czr, chr, mer, ars. Kontig 33 s velkostou 31 431 bp kéduje Cu-ATPazu,
protein CopB, CopC, CopD a CopZ, ktoré st sucastou cop operéonu zabezpecujuceho
rezistenciu vo¢i medi a zaroven koduje proteiny ChrA/B, ktoré sa zG€astiiuju rezistencie voci
chrému. Dalsi operén je lokalizovany v ramci kontigu 52 (8 733 bp), ktory koduje proteiny
CzcA, CzcB, CzcC a CzcD czc operonu, ktory zabezpec€uje rezistenciu voci kobaltu, zinku a
kadmiu u rdéznych druhov baktérii. Na druhej strane, senzitivita voci ortuti u tohto
bakteridlneho kmena je s najvic¢Sou pravdepodobnost'ou sposobena nepritomnost'ou hlavnych
génov mer operéonu - merTPA. Gendm koduje iba regula¢ny protein MerR (v troch kdpiach),
ktory za normalnych okolnosti reguluje funkciu prislusnych Struktarnych génov (Silver
a Phung, 1996). Dal$im detegovanym proteinom bol enzym ArsC, ktory katalyzuje redukciu
arzeniCnanu na arzenitan vo vnutri bunky. Arzenitan je za beznych okolnosti nasledne
transportovany do extracelularneho prostredia napriklad pomocou proteinu ArsB (Silver a
Phung, 1996). Na kontigu 48 (12 045 bp) sme pred proteinom ArsC detegovali konzervovani
doménu acr3, ktora by sa daného procesu mohla zac¢astiovat. Rezistencia voci arzénu vsak
u izolatu K1 nebola pozorovana. Tento jav moze byt’ opét’ spdsobeny nepritomnostou d’al§ich
génov, ktoré st obvykle sucastou ars operonu. Nasou pracou sme teda potvrdili znamy fakt,
7ze mnohé gény umozilujuce adaptaciu baktérii na réozne podmienky prostredia su casto
kédované plazmidovo (Li a kol., 2015). Nekompletné operdny zaroven sposobuju senzitivitu
baktérii. Izoldt K1 aj napriek tomu, Ze neobsahuje kompletny mer operdén preziva v
odpadovom kale, ktory je charakteristicky zvySenou koncentraciou ortuti. Tato skuto¢nost’
modze byt zapriCinend tym, ze izolat zije v bakteriocenoze, v ktorej iné druhy disponuju
mechanizmami, prostrednictvom ktorych detoxifikuju toxicku ortut’ a tym umoziuja prezitie
senzitivnych kmenov.
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Tab. 1 Korelicia medzi rezistenciou izolatu Acinetobacter Iwoffii K1 vo¢i azkym kovom a pritomnost’ou
prislusnych operénov zabezpecujtcich rezistenciu vo¢i nim

Kov/metaloid Rezistenci Detegoyany L,O kahzac1a’ Blastn analyza
a operon operéonu v genome
A. schindleri ACE
Ed
med N cop plazmid plASACE /179 461 bp

CP015616.1%*
97,76%%*#

kobalt + A. Iwoffii VS15
pALWVSI1.1/134 767
bp* KX426232.1%%
kadmium + 08,539

A. schindleri ACE
plASACE /179 461 bp*

zinok + czc plazmid

chrom + chr plazmid CPO15616.1%*
97,76%***
A. Iwoffii VS15
pALWVSI1.1/134 767
bp® KX426232.1%%
98,53%***
A. Iwoffii ZS207

, nekompletn : pmZS /198 391 bp*

ortut - ¥ mer plazmid CP019144.1%
99,26%***
A. Iwoffii ED45-23
pALWED2.1 /190 039
bp® KX426229.1%%
99,22% %
A. Iwoffii ED9-5a,
pALWED3.1 /138 027

arzén - nekf)mpletn plazmid bp*

y ars

KX528687.1 #*#
99,49%%**

“plazmid, s ktorym dany kontig vykuje najviacsiu zhodu / jeho velkost; **GenBank ID;
##%zhoda nukleotidov
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EFEROCYTOZA V MYSACOM PREIMPLATACNOM EMBRYU

Pisko J.
Ustav fyziolbgie hospoddrskych zvierat, Centrum biovied, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo kvantifikovat schopnost embryondlnych apoptotickych buniek
exprimovat’ signadl pre fagocytozu (realizovat' fosfatidylserinovy flip) a schopnost
embryonalnych neprofesionalnych fagocytov vykonavat eferocytézu (fagocytovat
apoptotické bunky).

Nase predchadzajiice experimenty ukézali, Ze priemerny pocet apoptotickych buniek
v mySacich blastocystach sa pohybuje okolo 5,18 na blastocystu (vySetrovacia metoda:
TUNEL assay). Aktudlne experimenty ukézali, ze priemerne iba 0,22 embryonalnych buniek
na blastocystu exprimuje na svojom povrchu fosfatidylserin (znacenie bolo realizované
pomocou fluorescenéného farbenia Annexin V). Napriek nizkej expresii ,,eat me* signalu bol
podiel apoptotickych buniek fagocytovanych susednymi embryonalnymi bunkami pomerne
vysoky. Fagocytarnu aktivitu neprofesiondlnych embryonalnych fagocytov sme vysetrovali
dvoma sposobmi. Prvy spdsob bol zaloZzeny na znaceni kyslych organel (Lysotracker test).
Test ukazal 95,80% kolokalizaciu apoptotickych buniek a kyslych organel. Specifickost
Lysotracker testu vSak pravdepodobne nie je dostato¢ne vysokd, nakol’ko mdze farbit’ aj kyslé
organely v nefagocytovanych apoptotickych bunkach. Druhy spdsob pre dokaz fagocytarnej
aktivity bol zalozeny na znaceni cytoplazmatickych membran. Znacenie cytoplazmatickej
membrany F-aktinom ukdzalo, Ze minimalne 26,21% apoptotickych buniek bolo
fagocytovanych (tzn. bolo lokalizovanych v cytoplazme susednych buniek). Degradéacia F-
aktinu v membrane apoptotickych buniek vSak neumoznila presne urcit’ lokalizaciu vSetkych
apoptotickych buniek. PresnejSie kvantifikovat’ pocet fagocytovanych apoptotickych buniek
sme sa preto pokusili zavedenim alternativnych metodik vizualizacie cytoplazmatickej
membrany: imunohistochemickym znacenim E-kadherinu a Na/K-ATPazy a lipofilnym
farbenim membran s karbocyaninom.

Vysledky naSich experimentov ukazujl, Ze objektivne zhodnotit’ schopnost’” embryonéalnych
neprofesionalnych fagocytov vykonavat’ eferocytézu bude mozné az po porovnani vystupov
minimdlne troch r6znych metodologickych pristupov.

UvoOD

Pokial’ je nam zndme, eferocytdze, respektive fagocytdze apoptotickych buniek v skorych
Stddiach vyvinu embrya doposiall neboli venované ziadne cielené Stadie. Nekrotické
decidualne bunky boli pozorované vo fagozomalnych vakuolach v 'udskom cytotrofoblaste v
skorom S$tadiu gestacie, t.j. priblizne 7-9 dni po oplodneni (Hata a kol. 1981). Vyskyt
fagocytovaného materidlu apoptotického pdovodu bol popisany aj v bunkdch mySacich,
prasacich a l'udskych blastocyst (Hardy, 1999; Fabian a kol., 2005), t.j. priblizne 4-6 dni po
oplodneni. Fyziologickému pozadiu procesu v tomto obdobi vSak doposial’ nebola venovana
vyznamna pozornost’.

Proces fagocytozy pozostdva z rozoznavania a ingescie Castic vacSich ako 0,5 um, ktoré sa
stdvaju sucastou vezikil derivovanych z plazmatickej membrany, zndmych ako fagozomy.
Aby doslo k pohlteniu a nésledne k elimindcii Castic, musia mat’ fagocyty schopnost’
rozoznavat’ rézne druhy patogénov, resp. apoptotické bunky. Signalom apoptotickych buniek
pre inicidciu fagocytdzy je expresia fosfatidylserinu (PS) na povrchu. Kaskada fagocytozy
zafina rozoznavanim Castic, nasleduje tzv. internalizécia Castic, vysledkom ktorej je zahajenie
formacie fagozému. Findlnym krokom je maturdcia fagolyzozému, v ktorom prebichaju
vSetky recyklacné a degradacné procesy (Gordon, 2016).
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Cielom naSej prace bolo kvantifikovat' schopnost embryondlnych apoptotickych buniek
exprimovat’ signdl pre fagocytézu a schopnost’ embryonélnych neprofesionalnych fagocytov
vykonavat’ eferocytozu.

MATERIAL A METODIKA

Expandované blastocysty boli ziskané z hormondlne stimulovanych a prirodzene
fertilizovanych samic CD-1 mysi na 4. den gravidity (120 hodin po hormonalnom oSetreni
hCG). Incidencia apoptitickych buniek, resp. fagocytovanych apoptotickych buniek bola
vyhodnotena pomocou morfologicko-fluorescencnych farbeni a konfokalnej mikroskopie.

Dokaz PS flipu na povrchu apoptotickych buniek: vitdlne farbenie annexin V / propidium
jodid kombinované s Hoechst 33342 DNA farbenim

Dokaz fagocytarnej aktivity neprofesiondlnych fagocytov:

1. Lysotracker test kombinovany s Hoechst 33342 DNA farbenim a TUNEL assay

2. farbenie membranového F-aktinu (pomocou phalloidin-T) kombinované s Hoechst 33342
DNA farbenim a TUNEL assay

3. imunocytochemické farbenie membranového E-cadherinu kombinované s Hoechst 33342
DNA farbenim a TUNEL assay

4. imunocytochemické farbenie membranovej Na/K-ATPazy

5. lipofiln¢ farbenie membran s karbocianinom (Vybrant DiD) kombinované s Hoechst 33342
DNA farbenim a YO-PRO assay

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dokaz PS flipu na povrchu apoptotickych buniek:

Farbenim annexin V / propidium jodid / Hoechst 33342 bolo vySetrenych 141 blastocyst.
Celkovy pocet embryonalnych buniek exprimujicich PS bol 31, ¢o v priemere predstavuje
0,22 AV+ embryonalnych buniek na blastocystu. V ramci tejto skupiny boli blizSie
diferencované dve podskupiny: 1. AV+ sekundéarne nekrotické bunky, ktorych bolo celkovo
26, t.j. v priemere 0,19 na blastocystu. 2. AV+ apoptotické bunky, ktorych bolo celkovo 5, t.j.
v priemere 0,04 na blastocystu.

Pri porovnani s predchadzajucimi vysledkami sme zaznamenali vysoky nepomer medzi
incidenciou apoptotickych buniek so Specificky fragmentovanou DNA (TUNEL assay)
a incidenciou apoptotickych buniek vysielajuci tzv. ,,eat me* signal (PS flip). Tento nepomer
je mozné vysvetlit dvoma tedriami: 1. embryonalne apoptotické bunky bud’ maju nizsiu
schopnost’ vykonat’ PS flip neZ somatické bunky (napr. z dovodu vysokého vyskytu tesnych
medzibunkovych spojeni) (Hardy 1999); alebo 2. nie sme schopni zachytit' exprimaciu PS,
lebo vécsina identifikovanych embryondlnych buniek je uz fagocytovana (Davies a kol.
2018).

Dokaz fagocytarnej aktivity neprofesiondlnych fagocytov:

Schopnost’ embryonalnych buniek vykonavat’ eferocytdzu bola vySetrovana dvoma pristupmi:
1. zna¢enim kyslych organel (Lysotracker test), 2. znacenim cytoplazmatickej membrany (F-
aktin, E-kadherin, atd’.).

Lysotracker testom bolo vySetrenych 56 expandovanych blastocyst. Test ukézal, ze 95,80 %
apoptotickych buniek (TUNEL+ bunky) vykazuje kolokalizaciu s kyslymi organelami.
Specifickost’ Lysotracker testu viak pravdepodobne nie je dostatoéne vysoké, nakol’ko moze
farbit’ aj kyslé organely v nefagocytovanych apoptotickych bunkéch.

Farbenim, ktoré bolo zalozené na znaceni cytoplazmatického F-aktinu, bolo vysetrenych 56
expandovanych blastocyst. Diferencovali sme tri skupiny apoptotickych buniek. Prvé skupina
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s incidenciou 26,21% predstavovala fagocytované apoptotické bunky (tzn. TUNEL+ bunky
lokalizované v cytoplazme susednych buniek). Druhd skupina s najvys$Sou incidenciou
43,45% predstavovala nefagocytované bunky. Tretia skupina s incidenciou 30,34%
reprezentovala neklasifikované apoptotické bunky. Tieto bunky nebolo mozné klasifikovat
z doévodu degradacie F-aktinu v ich membrane.

Nakol'ko vyhodnotenim testov vznikol markantny rozdiel, kedy 4,20% (Lyostracker test)
resp. 43,45% (F-aktin) apoptotickych buniek nebolo fagocytovanych, rozsirili sme porfélio
testov na vysetrenie eferocytdzy embyonalnych buniek Standardizaciou d’alSich testov.
Farbenie cytoplazmatického E-kadherinu kombinované s Hoechst 33342 DNA farbenim a
TUNEL assay: Princip farbenia bol zalozeny na imunocytochemickom znaceni kadherinov.
Kadheriny predstavuju adhezivne molekuly, ktoré sa podiel'aji na spojeni buniek. Vysledkom
farbenia bol analyzovatelny signdl. Kvantifikdcia incidencie eferocytdézy je predmetom
aktualnych experimentov.

Imunocytochemické farbenie cytoplazmatickej Na/K-ATPéazy: Enzym Na/K-ATPé4za by mal
byt pritomny v cytoplazme vacSiny zivoc¢isnych buniek. Zistili sme, ze tdto metodika nie je
vhodna pre znacenie cytoplazmatickych membran v embryu, nakol’ko pozitivny signal bol iba
vo vonkajSej membrane trofoektodermalnych buniek (alpha-1 subjednotka ATPazy
pravdepodobne nie pritomnd v membranach embryoblastu). Imunocytochemické farbenie
bolo realizované sucasne s pozitivnou kontrolou (enterocyty).

Lipofilné farbenie membran s karbocianinom (Vybrant DiD) kombinované s Hoechst 33342
DNA farbenim a YO-PRO assay: Ide o vitalne farbenie, priCom karbocianin farbi lipofilné
Struktary v cytoplazmatickej membrane embyondlnych buniek. Vysledkom farbenia bol slaby
arozptyleny signal, tym padom metodika nie je vhodna pre kvantifikdciu eferocytézy v
blastocystach.

Praca bola podporena grantom APVV-18-0389.
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POROVNANIE IRITACNEHO POTENCIALU JEDU MEDZI AFRICKYM
A AZIJSKYM DRUHOM ,,PCLUVAJUCICH* KOBIER POUZITIM METODIKY
HET-CAM A HODNOTIACEHO SYSTEMU PODI’A LUEPKEHO

Pollakova M., Petrovova E., Petrilla V., Sopkova D.
Katedra anatomie, histologie a fyziologie, UVLF, Komenského 73, 041 81 Kosice, SR

ABSTRAKT

Spomedzi jedovatych hadov sa niektoré kobry celade Elapidae vyznacuju osobitou
schopnostou sebaobrany. Proteroglyfny jedovy aparat tychto hadov je uspdsobeny tak, aby
v pripade potreby umoznil ,,vypudenie* jedu z jedovych zubov, ¢im dochadza k vystreknutiu
dvoch pradov jedu a vytvoreniu aeros6lu. Pristyku sneporusenou kozou vicSinou
nedochadza k ziadnym vyraznym reakciam avSak po kontakte s povrchom oka vyvolavaja
jedy ,.pluvajucich® kobier oftalmiu az docasnu, av niektorych pripadoch trvall, slepotu.
Pomocou HET-CAM testu (Hen's Egg Test — Chorioallantoic membrane) sme sledovali
vazoaktivny efekt a nasledne vyhodnotili iritaény potencidl jednotlivych koncentracii jedu
hadov Naja ashei a Naja siamensis. V pripade vSetkych koncentracii oboch testovanych jedov
mozno na zaklade zisteného kumulativneho skoére klasifikovat’ iritany potencial podla
Luepkeho hodnotiaceho systému ako silny.

UvOD

»Pluvajice* kobry predstavuju Specificku skupinu jedovatych hadov, ktorym charakteristicka
stavba jedového aparatu umoziuje rozstrekovat' kvapocky jedu az do niekolkometrovej
vzdialenosti. Tento reflexny mechanizmus slizi ako obrana pred potencidlnymi predatormi.
Vyskumy poukazuji na schopnost’ tychto hadov zameriavat’ sa na oblast’ tvare, Co vyrazne
zvySuje Sancu, Ze sa jed dostane do kontaktu s povrchom oc¢i. Cytotoxiny pritomné v jede
»pluvajucich kobier vyvolavaju v zasiahnutom oku er6ziu rohovky a konjuktivalnu
chemézu, pricom miera u¢inku je zavisla najmi na dizke kontaktu jedu s okom. Medzi
charakteristické sprievodné znaky patri bolest’, oftalmia, blefarospazmus, zhorSené videnie az
docasna slepota, ktora moZze byt’ bez v€asnej a adekvatnej terapie trvald (Sharma a Baranwal,
2015).

V minulosti sa na hodnotenie akutnej ofnej drazdivosti vyuzival Draizov ocny test, ktory
spocivav aplikécii testovanej substancie do konjuktivalneho vaku oka albino kralikov.
Kritika najmd etického hladiska tohto spdsobu testovania viedla ainadalej navadza
k neustdlemu hl'adaniu a zdokonal'ovaniu alternativnych diagnostickych postupov, ktoré by
umoznili ziskavat’ vysledky rovnocenné vysledkom Draizovho testu. Jednu z navrhovanych
alternativ predstavuje metodika HET-CAM, ktora na vizualizaciu a hodnotenie iritaného
efektu testovanych substancii vyuziva cievy chorioalantoickej membrany slepacich vajec.
Jednd sa orelativne nendroCny postup umoziujuci klasifikdciu iritacného potencialu
testovanych substancii do Styroch kategoérii (silny, mierny, nepatrny, zanedbatelny)
na zaklade konkrétneho typu vazoaktivneho efektu (hyperémia, hemoragie, zraZanie)
v zavislosti od ¢asového useku, ktory uplynie od aplikécie testovanej substancie na povrch
CAM po objavenie sa prvych uc¢inkov (Luepke a Kemper, 1986).

Cielom tejto prace bolo sledovanie, hodnotenie a porovnanie vazoaktivnych uc€inkov
a iritacného potencialu jedov dvoch druhov pluvajucich kobier (Naja ashei, Naja siamensis)
pouzitim metodiky HET-CAM podl'a Luepkeho.

MATERIAL A METODIKA

Oplodnené kuracie vajcia boli dovezené z liaharenského podniku Parovskeé haje (Nitra).
Dovoz a skladovanie vajec pred inkubaciou pri teplote 15°C. Metodicky postup je na zéklade
faz embryonalneho vyvinu rozdeleny do troch Casti.
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0. ED (Embryonalny deii): NaloZenie vajec do inkubatora

Pred nalozenim do inkubatora je vajcia potrebné ocistit’ 70% etanolom. Inkubécia prebieha
pri teplote 37,5°C a vlhkosti 60 %.

3. ED: Odber bielka

Vhodnymi noznicami sa vytvori maly otvor na ostrom konci kazdého vajca, ¢o umozni odber
2 ml bielka pouzitim sterilnej ihly a strickacky. Nasledne st otvory uzatvorené pomocou
tekutého parafinu a vajcia su ulozenie spét’ do inkubéatora tak, aby ostry koniec s uzatvorenym
otvorom smeroval vzdy nadol.

9. ED: Aplikacia jedu

Vajcia su postupne vyberané z inkubatora a za pomoci noznic sa z kazdého vajca odstrani
Skrupina vrchnej ¢asti tupého konca v takej miere, aby vzniknuty otvor umoznoval aplikaciu
jedu na CAM asledovanie jeho uUCinkov. V tejto fadze st neoplodnené vajcia vyradené.
Vhodnou pinzetou sa z vrchnej ¢asti CAM odstrani papierova blana, ¢im sa odhalia cievy.
Jed sa aplikuje v mnoZstve 50 pl/vajce priamo na cievy CAM. Pred samotnou aplikaciou je
potrebné jed nariedit’ fyziologickym roztokom na pozadované koncentracie.

Tab. 1. Testované koncentracie jedov

Hadi jed Koncentricia (mg/ml)

E-1 E-2 E-3
Naja ashei 202 20,2 2,02
Naja siamensis 192 19,2 1,92

Po aplikécii sa sleduje a fotograficky zaznamenava vazoaktivny efekt jedu v intervaloch 0, 30,
120 a 240 sekind. V kontrolnej skupine sa namiesto jedu aplikuje na CAM fyziologicky
roztok. Po ukonceni experimentu nasledovalo vyhodnotenie ziskanych vysledkov a vypocet
iritacného potenciadlu pre jednotlivé koncentracie jedov pouzitim Luepkeho hodnotiaceho

systétmu (HET-CAM test).

Tab. 2. Bodovaci systém pre hodnotenie iritacného potencialu podPa Luepkeho

Cas potrebny na prejavenie drazdivého uéinku Body
Hyperémia | Hemoragie | Zrdzanie
<0,5 min 5 7 9
0,5-2 min 3 5 7
2-5 min 1 3 5

Tab. 3. Klasifikacia iritacného potencialu na zaklade kumulativneho skére

Kumulativne skore Iritaény potencial
<1,0 Zanedbatel'ny
1,0-4,9 Nepatrny
5,0-8,9 Mierny
9,0-21,0 Silny
VYSLEDKY A DISKUSIA

Z chemického hl'adiska mozno hadi jed vo vSeobecnosti charakterizovat’ ako r6znorodt zmes
proteinov. Jed hadov druhu Naja ashei je zlozeny predovsetkym z Three-finger toxinov (69
%) aFosfolipaz A, (27 %). Ostatné menej zastipené zlozky zahfiiajii metaloproteinizy
hadieho jedu (2,1 %), nervovy rastovy faktor (1 %), proteiny bohaté na cystein (0,7 %),
Cobra venom faktor (0,12 %) a 5'-nukleotidazu (0,014 %). Jed hadov druhu Naja siamensis
obsahuje rovnako ako jed hadov druhu Naja ashei prevazne proteiny zo skupin Three-finger
toxinov (75 %) a Fosfolipaz A, (15 %) (Hus a kol., 2018). Zaroven bola dokdzané pritomnost’
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malych mnozstiev proteinov d’alSich skupin ako su sekrecné proteiny bohaté na cystein,
metaloproteindzy hadieho jedu, nervovy rastovy faktor, 5'-nukleotidaza, Cobra venom faktor,
ohanin/vespryn, L-aminokyselinové oxidazy a fosfodiesteraza (Liu a kol., 2017).

I naprieck podobnému zlozeniu testovanych jedov, ktoré je podmienené fylogenetickou
pribuznostou danych druhov jedovatych hadov sa ich vazoaktivny efekt 1isil. Na zaklade
stanoven¢ho kumulativneho skore mozno iritacny potencidl vSetkych troch koncentrécii
oboch testovanych jedov klasifikovat’ podla Luepkeho hodnotiaceho systému ako silny.
Naja siamensis. So zvySujucim sa riedenim bol vazoaktivny efekt vyraznejsi a kumulativne
skore koncentracii E-2 a E-3 vySSie nez pri koncentracii E-1. Tento jav bol pravdepodobne
dosledkom vel'mi vyraznej vazokonstrikcie, ktord prerusila pritok krvi do oblasti CAM, na
ktoru bol jed s koncentraciou E-1 aplikovany. NizSie koncentracie dan¢ho jedu nevyvolali
vazokonstrikciu, o umoznilo sledovat’ zmeny v podobe hyperémie, hemoragii a vznikajicich
krvnych zrazenim. V pripade jedu hadov druhu Naja ashei sa znizujicou koncentraciou jedu
znizilo aj kumulativne skore ¢o naznacuje urcitii zavislost’ miery efektu od velkosti davky.
Vsetky zistené vysledky su uvedené v nasledujticej tabulke.

Tab. 4. Prehl’ad stanovenych vysledkov

Jed c Hyperémia | Hemorégie | Zrdzanie | Kumulativne skére | Iritatny potencial
Kontrola N/a |0 0 0 0 0
Naja ashei E-1]5 7 7 19 Silny
E-2 |5 7 7 19 Silny
E-313.5 5.5 4.75 13.75 Silny
Naja siamensis | E-1 | 3.25 6 0 9.25 Silny
E-2 4.5 6.5 5.25 16.25 Silny
E-313.5 5.5 4.25 13.25 Silny

Dakujem kolegom doc. MVDr. Eve Petrovovej, PhD. a MVDr. Viadimirovi Petrillovi, PhD. za pomoc pri
realizovani tejto prdce.
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VPLYV VYBRANYCH RASTLINNYCH SILIC NA TVORBU EXTRACELULARNEJ
FOSFOLIPAZY KVASINKOU Candida albicans

Proskovcova M., Conkova E., Vaczi P.
Ustav farmakologie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Kvasinka Candida albicans je vyznamnym oportinnym patogénom, ktory je pri¢inou roznych
dermatologickych infekcii. Jej virulencia zavisi od viacerych faktorov, ku ktorym zarad’'ujeme
aj tvorbu extracelularnej fosfolipazy (PL). V naSom experimente sme zistovali schopnost’
produkcie PL pri 19 klinickych izolatoch C. albicans a zarovenn sme testovali moznosti
inhibicie jej tvorby rastlinnymi silicami (RS) z klincekovca vonavého (Syzygium aromaticum,
Myrtaceae) a pamajoranu obyc¢ajného (Origanum vulgare, Lamiaceae) v koncentraciach 400
ul.ml™? 2800 pl.ml”. Na zéklade indexu aktivity PL (Pz) bola vyhodnotend intenzivna
produkcia PL pri 78,9 % klinickych izolatoch (Pz = 0,65+0,08). Po expozicii rastlinnymi
silicami bola zaznamenana redukcia tvorby PL, priemerné hodnoty Pz sa pohybovali od 0,70
do 0,83. Najlepsi Gginok vykazovala silica z Origanum vulgare, v koncentracii 800 pg.ml”,
pri ktorej pri izolatoch s intenzivnou tvorbou PL sme evidovali pokles zo 78,9 % na 31,6 % a
pri 7 izolatoch (36,8 %) sme zistili uplna redukciu tvorby PL.

UvOD

Napriek tomu, ze C. albicans je prirodzenym komenzalom zdravého organizmu, mdze za
urcitych podmienok spdsobit’ mierne az zivot ohrozujice infekcie (Pegorie a kol., 2017).
Vzostup incidencie kandidoz v poslednych desatrociach vedie k hl'adaniu novych stratégii
prevencie a lieCebnych postupov, ktoré su zamerané na faktory virulencie mikroorganizmov.
Okrem adherencie, vyznamnt tlohu zohrava aj tvorba ¢i aktivita PL. ZvySena aktivita PL
vedie k dysfunkcii bunkovych membran buniek hostitela, naruSenim ich zloziek —
fosfolipidov, ¢im sa podpori invazia kvasiniek (Ghannoum, 2000).

Cielom tejto Studie bolo vyhodnotit’ schopnost’ produkcie PL aintenzitu jej aktivity
u klinickych izolatov C. albicans a otestovat moZnost’ jej inhibicie rastlinnymi silicami
z klincekovca vonavého a pamajoranu obycajného.

MATERIAL A METODIKA

Skrining produkcie fosfolipazy C. albicans sme vykonali pouzitim EGG Yolk agarovej
metody (Ellepola a kol., 2016). Celkovo bolo otestovanych 19 klinickych izolatov Candida
albicans, ktoré boli ziskané od pacientov s vyskytom rdznych slizniénych a koznych
kandid6z. Z Cerstvych, 24 h izolatov inkubovanych pri 35 °C, sme si pripravili v sterilnom
fosfatovom pufri (PBS) bunkové suspenzie, pomocou spektrofotometra pri 520 nm a optickej
denzite 1,5. Na testovanie inhibi¢nej schopnosti tvorby PL sme si vybrali dve rastlinné silice,
z klincekovca vonavého — Caryophylli aetheroleum (Syzygium aromaticum, Mpyrtaceae)
a pamajoranu obycajného — Origani aetheroleum (Origanum vulgare, Lamiaceae), v
koncentraciach 400 pl.ml™ a 800 ul.ml"'. Ku 2 ml sterilného PBS (kontrola), resp. sterilného
PBS s rastlinnou silicou sme pridali 0,5 ml bunkovej suspenzie kvasiniek. Po 30 min.
expozicii, pri teplote 35 °C, sme bunky scentrifugovali (10 mintt, 3 000 otacok). V dvoch
naslednych cykloch sme ziskané pelety buniek premyli s 2,5 ml sterilného PBS, ¢im sme
uplne eliminovali rezidua rastlinnych silic. K premytym bunkam sme pridali opéat 2,5 ml
sterilného PBS a na povrch egg yolk agaru sme aplikovali 10 pl bunkovej suspenzie
kvasiniek. Produkciu PL, ktord sa prejavila vytvorenim precipitacnej zony okolo koldnie,
sme posudzovali po 7 diovej inkubacii (teplota 35 °C). Aktivitu PL sme vyhodnotili na
zéklade indexu Pz, ktory sme vypocitali ako podiel priemeru kolonie a priemeru kolonie spolu
so zonou. Na zéklade Pz boli izolaty zaradené do 4 skupin intenzity tvorby PL: ziadna (Pz =
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1), slaba (Pz = 0,99 — 0,90), mierna (Pz = 0,89 — 0,80), stredna (Pz = 0,79 — 0,70) a intenzivna
(Pz <0,69).

VYSLEDKY A DISKUSIA

C. albicans patri k najvirulentnej$im druhom rodu Candida spp. V dosledku rozsiahleho
uzivania Sirokospektralnych antimikrobidlnych latok, vykonavania invazivnych postupov
v nemocniciach a stale CastejSicho imunosupresivneho stavu pacientov, narasta v poslednych
desatrociach incidencia infekcii spdsobenych rodom Candida spp. (Cortegiani, a kol., 2018).
Vzostup incidencie kandid6z vedie k hl'adaniu novych stratégii prevencie a liecebnych
postupov, zameranych na faktory virulencie mikroorganizmov (Rossoni a kol., 2013).
V patogenéze C. albicans hra jednu z dolezitych uloh produkcia hydrolytickych enzymov —
fosfolipaz, ktoré ulahcuju prenikanie patogéna do hostitel'skej bunky. Vyssia fosfolipazova
aktivita je pozorovana priizolatoch ziskanych od pacientov s kandid6zou v porovnani so
zdravymi jedincami (Ellepola a kol., 2016). V naSej stidii sme zaznamenali intenzivnu tvorbu
fosfolipazy az pri 15 izolatoch (78,9 %) (tab. 1). Priemerna hodnota Pz (tab. 2) dosahovala
0,65 (SD +0,08). Negativna, resp. slaba tvorba PL nebola zistena ani pri jednej vzorke, co
potvrdzuje fakt, Ze izolaty boli ziskané od chorych jedincov. V sucasnosti, pri hl'adani novych
lieciv s potencidlnymi antifungdlnymi ucinkami, sa osobitnd pozornost’ venuje prirodnym
produktom, ku ktorym patria aj rastlinné silice. Nami vykonané testy poukazuju na efektivitu
rastlinnych silic aj vredukcii tvorby PL (graf 1 a2). Po expozicii kvasiniek silicou zo
Syzygium aromaticum klesol pocet izolatov produkujucich PL intenzivne z 15 (78,9 %) na 10
(52,6 %) pri koncentracii 400 pug.ml”, resp. na 9 (47,3 %) pri koncentracii 800 pg.ml™.
Utinnej$ou sa viak javi silica z Origanum vulgare, pri ktorej v koncentracii 800 pg.ml™ bola
intenzivna tvorba PL zistena iba pri 6 izolatoch (31,6 %), v siedmich pripadoch (36,8 %)
nebola zaznamenand tvorba PL. Inhibi¢ny ucinok silice zo Syzygium aromaticum je zalozeny
na pritomnosti hlavnej obsahovej latky, eugenolu (Alshaikh a Perveen, 2017). Brondani
a kol., 2018 potvrdili redukciu tvorby PL, a to v zavislosti od Casu, aj u silice z Origanum
vulgare a za jej inhibitora povazuji 4-terpineol. Nasou Stadiou sme potvrdili vplyv tychto
rastlinnych silic na tvorbu PL. Dosiahnuté vysledky sme vyhodnotili Statistickym programom
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software Inc. CA, USA) pomocou jednocestného ANOVA
testu, Dunnettov porovnavaci test.

Tab. 1 Vplyv rastlinnych silic na produkcia fosfolipazy (PL) izolatmi C. albicans

Kontrola Klinéek?vec vonavy 1 Pamajorlém obycCajny 1
Tvorba PL 400 pg.ml 800 pg.ml” | 400 pg.ml™ | 800 ug.ml
n/% n/% n/% n/% n/%
ziadna 0/0 0/0 0/0 0/0 7/36,8
slaba 0/0 1/5,3 1/5,3 3/15,8 0/0
mierna 1/5,3 3/15,8 1/5,3 0/0 3/15,8
stredna 3/15,8 5/26,3 8/42,1 7/36,8 3/15,8
intenzivna 15/ 78,9 10/52,6 9/47,3 9/47,4 6/31,6

Tab. 2 Priemerna hodnota (x) indexu Pz a smerodajna odchylka (£SD)

Caryophylli aectheroleum Origani actheroleum

Kontrola
400 pg.ml™ | 800 pg.ml” | 400 pg.ml™ | 800 pg.ml”

0,65°+0,08 | 0,71°+0,10 0,70*£0,08 | 0,73*°+0,10 | 0,83™°+0,17

a,b,c - hodnoty s odlisnym oznacenim su Statisticky rozdielne p < 0,05
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Graf 1 Ovplyvnenie tvorby PL rastlinnymi silicami (400 pg.mI™")

Vplyv rastlinnych silic na tvorbu fosfolipazy v
koncentracii 400 pg.ml!
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Kontrola W Origanumvulgare B Syzygium aromaticum

Graf 2 Ovplyvnenie tvorby PL rastlinnymi silicami (800 pg.ml™")

Vplyv rastlinnych silic na tvorbu fosfolipazy v
koncentracii 800 pg.ml!
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Kontrola ™ Origanumvulgare — B Syzygium aromaticum

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zdaklade Zmluvy ¢. APVV-15-0377
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POUZITIE GLUTARALDEHYDOVEHO KOAGULACNEHO TESTU PRI
DIAGNOSTIKE OCHOREN{ PAZNECHTOV DOJNIC

Slovak P., Mudron P.
Klinika prezivavcov, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo overit vyznam pouzitia glutaraldehydového koagulacného testu
(GAT) pri diagnostike zapalovych ochoreni paznechtov hovidzieho dobytka. Sledovanie bolo
vykonané na 55 kusoch hovddzieho dobytka, z ¢oho krivalo 41 dojnic. Pri¢ina krivania bola
diagnostikovand vysSetrenim vo fixacnej klietke. VSetky zvieratd boli podrobené
glutaraldehydovému koagulaénému testu. Zo ziskanych vysledkov bola vypocitana citlivost’
66,1 % a Specifickost’ 100 %. V nasom experimente sa teda ukazalo, ze glutaraldehydovy test
nie je dostatoCne citlivy na odhalenie kazdé¢ho zapalového procesu.

UvoOD

Zavaznou prekazkou pri dosahovani optimalnej produkcie dojnic, ich zdravia a welfare je
krivanie, ktoré chovatel'om hovidzieho dobytka sposobuje nemalé finan¢né straty (Suleyeman
a kol., 2012). Infek¢né a traumatické ochorenia spustaji u postihnutého zvierat'a zapalovy
proces (Medzhitov, 2008). Glutaraldehydovy koagulacny test je jednoducha a rychla
semikvantitativna metéda na detekciu hladiny imunoglobulinov a fibrinogénu v krvi
hovidzieho dobytka, ¢o poukazuje na pritomnost’ zapalového procesu v organizme (Metzner
a kol. 2006). Tato metdda je zalozena na reakcii volnych amino skupin molekul bielkovin s
aldehydovymi skupinami reagentu, ¢o vyustuje do vzniku tuhého gélu (koagulacia). Rychlost’
reakcie je priamo zavisla na koncentracii imunoglobulinov a fibrinogénu vo vzorke (Liberg,
1978). Rychlost’ reakcie do 3 minut predstavuje vysoké zvySenie gamaglobulinov a
fibrinogénu vo vzorke, od 3 do 6 minut — stredné zvySenie, 6-15 minut — mierne zvysenie a
ked’ ¢as presiahne 15 minut tak tieto latky nie st zvysené (Kovac a kol. 1987).

MATERIAL A METODIKA

Do sledovania bolo zaradenych 41 krivajucich dojnic a skupina 14 kontrolnych, nekrivajiicich
zvierat ktoré pozostavali z 9 kusov dospelého hovéddzieho dobytka a 5 kusov mladého
hovddzieho dobytka. Kontrolné zvieratd neprejavovali Zziadne priznaky pritomnosti
zapalového ochorenia a krivajice dojnice boli postihnuté len zapalovymi ochoreniami
paznechtov. Pre vylucenie pripadnych subklinickych mastitid, bol vykonany NK-test, ktory
bol u vSetkych dojnic v tejto praci negativny. Bola vykonand diagnostika pric¢iny krivania vo
fixaCnej klietke. VSetkym zvieratdm bola odobrana krv a urobeny rychly glutaraldehydovy
koagulacny test. Glutaraldehydovy test bol vykonany tak, Ze do skimavky s reagentom bolo
pridané rovnaké mnozstvo vendznej krvi. Zmes krvi a reagentu bola premiesana kazdych 30
sekind do ¢asu vytvorenia zrazeniny. Tento Cas bol nasledne zaznamenany. Ak nedoslo ku
zrazeniu krvi do 15 minut, iSlo o negativny vysledok testu. Na zaklade ziskanych vysledkov
bola vypocitana citlivost’ a Specifickost’ testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Reakcia glutaraldehydového testu bola pri 14 kontrolnych (nekrivajicich) zvieratach
negativna, ¢o potvrdilo nepritomnost’ zapalového procesu. Z krivajucich dojnic reagovalo 20
zvierat pozitivne a 21 negativne (Tab. 1). Z ochoreni paznechtov dominovali u krivajticich
dojnic pododermatitidy a digitdlna dermatitida (Tab. 2)
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Tab. 1. Reakcia experimentalnych zvierat na glutaraldehydovy test (GAT)
Krivajlce zvieratd (n = Kontroln4 skupina (n =
41) 14)
Pozitivny vysledok GAT 20 0
Negativny vysledok 21 14
GAT

Tab. 2. Choroby paznechtov u krivajtcich dojnic (n = 41)
Pocet| % Citlivost’

testu
Pododermatitidy 14 134,15%| 73,7 %
Digitalna dermatitida 14 134,15%]| 66,7 %

Chronicka laminitida 7 117,07% 0%
Nekroza hrotu paznechtu 3 17,32% 60%
2
1

4,88% | 100%
2,44% | 100%

Akiitna artritida paznechtové kibu

Chronicka artritida paznechtové
klbu
Spolu 41 [100% | 66,1 %

Na zaklade tychto vysledkov bola stanovena citlivost’ a Specifickost GAT. Citlivost' bola
stanovend na 66,1 %, ¢o znamenad, ze tento test odhali zapalové ochorenie paznechtov v dvoch
tretinach pripadov. Jedna tretina pripadov zostdva tymto testom nedetegovana. Specifickost’
testu bola stanovend na 100%, cCize ak je vysledok testu pozitivny, vzdy je v organizme
pritomny zapalovy proces. Digitdlna dermatitida je bakteridlne ochorenie ktoré primarne
postihuje kozu nad pitkami dobytka. Infekcia sposobuje zapal a poSkodenie koze vedice k
bolesti a diskomfortu (Palmer a kol., 2015). Je hlavnou pri¢inou krivania dojnic (Laven a kol.,
2006) a teda signifikantnym problémom pre mlie¢nu vyrobu v mnohych krajinach. Spdsobuje
redukciu welfare a ekonomické straty (Laven, 2001). Citlivost’ glutaraldehydového testu na
toto ochorenie je podla naSich zisteni 66,7% v pripade akutnej aj chronickej formy. Tento
vysledok moze byt vysvetleny tym, ze treponémy asociované s digitalnou dermatitidou
vykazuji znamky limitovanej indukcie humoralnej a bunkovej imunitnej reakcie (Wilson-
Welder akol., 2015). Pozorovatel'ny je Siroky rozsah koncentracii sérovych protildtok od
zvierata ku zvieratu v ramci skupiny zvierat (Moe a kol., 2010). Variabilita v imunitnej
reakcii moéze byt Ciastone vysvetlend réznymi fylotypmi treponém najdenych v léziach
digitdlnej dermatitidy. Dalej existuje predpoklad, Ze treponémové a bakterialne populacie sa
c¢asom menia, su rozne distribuované v 1ézii a teda poskytuji maly alebo obmedzeny kontakt
s imunitnym systémom hostitel'a (Krull a kol., 2014). Navyse niektoré treponémy su sti¢ast’ou
normalnej intestindlnej flory aich pritomnost moze viest k imunologickej tolerancii
a nedostato¢nej protildtkovej odpovedi (Evans akol.,, 2012). Pododermatitidy st dalSim
vel'mi Castym ochorenim spdsobujucim bolest’ a krivanie u dojnic (Van Amstel a kol., 2006).
Pri tomto ochoreni sme zistili citlivost’ glutaraldehydového testu 73,7 %. Postihnuté zvierata
vykazuji rozne stupne krivania. Skoré Stadia su typické bolestivostou a hemoragiami bez
otvorené¢ho defektu na rohovine. Pri zrelej 1€zii je povrch rohoviny poskodeny a casto
uvolneny a podminovany. Odhalena Skara je traumatizovana rohovinovymi okrajmi defektu a
prostredim a dochadza k vzniku granula¢ného tkaniva. V chronickych pripadoch méze byt
pritomny drendzny trakt, ktory sa rozprestiera od miesta vredu do pity alebo od koze
dorzalneho korunkového okraja aZ po distalny interfalangealny kib (Van Amstel a kol., 2006).
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Dlhotrvajuci proces, otvoreny defekt, drazdenie tkaniva, toto st vSetko faktory, vd’aka ktorym
moéze dojst k silnej zapalovej reakcii, ktord sa moze odzrkadlit v pozitivnom
glutaraldehydovom teste. Celkovo vSak sa vSak glutaraldehydovy koagulacny test, na zéklade
nasich zisteni, nepreukazal ako napomocny pri detekcii patologii paznechtov ako skriningové
vySetrenie a nedokaze nahradit’ zakladné klinické vySetrenie v ortopedicke;j klietke.
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Staskova A.l’z, Lauko S.', Jen¢a A%, Nemcova R.!
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ABSTRAKT

Cielom prace je identifikdcia baktérii ziskanych zjednotlivych casti Gstnej dutiny pri
ochoreniach tvrdych a mékkych tkaniv, ktoré su zdrojom fokalnej infekcie dentogénneho
povodu. Ziskané poznatky umoZznia vyvoj novych moznosti ako pozitivne ovplyvnit’ ordlne a
celkové zdravie uludi. Eliminovanim fékusov v ustnej dutine sa znizia srdcovo-cievne
ochorenia (endocarditis, myocarditis, flebitis), ochorenia pohybového aparatu (artritis,
myositis), ochorenia oCi (irits, iridocyklitis), gastrointestindlneho traktu (cholecystitis,
cholangoitis, appendicitis), mocovych ciest (nefritis, pyelonefritis, cystitis), nervového
systému (neuritidy, neuralgie, ischias, migrény), koze (ekzémy, akné, urtika, furunkuloza).
Identifikaciu jednotlivych baktérii sme realizovali izolaciou kultivovatelnych baktérii
pomocou modernych molekuldrnych metod.

UvoOD

Fokalna infekcia dentogénneho povodu obsahuje patologické stavy, kde patologické lozisko
vznikéd na podklade roznych etiologickych vplyvov a méd patologicky vplyv na vzdialeny
organ. Fokus je ohraniceny zapalovy proces, vo vicsSine pripadov ma chronicky charakter, je
nasledkom drazdivého pdsobenia baktérii, toxinov, ¢i alergénov. Vac¢sina vyskumov o vzniku
fokalnej infekcie kladie na prvé miesto parodontitidu ako najCastejSi etiologicky faktor.
Infekcia bakterialneho povodu tkaniv zubnej drene prestupuje cez foramen apicale zuba
a infikuje tkaniva parodontu. Ak je oSetrenie koreniového kandlika devitdlneho zuba
uskuto¢nené spravne nasleduje lieCenie periapikdlneho nalezu, niekedy chronicka
periapikalna paradontitida pretrvava, méze sa komplikovat’ vznikom fistuly alebo abscesu.
Fokalna infekcia dentogénneho povodu je definovana ako sekundéarna alebo celkova infekcia
sposobena rozptylom mikroorganizmov do vzdialenych orgdnov, pricom primarna infekcia je
lokalizovana v tkanivach apikélneho a marginalneho parodontu. Z hladiska fokélnej infekcie
si najzavaznejSim etiologickym agensom: Streptococcus viridans, Streptococcus mitis,
Streptococcus milleri, Streptococcus sanguis (Petrasova a kol., 2009). V priebehu niekol’kych
rokov sa postupne menil nazor na to, ¢o je zdrojom fokalnej infekcie v tustnej dutine.
Nésledkom nedostatocnych moznosti oSetrenia koretiovych kandlikov, boli mnohé zuby
extrahované (Maoyang a kol., 2019). Endodoncia je odbor zubného lekarstva, zaoberajuci sa
diagnostikou a liecbou patologickych stavov zubnej drene a periapikalnych tkaniv (Mékinen,
2010). V pripade nedokonalého odstranenia infikovanej zubnej drene, pripadne prenesenia
infekcie do periapikalneho priestoru a nedokonalého zaplnenie koreflového kanélika sa stava
takyto zubny pilier zdrojom fokdlnej infekcie. Tieto loziskd mézu vznikat zanedbanim
starostlivosti o Ustnu dutinu, patologickym pdsobenim niektorych mikroorganizmov alebo
nepriaznivymi anatomickymi pomermi v dutine ustne;j.

MATERIAL A METODIKA

Terapia fokalnej infekcie dentogénneho pdvodu modze byt konzervacnd, konzervacno-
chirurgicka (resekcia koreniového hrotu, hemisekcia) a radikalna, ktorou je extrakcia zuba. Pri
vySetreni fokalnej infekcie vyuzivame aspeksiu, poklop, palpaciu, vySetrenie vitality zubnej
drene, kompletné RTG vySetrenie. Realizovali sme identifikaciu zastupcov kultivovatel'nej
mikrobioty z povrchu extrahovaného zuba u pacientov s ochorenim tvrdych a mikkych
zubnych tkaniv. DNA sme izolovali zo solitérnych kolonii s pouzitim DNAzol direct

106



(Molecular Research Center Inc., Cincinnati, USA) podl'a pokynov vyrobcu. Gény 16S rRNA
z izolatov boli amplifikované pomocou PCR priméry 27F (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 a 1492R  (5-CGGYTACCTTGTTACGACTT-3)
(syntetizované Sigma Aldrich). Podmienky cyklu boli 5 minat pri 94 © C, 1 minuta pri 94 ° C,
I minuta pri 55 ° C a3 minat pri 72 °© C a 10 minut pri 72 °© C. PCR sa uskuto¢iiovala na
termocykleroch (TProfessional Basic, Biometra GmbH, Géttingen, Nemecko). Produkty PCR
sa vizualizovali pomocou gélového cerveného biotia UV na 3% TAE agar6zovom géli
elektroforéza Produkty amplifikacie 1400 bp boli purifikované a sekvenované v oboch
smeroch (Microsynth AG Postfach 58 6961 Wolfurt-Bahnhof Austria) a ziskané sekvencie
kultivovatelnych baktérii sme porovnali so sekvenciami v databdze GenBank pomocou
BLASTn analyzy.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Kazuistika &. 1
Vysledky gen:

P1/43/3 Streptococcus anginosus, P1/43/8/2 Staphylococcus epidermidis, P1/43/1B
Streptococcus anginosus, P1/43/4 Streptococcus anginosus, P1/43/5 Streptococcus anginosus,
P1/43/6 Staphylococcus epidermidis, P1/43/1D Streptococcus anginosus; P1/43/2
Staphylococcus epidermidis; P1/41/1 Staphylococcus epidermidis; P1/41/4 Staphylococcus
epidermidis; P1/41/5 Staphylococcus epidermidis; P1/41/6 Staphylococcus hominis, P1/41/7
Staphylococcus epidermidis

ALV1/1 Streptococcus salivarius, ALV1/1V Staphylococcus hominis, ALV1/2/MK
Staphylococcus hominis, ALV1/2/M Lactobacillus fermentum, ALV1/2/Mhem Lactobacillus
fermentum, ALV1/1 Streptococcus salivarius

MM3 Streptococcus salivarius, MM3V Enterococcus faecalis, MMS Streptococcus
parasanguinis

H2 Lactobacillus rhamnosus, H4 Staphylococcus hominis, H3 Streptococcus sp., HID

Lactobacillus rhamnosus, H2M Staphylococcus epidermidis

G3M Streptococcus sp. (Enterococcus faecium), GAVM Staphylococcus epidermidis
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P1 Staphylococcus epidermidis, P3 Streptococcus anginosus, P6/1 Staphylococcus
epidermidis, P4 Staphylococcus epidermidis, P6 Staphylococcus epidermidis

12/2 Bacillus toyonensis, 13/1/2 Enterococcus faecalis, 12/3/2 Streptococcus
parasanguinis, 12/5 Streptococcus parasanguinis, 11/8D Streptococcus sp., 11/8V
Enterococcus faecalis, 11/7D Streptococcus anginosus, 13/1 Streptococcus sp., 13/1/3
Staphylococcus hominis

Kazuistika §. 8
Wy

3/1/1 Staphylococcus hominis

V naSej $tadii sme analyzovali ordlnu mikrobiotu réznych chorobnych stavov mikkych
a tvrdych zubnych tkaniv, ktoré su zdrojom fokalnej infekcie. Klinické nalezy su zobrazené
na jednotlivych RTG snimkach. Pri RTG vySetreni sme sledovali stav tkaniv apikalneho
parodontu, periapikalne loziska, ich velkost a tvar. V naSej Studii vicSina identifikovanych
izolatov patri do rodu Streptococcus a Stafylococcus. V menSej miere su zastipené rody
Lactobacillus a Enterococcus.

Vega 1/0788/19 Stiudium zmien v mikroflore dentdlnych biofilmov u ludi a psov za iicelom harmonizdcie
mikrobiocenozy ustnej dutiny pomocou vybranych ordalnych probiotik.
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ANTIBIOTICKA REZISTENCIA U BAKTERII IZOLOVANYCH Z JEDINEJ
ZLATEJ BANE NA SLOVENSKU
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Kadukova J. )
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ABSTRAKT

Zivotné prostredie kontaminované tazkymi kovmi v dosledku Tudskych aktivit predstavuje
zavazni hrozbu aj vdaka potencidlu tazkych kovov selektovat antibioticky rezistentné
baktérie kvoli vizbe medzi génmi rezistencie voci tazkym kovom a antibiotikam.
Predkladand praca monitoruje profil tolerancie voci antibiotikdim u baktérii izolovanych
z prostredia zlatej bane. Medzi viac ako 150 studovanymi izolatmi prevladala tolerancia voci
ampicilinu (MIC > 100 pg/ml — 49 % izolatov), kanamycinu (MIC > 100 pg/ml — 18 %
izolatov) a chloramfenikolu (MIC > 20 ug/ml — 16 % izolatov). Tolerancia voci tetracyklinu
(MIC > 20 pg/ml) bola detegovand u menej ako 1 % izolatov.

UvoOD

Objav antibiotik (ATB) od zékladov zmenil sposob liecby bakteridlnych infekeii (Pal a kol.,
2017). Avsak podla najnovsich zisteni Svetovej zdravotnickej organizacie (World Health
Organisation - WHO) vstupujeme do obdobia post-antibiotickej éry, kedy je uspesna liecba
a profylaxia bakteridlnych ochoreni ohrozena fenoménom zvanym antibioticka rezistencia.
Zivotné prostredie zohrava doleziti ulohu z hladiska vzniku a $irenia bakterialnej ATB
rezistencie (Ashbolt, 2013). DoterajsSie predpoklady, ze jedinou pric¢inou ATB rezistencie je
nadmerné a nespravne uzivanie ATB, su uz neakceptovatelné, pretoze aj napriek znizenému a
kontrolovanému uzivaniu tychto substancii nebol pozorovany pokles bakteridlnej ATB
rezistencie (Knapp a kol.,, 2017). Existuje mnoho dokazov poukazujucich na fakt, ze
zneCistenie tazkymi kovmi je jednym z dblezitych selekénych faktorov ATB rezistencie
(Stepanauskas a kol., 2006). Banska cinnost’ je jednym z hlavnych antropogénnych aktivit
veducich k znec€isteniu zivotného prostredia tazkymi kovmi a takto kontaminované miesta st
dnes povazované za tzv. horuce miesta pre vznik a vyvin ATB rezistentnych bakteridlnych
druhov (Hu a kol., 2016; Knapp a kol., 2011; Su a kol., 2015).

Ciel'om predkladanej prace bolo stanovenie MIC (minimalnej inhibi¢nej koncentracie, z angl.
minimal inhibitory concentration) u baktérii izolovanych z povrchového, ale aj hlbinného
prostredia jedinej zlatej bane na Slovensku a overenie hypotézy, Ze banska ¢innost’ prispieva
k vytvaraniu podmienok na vznik, selekciu a Sirenie determinantov ATB rezistencie medzi
mikroorganizmami.

MATERIAL A METODIKA

Vzorka bola sterilne odobratd z poslednej aktivnej zlatej bane v strednej Eurdpe - Rozdlia
v Hodrusi-Hamroch, SK (GPS N 48°45.658" E 18°85.166").

1 g vzorky bol rozsuspendovany v 10 ml sterilného fosfatového timivého roztoku a intenzivne
premiesavany po dobu 30 minut. Nésledne bolo 100 pl vybranych desiatkovych riedeni
pddnych eludtov naockovanych na kultivacné médid, ktoré boli kultivované za aerébnych
podmienok cez noc pri izbovej teplote.

Na zaklade roézneho fenotypu bakteridlnych koldnii boli reprezentativne izolaty podrobené
stanovovaniu MIC vybranych ATB. Testovanie bolo uskuto¢nené agarovou dilucnou
metodou na Mueller-Hintonovej kultivacnom médiu s pridavkom jednotlivych ATB:
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 ug/ml. Kultivicia prebichala aerobne
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pocas 48 hodin pri izbovej teplote, po ktorej bol rast baktérii vyhodnoteny a izolaty boli
oznacené ako tolerantné, resp. senzitivne.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zlatd bana bola vybrand kvoli svojej vysokej kontamindcii tazkymi kovmi (napr.
koncentracia Fe - 38723 mg/kg, Zn — 1397 mg/kg, Pb — 706 mg/kg...), nakol’ko gény
rezistencie voCi tazkym kovom predstavuju selekény marker determinantov antibioticke;j
rezistencie.

Kultivaciou sme stanovili pocetnost’ kultivovatel'nych baktérii v jednom grame vzorky, tzv.
CFU (z angl. colony forming units) — 2, 43 x 10°. Tato hodnota je 10 — 100-krat vy3ia ako
CFU pozorovana vo vyskume banského odpadu autormi Safari Sinegani a Younessi (2017),
ktori tato hodnotu stanovili na 1, 55 x 10° — 1, 48 x 10*. Naopak, Berg a kol. (2005)
skimanim pocetnosti baktérii v pode s pridavkom medi odhalili rddovo rovnaké hodnoty CFU
akomy - 8,4 x 10°.

Celkovo sme ziskali 158 izolatov, u ktorych sme nésledne stanovovali MIC vybranych ATB
(Obr. 1). Medzi Studovanymi baktériami dominovala vysoka miera tolerancie vo¢i ampicilinu,
kde sme pozorovali MIC vyssiu ako 100 pg/ml az v 49 % izolatov. Podobne aj v pripade
kanamycinu - pri jeho MIC viac ako 100 pg/ml sme detegovali 18 % tolerantnych izolatov
a v pripade chloramfenikolu 16 % tolerantnych izolatov schopnych rést’ pri koncentracii tohto

v

MIC vyssiu ako 20 pg/ml stanovili pre menej ako 1 % izolatov.

Obr. 1 Relativna pocetnost’ antibioticky tolerantnych izolatov
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Na zaklade ziskanych vysledkov bola v nasom vyskume ako najrozSirenejSia oznacend
tolerancia voci ampicilinu v koncentracii vyssej ako 100 pg/ml az v 49 % izolatov, Co je
v zhode so zisteniami Berg a kol. (2005), ktori tento typ ATB tolerancie pozorovali taktiez
ako najcastejsi, ale aZ u 100 % svojich izolatov. Vysoky trend chloramfenikolovej tolerancie
podobne ako v nasom pripade bol pozorovany aj u baktérii izolovanych zo vzoriek pod
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a sedimentu z Antarktidy Tomova a kol. (2015) — 58 % izolatov, naopak, kanamycinovu
toleranciu pozorovali iba v 8 % izolatov (30 pg/ml), zatial' co nas experiment odhalil 18%
toleranciu voci koncentracii tohto ATB vysSej ako 100 pg/ml. Tetracyklinova tolerancia (MIC
> 20 pg/ml) bola v naSom pripade pozorovana u menej ako 1 % izolatov, no uplne odlisnu
tendenciu zaznamenali Safari Sinegani a Younessi (Safari Sinegani a Younessi, 2017), ktori
tento druh tolerancie detegovali vo vicsSine svojich izolatov vykultivovanych prave zo vzoriek
z banskej pody (44,33 %).

ZAVER
Nase vysledky dokézali vysokt frekvenciu environmentalnych izolatov, ktoré v porovnani
s klinickymi izolatmi (EUCAST, http://www.eucast.org) vykazovali zvysené hodnoty MIC
antibiotik a indikuju, ze prostredia kontaminované tazkymi kovmi mézu ovplyvnit' $irenie
ATB rezistencie a moézu predstavovat’ environmentilne rezervoare ATB rezistentnych
baktérii.

Praca vznikla za podpory grantu VEGA 1/0229/17 a APVV-16-0171.
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MODULACIA AMYLOIDNEJ AGREGACIE INZULINU POUZITIM
IMIDAZOLOVYCH IONOVYCH KVAPALIN

Vanik V., Fedunova D., Bednarikova Z., Marek, J., Gazova Z.
Oddelenie biofyziky, Ustav experimentalnej fyziky SAV, KoSice

ABSTRAKT

Amyloidné fibrily predstavuju Specidlny typ poly/peptidovych agregatov charakteristickych
vysokym obsahom B-listov v ich sekundarnej Struktire. Hromadenie amyloidnych agregatov
in vivo je charakteristickou ¢rtou mnohych vaznych ochoreni, tzv. amyloid6z, ako napr.
Alzheimerovej a Parkinsonovej choroby alebo systémovych amyloid6éz (Chiti a kol. 2017).
Patri tu aj injek¢ne lokalizovana amyloidoza vyskytujuca sa u diabetikov dlhodobo liecenych
inzulinom. Stadium tvorby amyloidnych agregatov je zaujimavé aj z iného hladiska, pretoZe
na baze amyloidnych fibril je mozné vytvorit' nové progresivne materidly. V sucasnosti sa
studie zaoberaju predovsetkym hl'adanim sposobov, ako cielene regulovat’ proces amyloidne;j
agregacie. Tvorba amyloidnych fibril in vitro je vo velkej miere ovplyvnena vlastnostami
rozpustadla. Ionové kvapaliny (IK) predstavuju novu triedu rozpustadiel, ktorych fyzikalno-
chemické vlastnosti mozno modifikovat’ vhodnou kombinaciou ich kationovej a anidnove;j
zlozky. Cielom naSej prace bolo identifikovat vztah medzi fyzikélno-chemickymi
vlastnostami IK (pozicia aniénu v Hofmeisterovej sérii, hydrofobicita, vel'kost, ndbojova
hustota) a ich vplyvom na kinetiku agregacie a morfolégiu inzulinovych amyloidnych fibril.
Studovali sme tuéinok IK zlozenych zimidazolového kationu (1-etyl-3-metyl-imidazol)
a roznych anionov (HSO4, CH3;COO", CI, NOs", BF,) na kinetiku fibrilizicie a morfologiu
inzulinovych fibril pomocou spektroskopickych metod a AFM mikroskopie. Zistili sme, ze
vSetky Studované IK boli schopné modulovat amyloidnt agregaciu inzulinu. Kinetika
fibrilizAcie silne zévisela od koncentracie IK a od typu aniénu. Studované IK tiez indukovali
tvorbu fibril sréznou morfolégiou v zavislosti od typu anidénu. Miera ucinku naznacuje
Specifické i6nové interakcie s povrchom proteinu.

UvoOD

Amyloidnd agregicia proteinov sa v sucasnosti dostdva ¢im viac do centra pozornosti
v Sirokom spektre vedeckych disciplin. Schopnost’ formovat’ amyloidné agregaty (fibrily) je
vSeobecnou vlastnostou polypeptidovych retazcov (Chiti a kol. 2008). Jednou z dolezitych
podmienok vzniku amyloidnych fibril je pritomnost c¢iasto¢ne rozbalenej konformécie
proteinu, ktord zabezpe¢i odhalenie amyloidogénnych regionov. Specifické destabilizaéné
podmienky sa in vitro dosahuji pri ur€itych hodnotich teploty a pH solventu, pridanim
dalSich aditiv alebo mieSanim. Ionové kvapaliny (IK) st novou triedou progresivnych
solventov, ktoré sa objavili ako alternativa ku klasickym rozpustadlam. IK su kvapalné
elektrolyty zlozené z velkych organickych katidnov kombinovanych sroéznymi anidonmi.
Vyhodou oproti beznym rozpastadlam je moznost cieleného vyberu zloziek IK, ktord
umoznuje aby ich fyzikdlno-chemické vlastnosti (teplota topenia, polarita, hydrofobicita,
hustota, viskozita, rozpustnost’ a d’alSie) zodpovedali pozadovanym vlastnostiam pre vybrané
aplikacie (Forsyth a kol. 2004). V biologickych vedach sa IK pouzivaju ako médium pre
rozne biokatalytické reakcie. Zaujem o IK sa zvySuje, pretoze ich pouzitie pontika zaujimavé
vyhliadky na stabilizaciu proteinov a zachovanie ich enzymatickej funkcie/aktivity. Napriek
rasticemu mnozstvu Stadii stadle neexistuje osvedCend metoda predikcie efektu konkrétnych
IK na stabilitu a agregéaciu proteinov. Z tohto dovodu je vysoky dopyt po systematickych
Studiach, ktoré by umoznili charakterizovat’ mechanizmus tc¢inku IK a definovat’ vzt'ah medzi
fyzikalno-chemickymi vlastnostami IK aich efektom na stabilitu a amyloidni agregaciu.
Ziskané poznatky by pomohli prispiet’ k pochopeniu mechanizmu vzniku amyloidnych
agregatov ako aj pri ich biotechnologickom vyuZiti.
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MATERIAL A METODIKA

Pouzit¢ proteiny: ludsky inzulin bol zakapeny od firmy Sigma Aldrich vo forme
lyofilizovaného prasku. Pouzité¢ idnové kvapaliny: EMIM ClI (1-etyl-3-metyl imidazolium
chlorid), EMIM AC (CH3COO-acetat), EMIM BF4 (tetrafluéroborat), EMIM NO3 (nitrat) a
EMIM HSO4 (hydrogénsulfat) boli zakupené od firmy IoLiTec.

Priprava amyloidnych fibril: lyofilizovany inzulin bol rozpusteny na finalnu koncentraciu
20uM v ultracistej destilovanej vode a vodnych roztokoch obsahujucich rézne koncentracie
(25mM resp. 100mM) rozpustenych i6novych kvapalin. pH vody aroztokov IK bolo
upravené na hodnotu 1.6 pouzitim koncentrovanej HCl (v pripade acetatovej IK bolo
namiesto HCI pouzit¢ NaOH). Roztok inzulinu bol rozdeleny na 100uL alikvoty, ktoré sa
nasledne inkubovali v termomixéri pri 50°C s konStantnym trasenim (1200 rpm) po dobu 150
min (inzulin rozpusteny vo vode), resp. 60 -100 min (v roztokoch s IK). Tvorba inzulinovych
amyloidnych fibril bola monitorovana pomocou fluorescenéného testu. Morfoldgia a
Struktarne charakteristiky fibril boli skimané pouzitim a atomovej silovej mikroskopie
(AFM) a kruhového dichroizmu (CD).

Fluorescenény test: Kinetiku tvorby amyloidnych fibril sme Studovali sledovanim
charakteristického narastu intenzity fluorescencie tioflavinuT (ThT). ThT bol pridany ku
vzorkam po inkubdécii v termomixéri tak, aby vyslednd koncentracia ThT vo vzorkach bola ~
25 pM. Nasledovala inkubdacia pri 37 °C trvajica 60 min. Merania sme uskutocnili pomocou
spektrofluorimetra SynergyMX (BioTek) pri excitaénej vinovej dizke 440 nm a emisia bola
zaznamenavana pri vinovej dizke 485 nm.

Kruhovy dichroizmus (CD): CD merania maturovanych inzulinovych fibril pripravenych
v jednotlivych IK sme uskuto¢nili pomocou spektropolarimetra JASCO J-810. Elipticita bola
merand v d’alekej-UV oblasti (195 — 270 nm). Zastipenie sekundarnych struktirnych motivov
v maturovanych fibrilach bolo vyhodnotené pomocou softvérového balika CDPro Dichroweb.
Na stanovenie priemernych Struktirnych parametrov boli pouzité metdédy CDSSTR a
CONTIN s dvoma referenénym databazami.

Atéomova silova mikroskopia (AFM): Vzorky maturovanych fibril boli zriedené v pomere
1:1 na findlnu koncentrdciu 10 pM a nanesené na povrch Cerstvo odstiepenej sl'udy, kde sa
nechali adsorbovat’ po dobu 5 min, nasledne boli oplachnuté ultracistou destilovanou vodou
a vysusSené na vzduchu. AFM snimky boli vytvorené pomocou mikroskopu Veeco/Bruker DI
Innova v tapping méde pomocou NCHYV hrotu. Topografické snimky boli upravené pouzitim
tzv. flatteningu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kinetiku fibrilizacie (Obr. 1) inzulinu sme pozorovali pri Specifickych podmienkach (pH =
1.6, 50°C) zabezpecujucich odhalenie amyloidogénnych regionov, veducich ku tvorbe zrelych
fibril. Zistili sme, ze pridanie IK sposobilo skratenie lag-fazy fibrilizcie a miera skratenia
zavisela od koncentracie (i6novej sily) IK, ¢o naznacuje pripadné tienenie nabitych skupin
proteinu (Obr. 2). Hydrofobne IK pravdepodobne ul'ah¢uju asociaciu hydrofébnych
amyloidogénnych regidonov inzulinu a tym zrychl'uji fibrilizdciu. Miera ucinku zdvisi od
jednotlivych aniénov aje vstulade s reverznou Hofmeisterovou sériou, ¢o naznacuje
Specifické i6nové interakcie s povrchom proteinu. Na zaklade spektroskopickych merani sme
zistili, Ze vytvorené inzulinové fibrilarne agregaty mali v sekundarnej Strukture vysoky obsah
B-listov (v porovnani s nativnym inzulinom) pri vSetkych Studovanych koncentraciach IK,
avSak nenasla sa korelacia s Hofmeisterovou sériou.
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Obr. 1: Kinetika fibrilizacie inzulinu (20 pM) vo vode a

v pritomnosti 1K (25 mM),. EMIM HSO,, EMIM AC,
EMIM Cl, EMIM NO;, .pH=1.6, 50°C.
AFM potvrdila pritomnost’ maturovanych fibril vo vSetkych pripadoch. IK indukuji tvorbu
fibril s rozdielnou morfolégiou — najvyraznejsi vplyv prejavili aniony HSO4 a BF4 z opacnych
stran Hofmeisterovej série, ktoré navySe vyznamne zniZili mnoZstvo vytvorenych fibril Obr.3).
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Obr. 3: AFM obrazky inzulinovych (20 uM) fibril pripravenych vo vode a v pritomnosti IK (25 mM),

HSO4 > AC > CI > NO Obr. 4: Hofmeisterova séria

kozmotrépne | §tudovanych aniénov

Na zaklade nameranych vysledkov mozno konstatovat’, ze efekt Hofmeisterovej série anidonov
(Obr. 4) i16novych kvapalin na fibrilizaciu a morfolégiu fibril je komplexny, vysoko
Specificky a nemozno ho jednoznacne zovseobecnit. Pochopenie procesov zodpovednych za
tvorbu Struktrne a morfologicky definovanych fibril je nevyhnutné pre ich vyuzitie
v roznych oblastiach ako st vyvoj liekov proti amyloidézam alebo biotechnologické
aplikacie.

Praca bola podporena grantmi VEGA 2/0030/18, 2/0145/17, a APVV 18-0284.
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ANTIPARAZITARNY UCINOK ENTEROCIN-PRODUKUJUCICH BAKTERIi NA
INFEKCIU TRICHINELLA SPIRALIS
Vargova M.!, Dvoroziiakova E.', Hurnikova Z.!, Revajova V.2, Laukova A.’
!Parazitologicky iistav, SAV, Kosice
’Katedra patologickej anatémie a patologickej fyziolégie, UVLF, Kosice
SUstav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Centrum biovied, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Protektivny U¢inok enterocinov Enterocin M a Durancin-like a ich produkujucich kmenov E. faecium
CCMS8558 a E. durans ED26E/7 pri experimentalnej infekcii Trichinella spiralis u mysi bol testovany
ako nova terapeuticka stratégia. Kmene E. faecium CCMS8558 a E. durans ED26E/7 boli podavané
my$iam per os denne v davke 100 ul (10° KFJ/ml) a ich enterociny Enterocin M (51 200 AU/ml)
a Durancin-like (25 600 AU/ml) v davke 50 pl/mys. Mysi boli infikované 400 larvami 7. spiralis na 7.
dent terapie. Parazitarnu zataz (intenzitu infekcie) sme vyhodnotili ako pocet adultov parazita
ziskanych vyplachom tenkého Creva a pocet lariev parazita izolovanych zo svalov traviacou metoédou.
Pocet novonarodenych lariev na dospeli sami¢ku v testoch plodnosti stanovil reproduként kapacitu
parazita. Pritomnost parazita vtenkom c¢reve mySi s aplikaciou enterocinov/enterokokov bola
signifikantne potlacena na 11.den p.i. aredukcia poctu adultov dosiahla 55% pri podavani E. faecium
CCMS8558, 47% Enterocin M, 36 % E. durans ED26E/7 alen 17% Durancin-like . Podobny redukény
ucinok bol zaznamenany aj na svalové larvy na 32. defi p.i., E. faecium CCM8558 — 56% , Enterocin M —
40%, E. durans ED26E/7 — 37%, Durancin-like — 17%. Kmen E. faecium CCM8558 potlacil produkciu
novonarodenych lariev ex vivo o 74%, Enterocin M o 61%, E. durans ED26E/7 0 66% a Durancin-like
0 38%. Priamy ucinok enterocinov/enterokokov na plodnost’ samiciek trichinel potvrdil test in vitro, v
ktorom Durancin-like vykazoval porovnatelny redukcny tc¢inok s Enterocinom M na rozdiel od ex vivo
testu. NaSa Stadia potvrdila antiparazitarny ucinok testovanych enterocinov/enterokokov, pricom
redukéna aktivita Enterocinu M bola porovnatelnd s kmenom E. faecium CCM8558, Durancin-like
vykazoval niz$iu antiparazitarnu aktivitu ako jeho producent E. durans ED26E/7.

UvOD

Trichineloza je zavazna zoonodza spOsobend nematédami rodu Trichinella, so Sirokym spektrom
hostitel'ov a celosvetovou distribuciou. Je charakterizovana enteritidou (vyvolanou pohlavne zrelymi
trichinelami) a zapalom s degenerativnymi zmenami v prieCne pruhovanom svalstve (vyvolanym
larvami). Chemoterapia dostupnymi anthelmintikami (benzimidazoly) je u€inna len proti dospelym
cervom, ale nie proti svalovym larvam (Bruschi a Chiumiento, 2012). Patogénnost’ 7. spiralis je vyssia
ako u inych druhov ¢revnych parazitov pre vysoku produkciu novonarodenych lariev a silni imunitnil
reakciu hostitel'a (Pozio a kol., 1992). Zavaznost’ trichinelovej infekcie je v kone¢nom doésledku
ovplyvnend podtom migrujucich novonarodenych lariev. U&innd obrana hostitela je preto
charakterizovana reakciami, ktoré obmedzuji plodnost’ samiciek parazita, poskodzuju alebo znicia
novonarodené larvy a sprostredkuvaju eliminaciu dospelych parazitov z Creva.

Baktérie s benefi¢nymi uc¢inkami mozu spesne znizit’ patogénnost’ mnohych parazitov (Reda, 2018).
Hlavnymi mechanizmami ich u¢inku su: zlepSenie crevnej epitelidlnej bariéry, zvySenie adhézie k
¢revnej sliznici a sti€asna inhibicia adhézie patogénu, kompetitivna eliminacia patogénov, produkcia
antimikrobialnych molekal (bakteriocinov) a modulécia imunitného systému (Goudarzi a kol., 2014).
Na zéklade tychto skutocnosti sa zvySuje zaujem vysvetlit' interakcie medzi mikroorganizmami,
imunitnou odpoved’ou, zapalovymi procesmi a Crevnymi parazitmi. Pocetné Studie analyzuja
imunomodula¢né vlastnosti réznych druhov Lactobacillus a Bifidobacteria in vitro alebo in vivo. Aj
ked’ stadium druhu Enterococcus nebolo rozvinuté, v sucasnosti zaujem on rastie. Enterokoky su
ubikvitarne baktérie, dominantné v osidleni traviaceho traktu ludi a zvierat, ale su pritomné aj v
okolitom prostredi. Niekol’ko kmenov enterokokov produkuje rézne typy bakteriocinov, ktoré¢ mézu
mat’ potencialne vyuzitie ako konzerva¢né latky pre potraviny, farmaceutika, vyzivové doplnky a
veterinarne lieky (Gillor a kol., 2008). Biokonzervacny potencial bakteriocinov v potravinarskom
priemysle je Studovany mnoho rokov (Alvarez-Sieiro a kol.,, 2016), antimikrobidlny uc¢inok
bakteriocinov sa skima v poslednej dekade rokov (Al Kassaa a kol., 2014), avSak antiparazitarny
potencial bakteriocinov zatial’ nebol $tudovany. Na zaklade naSich pozitivnych vysledkov (Buckové a
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kol., 2018) pri redukcii parazitirnej infekcie Trichinella spiralis po aplikacii bakteriocin-
produkujucich kmenov (celych buniek) sme vybrali dva kmene, ktorych bakteriociny chceme
otestovat’ z aspektu imunomodulacného aj antiparazitarneho tcinku.

Cielom nasej prace bolo otestovat’ antiparazitarny ucinok enterocinov (Enterocin M a Durancin-like)
aich producentov - bakteridlnych kmenov Enterococcus faecium AL41 = CCMS8558 a E. durans
ED26E/7) u mysi infikovanych Trichinella spiralis.

MATERIAL A METODIKA,

V experimente bolo pouzitych 80 mysi BALB/c. Samce s hmotnostou 18-20 g boli rozdelené do 5
skupin: Kontrola (n = 20) — infekcia 7. spiralis bez terapie. 1. skupina (n = 15) — Enterococcus
faecium AL41 = CCMB8558 ainfekcia T. spiralis. 2. skupina (n = 15) — Enterocin M a infekcia T.
spiralis. 3. skupina (n = 15) — E. durans ED26/7 a infekcia T. spiralis. 4. skupina (n = 15) — Durancin-
like a infekcia 7. spiralis. Enterociny (Enterocin M, aktivita 51 200 AU/ml; Durancin-like, aktivita
25 600 AU/ml) boli podavané per os denne v davke 50 ul a kmene E. faecium CCM8558 a E. durans
ED26E/7 v davke 100 ul (10° KTJ/ml v Ringerovom roztoku). Mysi boli infikované per os davkou
400 lariev T. spiralis/my$ na 7. den aplikacie bakteridlnych kmenov. Enterococcus faecium AL41=
CCMS8558 je environmentalny izolat, produkujuci enterocin M a E. durans ED26/7 je izolat z ovCieho
mlieka, produkujici enterocin Durancin-like (oba Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat, Centrum
biovied SAV, Kosice).

Izolacia parazita: Adulty T. spiralis boli ziskané z tenkého Creva (Campbell, 1983). Svalové larvy T.
spiralis boli ziskané traviacou metddou — umela traviaca §tava (1 % pepsin, 1% HCl na 4 h pri 37°C)
(Kapel a Gamble, 2000). Test plodnosti samiciek 7. spiralis ex vivo (Cabaj, 1990) — dospelé samice
izolované z tenkého Creva troch mysi z kazdej experimentalnej skupiny na 5. den po infekcii (p.i.).
Test plodnosti samiciek 7. spiralis in vitro — infikované mysi bez terapie (kontrola, n = 5) a samice
boli inkubované v médiu s pridavkom bakterialnych kmefiov alebo enterocinov. Statistické rozdiely
boli vyhodnotené one-way ANOVA a post hoc Tukey testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Odolnost’ voci infekcii 7. spiralis suvisi so schopnost'ou hostitel'a zabranit’ vzniku infek¢nych lariev,
ato rychlym vypudenim dospelych cCervov zc¢reva, redukciou plodnosti dospelych samiciek
a zni¢enim migrujicich novonarodenych lariev (Vasconi a kol., 2015). Pocas ¢revnej fazy trichinelozy
u mysi s aplikaciou enterocinov/enterocin-produkujucich kmeniov sa pocet dospelych cervov znizil v
porovnani s infikovanymi mySami bez terapie. Na 5. den p.i, ked’ dospelé samicky trichinel zacinaja rodit’
nové larvicky (Pozio a kol., 1992), boli pocty adultov zredukované u mysi s Enterocinom M az o 44%,
ale kmen E. faecium CCMS8558 indukoval len 11% znizenie poctu parazitov; antiparazitarny ucinok
Durancinu-like (33%) bol porovnatelny s E. durans ED26E/7 (35%). ZniZenie poctu Cervov v tenkom
¢reve mysi bolo signifikantné na 11. den p.i. s najvy$sim 55% redukénym uG¢inkom po podavani E.
Jaecium CCMS8558, nasledne pdsobil Enterocin M so 47% redukciou, E. durans ED26E/7 potlacil
pritomnost’ parazita v ¢reve o 36 % a Durancin-like len o 17%. Vo svalovej faze infekcie bola najvyssia
redukcia poctu lariev zistena na 25. dett p.i. E. faecium CCM8558 (67%), Enterocin M (52%), E. durans
ED26E/7 (43%) a Durancin-like (32%). Antilarvalny ucinok enterocinovej a enterokokovej terapie (.
Jaecium CCM8558 — 56% , Enterocin M — 40%, E. durans ED26E/7 — 37%) pretrval do 32.den p.i.
s vynimkou Durancinu-like (16%). InfekEnost’ 7. spiralis bola hodnotena ako index reprodukcnej kapacity
(RCI) - pomer poctu lariev ziskanych z jedinca k poctu lariev, ktorymi bol nainfikovany. RCI u
nelieCenych mysi dosiahli hodnoty 108 -126, ¢o bolo nad hodnotami zistenymi u mysi s aplikaciou
enterocinov a enterokokov (46,1 - 90,7). Znizeny reprodukcny potencidl trichinel méze byt vysledkom
znizenej plodnosti samiciek, alebo inhibicie prieniku novonarodenych lariev do krvného
a lymfatického obehu a nasledne ich usidlenia sa v priecne pruhovanych svaloch (Buckova a kol.,
2018).

Test plodnosti samiciek trichinel ex vivo potvrdil zniZzent reprodukénu kapacitu trichinel z mysi po
aplikacii enterocinov a enterokokov. E. faecium CCM8558 potlacil produkciu novonarodenych lariev o
74%, Enterocin M o 61%, E. durans ED26E/7 0 66% a Durancin-like o 38%. Test plodnosti samiciek
trichinel in vitro dokumentuje priamy vplyv enterocinov/enterokokov na reprodukciu parazita.
Produkcia novonarodenych lariev nepriamo korelovala s koncentraciou kmena alebo enterocinu v
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médiu . Enterokoky s koncetraciou 10" 10° a 10° KTJ/ml u&inne redukovali plodnost trichinel
v rozmedzi 69 — 35% ; enterociny s koncentraciou 1% a 0,01% inhibovali produkciu lariev o 40 — 60
%. Plodnost’ samiciek ovplyviiuju biochemické a fyziologické pomery v hostitel'skom organizme.
Napr. znamy je fakt, ze samicky trichinel rozmnozujuce sa v ileu, sit menej plodné ako tie z jejuna, ¢o
predurcuju fyzikalno-chemické vlastnosti tejto Casti tenkého ¢reva (Sukhdeo, 1991). Ini autori
(Gagliardo a kol., 2002) potvrdili, ze ¢revna faza zZivotného cyklu 7. spiralis (vratane reprodukcie) je
plne podporovana epitelialnymi bunkami hostitel’a.

Adhézia enterokokov na ¢revnu sliznicu, atieZz produkcia enterocinov ¢i peroxidu vodika mdze
zabranit’ vstupu parazita do epitelidlnych buniek hostitel'a, v ktorych sa larvy trichinel zvliekaju,
vyvijaji na dospelych jedincov a rozmnozuju (Gagliardo a kol., 2002). Tieto bakteridlne latky, najma
peroxid vodika, mozu tiez ovplyvnit’ vitalitu lariev a podielat’ sa na ich destrukcii. Redukcia plodnosti
trichinel moéze suvisiet stym, ze rod Enterococcus patri k baktériam mlieCneho kvasenia, ktoré
v procese fermentacie glukézy produkuju kyselinu mlie¢nu a iné organické kyseliny, ktoré lokalne
znizuju pH v Creve (Azat a kol., 2016). Kyslé pH signifikantne znizilo fertilitu samiciek 7. spiralis v
désledku morfologickych zmien maternice, ¢o viedlo k naruSeniu embryogenézy (El Temsahy, 2001).
Nasa studia potvrdila antiparazitarny G¢inok testovanych enterocinov a enterokokov, ktory sa prejavil
rychlym vypudenim dospelych Cervov zcreva (E. faecium CCMS8558, Enterocin M, E. durans
ED26E/7), inhibiciou reprodukcnej kapacity samiciek (vSetky testované enterociny a kmene)
a redukciou svalovych lariev (E. faecium CCM8558, Enterocin M, E. durans ED26E/7).

Tato praca bola podporena Slovenskou grantovou agentirou VEGA 2/0056/19.
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ANTIFUNGALNE VLASTNOSTI LACTOBACILLUS PLANTARUM Z OVCIEHO
MLIEKA
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"Ustav hygieny a technolégie mlieka, UVLF, Kosice
2Ustav hygieny a technolégie mésa, UVLF, Koice
Ustav vyzivy, dietetiky a krmovindrstva, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Je zname, Ze kyslomlie¢ne baktérie produkujii rézne antimikrobidlne zli€eniny, ktoré sa
povazuji za dolezité pri biokonzervacii potravin a krmiv. V naSej praci sme testovali
antifungalne vlastnosti 10 kmenov Lactobacillus plantarum izolovanych zo surového ov¢ieho
mlieka. Antifungdlna aktivita bola stanovena pomocou diskovej difiznej metody. Vsetky
testované kmene preukdzali dobré inhibicné vlastnosti vo¢i Aspergillus ochraceus, Mucor
fragilis, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum a Penicillium sp.. NajsilnejSia
antifungalna aktivita bola pozorovana voci Fusarium graminearum, Cladosporium herbarum
a Alternaria alternata. Za antifungalnu aktivitu mozno povazovat’ aj produkciu organickych
kyselin, ktora bola detegovana u testovanych kmenov metddou kapilarnej izotachoforézy v
troch roznych médidch. NajvysSia produkcia kyselin bola zaznamenand v MRS bujone.
Produkcia kyselin bola Specificka pre dany kmen.

UvoD

Vldknité huby st mikroorganizmy, ktoré st zodpovedné za vyznamné ekonomické straty
nielen v agropotravinadrskom sektore (Lipinska a kol., 2018), ale predstavuju tiez zadvazny
zdravotny problém v dosledku produkcie mykotoxinov. Medzi najrozsirenejSie rody
neziaducich mikromycét v potravinach patria Penicillium, Fusarium, Aspergillus a
Cladosporium (Oliveira a kol., 2014). Nakolko sa chemickd konzervéicia stava pre
spotrebitela menej lakava, hl'adaju sa prirodzené metddy ochrany potravin. Fermentéacia
kyselinou mliecnou bola zndma a poziva sa od staroveku. V poslednych rokoch sa baktérie
produkujuce kyselinu mlie¢nu extenzivne skiimaju aj pre ich antifungéalne vlastnosti. Bio-
protektivne kultury sa stale viac odportacaji ako sl'ubny biotechnologicky proces (Pawlowska
a kol., 2012; Russo a kol., 2017). Obzvlast' zaujimavé st laktobacily, ktoré konvertuju
sacharidy na kyselinu mlie¢nu a octovl (primarne metabolity), ale aj na rad sekundarnych
metabolitov, akymi su oxid uhli¢ity, etanol, peroxid vodika, mastné kyseliny, acetoin,
diacetyl, cyklické dipeptidy a tiez ribozomdlne syntetizované bakteriociny. Prave tieto latky
produkované laktobacilmi vykazuji antifungalne vlastnosti (Crowley a kol., 2013). Kmene
laktobacilov s vy$Sou prirodzenou schopnostou inhibovat’ rast hub a kvasiniek sa Coraz
CastejSie stavaju objektom zaujmu vedeckych prac.

MATERIAL A METODIKA

Kmene Lactobacillus plantarum (L5, L10, L15, L16, L17, L18, L19, L.20, L21 a L22) boli
izolované zo surového ov¢ieho mlieka a uchovavané v zmesi MRS bujonu a glycerolu pri -20
°C. Ako indikatorové mikroorganizmy boli pouzité nasledovné referencné kmene: Mucor
fragilis CCM F-236, Aspergillus ochraceus CCM F-269, Aspergillus flavus CCM F-449,
Fusarium graminearum CCM F-583, Penicillium chrysogenum CCM F-362, Cladosporium
herbarum CCM F-455 a Alternaria alternata CCM F-397 (CSM, Brno, CR) a 3 izolaty
Penicillium sp. z ov¢ieho hrudkového syra (P4b, P36, P3a).

Antifungalna aktivita laktobacilov sa sledovala dvojvrstvovou difaznou metdédou. Na sterilny
6 mm disk umiestneny na MRS agare bolo inokulovanych 10 pl no¢nej kultary laktobacilov.
Po kultivacii, ktora prebiehala pri 37 °C 48 h za anaerébnych podmienok v anaerostate, sa
Petriho misky preliali Sabouraudovym agarom so vstupnou koncentraciou spor
indikatorového kmetia 10* ml™. Platne boli nasledne inkubované pri 25 °C 3 - 4 dni a po
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inkubacii boli odmerané priemery inhibi¢nych zé6n v mm. Vplyv vyprodukovanych kyselin
kmeniov laktobacilov na indikatorové kmene sa testoval difuznou metdédou. Pre detekciu
inhibicie kyselinami bol z no¢nej kultury laktobacilov pripraveny supernatant centrifugaciou
(5 min., 25000 ot. min™), ktory bol naneseny (100 ul) na sterilny disk umiestneny na Petriho
miskach preliatich Sabouraudovym agarom inokulovanym prislusSnym indikatorovym
kmenom mykromycét. Platne boli inkubované pri 25 °C 3 - 4 dni, po inkubdcii boli odmerané
priemery inhibiénych zén v mm. Produkcia organickych kyselin izolatov bola stanovena
metodou kapilarnej izotachoforézy (EA100, VILLA LABECO, SR) v troch r6znych médiéch:
MRS bujén, ovéie mlieko (tuk > 5 %), kravské polotu¢né mlieko (tuk = 1,5 %).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Antifungalnu aktivitu testovanych izolatov Lactobacillus plantarum sumarizuje tabul’ka ¢. 1..
U vsetkych testovanych kmenov laktobacilov boli preukazané dobré inhibi¢né vlastnosti voci
Aspergillus ochraceus, Fusarium graminearum, Penicillium chrisogenum, Cladosporium
herbarum, Alternaria alternata atiez voci izolatom Penicillium sp,. z ov¢ieho hrudkového
syra. Slabsi inhibi¢ny ucinok bol voc¢i Aspergillus flavus a Mucor fragilis. Dal Bello a kol.
(2007) identifikovali ako hlavné zlozky zodpovedné za antifungdlnu aktivitu Lactobacillus
plantarum FST 1.7 kyselinu mlie¢nu, kyselinu fenyloctova a dva cyklické dipeptidy — cyklo
(I-Leu-1-Pro) a cyklo (I-Phe-1-Pro). Viaceri autori informuju o laktobaciloch s produkciou
latok, ktoré maju fungicidne a fungistatické vlastnosti (Li a kol., 2012; Rather a kol., 2013).

Tab.1. Inhibi¢na aktivita kmefiov Lactobacillus plantarum na vybrané indikatorové kmene mikromycét

Antifungalna aktivita izolatov laktobacilov
L5 |L10 | L15|L16 |L17 [L18 | L19 | L20 | L.21 | L.22

Indikatorovy kmen

Mucor fragilis + + + + + + + + +
Aspergillus ochraceus R T o e T o e e e I o T S o S I S B
Aspergillus flavus - + + +

Fusarium graminearum | +++ | 4

Penicillium chrisogenum | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | +

Cladosporium herbarum | +4+ | +++ | +4++ |+ | + | ++ |+ | 4+ | - |
Alternaria alternata P | A | A | | | | e | | |
Penicillium sp.P4b s T s O A P B
Penicillium sp. P36 4+ |+ | | |+ + + | A | |
Penicillium sp.P3a + | A |+ + | | |

+++ silny inhibiény efekt, ++ dobry inhibi¢ny efekt, + slaby inhibi¢ny efekt, - bez inhibi¢ného
efektu

Inhibiény ucinok vyprodukovanych kyselin laktobacilmi v podobe supernatantu voci
indikatorovym kmetiom mikromycét nebol detegovany.

Produkcia organickych kyselin sa potvrdila u vSetkych testovanych kmeniov (Tab. 2). Okrem
kyseliny mlie¢nej, ktora laktobacily produkovali vo vécsej miere vo vsetkych sktSanych
médiach, produkovali aj kyselinu octovi. Najvyssia miera produkcie kyselin bola v MRS
médiu. Najvyssiu produkciu kyselin preukazali kmene L19 a L20. Pri porovnani druhov mliek
bola vécSia produkcia kyselin v ov€om mlieku, ktoré je aj prirodzenym habitatom
laktobacilov. Ovcie mlieko tieZ obsahuje vys$§i podiel laktozy, ktord je metabolizovana
mikroorganizmami na kyselinu mlie¢nu, ako kravské mlieko (Spanik a kol, 2015).
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Tab.2. Produkcia organickych kyselin (mmol.l") izolatmi laktobaciloy

Izolaty MRS bujon Ovcie mlieko Kravské mlieko
Laktobacillus Kyselina | Kyselina | Kyselina | Kyselina | Kyselina | Kyselina
plantarum " , .y , -y .

mlie¢na octova mlie¢na octova mlie¢na octova
L5 229,79 0,66 15,21 3,3 9,88 5,95
L10 265,98 10,58 50,84 4,63 29,42 6,28
L15 228,24 2,8 52,73 6,28 34,08 8,76
L16 261,76 3,64 49,51 5,45 29,53 4,62
L17 251,77 4,62 55,84 6,12 26,53 6,28
L18 264,43 5,95 96,69 2,98 31,97 5,82
L19 271,09 10,08 97,58 4,79 19,21 3,14
L20 272,54 9,92 92,91 5,29 31,42 7,4
L21 190,16 3,8 49,73 3,14 24,76 3,9
L22 265,54 8,92 92,03 3,3 32,64 4,7

Inhibicia rastu plesni baktériami mlie¢neho kvasenia sa javi ako sl'ubnd stratégia biologicke;j
kontroly v potravinach alebo krmivach podliehajicich skaze, ktoré su ¢asto kontaminované
toxinogénnymi kmenmi vladknitych hub (Dalié a kol., 2010).

Publikdcia vznikla za financnej podpory IGA UVLF08/2019 ,,Antimikrobidlny potencidal laktobacilov v
surovom ovéom mlieku“.
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